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Celi¢na membrana je pomemben gradnik
celice. Razumevanje soodvisnosti procesov,
ki potekajo v celicah, se zdi nemogoce brez
razumevanja delovanja celicnih membran.
Zato so bile celicne membrane predmet mno-
gih raziskav. Pred pribliZno tridesetimi leti sta
Singer in Nicholson izdelala hipotezo tekocega
mozaika (45). V okviru te hipoteze membrano
obravnavamo kot lipidno dvojno plast, v kate-
ri so porazdeljene ostale molekule, predvsem
proteini in glikolipidi. Membranski gradniki
se v okviru omejitev, ki jih predstavlja cito-
skelet, lahko lateralno gibljejo po membrani.
V lateralni smeri ni reda dolgega dosega, zato
lahko membrano opi$emo kot dvodimenzional-
no tekotino. Stevilni eksperimenti in teoretiéne
Studije zadnjih tridesetih let so podprle hipo-
tezo tekoCega mozaika, ki je tako postala
standardni model za opis membran v celici.
Uspesnost modela je dolocena s tem, da se
njegove splo$ne ugotovitve skladajo z ekspe-
rimenti, pa tudi v tem, da je mogoce model
nadgraditi z vkljucitvijo novih znanj. Tako je
bilo mogoce model tekocega mozaika nadgra-
diti z upostevanjem rezultatov eksperimentov,
ki so pokazali, da se dolo¢ene membranske
sestavine organizirajo v dinami¢ne funkcio-
nalne enote (membranske rafte), ki plavajo
v membrani in delujejo kot platforme za veza-
vo proteinov (44).

Rezultati eksperimentalnega in teoreticne-
ga dela sodelavcev nase skupine, ki vkljucuje
raziskovalce iz Finske, Poljske, Nemcije in Slo-
venije, zadnjih dvajsetih let kazejo, da celicne
in umetne membrane lahko tvorijo nanostruk-
ture, kot so na primer nanotube, pore in ozki
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vratovi. Hipoteza o prikritih membranskih
nanostrukturah, ki je iz8la iz tega dela, predpo-
stavlja, da membranske nanostrukture v po-
vezavi z manj ukrivljenimi deli membrane
omogocajo prenos snovi in informacij med
predelki v celici in tako tvorijo infrastruk-
turo celice. Razlaga stabilnosti membranskih
nanostruktur implicira nadgradnjo modela
tekoCega mozaika z vkljucitvijo orientacijskega
urejanja membranskih sestavin v nanostruk-
turah.

MEMBRANSKE MIKRO-
IN NANOSTRUKTURE
ERITROCITOV SESALCEV

Zreli eritrociti sesalcev so primeren sistem za
Studij lastnosti membran; ker nimajo jedra,
citoskelet pa tvori dvodimenzionalno mrezo,
ki se na citoplazemski strani prilega lipidni
dvojni plasti, je oblika celice dolo¢ena pred-
vsem z lastnostmi membrane (lipidne dvojne
plasti in citoskeletne mreZe). Dogajanja, pove-
zana z membrano, se tako odrazajo v obliki
celice, ki jo lahko opazujemo pod mikrosko-
pom.
Opazili so (7, 43), da spreminjanje pogo-
jev v zunanji raztopini eritrocitov, kot na pri-
mer dodajanje razli¢nih snovi, lahko spremeni
obliko eritrocita, ki je pri normalnih in vitro
pogojih diskocitna. Hipoteza sklopljenih pla-
sti razloZi ta pojav z vgrajevanjem dodanih
molekul v membrano (8, 20, 43), pri Cemer je
pomembna afiniteta zunanje oziroma notra-
nje plasti membrane za to vrsto molekul, pa
tudi lastnosti zunanje in notranje raztopine.
Sprememba razlike povr$in zunanje in notra-

Slika 1. Brstenje membrane eritiocita po dodatku ehinocitogenih detergentov (4) 40 M dodecimaltosida oziroma (B) 40 M dodecilcvitergenta
v suspenzijo eritrocitov. Presevni elektronski mikroskop Cambridge Instruments S360. Crica je dolga 2 pm.
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Slika 2. Populaciia tubasti (4) in kroglastih (B) nanoeksoveziklov membrane eritrocita. Tubasti vezikli so nastali po centrifugiranju
suspenzie eritrocitov z dodanim dodecilmaltosidom, kroglasti vezikli so nastali po centrifugiranju suspenzife eritrocitov z dodanim dodecit

cvitergentom. Transmisijski elektronski mikroskop JOEL 100SX.

nje plasti membrane povzroci spremembo
oblike eritrocita. Ce se povriina zunanje pla-
sti poveca glede na povrsino notranje, se
celica naguba navzven (nastane ehinocit), ¢e
se povrsina zunanje plasti zmanjsa glede na
povrsino notranje, se celica naguba navzno-
ter (nastane stomatocit).

