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Prehlad o su¢asnom stave problematiky

Biologicka membrana zohrava v zivom organizme nenahraditelna alohu pri
oddel’ovani vnatrobunkového priestoru od okolitého prostredia, ohranicuje taktiez
jednotlivé organely vo vnatri bunky atvori prirodzena hydrofobnu bariéru v bunkach
v celom organizme. Jgj tloha vsak nie je len deliaca, ale tato bariéra je dynamicka a
zabezpecuje vymenu latok ainformacii potrebnych pre fungovanie jednotlivych
procesov. Ngjrozsirengjsou sacasnou predstavou o struktare biologickych membran je
dnes model fluidng mozaiky [Singer a Nicolson, 1972], podla ktorého je zakladnou
zlozkou membrany fosfolipidova dvojvrstva sintegralnymi  aperiférnymi
bielkovinami sprostredkujacimi prenos latok ainformacii.

Hoci membranové bielkoviny ovplyviuju interakcie medzi membranami ako g
medzi membranovymi komponentami, je to amfifilny charakter lipidovych molekal,
ktory sposobuje vytvaranie dvojrozmernegj kostry biologickeg membrany. Navyse,
schopnost’ vacsiny lipidov zaujimat’ velké mnozstvo rozdielnych konformacii a
pohyblivost ich jednotlivych casti si predpokladom, preco je tento systém
excelentnym prostredim pre zabudovanie membranovych bielkovin. Pre porozumenie
interakciam ovplyviujacim vlastnosti lipidov a dvojvrstiev je preto potrebny vyskum
systémov cistych fosfolipidovych dvojvrstiev.

Je vel'mi dobre zname, ze hribka fosfolipidove dvojvrstvy vyrazne ovplyviuje
vlastnosti transmembranovych bielkovin v ne zabudovanych (odkazy pozri v
[Bagavy a spol., 2001a]). Najednoduchsou metédou ziskavania hrabky
fosfolipidoveg membrany je vyhodnocovanie difrakénych kriviek neutronov, alebo
synchrotronového ziarenia na modelovych dvojvrstvach fosfolipidov v lamelarnych
fazach. Pritomnost’ vel'kych fluktuacii v plne hydratovang lipidovej dvojvrstve v L,
faze, ktora je biologicky relevantnym stavom lipidove) dvojvrstvy, vedie vsak v
pripade RTG-zZiarenia len k ziskaniu profilu elektronove hustoty, ktory poskytuje
dobra mieru na ur¢enie polohy fosfatovej skupiny a z nej vzdialenosti medzi dvomi
pikmi, prislachajacimi dvom protilahlym fosfatovym skupinam [Nagle a Tristram-
Nagle, 2000]. Vedecka skupina na ¢ele s J. F. Naglom uz niekol’ko rokov pracuje na
ziskani Struktary dvojvrstiev zo syntetickych lipidov v biologicky relevantngj plne
hydratovang L, faze [Nagle a Tristram-Nagle, 2000]. Problém malého poctu



pozorovatel'nych difrakénych poriadkov v pripade plne hydratovane vzorky vyvolany
fluktuaciami v struktare multilamelarneho systému fosfolipidovych dvojvrstiev
pouzivanych v tychto experimentoch, riesi pouzitim tedrie tekutych krystalov
navrhnutg v praci [Caille, 1972].

Iny pristup v rieseni problému fluktuacii struktary v multilamellarnom systéme
lipidovych dvojvrstiev pouziva skupina O. Mouritsena [Lemmich a spol., 1996].
Oproti predchadzajucemu pristupu, v ktorom je stredovanie cez fluktacie robené
osobitne pre form faktor a struktarny faktor popisany Caillého teoriou tekutych
krystalov, tu sa streduje vysledny produkt tychto dvoch faktorov. Podobny pristup bol
aplikovany a na vyhodnocovanie rozptylovych kriviek RTG-ziarenia na
neorientovanych multilamelarnych lipozomoch pri plng hydratacii v praci skupiny P.
Laggnera[Pabst a spol., 2000].

Zavazny dovod preco takéto systémy nepredstavuju vhodné modely biologicke
membrany je, ze experimentalne je prili§ obtiazne rekonstituovat’ bielkoviny do
lipidovych dvojvrstiev v usporiadanych multilamelarnych sastavach aziskat' tak
komplexnejsie modely biologickel membrany. Podstatne jednoduchsie je to mozné
v pripade unilamelarnych lipozémov.

