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Organske mikro- in nanocevke

V zadnjem desetletju je
zelo naraslo zanimanje
za raziskovanje
anorganskih mikro- in
nanocevk. Nanocevke so
dolocene z zunanjim
polmerom, ki meri od
nekaj nanometrov do
nekaj sto nanometrov.
Pred kratkim so opazili
mikro- in nanocevke tudi
v organskih in bioloskih
sistemih. V tem
prispevku poro¢amo o
obstoju obstojnih
organskih mikroceuvk in
nanocevk v umetnih
fosfolipidnih sistemih ter
v suspenziji rdecih
krunih celic. Morda so
fosfolipidne nanocevke
pomembne tudi pri
usmerjenem transportu
skozi celicno membrano.
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Slika 1: Shematiéni prikaz majhnega okroglega

wd liposoma, katerega membrana je sestavljena iz dvojne
plasti fosfolipidnih molekul. Fosfolipidna molekula je
sestavljena iz hidrofilne polarne glave in dveh
nevtralnih hidrofobnih ogljikovodikovih verig. Polarne
glave fosfolipidnih molekul v zunanji plasti so v stiku z
zunanjo vodno raztopino, glave fosfolipidnih molekul v
notranji plasti pa z vodno raztopino v liposomu. Konci
nevtralnih repov fosfolipidnih molekul v obeh plasteh
so v stiku drug z drugim.
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anorganskimi mikro- in nanocevkami se v zadnjih

leti ukvarjajo mnogi raziskovalci, saj so posebej zani-

mive zaradi uporabe pri razvoju novih tehnologij (2,

7, 3). Med najbolj raziskane anorganske nanocevke

spadajo ogljikove (2) ter volfram-Zveplove in molib-
den-Zveplove nanocevke (7). Védenja o organskih mikro- in
nanocevkah pa je za zdaj Se malo. V prihodnosti bodo morda
uporabne pri uravnavanju kemijskih in fizikalnih procesov v
celi¢nih sistemih, pa tudi v mikroelektroniki.

Veronika Kralj - Iglic in Ales Igli¢

Na liposomih je mogoce preucevati lastnosti celicne
membrane

Fosfolipidne molekule se lahko v vodni raztopini organizirajo v
fosfolipidne mehurcke - liposome, katerih membrano sestavlja
dvojna plast fosfolipidnih molekul. Ker je zgradba membrane
liposomov (slika 1) podobna zgradbi celiéne membrane (slika 2),
znanstveniki na liposomih preucujejo nekatere lastnosti celi¢ne
membrane in membrane celi¢nih organel (8).

Liposome ustvarjamo tudi v vsakdanjem Zivljenju. Nastajajo pri
pripravi palaCink, ko stepamo jajca v vodi, ali pri umivanju las
z naravnim Samponom, narejenim iz jajc in pepela. Jajéni
rumenjak namrec vsebuje fosfolipid lecitin. Sredi 19. stoletja so
lecitin prvi¢ izolirali v laboratoriju in sicer iz moZganov in
jajénih rumenjakov. Iz tega Casa lahko zasledimo tudi prve
opise nastanka liposomov v vodni raztopini. Ze leta 1854 so
liposome opazili tudi pod mikroskopom in jih poimenovali
»umetne celice«.



SLOVAR MANJ ZNANIH BESED

Ceucna orcanela - Del citoplazme, ki je omejen
s svojo lastno membrano (npr. mitohondrij,
Golgijevo telesce in endoplazmatski retikulum).

EvextrorormacuA - Metoda priprave liposomov
v nizkofrekvenénem elektricnem polju.

Enpociroza - Tvorba membranskih mehurckoy,
ki se odlepijo od maticne membrane na
notranji strani celice ali organele.

FAZNOKONTRASTNI MIKROSKOP ~ Opticni instrument,
sestavljen iz kombinacije le¢. Z njim lahko
opazujemo zelo majhne predmete, ki se
razlikujejo po lomnem koli¢niku.

FLUORESCENEN! MIKROSKOP —~ Opti¢ni instrument,
sestavljen iz kombinacije le¢. Z njim lahko
opazujemo zelo majhne predmete, ki oddajajo
vidno svetlobo dolocene valovne dolzine.
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SLIKA 2: STRUKTURA CELICNE MEMBRANE
Kot primer celi€ne membrane je na risbi shematsko
prikazana membrana rdece krvne celice. Osnovni

gradnik celi¢nih membran je lipidna dvojna plast, ki jo
sestavljajo fosfolipidne molekule in molekule
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Fosroupip - Molekula, v kateri sta dve gljikovodikovi
verigi zaestreni na fosforno kislino, vsebuje pa
tudi ostanek glicerola in znacilno glavo.