Detergenti so amfifilne molekule, sestav-
Jjene iz glave in ogljikovodikovega repa. Ker

Slika 3. (4). Kroglasti brst na vrhu izrastka cloveskega ehinocita.
Suspenzii eritrocitov e bila dodana raztopina dodecilcvitergenta
s koncentraciio 263 uM. (B). Tubasti brst na vrhu izrastka cloveskega
ehinocita. Suspenziji eritrocitov je bila dodana 100 pM raztopina
dimermega surfaktanta diokfildiQAS. Povzeto po (31). Transmi-
siiski elektronski mikroskop JOEL 100SX. Crtica je dolga 100 mm.

se vgrajujejo v eritrocitovo membrano, pov-
zrocijo spremembo oblike eritrocita (26). Pri
dolo¢enih pogojih pri tem nastanejo nano-
strukture, kot so brsti in héerinski vezikli, ki
nastanejo iz mati¢ne eritrocitove membra-
ne (13, 14). Pri eksperimentih (podroben opis
eksperimentov je v 13-15) je bila odvzeta ven-
ska kri avtorjev. Eritrociti so bili trikrat izprani
v pufru s pH=7,4. Koncentracije detergentov
so bile pod vrednostmi, ki povzro¢ajo hemo-
lizo po 60-minutni inkubaciji. Vezikli so bili
izolirani s centrifugiranjem. Rezultati eks-
perimentov so pokazali, da vgrajevanje ehi-
nocitogenih detergentov privede do brstenja
membrane na vrhu ehinocitovih izrastkov
(14, 31, 35), nazadnje pa do nastanka nanoek-
soveziklov (14, 16, 31). Analiza izoliranih
nanoeksoveziklov je pokazala (15), da v njih
ni elementov membranskega skeleta. Brsti
(sliki 1 in 3) in izolirani nanoeksovezikli (sli-
ka 2) se lahko razlikujejo po obliki (74, 16, 31).
Pri dodajanju nekaterih vrst detergentov so
imeli nanoeksovezikli obliko kroglic, pri doda-
janju drugih vrst detergentov pa tubasto
obliko. Ustrezne oblike so nakazane Ze v pro-
cesu brstenja (sliki 1 in 3). Tubasti nanoek-
sovezikli so nastali po brstenju, pri katerem
so imeli izrastki podolgovato tubasto obliko,
medtem ko so kroglasti nanoeksovezikli nasta-
li po brstenju, pri katerem so bili izrastki kraj-
$i in §irsi. Na slikah 1-3 vidimo, da so brsti
in nanoeksovezikli v vsaj eni dimenziji zelo
majhni - reda velikosti nekaj deset nanome-
trov. Zato jih ni mogoce opazovati pod optic-
nim mikroskopom. Ce v suspenzijo eritrocitov
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Slika 4. (4). Cloveski eritrocit pri normalnif in vitro pogojii. (B). Stomatocita s forocitnima endovezikloma po inkubaciii v 44 M raztopini
oktaetilenglikoladodeciletra (C12E8). (C). Stomatocit z majhnimi kroglastimi endovezikli po inkubaciji v 100 yM raztopini klorpro-
mazina. Suspenzija eritrocitov je bila inkubirana 60 min pri temperaturi 37 °C v prisomosti FITC-dekstrana. Povzeto po (17). Leica
konfokalni laserski presevni mikroskop z Adobe in Corel-Draw programsko apremo. Crtica je dolga T pm.

dodamo detergente, ki povzrocajo stomato-
citozo (manjsajo povr$ino zunanje plasti gle-
de na povrsino notranje), pride do brstenja
membrane navznoter (v citoplazemsko stran).
Nastanejo lahko majhni okrogli endovezikli
(slika 4C), tubasti endovezikli ali pa nekoli-
ko vedji ploscati vezikli z ravnim centralnim
delom - tako imenovani torocitni endovezi-
kli (sliki 4B, 5) (4, 14, 17), odvisno od vrste
dodanega detergenta.

MEMBRANSKE MIKRO-
IN NANOSTRUKTURE
FOSFOLIPIDNIH MEHURCKOV

Da bi bil energijsko neugoden stik med vod-
nimi molekulami in ogljikovodikovimi repi
fosfolipidnih molekul kar se da majhen, se fos-
folipidne molekule v vodni raztopini uredijo
v zakljuCene dvoplastne strukture - mehurc-
ke. Membrano mehurckov tvori fosfolipidna
dvojna plast. V procesu elektroformacije nasta-
nejo orjaski fosfolipidni mehurcki (1), ki
imajo tipicne polmere reda 10 um.

Pri eksperimentih (podrobno opisanih v 33)
namazemo v kloroform raztopljene fosfoli-
pidne molekule na vzporedni platinasti Zi¢-
ki, ki sta oddaljeni za nekaj milimetrov. Ko
kloroform izhlapi, elektrodi zalijemo z vod-
no raztopino in na Zicki priklju¢imo izmenic-
no elektricno napetost. Po dolo¢enem casu
amplitudo in frekvenco napetosti postopoma
zmanj$amo na nicelno vrednost. Mehurcke,
ki se kot grozd naberejo na elektrodah, izplak-
nemo iz celice za elektroformacijo in jih nato
opazujemo pod opti¢nim mikroskopom s faz-
nim kontrastom. Ce so v membrano vgraje-
ne molekule fluorescen¢nih oznacevalcev
ali pa ¢e so v notranji raztopini mehurcka fluo-

rescen¢ne molekule, lahko mehurcke opazuje-
mo tudi pod fluorescenénim mikroskopom.