Lipozémy su uzatvorené sférické, alebo elipsoidné objekty vytvorené uzavretim
lamelarnych faz, pricom pri spontannom vzniku lipozomov vznikaju zvicsa
multilamelarne utvary, ktoré je mozné réznymi experimentalnymi  postupmi
(ultrazvukovou sonikaciou, extrudovanim) rozbit’ na unilamelarne lipozoémy, obzvlast
vhodné pre stadium ako modelové membrany. Takymto objektom sa zaobera
napriklad prostrednictvom rozptylu RTG-ziarenia g praca vedecke skupiny pod
vedenim P. Laggnera [Laggner a spol., 1979]. Zakladom pre interpretaciu Struktary
systému je Pattersonova distribu¢na funkcia vzdialenosti v realnom priestore p(r),
ktora je Fourierovou transformaciou rozptylove krivky. Nevyzaduje s informaciu o
faze a pre fosfolipidova dvojvrstvu vedie k pozitivnemu piku vo vzdialenosti, ktora
zodpoveda fosfatove] skupine. Rovnakym postupom vyhodnocuja experimentalne
rozptylové krivky g LewisaEngelman v praci [Lewis a Engelman, 1983].

Hlavnym nedostatkom metody rozptylu RTG-ziarenia na unilamelarnych
lipozomoch je problém skontrastom vzorky, zvlast v pripade komplexnejsich

systémov, v ktorych sa v dvojvrstve umiestnené g bielkoviny. Bielkoviny g



fosfolipidy rozptyl'uju dopadajuce RTG-ziarenie takmer rovnako aje teda problém
ich rozlisit. Okrem malgl hodnoty kontrastu je teda pri tomto pristupe nevyhodou g
nemoznost’ variacie kontrastu, ktoré poskytuje vel'mi mocni aplikaciu v pripade
rozptylu neutronov.

Pristup variacie kontrastu medzi rozptylom neutréonov na atomoch vzorky ana
atomoch okolitého vodného prostredia umozinuje menit’ experimentalne podmienky
merania tak, ze je mozné dosiahnut’ ,,zneviditel'nenie“ niektorg jg zlozky. Vdaka
vel’kym rozdielom v rozptylovej amplitude vodika a deutéria je mozné pouzit’” metodu
variacie kontrastu prostrednictvom pouzitia vodnych zmesi sréznymi zastapeniami
molekul vody atazke vody. Takto mozno napriklad pouzit roztok, ktorého
rozptylova hustota bude rovnaka ako pre molekuly fosfolipidov dvojvrstvy atak
dosiahnut’ ,,zneviditelnenie” dvojvrstvy astudovat’ len rozptyl na membranove
bielkovine, ako to urobili autori prace [Hunt a spol., 1997]. Metoda variacie kontrastu
umoziuje studovat’ g vnatorna struktaru dvojvrstvy. Scielom zistit' hrabku polarnej
oblasti fosfolipidove) dvojvrstvy ju ako prvi pouzili Sadler aspol. [Sadler a spal.,
1990], pricom menili izotopové zlozenie g vodng g lipidove fazy.

Zakladatel'om aplikacie malouhlového rozptylu neutronov na fosfolipidove)
dvojvrstve v unilamelarnych lipozomoch na urcenie hrabky dvojvrstvy je skupina pod
vedenim Sackmanna [Knoll a spol., 1981]. Experimentalne krivky vyhodnocuja
v Guinierovel oblasti s pouzitim jednoduchého modelu. Predpokladaja, ze dvojvrstvy
v lipozomoch mozno aproximovat' sistavou nahodne orientovanych tenkych platni,
hrabka ktorych je velmi mala v porovnani sich lateralnymi rozmermi ahustota
rozptylu ktorych je v objeme homogénna. Prace zalozené na tomto metodickom
pristupe urobili g Sadler aspol. [Sadler a spol., 1990], Nawroth aspol. [Nawroth a
spol., 1989], Gordeliy aspol. [Gordeliy a spol., 1993], Dubni¢kova aspol.
[Dubnic¢kova a spol., 1997], Gradzielsky aspol. [Gradzielski a Hoffmann, 1992]
amnohi ini.

