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Uvod

Bioelektrochemie je vyuZzivana pro objasnéni elektro-
chemické podstaty biologickych procest. Biologické
Zi s elektro-

chemickymi vlastnostmi v Zivych organismech. Jedna se
o velmi slozitou smés latek lipidového charakteru a protei-
nd. Biomembrany maji velké mnoZzstvi funkci a jednou

mezi extracelularnim a intracelularnim prostfedim a ob-
dobné mezi nékterymi subcelularnimi kompartmenty.
Vsechny latky, které¢ do bunky vstupuji (napf. ziviny, pes-
ticidy, organické kyseliny) nebo z ni vystupuji, musi pre-
konat tuto bariéru. Pro porozuméni mechanismiim pfenosu
pifes né je nezbytné mit k dispozici (¢i ptipadné vyvinout)
citlivé a spolehlivé pracujici elektrody' ™ a dostateéng citli-
vé metody, kterymi je mozno pirenasené latky detegovat
ajejich mnozstvi kvantitativnd urdit (napt. cit.>”).
V nékterych piipadech se jedna o mechanismy dobfe zna-
mé (ptenos sodiku, drasliku, vapniku, kysliku), avSak
transport celé fady latek nebo iontti dosud dostatecné ob-
jasnén nebyl (napf. nizkomolekularnich organickych kyse-
lin, t&kych kovi)'®. Pro studium takovychto pochodi se
jevi jako velmi vhodné modelové biologické membrany.
Je potieba, aby byly svym slozenim a strukturou co mozna
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nejblize k membrandm redlnym. Proto musime disponovat
spolehlivymi metodami, které umozni jejich charakteriza-
ci, coZ je cilem této prace.

Hlavni slozkou biologickych membran jsou fosfoli-
pidy'' (napf. lecitin (fosfatidylcholin, obr. 1), fosfatidyli-
nositol, fosfatidylethanolamin), proteiny a cholesterol
(obr. 2). Tyto hlavni komponenty maji velmi vyznamnou
roli v molekularnich a makroskopickych vlastnostech
membran'?,

Zjednodusené by se dalo fici, Ze biologické membra-
ny jsou tvofeny ze dvou fosfolipidovych monovrstev. Ty
se skladaji z hydrofobnich uhlikovych fetézcd, které jsou
orientovany k sob& navzdjem a hydrofilnich hlavicek, kte-
ré jsou orientované smérem do vodného prostiedi na obou
stranach membrany. Cholesterol ma velmi pozitivni vliv
na stabilitu biologické membrany. Pfitomnost cholesterolu
v dvojvrstvé nemeéni orientaci lipidovych hlavicek, protoze
jeho molekuly jsou umistény paralelné k fetézcim mast-
nych kyselin a jejich hydroxylova skupina je sméfovana ke
karbonylové skuping lipida'* .

Cholesterol je amfifilni molekula, ktera je slozena ze
steroidniho jadra s uhlovodikovym fetézcem (nepolarni
&ast) a z hydroxylové skupiny (polarni &ast)'® a ma velky
vliv na specifické vlastnosti fosfolipidovych dvojvrstev.
Cholesterol hraje dulezitou roli ve tvorb¢ lipidovych rafti
v biologickych membranach a vykazuje vyrazné konden-
zaéni vlastnosti'®'. Fyzikalni studie smési cholesterolu
s dipalmitoylfosfatidylcholinem ukazuji, Ze cholesterol méa
vliv na tvorbu modelové membrany. Cholesterol je nerov-
nomeérné rozmistén v celé bunééné membrané, a proto se
vytvaii na cholesterol bohaté oblasti a oblasti bez choleste-
rolu''™"_ Jednou z jeho nejdillezit&jsich funkci je ovliv-
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Obr. 1. Strukturni vzorec lecitinu
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Obr. 2. Strukturni vzorec cholesterolu
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novani fyzikalné-chemickych vlastnosti membran. Pfi
vyssich koncentracich cholesterolu vykazuji lipidy vyssi
usporadanost hydrofobnich fetézcl a tim dochazi ke snize-
ni fluidity.