Ker fosfolipidna dvojna plast tvori osnovo
celicne membrane, imajo fostolipidni mehurcki
in celicne membrane nekatere skupne lastno-
sti. Obstoj stabilnih nanostruktur iz eritrocitove
membrane tako nakazuje tudi mozZnost obstoja
stabilnih nanostruktur iz fosfolipidne membra-
ne. Pri eksperimentu z orjaskimi mehurcki,
ki so imeli v membrano vgrajene fluorescencne
oznacevalce in so nastali z elektroformaci-
jo (36), so z laserjem zadusili svetlobo, ki je
izhajala iz fluorescen¢nih oznacevalcev na
izbranem mestu v grozdu fosfolipidnih mehurc-
kov. Izkazalo se je, da so mehurcki na tem
mestu Cez nekaj minut spet svetili. Fluorescenc-
ni oznacevalci so se iz membran sosednjih

Slika 5. Torocitni endovezikli v notranjosti cloveskih eritrocitov.
Torocitni endovezikli so nastali po inkubaciji eritrocitov v 44 yM
raztopini oktaetilenglikolododeciletra (C12E8). Povzeto po (4).
Tansmisiski elekironski mikroskop JOEL 100SX. Citica e dolga 1 pm.
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Slika 6. Razlicni orjaski fosfolipidni mehurcki iz palmitoiloleoiffosfatiditholina (POPC) v cisti vodi. (A). Mehurcek z dolgim fankim izrastkom.
(B). Mehurcek s krajsim tubastim izrastkom. (C). Mehurcek z unduliranim izrastkom; v globularmem delu vidimo multilomelomo strukturo.
(D). Mehurcek z dolgim tubastim izrastkom; fokus je na iziastku, ki ni v isti ravnini kot mehurcek. Povzeto po (34). Invertni optichi

mikroskop Zeiss IM 35 s faznim kontrastom.

mehurckov preselili na membrane mehurckov,
ki niso svetili. Cas, ki so ga za to potrebova-
1i, je bil prekratek, da bi do tega lahko prislo
s prehajanjem molekul v zunanjo raztopino
in iz nje (36). Da bi razloZili opaZeni pojav, so
predpostavili, da se fluorescencni oznacevalci
premaknejo na sosednje mehurcke po tankih
tubastih strukturah, ki povezujejo mehurcke
v mreZo. Te povezave naj bi bile tako tanke, da
jih ni bilo mogoce videti pod opti¢nim mikro-
skopom, in tako krhke, da jih ni bilo mogoce

Stika 7. Orjaski fosfollpidni mehurcek iz palmitoiloleoilfosfatidiholina
(POPC) in 1,5 % fluorescencnega oznacevalca NBD-PC. Na sliki
je viden del tubastega izrastka. lzrastek smo opazili priblizno
45 minut po elektroformaciji. Povzeto po (33). Invertni optichi
mikroskop IMT-2, Olympus, Japonska, z nastavkom za odbito fluo-
rescencno svetlobo IMT2-RFL Citica je dolga 20 pm.

ohraniti v postopkih, ki so nujni za opazova-
nje pod elektronskim mikroskopom (36).

Takoj po elektroformaciji ima vecina
mehurckov videz krogle. Premeri kroglastih
mehurckov so razli¢ni, med nekaj mikro-
metri in nekaj deset mikrometri. Fluktuacij
membrane ne opazimo. Ce se v raztopini, ki
vsebuje mehurcke, pogoji s ¢asom spremi-
njajo, se s casom lahko spreminja tudi oblika
mehurckov. Ob ohlajanju vzorca Cez nekaj
Casa (nekaj ur) opazimo, da imajo mehurcki
razli¢ne oblike, membrane pa bolj ali manj
fluktuirajo. V skladu z eksperimentom, ki
je nakazal obstoj membranskih nanostruk-
tur (36), razliko v videzu populacije lahko raz-
lozimo s transformacijo ostankov mreze
nanotub, ki so vezani na posamezne mehur-
¢ke (33). Na ta nacin lahko razloZimo hete-
rogeno sestavo populacije mehurckov in
njihovo dinamiko.