Do druhg skupiny mozno zaradit prace, v ktorych sa pri interpretacii
experimentalnych vysledkov predpoklada, ze lipozomy sa duté gule az hradiska ich
polomerov si polydisperzné. Prvou takouto pracou bola praca Komuru aspol.
[Komura a spol., 1982]. Zistili, ze distribaciu polomerov lipozomov mozno popisat’

Gaussovou funkciou. Pozdejsie ini autori pouzili na popis tejto distribucie Schulzovu



rozdelovaciu funkciu. Model polydisperznych dutych gal’ pouzili viaceri autori
s predpokladom, ze hustota rozptylu neutronov na jadrach atomov dvojvrstvy je
homogénna. Komura a spol. [Komura a spol., 1982], Mason aspol. [Mason a spol.,
2000], Kiselev aspol. [Schmiedel a spol., 2002] aPencer aHallet [Pencer a Hallett,
2000] pomocou tohto modelu fituja celu rozptylova krivku aokrem hrabky
dvojvrstvy  ziskavaja g hodnotu  polomeru lipozomov s parametrom
charakterizujacim jeho distribaciu. Balgavy aspol. [Balgavy a spol., 1998] a Pencer
aspol. [Pencer a Hallett, 2000] fitujua rozptylova krivku pomocou tohto modelu
v Guinierove] oblasti, Balgavy aspol. pomocou gyracného polomeru a Pencer
aHallet hradanim prvého maxima krivky vyneseng v grafe zavislosti 1Q* od Q. Pri
takomto pristupe je ae potrebné ziskat hodnoty polomeru lipozomov ajeho
rozdelenia z inych experimentov.

Nezavisle na sebe, v nedavngj dobe Balgavy aspol. [Balgavy a spol., 2001b]
a Schmiedel a spol. [Schmiedel a spol., 2002] upozornili, ze predpoklad homogénnej
hustoty rozptylu v dvojvrstve moze viest’ ku skresenym vysledkom, ked’ sa ziskané
takouto interpretaciou rozptylovych kriviek. Obidve skupiny preto rozélenuja
dvojvrstvu na polarnu anepolarnu oblast’ a predpokladaju, ze polarna oblast’ okrem
polarnych fragmentov fosfolipidov obsahuje g molekuly vody. Podobnych prac
obsahujucich nové myslienky aponukaucich presngsie vyhodnocovanie
experimentalnych kriviek relevantngisimi modelmi nie je vela. Viacsina prac sa
uspokojuje s pouzitim nejjednoduchsieho modelu fosfolipidove dvojvrstvy, v ktorom
sa potlaca jg vnatorna struktara ako g rozne iné dolezité parametre modelu astuduja
sa lipozomy dispergované len v tazkel vode. Situaciu v stadiu struktury plne
hydratovanych lipidovych dvojvrstiev kriticky zhodnotili ku koncu roku 2000 vo
svojg prehladng praci Nagle a Tristram-Nagle [Nagle a Tristram-Nagle, 2000].

Okrem stadia cistych fosfolipidovych dvojvrstiev, ulohy stadia biologickych
membran spocivajt v uréeni vplyvu vonkajsieho prostredia vratane vplyvu réznych
primesi. Maé hydrofobne aamfifilné molekuly interaguju sfosfolipidovou
dvojvrstvou aako primesné molekuly menia jg fyzikalne vlastnosti. Vacsinu
chemickych lieciv, ¢i inak biologicky aktivnych molekal mozno zaradit medzi
primesné molekuly ovplyviujuce struktaru dvojvrstiev. Na Farmaceutickel fakulte

Univerzity Komenského sa vplyv amfifilngch molekal na struktaru lipidovych



dvojvrstiev studuje niekol’ko rokov roznymi fyzikalnymi metodami, ngjma difrakciou
RTG-ziarenia, NMR aEPR  spektroskopiou, mikrokaorimetriou ainymi.
Nagjdolezitgjsie vysedky boli zhrnuté v dizertatnych pracach Gallove [Gallova,
1993], Uhrikove] [Uhrikova, 1993], Andriamaintyho [Andriamainty, 1996] a
Dubnickovej [Dubnickova, 2001] av prehladne praci Balgavého aDevinskeho
[Balgavy a Devinsky, 1996]. V mojg dizertacnel praci som sa venoval stadiu vplyvu
n-dekanu, ako jednoduchej malgl hydrofobnel molekuly, na hrabku fosfolipidovych
dvojvrstiev a N-alkyl-N,N-dimetylamin-N-oxidov, ako typickych amfifilnych molekul
na hrabku dvojvrstiev aich stabilitu v unilamelarnych lipozomoch. Vyber tychto
primesnych molekul mal dve pric¢iny. Najedng strane je to ich jednoducha chemicka
Struktara ana druhg strane ich vyznamné biologické ucinky. Amfifilné
N-alkyl-N,N-dimetylamin N-oxidy maju antimikrobne [Devinsky a spol., 1990],
imunomodulacné [Bukovsky a spol., 1996] a fytotoxické [Murin a spol., 1990]
vlastnosti, a n-alkany moduluju vlastnosti iénovych kanalov [Elliott a spol., 1985;
Haydon a spol., 1977a; Haydon a spol., 1977b], transportnych membranovych
bielkovin [Franks a Lieb, 1978] a si tiez vseobecnymi anestetikami [Balgavy a
Devinsky, 1996].