HiproFILNosT - Stik molekul z molekulami vode je
energijsko ugoden.

HioroFoBNOST - Stik molekul z molekulami vode je
energijsko neugoden.

Liposom - Fosfolipidni mehurcek, katerega membra-
no sestavlja dvojna plast fosfolipidnih molekul.

MIKROMETER (um) - Tisocinka milimetra.

NANOMETER (nm) - Milioninka milimetra.

VeziKeL - Mehurcek, ki nastane iz majhnega dela
bioloske membrane. Molekularna sestava mem-
brane vesikla obicajno ni popolnoma enaka
sestavi membrane maticne celice ali organele.

VezikuLacua ~ Tvorba membranskih mehurckov,
ki se odlepijo od mati¢ne membrane na zunanji
strani celice ali organele.
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holesterola. Glave fosfolipidnih molekul so obrnjene
navzven proti zunanji oziroma notranji raztopini. V
lipidno dvojno plast celiche membrane so vgrajene se
nekatere druge molekule, na primer razliéni

membranski proteini (na sliki oznaceno v modri barvi).
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Kako veliki so liposomi in kako jih pripravljamo v nasem
laboratoriju?

V preteklosti so razvili razlicne metode za pripravo liposomov.
Polmer kroglastih liposomov je lahko od nekaj deset nanome-
trov pa vse do nekaj deset mikrometrov (1, 8, 9), kar je odvisno
od nacina priprave liposomov. Ena od metod za pripravo veli-
kih liposomov, ki dosegajo polmer do nekaj deset mikrometrov,
je elektroformacija (1). Pri tej metodi liposomi rastejo v komori
iz pleksi stekla, ki ima vgrajeni platinasti elektrodi. PraSek fos-
folipidnih molekul raztopimo v mesanici kloroforma in meta-
nola, nanesemo na elektrodi in pustimo, da teko€ina izhlapi.
Potem elektrodi, ki ju prekrivajo fosfolipidne molekule, zalije-
mo z vodno raztopino saharoze. Komoro zapremo, elektrodi pa
prikljuéimo na izmeni¢no napetost s frekvenco 10 Hz. Tako
imamo v prostoru med elektrodama spreminjajode se elektro-
magnetno polje z amplitudo 1 kV/m. Ko postopoma zmanjSuje-
mo jakost in frekvenco polja, na zunanji povr3ini fosfolipidnega
nanosa na elektrodah nastajajo liposomi.

Postopek traja nekaj,ur. Po konc¢ani pripravi lahko liposome
opazujemo pod faznokontrastnim mikroskopom. Ce pa fos-
folipidnim molekulam v prasku dodamo fluorescenéne oznade-
valce, ki se v postopku priprave liposomov vgradijo v njihovo
membrano, lahko opazujemo liposome tudi pod fluorescen-
¢nim mikroskopom. Na Institutu za biofiziko Medicinske
fakultete v Ljubljani in na Fakulteti za elektrotehniko v Lju-
bljani pripravljamo liposome z metodo elektroformacije.

Liposome povezujejo mikro- in nanocevke

Pri liposomih, ki so jih pripravili z metodo elektroformacije z do-
danimi fluorescen¢nimi oznacevalci, so Mathievet in sodelavci
(8) opazili zanimiv pojav. Kadar so dolo¢en predel suspenzije
liposomov osvetlili z lasersko svetlobo in tako na tem mestu
zadusili fluorescencni signal, so opazili, da se je Ze po dveh mi-
nutah v izbranem predelu opazovanega polja pod fluorescen-
¢nim mikroskopom signal zopet pojavil. Ker so poznali hitrosti
potovanja fosfolipidnih molekul po raztopini, so sklepali, da
tega pojava ni mogoce opisati s prehajanjem fosfolipidnih mole-
kul po raztopini z enega liposoma na drugega. Pojava tudi ni bilo
mogoce razloziti z neposrednim izmenjevanjem fosfolipidnih
molekul med liposomi v trenutku, ko ti zaradi neurejenega giba-
nja tréijo drug v drugega. Zato so Mathievet in sodelavci predpo-
stavljali, da liposomi izmenjujejo membranske sestavine skozi
mreZo nanocevk, ki povezujejo liposome v raztopini. Nanocevke
pa so pretanke, da bi jih lahko opazili pod optiénim mikro-
skopom. Veljale pa so tudi za preve¢ krhke, da bi jih lahko ohra-
nili za opazovanje pod elektronskim mikroskopom (8).
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Slika 3: Liposom z dolgim tankim
cevastim izrastkom, ki smo ga
opazovali pod fluorescencnim
mikroskopom. DolZina értice na
sliki je 20 um (prirejeno po Kralj -
Igli¢ in sod., 2001a, © Elsevier).