Ko grozd mehurckov splaknemo iz celi-
ce za elektroformacijo, se mreZa povezav
raztrga, njeni ostanki pa ostanejo pritrjeni na
mehurcke v obliki tubastih izrastkov. Ker so
tubasti izrastki zelo tanki, jih v zacetku ne
vidimo pod fazno kontrastnim oziroma pod
fluorescen¢nim mikroskopom. Zaradi zmanj-
Sevanja temperature pride do zmanjSevanja
razlike med povr§inama zunanje in notranje
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Slika 8. Spontana transformacija orjaskega fosfolipidnega mehurcka iz palmitoiloleoilfosfatidilholina (POPC) v ekviosmolarni raztopini
saharoze (znotraj) in glukoze (zunaj). Ustrezni cusi po elektroformaciji so (A): 3h, (B): 3h 20min, (C): 4h, (D): 4h 2min, (F):
4h 4min 40, (F): 4h 8min 155, (6): 4h 14min 255 in (H): 4h 14 min 30s. Tanek tubast izrastek (Gma pusiica) se s casom
krajsa in debeli. Ko postane dovolj kratek, apazimo undulacije z vedno oZjimi vratovi. Po tem, ko se odpre zadnji vrat, ki povezuje
izrastek z globularim defom (bela pustica), dobimo ohlapen fluktuirajoc mehurcek. Povzeto po (33). Invertni apticni mikroskop Zeiss

1M 35 s faznim konfrastom.

plasti membrane (29), tako da se izrastki kraj-
$ajo in debelijo. Cez nekaj Casa postanejo
izrastki vidni pod fazno kontrastnim oziroma
pod fluorescen¢nim mikroskopom kot tanke
niti, ki mocno fluktuirajo (slika 7). DolZine niti
so razli¢ne, lahko pa dosezZejo tudi ve¢ kot
desetkratno velikost premera globularnega

dela mehurcka. Izrastek se s Casom debeli in
kraj$a (slika 8) in se na koncu integrira z glo-
bularnim delom (slika 8). Iz opazovanega
procesa sklepamo, da je bil izrastek v zacet-
ku daljsi in tanjsi od tistega, ki smo ga najprej
opazili, kar potrjuje obstoj tubastih nanostruk-
tur iz fosfolipidne membrane (33).
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Slika 9. Spontana transformacija orjaskega fosfolipidnega mehurcka iz palmitoiloleoilfosfatidilholina (POPC) v ekviosmolarni raztopini
saharoze (znotraj) in glukoze (zunaj). Odprta celica za opazovanje je omagodila izhlapevanje zunanje raztopine. Ko so vratovi postali
26lo ozki (F), je oblika ostala stabilna do konca apazovanja (Se priblizno dve uri). Povzeto po (24). Invertni opticni mikroskap Zeiss

IM 35 s faznim kontrastom. rtica je dolga 20 pm.

Izrastek pri integraciji z globularnim
delom bolj poveca povrsino globularnega
dela kot njegovo prostornino in tako spremeni
razmerje med prostornino in povrsino globu-
larnega dela. Mehurcéek postane bolj ohlapen,
termicne fluktuacije njegove oblike pa se pove-
Cajo. Izrastki tako predstavljajo zalogo povrsine
membrane ter dolo¢ajo kon¢no obliko in dina-
miko mehurckov po integraciji izrastkov. Pri
integraciji tubastega izrastka z globularnim
delom se s krajSanjem in debelitvijo izrast-
ka pojavijo undulacije izrastka, tako da imajo
relativno kratki izrastki videz ogrlice; zade-
beline so med seboj povezane z vratovi (sliki 8
in 9). Pri krajSanju izrastka se vratovi §irjjo in
ozajo. Ce vratovi postanejo zelo ozki, tako da
jih ni mogoce vec videti pod fazno kontrast-
nim mikroskopom, ostane oblika, sestavljena
iz velike krogle in niza manjsih kroglic, sta-

bilna vec ur (24) (slika 9). Ozki vratovi tako
predstavljajo $e eno stabilno nanostrukturo
fosfolipidne membrane.

TEORETICNI OPIS STABILNIH
OBLIK MEMBRANE

Teoreti¢ne Studije, ki so potekale vzporedno
z eksperimenti, so omogocile razumevanje in
opis pojavov ter vodenje eksperimentalnega
dela. Teoreti¢no delo je izoblikovalo princi-
pe, iz katerih izhajajo razlage opazovanih
pojavov. Zato je opis teoreticnega dela nujen
pri predstavitvi rezultatov nasega dela in
hipoteze o nanostrukturah celi¢nih in fosfo-
lipidnih membran kot infrastrukturi celice.
Naj opisi s fizikalnimi koli¢inami, simboli in
enacbami ne odvrnejo potrpezljivega bralca
od nadaljnjega branja in naj ne povzrocijo
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razoCaranja, ¢e iz predstavljenega ni mogoce
doseci popolnega razumevanja teoreti¢nega
opisa. Zainteresirani lahko najdejo bolj podro-
ben opis v citiranih delih.

Zgoraj opisani eksperimenti so pokazali
na obstoj stabilnih nanostruktur: brstov in
nanoeksoveziklov iz eritrocitove membrane,
torocitnih endoveziklov iz eritrocitove mem-
brane, nanotubastih izrastkov fosfolipidne
membrane in ozkih vratov iz fosfolipidne
membrane. Membranske nanostrukture so
tudi pore, ki lahko nastanejo v membrani, na
primer ob elektroporaciji, ko na membrano
delujejo z izmeni¢nim elektromagnetnim
poljem (6, 40). Eksperimenti so pokazali (27),
da iste molekule, ki povzrocajo torocitno
endovesikulacijo pri ¢loveskih eritrocitih, sta-
bilizirajo pore, nastale pri elektroporaciji celic:
citostatik bleomicin, ki poskoduje DNA v je-
dru, je ob dodatku oktaetilenglikoldodeciletra
(C12E8) Ze pri niZjih frekvencah elektro-
magnetnega polja zmanjgal $tevilo prezivelih
celic v populaciji, iz Cesar sledi, da so pore
postale stabilne in olaj$ale dostop bleomicina
v celico. Eksperimenti so tudi pokazali, da
imajo isti detergenti podobne ucinke na eritro-
citovo membrano (4, 14, 17, 31), fosfolipidno
membrano (2, 37) in celicno membrano (27).