[ Cieledizertaéng prace

Predkladana dizertacna praca ajg téma bola inspirovana stadiami biologicke)
membrany avplyvu réznych primesnych molekul najg vlastnosti, stabilitu a funkciu,
aké prebienau vo farmaceutickom vyskume. Ich snahou je pochopit mechanizmy
aucinky molekul posobiacich ako lieciva, ¢i inak biologicky ucinné latky. Vyuzitie
ziskanych poznatkov je potom mozné pouzit’ pri hladani a vyvoji novych lieciv
slepsimi vlastnostami pri minimalnych neziaducich tcinkoch.

Objektom tejto dizertacng prace su fosfolipidové dvojvrstvy v unilamelarnych
lipozomoch predstavujacich modelova struktaru membrany. Ich charakteristickym
fyzikalnym parametrom je ngjmi hrabka dvojvrstvy. Ako experimentalna technika
vhodna na sledovanie danych objektov bol zvoleny rozptyl neutronov pod malymi
uhlami, ktory je schopny poskytnut’ informacie g o vnatorngj struktare dvojvrstvy.

Ako vyplynulo z prehl'adu literatury, na efektivne pouzitie tejto metody bolo potrebné



rozpracovat’ ngjma nové modely a metoédy vyhodnocovania experimentalnych udajov.
Pracu je mozné rozdelit’ na pat’ zakladnych ¢asti, ktorych cielmi je:

1. navrhnat teoretické modely struktary dvojvrstvy v lipozomoch apomocou
matematického aparatu fyziky odvodit” prislusné teoretické vzt'ahy popisujtice
mal ouhlovy rozptyl neutronov natychto struktarach;

2. vypracovat programy na pocitacové vyhodnocovanie experimentalnych kriviek
rozptylu neutrénov pomocou odvodenych vzt'ahov;

3. otestovat’ teoretické modely apocitacové programy pomocou tdajov so znamou
distribaciou hustoty rozptylu neutréonov v dvojvrstve,

4. aplikovat’ teoretické modely apocitacové programy na vyhodnotenie
experimentalnych udajov rozptylu neutronov na lipozémoch
z diacylfosfatidylcholinov;

5. Studovat’ vplyv n-dekanu a N-akyl-N,N-dimetylamin-N-oxidov na unilamelarne

fosfatidylcholinové lipozomy.

1 M etodicka ¢ast’

Syntetické 1,2-diacyl-sn-glycero-3-fosfocholiny (diC,.mPC, n=poc¢et uhlikov
am=pocet dvojnych vizieb v acylovom retazci) boli od Avanti Polar Lipids
(Alabaster, USA). Od tegto firmy bol ziskany g diCisoPC_D62; symbol D62
oznacuje, ze 62 vodikovych atomov acylovych retazcov je substituovanych
deutériom. Tazka voda sudavanou izotopovou &istotou 99.98 % 2H,O bola od
Izotopu (Moskva, Ruska Federacia). Cholat sodny an-dekan boli od firmy Sigma (St.
Luis, USA). N-alkyl-N,N-dimetylamin-N-oxidy boli pripravené aposkytnuté na
stadium Prof. Ing. Dr.h.c. F. Devinskym, Dr.Sc.. Fosfatidylcholin z vaje¢nych Zitkov
(EYPC) izolovali aprecistili RNDr. J. Gallova, CSc. aRNDr. D. Uhrikova, CSc.
aposkytli mi ho k stadiu. Organické spektralne cisté rozpustadla boli od firmy
Slavus, aebo Mikrochem (Bratislava). Ostatné chemikalie boli od firmy Lachema
(Brno, Ceska Republika).