Nejjednodussim modelem biologické membrany je
planarni lipidova dvojvrstva (PLB), jejiz usporadani umoz-
fuje snadny pristup k obéma jejim stranam, které repre-
zentuji vnitini a vnéjsi prostredi bunky. Tento typ modelo-
vé membrany ma dlouhou zivotnost a je relativné stabilni.
Jeji priprava zabere malo Casu a jeji velikost (tenkost) je
srovnatelnd s redlnymi fosfolipidovymi membranami
(PLMs). Viechny tyto vlastnosti™?' poukazuji na to, Ze
tento typ modelové membrany se jevi jako vhodny pro
vyzkumné ucely.

Existuji dvé hlavni metody pro piipravu modelovych
PLMs (Muellerova® a Langmuir-Blodgetova technika).
Fyzikalni vlastnosti takovychto modelovych membran
mohou byt snadno méfeny. Z elektrického hlediska je
mozné si pfedstavit PLMs jako neidedlni kondenzator,
pfi¢emz jej lze charakterizovat pomoci dvou veli¢in: kapa-
city (C) a odporu (R)*.

Pro objasnéni vlastnosti biologickych membran jiz
existuje cela fada metod. V naSem pripadé jsme vyuzivali
elektrochemickou impedanéni spektroskopii*® (EIS), ktera
se ukazala byt dilezitym a uziteCnym nastrojem pro studi-
um tohoto komplikovaného systému. Impedanéni metody
predstavuji neinvazivni pfistup pro detailni popis struktur-
nich a funkénich vlastnosti tohoto systému®®. Elektricka
kapacita lipidovych dvojvrstev zavisi na tad¢ faktoru,
napf. na membranovém potencialu, na slozeni membran,
teploté, tvorbé porti v membrané atd. Kapacita membrany
také zavisi na postupu piipravy modelové dvojvrstvy'*.

Biologické membrany jsou velmi slozitym kom-
plexem a porozuméni vlivu cholesterolu na tyto membrany
je velmi dulezitou problematikou, ktera byla na prvnim
misté naseho vyzkumu na modelovych membranach. Smés
cholesterolu a lecitinu byla jiz v minulosti pfedmétem fady
studii'®*", ale ziskané poznatky jsou stale nekompletni.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a materialy

Jako zakladni elektrolyt byl pouzit 0,1M KCl
(suprapur, Merck). Rozpoustédla o Cistoté p.a. (ethanol,
99,88% a m-heptan, 99%) byla ziskana od firmy Penta-
Svec, Praha, Ceska republika. Vsechny ostatni pouzité
chemikalie byly cistoty p.a. Pro v§echna méfeni byla pou-
zita deionizovana voda pfipravena v zatizeni Milli-Q-
Gradient, Millipore, Praha, Ceska republika (konduktivita
<0,05puS cm™).

Pro pfipravu lipidovych membran byly pouzity tyto
latky: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (lecitin,
DPPC, GPCho (16:0/16:0)) (Avanti, Polar lipids, Alabas-
ter, USA) acholesterol (Sigma Grade, > 99%, Sigma-
Aldrich).
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Lipidové membrany byly vytvafeny v poérech poly-
karbonatového nosic¢e od firmy Isopore™ Membrane Fil-
ters (Millipore, USA). Tento hydrofilni nosi¢ byl pouzit ve
dvou modifikacich velikosti pérd (8,0 ym a 2,0 pm),
o porozité 5-20 %, tloustce 7-22 um. Déle byly pouzity
polykarbonatové hydrofilni nosi¢e od firmy Nuclepore
Track-Etch Membrane (Whatman, USA) o velikosti pora
0,2 pm a 0,05 um.

Elektrochemicka cela pro méfeni elektrochemické
impedanc¢ni spektroskopie

Pro naSe experimenty byla pouzita tzv. ,,sklenéna®
cela (obr. 3), ktera byla vyvinuta pro transport iontl pfes
PLMs v nasi laboratofi’'. Cela je sloZena ze dvou skleng-
nych Casti (tyto prostory, které jsou vzajemné oddélené
pomoci dvou teflonovych ¢asti s otvorem o velikosti
0,07 cm* a mezi n&Z je umistovan porézni polykarbonato-
vy nosi¢, reprezentuji vnitini a vn&jSi prostiedi bunky).
Objem kazdé sklenéné casti ¢ini 3 ml. Elektrody jsou
umistény do otvordt na vrchni strané sklenénych soucasti
(dveé elektrody argentochloridové a jedna elektroda plati-
nova; jak je uvedeno nize v kapitole Elektrochemicka im-
pedancni analyza). Jako zédkladni elektrolyt byl pouzit
0,1M KClI, ktery byl pipetovan do obou ¢asti cely.