Izkazalo se je, da teoreti¢ni opis, ki v skladu
z modelom tekoCega mozaika opisuje mem-
brano kot lateralno izotropno elasti¢no telo (5,
8,9, 18, 19, 38, 42, 46), ne more pojasniti valja-
ste in torocitne oblike brstov oziroma veziklov
pri eritrocitih in oblik fosfolipidnih mehur¢-
kov z nanotubastimi izrastki. Da bi pojasnili
te pojave, smo izdelali opis membrane, ki
temelji na lastnostih membranskih gradni-
kov. Stabilnost vseh navedenih membranskih
nanostruktur je mogoce opisati z enotno
teorijo, ¢e v model vklju¢imo preprost meha-
nizem - orientacijsko urejanje molekul na
mocno anizotropno ukrivljenih delih mem-
brane.

TEORETICNI OPIS MEMBRANE
V OKVIRU MODELA
IZOTROPNE ELASTICNOSTI

Ravnovesno obliko membranske strukture
lahko teoreti¢no opisemo tako, da pois¢emo
minimum proste energije membrane pri dolo-
Cenih pogojih. Obliko poveZemo z energijo
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Slika 10. Glavni smeri in krivinska polmera, ki dolocata glavni
ukrivljenosti.

tako, da upoStevamo njeno odvisnost od
lokalne ukrivljenosti membrane. Ker je mem-
brana zelo tanka (fosfolipidna dvojna plast
je debela priblizno 5 nm), jo opisujemo kot
dvodimenzionalno ploskev, pri cemer uporab-
ljamo formalizem diferencialne geometrije
v prostoru. V okviru tega opisa lahko v izbra-
ni to¢ki na krivulji dolo¢imo krog, ki se
prilega krivulji. Recipro¢na vrednost polme-
ra tega kroga (R) je ukrivljenost krivulje v tej
tocki (C): C=1/R. V izbrani toc¢ki na ploskvi
lahko pripisemo ploskvi normalo, to je vek-
tor n, ki ima smer pravokotno na tangentno
ravnino in se ploskve dotika v tej tocki (sli-
ka 10). Ce presekamo ploskev z ravnino, ki gre
skozi njeno normalo, presecisce tvori krivu-
Jjo, ki ji pravimo normalni presek. Skozi neko
normalo v izbrani to¢ki lahko ploskev preseka-
mo na mnogo nacinov in tako dobimo mnogo
razli¢nih normalnih presekov. Ker je normalni
presek krivulja, lahko dolo¢imo njeno ukriv-
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ljenost. Med vsemi mogocimi normalnimi
preseki obstaja tisti, ki ima najmanj$o ukrivlje-
nost, in tisti, ki ima najvecjo ukrivljenost. Ti
ukrivljenosti ozna¢imo s C;=1/R, in C,=1/R,
in ju poimenujemo glavni ukrivljenosti (sli-
ka 10). Ustreznima smerema, pod katerima
smo z ravnino presekali ploskev, pravimo glavni
smeri. Glavni smeri sta med seboj pravokot-
ni. Iz glavnih ukrivljenosti lahko oblikujemo
koli¢ine, ki so pomembne pri opisu ploskev.
Taki koli¢ini sta srednja ukrivljenost H,

(C,+C)
2 )

in povprecna srednja ukrivljenost, ki podaja
nagubanost ploskve,

(H)= %/}; HdA.

Integriramo po povr$ini membrane A. Pov-
precna srednja ukrivljenost membrane je
povezana z razliko povr$in zunanje in notra-
nje plasti membrane AA. Ta je za tanko
membrano AA =2hA(H), kjer h podaja efek-
tivno debelino membrane.

V okviru teoreti¢nega opisa, ki v skladu
z modelom tekocega mozaika obravnava posa-
mezno plast membrane kot lateralno izotropno
elasti¢no plosco, je ravnovesna oblika zaklju-
¢ene membrane dolofena z minimumom
elasti¢ne energije, sestavljene iz dveh prispev-
kov: prispevka lokalnega upogibanja membra-
ne (5, 19), ki je odvisen od srednje ukrivljenosti
membrane H, in prispevka nelokalnega upo-
gibanja membrane (8, 9, 20), ki je odvisen od
povprecne srednje ukrivljenosti membra-
ne (H). V izrazu za nelokalni prispevek k energi-
jl membrane je zastopano relativno raztezanje
obeh plasti membrane in spontana ukrivlje-
nost posameznih plasti membrane; ustrezni
parametri, ki opisujejo ta dva prispevka so med
drugim odvisni od $tevila molekul v posamez-
ni plasti membrane, njihove oblike in medse-
bojnih interakcij (8, 9, 18, 20, 38, 39, 42, 46).