Vo vicsine pripadov boli unilamelarne lipozomy pripravené pretlacanim
multilamelarnych lipozomov cez dva polykarbonatové filtre spormi o priemere 50



nm podl'a MacDonada aspol. [MacDonald a spol., 1991] extraderom LiposoFast
Basic Extruder (Avestin, Ottawa, Canada). Multilamelarne lipozomy boli pripravené
dispergovanim lipidu vo vodnej faze. N-alkyl-N,N-dimetylamin-N-oxidy sa pridavali
k suchému lipidu v metanole. Nasledne sa nechalo rozpuastadlo odparit. Pridanim
vodng fazy sa vytvorila disperzia, ktora sa nakoniec extrudovala ako je popisané
vyssie.

V pripade unilamelarnych lipozomov obsahujuacich v dvojvrstve n-dekan boli
zvolené dva postupy. V jednom sa n-dekan pridal priamo k vysusenému lipidu a zmes
sa homogenizovaa mechanicky centrifugaciou v zataveng skuamavke. Po
homogenizacii sa pripravila disperzia v tazkel vode ajg extrudovanim unilamelarne
lipozomy, tak ako je to popisané vyssie. V druhom postupe sa pripravili unilamelarne
lipozomy metodou dilucie cholatu. Cholat sodny adiCis1PC boli rozpustené
v metanole pri mélovom pomere 1:1. Metanol bol odpareny pradom dusika a odparok
vysuseny vo vakuu. Vysusena zmes sa dispergovala v roztoku NaCl (0,135 mol/l)
v tazkej vode tak, aby koncentracia diC,g.1PC bola 0,1 mol/l. Vznikol tak ¢iry roztok
zmesnych miciel lipidu a cholatu. Tento micelarny roztok sa skokom vyriedil v 0,135
mol/l roztoku NaCl v tazke vode tak, aby vysledna koncentracia diCys1PC bola 8
mmol/l. V priebehu 2-3 hodin po vyriedeni postupne rastla opalescencia Potom
vzorky stali 30 hodin pri laboratorng) teplote. K pripravenym unilamelarnym
lipozomom sa pridaval n-dekan rozpusteny v metanole tak, aby objem metanolu (30
ul) bol maly v porovnani sobjemom vzorky (1-2 ml). Po pridani metanolu boli
vzorky premiesané prudkym vortexovanim apotom stali otvorené pri laboratorne
teplote, aby sa maximalne mnozstvo metanolu odparilo. Nakoniec boli vzorky
prefakané cistym plynnym dusikom a potom uzavreté.

Lamelarna L, faza obsahujuca n-dekan bola pripravena takto: K vysusenému
EYPC v skleng skimavke sme pomocou mikrostriekacky Hamilton pridali n-dekan.
Skumavka bola zatavena aje obsah homogenizovany opakovanou centrifugaciou. Po
homogenizacii bola skimavka otvorena, jg obsah preneseny do ing ¢istgl skumavky
ak nemu bola mikrostriekackou pridana redestilovana voda. Skamavka bola zatavena
ajg obsah homogenizovany ako je popisané vyssie. Zlozenie vzoriek sme po kazdom
kroku kontrolovali gravimetricky.



Meranie rozptylovych kriviek prebiehalo na malouhlovom spektrometri YuMO
instalovanom na pulznom resktore IBR-2 v Laboratoriu  neutronove fyziky
Spojeného ustavu jadrového vyskumu v Dubne (Ruska Federacia) [Ostanevich, 1987,
Vagov a spol., 1983]. Pouzity spektrometer je zariadenim skruhovymi pozi¢nymi
detektormi plnenymi plynom *He [Ananyev a spol., 1978; Ostanevich, 1987]. Merana
rozptylova krivka je korigovana vzhl'adom na efekty od pozadia aucinny prierez
neutronov je ziskavany kalibraciou vanadiovym standardom [Ostanevich, 1987].
Vzorky sa pocas merania nachadzaju v kremenng kyvete s hrabkou 2 mm, pri
meraniach v roznych kontrastoch 1 mm. Pri tychto hrabkach vzorky akoncentraciach
lipidu do 2 hm. % mozno zanedbat’ absorpciu neutronov vo vzorke [Cherezov, 1997].

Pristrojova technika pouzita na meranie RTG-difraktogramov pripravenych
vzoriek lamelarng Lo fazy a postup pri merani boli rovnaké ako je popisané
v pracach [Balgavy a spol., 1998; Balgavy a spol., 2001c]. Difraktogramy boli
zmerané pri teplote 20°C. Reciproka vzdialenost s sme kalibrovali pomocou
Standardu behenatu strieborného [Huang a spol., 1993]. Z reciproke vzdialenosti
difrak¢nych maxim sme vypocitali mriezkovy parameter d svyuzitim Braggovho
vzt'ahu. Z mriezkového parametra lamelarng fazy sme vypocitali plochu pripadajacu
na jednu molekulu EYPC na medzifazovom rozhrani dvojvrstva — vodna faza
a hrabku dvojvrstvy podl'a Luzzatiho [Luzzati, 1968].