Elektrické ekvivalentni obvody

Ruzné typy elektrickych ekvivalentnich obvodu (angl.
electrical equivalent circuits, EEC) byly testovany a pouzi-
vany pro charakterizaci vytvafenych modelovych dvouvrs-
tev’'°. EEC, ktery je zobrazen na obr. 4, byl pouzit pro

Obr. 3. Elektrochemicka ,,sklenéna“ cela

Obr. 4. Elektricky ekvivalentni obvod pouZity pro charakteri-
zaci modelové membrany tvoiené v porech polykarbonatové-
ho nosice
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objasnéni tvorby a chovani modelovych fosfolipidovych
membran v pérech polykarbonatového nosice®®*’. Tento
obvod vznikl zjednodus§iho modelu pouzivaného casto
pro charakterizaci nepokrytych elektrod ¢i membran
(model R(RC) se skladd pouze zodporu (R;) a k nému
v sérii zapojené paralelni kombinace odporu (R,) a kapaci-
ty (Cy)). K tomuto obvodu byla nasledné pfipojena jeste
paralelni kombinace jedné kapacity (C,) a jednoho odporu
(Rs) vsérii kodporu soznadenim R, (cit.*'*"). Té&snost
proloZeni byla charakterizovana pomoci ¥* kritéria. Jelikoz
toto kritérium pracuje s absolutnimi hodnotami, liSily se
jeho vysledky v zavislosti na absolutnich hodnotach real-
né, resp. imaginarni slozky impedance. Jako nejvhodné;jsi
byly brany aproximace dosahujici nejniz$i hodnoty y°.
Kazda cast tohoto obvodu (odpory R; a kapacity C;) byla
pouzita pro charakterizaci pouzivané¢ho systému.

Ptiprava stabilizovanych fosfolipidovych dvojvrstev

Membrany byly tvofeny postupem, ktery je popsan
v pracich®*2** % Smgs lecitinu a cholesterolu byla pfi-
pravena rozpusténim lecitinu a cholesterolu v ethanolu
(10 pl) a n-heptanu (100 pl). Rizné poméry mezi leciti-
nem a cholesterolem byly testovany a nasledné bylo 20 pl
této smési naneseno na jednu stranu polykarbonatového
nosice, rozpoustédlo bylo odpafeno a poté byl stejny ob-
jem smési nanesen na druhou stranu nosice. Obé strany
pokryté smési lipidi byly po konkrétni cas stabilizace po-
nechany zasychat na vzduchu a poté byly zavodnény nos-
nym elektrolytem™.

Elektrochemickd impedancni analyza

Pro EIS byl pouzit potenciostat PGSTAT302N +
FRA2 modul, fizeny softwarem Nova 1.9 (vS§e Metrohm,
Ceska republika). Méfeni byla provadéna pomoci dvou
Ag/AgCl elektrod (stiibrny dratek o priméru 1 mm, elek-
trolyticky potazeny vrstvou AgCl). Tyto dvé elektrody,
ponofené v zakladnim elektrolytu 0,1M KCl, slouzily jako
pracovni a referentni. Platinovy dratek o priméru 1 mm
byl pouzit jako pomocna elektroda. Systém pracoval
v tiielektrodovém zapojeni. V naSich EIS méfenich posky-
toval systém spolehlivé vysledky v rozmezi frekvenci od
0,1 Hz do 1 MHz pfi amplitudé 0,005 V. Napéti o velikosti
—0,1 V bylo vkladano pfi vSech EIS méfenich (tato hodno-
ta je blizkd membranovému potencialu rostlin v realnych
biologickych systémech). VSechna méfeni byla provadéna
za laboratorni teploty (25,0 + 0,5 °C).