Pri opazovanju procesa, pri katerem se
molekule detergenta vgrajujejo v eritrocito-
vo membrano, ugotovimo, da se v procesu
spreminja razlika povrsin zunanje in notra-
nje plasti membrane AA oziroma povprecna
srednja ukrivljenost membrane (H). Ce se pro-
ces nadaljuje, bo sistem sCasoma dosegel

obliko, ki ima pri dani prostornini in povrsini
ekstremen (najvedji ali najmanjsi) mozen (H).

Oblike z ekstremnim (H) lahko izratu-
namo; ugotovimo, da so sestavljene iz delov
krogel z najve¢ dvema razli¢nima polmero-
ma (47), valjev (21) in torusov (22) oziroma
njihovih ustreznih kombinacij. Oblika, sestav-
ljena iz valja in polkrogelnih zakljuc¢kov
z enakim polmerom, ima manjsi (H) kot oblika
z enako prostornino in povrsino, sestavljena
iz kroglic, med seboj povezanih z infinitezi-
malno ozkimi vratovi; valjasta oblika ustreza
minimumu, krogli¢asta pa maksimumu (H)
v razredu podolgovatih oblik (31).

Ce opisujemo vgrajevanje ehinocitogenih
detergentov (tistih, ki ve¢ajo (H)) v eritroci-
tovo membrano, se proces nadaljuje, dokler
ni doseZena oblika, sestavljena iz krogel. Zgo-
raj opisani model torej dobro razloZi procese,
ki privedejo do nastanka kroglastih nanoek-
soveziklov, ne more pa opisati procesov, ki
privedejo do nastanka tubastih nanoeksove-
ziklov. Podobno lahko v okviru tega modela
dobro razloZimo nastanek kroglastih endo-
veziklov, ne moremo pa razloZiti nastanka
torocitnih endoveziklov in pojasniti, v kate-
rih primerih pride do nastanka takih struktur.

ORIENTACIJSKO UREJANJE
MOLEKUL NA MOCNO
ANIZOTROPNO UKRIVLJENIH
DELIH KOT MEHANIZEM
STABILNOSTI MEMBRANSKIH
NANOSTRUKTUR

Povprecna ukrivljenost ne more razlikovati
med kroglastimi in podolgovatimi oblikami,
saj pri dolo¢anju vsote glavnih ukrivljenosti ni
pomembno, koliko prinese posamezna glav-
na ukrivljenost. Da bi upostevali vrednost
vsake izmed glavnih ukrivljenosti, v opis vklju-
¢imo $e dve kolic¢ini, ki podajata razliko med
glavnima ukrivljenostma membrane v izbra-
ni tocki. Ozna&imo ju s € in D;

(€,-C)
¢= 12 . p=lcl

Koli¢ina D se imenuje deviator ukrivljenosti.

Upostevamo, da je membrana sestavlje-
na iz gradnikov; to so posamezne molekule
ali pa skupki molekul. V primeru vgrajenih
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Izotropen gradnik
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Slika 11. Primeri gradnikov; izotropen gradnik in razlichi anizo-
tropni gradniki. Levo: pogled v eni glavni smeri, desno: pogled
v drugi glavni smeri.

detegentov nastanejo membranske inkluzije,
ki se lahko lateralno gibljejo po membrani in
akumulirajo na mestih, kjer je lokalna ukriv-
ljenost membrane zanje energijsko ugodna.
Zamislimo si membrano, ki bi se popolnoma
prilegala nekemu gradniku. To pomeni, da se
gradniku ne bi bilo treba deformirati, da bi
se vkljucil v membrano. Glavni ukrivljenosti
take membrane pravimo lastna glavna ukrivlje-
nost gradnika. Lastno povprecno ukrivljenost
in lastni deviator ukrivljenosti ozna¢imo
sH_in D_.Tidve koli¢ini opiSeta lastno obli-
ko gradnika in sta karakteristi¢ni za dolo¢eno
vrsto gradnikov.

Ce so gradniki izotropni, to je, Ce sta last-
ni glavni ukrivljenosti med seboj enaki in je
zato njihov D enak 0, ali pa ¢e se nahajajo
na takem mestu, kjer je deviator ukrivljenosti
D enak 0, so vse orientacije energijsko ena-
kovredne. Ce pa sta D_ in D razli¢na od 0,
imajo razli¢ne orientacije gradnika razli¢ne