In kaj smo opazili v nasem laboratoriju ?

Pred kratkim smo na InStitutu za biofiziko Medicinske fakul-
tete v Ljubljani izvedli poskus (4, 6), pri katerem smo opazovali
fosfolipidne nanocevke, ki so na enem koncu pritrjene na lipo-
som. Zacetni polmer nanocevk je bil manjsi od 100 nm, vendar
50 se opazovane nanocevke postopoma debelile in krajsale, ta-
ko da smo jih lahko po dolofenem &asu opazili pod fluorescen-
¢nim mikroskopom (slika 3). Z nekaj Easovnega zamika smo jih
lahko opazovali tudi pod faznokontrastnim mikroskopom.

Cevaste izrastke na liposomih opazimo ponavadi pol ure do uro
po tistem, ko splaknemo liposome iz elektroformacijske komo-
re, v kateri smo jih pripravili. Proces, v katerem raste polmer
fosfolipidnih cevk od nekaj 100 nanometrov do nekaj mikro-
metrov, traja ponavadi nekaj ur. MreZa fosfolipidnih mikro- in

Slika 4: Vezikulacija €loveskih
eritrocitov pod interferencnim
kontrastnim mikroskopom.
Sinhrono gibanje mati¢ne celice in
héerinskih mehurckov (veziklov)
nakazuje, da so héerinski mehurcki
povezani z matiéno celico z
nanocevkami. Premer mati¢ne
celice je priblizno 5 pm (prirejeno
po Kralj-lgli¢ in sod., 2001b, ©
Elsevier).
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VEZIKULACIJA

medceli¢nina

citoplazma
ENDoflTOZA . medsliénina _

citoplazma

ILUSTRACLA: B. [AZAR

Slika 5: Vezikulacija in endocitoza

Shematski prikaz tvorbe membranskih mehurékov, v katerih se prenasajo
snovi skozi celicno membrano. Kadar mehuréek potuje iz notranjosti celice
v prostor zunaj celice, govorimo o vezikulaciji. Kadar potuje snov v
mehuréku iz zunanjosti celice v njeno citoplazmo, imenujemo pojav
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nanocevk vpliva tudi na kasnejSo obliko liposoma. S tem, ko se
cevke krajSajo in debelijo, se lahko del njihove membrane
pomakne na liposom.

Z opisanim poskusom smo prvi¢ neposredno potrdili obstoj fos-
folipidnih mikro- in nanocevk v suspenziji liposomov, ki so jih
pred tem Mathievet in sodelavci samo predpostavljali.

0 mozni vlogi organskih mikro- in nanocevk pri transportu
snovi v celici

Dolge in tanke membranske strukture, kot so omenjene nano-
cevke, lahko obstajajo tudi v bioloskih sistemih. To, na primer,
nakazujejo poskusi z rdeCimi krvnimi celicami (5). RdeCe krvne
celice v nekaterih okoli$¢inah izloCijo manjSe membranske
mehurcke ~ vezikle (slika 4). Ker je pod mikroskopom mogoce
videti, da se maticne celice in hcerinski mehurcki v suspenziji
gibljejo usklajeno (sinhrono), sklepamo, da so hCerinski mehur-
¢ki z maticno celico verjetno povezani z nanocevkami. Opazu-
jemo lahko tudi posebno nihanje héerinskih mehurckov v smeri
od povrsine matiéne celice in nazaj proti njej; videti je, kot da bi
bili mehur¢ki pripeti na maticno celico z nevidno vzmetjo. Iz
tega sklepamo, da so lahko membranske nanocevke pomemben
del membranskih struktur v celicah in medceliénem prostoru,
vendar pa zaradi tanke in krhke zgradbe za zdaj ostajajo
prikrite.

Prav mogoce je, da imajo membranske mikro- in nanocevke
pomembno vlogo pri prenosu snovi med celicami ali pa med
celiénimi organelami. Tak prenos (transport) bi lahko potekal
neposredno skozi mikro- in nanocevke (9). Morda nanocevke
tudi vodijo usmerjeni transport membranskih mehurékov (slika
5), ki nastanejo pri endocitozi in vezikulaciji celice (3).

Slika 6: Shematski prikaz prenosa
snovi v membranskih mehurékih.
Snov (temne pike) je zajetav
okroglih membranskih mehurckih,
ki se usmerjeno gibajo med dvema
celicama ali med dvema celiénima
organeloma. Nanocevka usmerja
mehuréek od prve do druge
membranske povrSine. Nanocevka
ima pri tem podobno viogo kot med
bregovoma napeta jeklenica,

ob kateri drsi brod Cez reko.