Vysledky a diskuse

Vliv cholesterolu na fosfolipidovou membranu byl
studovan pomoci EIS spektroskopie. Na obr. 5, 6 a 7, jsou
prezentovany frekvencni charakteristiky, tzv. Nyquistovy
grafy (tj. zéavislosti imaginarnich slozek impedanci (—Z"")
na realnych slozkach impedance (Z°) pfi ménici se frek-
venci) pro lecitin, cholesterol a smés lecitinu a cholestero-
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Obr. 5. Frekvené¢ni charakteristika (Nyquistiv graf) membra-
ny tvoiené pouze z lecitinu; frekvenéni rozsah 0,1 Hz— 1 MHz;
amplituda 0,005 V; vkladané napéti —0,1 V
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Obr. 6. Frekvenéni charakteristika (Nyquistiv graf) membra-
ny tvoiené pouze z cholesterolu; frekvenéni rozsah 0,1 Hz — 1
MHz; amplituda 0,005 V; vkladané napéti —0,1 V

lu v hmotnostnim poméru 2:1. Tato spektra ukazuji, ze
cholesterol byl tispésné inkorporovan do modelové fosfoli-
pidové membrany. Na spektrech je vidét vyznamny vliv
cholesterolu na tvorbu, stabilitu a elektrické vlastnosti
modelové membrany. Membrana, ktera byla tvofena pouze
z lecitinu, méla hodnoty imaginarnich slozek impedanci
(=Z"") i realnych slozek impedanci (Z7) v fadu jednotek kQ,
s postupem casu po zavodnéni dochédzelo ke snizovani
téchto hodnot a reprodukovatelnost byla nizsi. Po pfidani
cholesterolu k fosfolipidu doslo k vyraznému nartstu hod-
not imagindrnich slozek impedanci (—Z"") i redlnych slozek
impedanci (Z°). Na obr. 7 mizeme vidét, Ze se pohybovaly
v fadu desitek MQ. Membréana byla s ¢asem po zavodnéni
velmi stabilni a reprodukovatelnost byla vysoka.
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Obr. 7. Frekvencni charakteristika (Nyquistiiv graf) membra-
ny tvorené ze smési lecitinu a cholesterolu (hmotnostni pomér
2:1); frekvenéni rozsah 0,1 Hz — 1 MHz; amplituda 0,005 V;
vkladané napéti —0,1 V
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Obr. 8. Frekven¢ni charakteristiky (Nyquistivy grafy) mem-
brany tvorené ze smési lecitinu a cholesterolu (hmotnostni
pomér 2:1) na riuznych polykarbonatovych nosicich; frekvenc-
ni rozsah 0,1 Hz — 1 MHz; amplituda 0,005 V; vkladané napéti
—0,1 V (priméry péri: X 8 um, ® 2 pm, 4 0,2 um, ® 0,05 um)

Vliv velikosti péri v polykarbonatovém nosi¢i byl
studovan pro ziskani bliz8ich informaci o chovani smési
lecitinu a cholesterolu. Na obr. 8 mizeme vidét zavislosti
imaginarnich ¢asti (-Z"") na realnych castech (Z") impe-
dance méfenych na polykarbonatovém nosici o rtizné poro-
zit¢ (8 um a 2 pm — Isopore™ Membrane Filters; 0,2 pm
a 0,05 pm — Nuclepore Track-Etch Membrane).

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno na nosi¢i Nucle-
pore Track-Etch Membrane s velikosti pord 0,05 um. Se
zvySujicim se primérem dér v nosiCi se stivda membrana
méné stabilni, pravdépodobné méné kompaktni a hodnoty
obou slozek impedance jsou niz§i a méné reprodukovatel-
né.
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Obr. 9. Zavislosti elektrochemickych parametri modelové
membrany na Case stabilizace pied ponofenim do nosného
elektrolytu; frekvencni rozsah 0,1 Hz — 1 MHz; amplituda
0,005 V; vkladané napéti —0,1 V; membrana o velikosti port
0,05 um (Casy stabilizace modelovych membran: X 0 min, ® 15
min, A 30 min, ® 45 min)