MED RAZGL 2005; 44

energije (12, 30). Termicno gibanje prepre-
¢uje, da bi se gradnik ves ¢as nahajal
v energijsko najbolj ugodni orientaciji, to je
v orientaciji, ki ima najniZjo energijo, lahko
pa reCemo, da gradnik v povprecju vztraja
nekoliko ve¢ ¢asa v tej orientaciji kot v vseh
drugih; pride do orientacijske ureditve grad-
nikov v polju, ki ga predstavlja deviator
ukrivljenosti. Tudi ¢e so vsi gradniki enaki,
membrana v realnosti zaradi geometrijskih in
drugih omejitev ne more imeti lastnih ukriv-
ljenosti po vsej svoji povrsini. Da bi tvorili
membrano, se morajo gradniki prilagoditi, kar
pomeni, da njihova energija na takih mestih
naraste. Energijo enega gradnika opiSemo
z glavnima ukrivljenostma membrane na
mestu gradnika, kjer uposStevamo, da sta
lastni smeri gradnika zavrteni glede na last-
ni smeri membrane oziroma da je gradnik
zavrten v membrani glede na os, ki gleda pra-
vokotno na ploskev. Orientacija gradnikov se
s krajem spreminja. Na mestih, kjer je deviator
ukrivljenosti membrane D vedji, je orienta-
cijski red anizotropnih gradnikov mocne;jsi,
kar je energijsko ugodno. Ce sedtejemo energi-
je vseh gradnikov, dobimo Ze znani prispevek
lokalnega upogibanja, in nov prispevek, ki je
odvisen od deviatorja ukrivljenosti (24, 34).

Ravnovesne oblike, dolo¢ene z modelom,
ki temelji na orientacijskem urejanju gradni-
kov, lahko nazorno predstavimo v prostoru,
ki ga tvorijo tri dimenzije: povpreéna srednja
ukrivljenost membrane (H), povprecni devia-
tor ukrivljenosti (D)

(D)= %ADdA,

in izoperimetri¢ni koli¢nik, ki podaja raz-
merje med objeto prostornino Vin povr$ino
A IQ,

1Q=36m V?/AS.

Zaradi vedje jasnosti obravnavamo brezdi-
menzijski koli¢ini (h)=Rs(H) in (d)=Rs(D),
kjer je Rs=(A/4m)"?2. 1zkaze se, da je nabor
oblik z ekstremnim povprecnim deviatorjem
(d) enak naboru oblik z ekstremno povpre¢-
no srednjo ukrivljenostjo (h) (24). Vendar pa
narava ekstrema ni enaka; pri sekvenci, ki opi-
suje transformacijo valjaste oblike v obliko,
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sestavljeno iz kroglic, valjasta oblika ustreza
minimumu (h) in maksimumu (d), medtem
ko oblika, sestavljena iz kroglic, ustreza mini-
mumu (d) in maksimumu (h) (31). Slika 12
prikazuje tridimenzionalni fazni prostor (IQ,
(h), (d)) in nekaj krivulj, ki ustrezajo oblikam
z ekstremnima (h) in (d).

Ce opisujemo proces, pri katerem se veca
povprecna srednja ukrivljenost v okviru
modela izotropne elasti¢nosti, projiciramo pot
oblike v (IQ, (h), (d)) prostoru na (1Q, (h)) rav-
nino. Ob vgrajevanju detergentov se (h) veca.
Ker model pozna le to dimenzijo, je oblika,
ki jo sistem doseZe, vedno sestavljena iz kro-
glic. Ce opisujemo proces v okviru modela
orientacijske ureditve anizotropnih gradnikov,
se (h) krogle z valjastimi izrastki ves ¢as veca
(8iri v dimenziji (h)), hkrati pa se veca tudi
povprecni deviator (d); sistem se $iri v tretjo
dimenzijo. V primeru anizotropnih gradnikov
vecanje (d) oziroma $irjenje v tretjo dimen-
zijo privede proces do ekstremne oblike.

Z upostevanjem deviatorne elasti¢nosti
membrane, ki izvira iz orientacijskega ureja-
nja membranskih gradnikov, smo nadgradili
opis membrane z izotropno elasti¢nostjo.
Tako smo lahko pojasnili obstoj stabilnih
tubastih nanoeksoveziklov eritrocitove mem-
brane (31), stabilnih torocitnih endoveziklov
eritrocitove membrane (4, 10, 17), stabilnih
nanotubastih izrastkov na orjaskih fosfolipid-
nih mehurckih (34), stabilnih membranskih
por (11, 27) in stabilnih oblik veziklov v Gol-
gijevem aparatu (25).

HIPOTEZA O PRIKRITIH
MEMBRANSKIH STRUKTURAH
KOT MEMBRANSKI
INFRASTRUKTURI

Eksperimenti z eritrociti so pokazali, da ob
dodatku dibukaina suspenziji eritrocitov pri
zelo visokem pH eritrocit razpade na vec
delov, nastanejo pa lahko tudi okrogli vezikli,
ki so s tankimi tubastimi strukturami pove-
zani z materinsko celico in se gibajo sinhrono
znjo (slika 13). Tanke tubaste strukture ima-
jo lahko tudi razsirjene dele (slika 14).
Podoben pojav smo opazili tudi pri fos-
folipidnih mehurckih (slika 15) (23). Orjaski
mehurcek je imel dolg tanek izrastek z raz-
Sirjenim delom, ki je kot gondola potoval
vzdolz izrastka proti globularnemu delu.
Predpostavljamo, da sta ob raztrganju mre-
Ze po elektroformaciji ostala dva mehurcka,
povezana s tanko tubasto strukturo. Eden od
mehurckov je bil velik, drugi majhen. Manj-
$i mehurcek se je prilepil na steklo. V opazo-
valni celici je vedno prisoten neznaten tok
tekocine zaradi konvekcije. Ta tok je ustvaril
pritisk na oba mehurcka, ki sta se zacela giba-
ti. Zaradi gibanja vedjega mehurcka je tuba
postala ravna, manj$i mehurcek pa je zacel
potovati vzdolZ tube. Gibanje gondole smo
opazovali od trenutka, ko smo jo zasledili, do
njene integracije z ve¢jim mehurckom prib-
lizno pol ure kasneje. Ko smo gondolo opa-
zili, je Ze prepotovala priblizno pol dolzine
tube. V ¢asu opazovanja se je pocasi pomikala

{h)

Slika 12. Prostor (10, (), (d)). Vrisane so krivulie, ki predstavijajo oblike z ekstremnimi (h) in (d). To so oblike, ki so sestavljene

iz krogel, valjev in torusov. Na desni strani sta projekciji na ravnino (1Q,¢h)) in ravnino (IQ,(d)). Povzeto po (24).
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Slika 13. Eritrocit], inkubirani (20 min pri sobni temperaturi) pri
visokem pH z dodatkom (100 pM, 10 min) dibukaina. Vezikli se
zadrZujejo v okolici materinske celice, tubaste strukture niso vidne.
Povzeto po (32). Nomarski interferencni kontrast.

=
=

TR TN

Slika 15. Potovanje gondole (cma pustica) vzdol? tube (bela pusiica).
Gondola je integralni del fosfolipidne membrane. Povzeto po (23).
Invertni opticni mikroskop Zeiss IM 35 s faznim kontrastom. Ctica
je dolga 10pm.
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Slika 14. Majhen prolatni vezikel (oznacen s pustico) na tubasti
struktur], ki povezuje dva globularma dela, nastala po dezintegracii
eritrocita po inkubacii pri visokem pH=8, 5 v suspenziji. Suspenziji
erifrocitov je bil dodan dibukain. Povzeto po (23). Zgomja
slika: Nomarski kontrast interferencni mikroskap, spodnja slika:
fluorescencni mikroskop (eritrociti so bili oznaceni s fluorescencnimi
oznacevalci Dil).

proti ve¢jemu mehurcku, pri éemer je ohra-
njala velikost in obliko. Ko je gondola dosegla
vedji mehurdek, je tlak toka okolne raztopi-
ne potisnil njeno vsebino skozi vrat v notra-
njost ve¢jega mehurcka. Poskusi z eritrociti
(23, 32) in s fosfolipidnimi mehurcki (23, 28)
so pokazali, da tanke tubaste strukture lahko
povezujejo z membranami zakljucene predel-
ke, gondole na tubastih strukturah pa imajo
lahko vlogo transportnih veziklov in tako
sodelujejo pri izmenjavi snovi med predel-
ki (23). Shema mehanizma za prenos snovi
med predelki s transportnim veziklom, ki
potuje vzdolZ tanke tube, je prikazana na sli-
ki 16. Zaradi majhnih dimenzij in krhkosti so
membranske nanostrukture dolgo ostale pri-

Slika 16. Shema transporfa snovi vzdolZ tube s transporfnim
veziklom — gondolo.
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krite. Ker predstavljajo zalogo membranske
povrsine in zaradi njihove potencialne vloge
pri transportu snovi, pa lahko tvorijo znaten
in pomemben del membranskih struktur
v celici. Se posebej pomembno vlogo imajo
lahko v sistemih, kjer se snov prenasa z ve-
zikli, kot je na primer Golgijev aparat. Eksperi-
mentalna potrditev membranskih nanostruktur
v celicah ostaja izziv za prihodnost. Pomem-
ben korak v tej smeri predstavljajo rezultati
eksperimentov, ki so pokazali, da se snov med
dvema celicama lahko prenasa preko tankih
cevastih struktur (41), pri ¢emer so cevaste
povezave in gondole direktno opazovali s fluo-
rescen¢nim mikroskopom.

Ce bi se napovedi, ki izhajajo iz predstav-
ljenega dela, izkazale za pravilne, bi $tudij in
razumevanje mreZe membranskih nanostru-
tur, ki tvorijo infrastrukturo celice, predstavljala
korak naprej proti kontrolirani manipulaciji
osnovnih procesov v celicah — korak naprej
na poti k zdravljenju bolezni na njenem izho-
diseu. Se posebej pomembne se zdijo mikro in
nanostrukture pri rakastih celicah, pri kate-
rih so opazili spontano vesikulacijo (3).

ZAKLJUCEK

Eksperimentalne in teoreti¢ne Studije mem-
branskih nanostruktur so privedle do hipoteze
o membranskih nanostrukturah kot infra-
strukturi celice. Razlaga obstoja stabilnih
anizotropnih membranskih nanostruktur zah-
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