Dalsim dulezitym parametrem pro objasnéni chovani
modelové membrany byl ¢as jejiho utvéareni (stabilizace)
pfed ponofenim do nosného elektrolytu. Vysledky jsou
prezentovany v obr. 9. Bylo zjiSténo, Ze optimalni stabili-
zacni Cas pred ponofenim nosice s nanesenym fosfolipido-
vym filmem je 15 min. Se vzrustajicim ¢asem klesaji im-
pedanéni slozky, modelova membrana je nestabilni, ne-
kompaktni a reprodukovatelnost jeji tvorby velmi nizka. Je
pravdépodobné, ze béhem odpafovani rozpoustédla jsou
hydrofilni ¢asti fosfolipidové membrany orientovany
k sobé a hydrofobni ¢asti smérem do organického rozpous-
tédla. Po jeho odpateni zlstavaji hydrofobni casti fosfoli-
pidu orientovany smérem ven. Pokud je Cas formovani
membrany piili§ dlouhy, dojde k utvofeni stabilnich struk-
tur a hydrofilni/hydrofobni ¢asti fosfolipidu po ponofeni
do vodného prostiedi jiz nejsou schopny se reorientovat.

Pro vystavbu membran je dulezité predevsim jejich
slozeni, tj. pomér jejich zékladnich stavebnich slozek,
lecitinu a cholesterolu. Jejich slozeni bylo ménéno
v hmotnostnim poméru od 1:1 do 3:1. Za ptedpokladu, ze
tvofené membrany je mozno popsat pomoci EEC dle
obr. 4, byly z frekvencnich charakteristik vypocteny jed-
notlivé odporové a kapacitni slozky, a to v zavislosti na
¢ase od jejich ponofeni do zakladniho elektrolytu. Na roz-
dil (obr. 10) od ¢isté lecitinové membrany, jejiz vytvafeni
(posuzovano dle ustaleni kapacitnich slozek) trva priblizné
jednu hodinu®, v ptipadé pridavku cholesterolu k lecitinu
bylo zjisténo, ze k ustaleni takovychto membran dochazi
jiz za cca 15 min, a to u membran sloZenych z 2 hmotnost-
nich dilt lecitinu a 1 hmotnostniho dilu cholesterolu.
U ostatnich pomérti mezi cholesterolem a lecitinem dojde
k ustaleni mnohem pozdégji (30—90 min).
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Obr. 10. Zavislosti parametri EEC dle Obr. 4 (A, B, C: odporové slozky; D, E: kapacitni sloZky) modelovych membran na ¢ase po
ponoieni membrany do zakladniho elektrolytu a na molarnich pomérech lecitinu a cholesterolu: 1:1; 2:1 a 3:1; frekven¢ni rozsah
0,1 Hz — 1 MHz; amplituda 0,005 V; vkladané napéti —0,1 V; membrana o velikosti port 0,05 pm; stabiliza¢ni ¢as 15 min (@ 1:1, X 2:1,

®3:1)

Zavér

Stabilizované fosfolipidové membrany byly vybrany
jako vhodny model redlnych biomembran. Pro charakteri-
zaci elektrochemického chovani smési fosfolipidu
(lecitinu, dipalmitoylfosfatidylcholinu) a cholesterolu byla
vyuzita elektrochemickéd impedancni spektroskopie. Mode-
lovd membrana byla tvofena ze dvou vzijemné opacné
orientovanych lipidovych monovrtev v porech polykarbo-
néatového nosice. Primér port tohoto nosi¢e mél velky vliv
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na tvorbu modelové membrany. Cim niz§i byla velikost
port, tim byla membrana stabilnéjsi a kompaktni, hodnoty
impedanci byly vyssi. Jako optimalni se jevil nosic s pory
o pruméru 0,05 um. Nasledné byl testovan vliv Casu pfi
odpafovani organického rozpoustédla (stabilizacni cas).
15 min. S rostoucim Casem stabilizace se membrana po
zavodnéni stavala mén¢ stabilni a hodnoty realné a imagi-
narni slozky impedanci byly méné reprodukovatelné. Tyto
poznatky zavislosti na velikosti pordl a na Case stabilizace
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byly nasledné aplikovany pfi hleddni optimalniho hmot-
nostniho poméru mezi lecitinem a cholesterolem. Pomoci
naméfenych vysledki byl vybran jejich nejvhodnéjsi
hmotnostni pomér (2:1), a to z divodu nejkratsiho Casu
ustaleni elektrochemickych parametri membrany po jejim
ponofeni do zékladniho elektrolytu. Pomoci ESI se podafi-
lo potvrdit, Ze cholesterol byl uspésné inkorporovan do
modelové fosfolipidové membrany. Byl prokazan pozitiv-
ni vliv pfitomného cholesterolu na stabilitu modelové
membrany.
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