Dolezitou etapou v moje praci bol vyber vyhodnocovace procedary. Venoval
som sa hagimi trom postupom vyhodnocovania. Prvy znich je zalozeny na
Guinierove) aproximacii rozptylovej krivky, kde mozno priamo ziskat' parameter
hrabky dvojvrstvy. Tento postup sa vsak viaze na pouzitie jednoduchého modelu
dvojvrstvy, ktory potlaca informaciu o jg vnutorng struktare. Druhym skamanym
postupom vyhodnocovania experimentalnych rozptylovych kriviek bol prevzaty od
Pencera aHaleta [Pencer a Hallett, 2000], ktory navrhli alternativhu metodu
zalozenii na hradani prvého lokalneho maxima na grafe zavislosti 1g* versus g na
intervale T1(0.03;0.10) 4. Tento postup vyplyva z teoretického zakona
asymptotického spravania sa rozptylovej krivky. V trefom pristupe vo vyhodnocovani
experimentalne ziskanych rozptylovych kriviek bolo pouzitie exaktngj formuly pre
funkciu intenzity rozptylu a nou sme fitovali rozptylova krivku na celom intervale

zmeranych hodnot rozptylového vektora.
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IV Vydedky a diskusia

IV.1Modely fosfolipidove dvojvrstvy

Najjednoduchsim a v literatare nagjcastejsie pouzivanym modelom fosfolipidove
dvojvrstvy je tzv. ,,single-shell“ model (model 1). Ide o model predstavovany jednou
vrstvou shodnotou hustoty rozptylovej dizky neutréonov vzatou ako priemer cez
dvojvrstvu. Prva korekcia k tomuto modelu vychadzala z hydrofobnych interakcii
amfifilnych molekul fosfolipidu, tvorenych hydrofobnou ahydrofilnou ¢ast'ou, ¢im
vznikol model stromi rozdielnymi homogénnymi vrstvami (model 3). Opiergac sa
o chemicka struktaru molekul fosfolipidov sme doplnili rozdelenie hydrofobnych
uhlovodikovych retazcov na oblast metylénovych skupin aoblast’ terminalnych
metylovych skupin (model 5). Dalsia korekcia predpoklada v priebehu hustoty
rozptylove] dizky neutronov v polarng oblasti dvojvrstvy linearnu  funkciu
zapricinenu postupnym narastanim mnozstva pritomnych molekal vody (modely 3L
abL). Vylepsenim tegjto korekcie bolo d’ale uvazovat’ nielen slinearne sa meniacou
koncentraciou molekul vody vo vnatri dvojvrstvy, ale g strojuholnikovym profilom
samotného polarneho fragmentu molekuly lipidu (modely 3T a 5T).

Vhodnost navrhovanych modelov sme zistovali porovnavanim profilu
fosfolipidovel dvojvrstvy reprezentovang] prisusnym modelom s predlohovym
profilom ziskanym zteoretickgy simulacie dvojvrstvy postupmi  molekulove)
dynamiky skupinou Fellera [Armen a spol., 1998]. Vstupné udaje boli distribu¢né
funkcie pre jednotlivé funkéné skupiny diCieoPC vo fluidng dvojvrstve pri 50°C.
Z tychto distribu¢nych funkcii bol vypocitany profil rozptylovej hustoty v dvojvrstve
skrokom priblizne 0,1 A. Z porovnania stymto profilom vyplynulo, ze najblizsie
realng dvojvrstve je naclenitgsi model strojuholnikovym profilom polarneho
fragmentu molekuly.
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IV.2  Testovanie vyhodnocovcich postupov a modelov dvojvrstvy

Vyhodnocovacie postupy amodely dvojvrstvy sme testovali vyhodnocovanim
rozptylovej krivky simulovangj pocitacom. Krivka sa simulovala pre unilamelarne
lipozomy so strednym polomerom 300 A, Gaussovou distribaciou polomerov 91,15 A
asprofilom rozptyloveg hustoty dvojvrstvy ziskanym z udgov molekulove)
dynamiky ako je uvedené¢ vyssie. Takto simulovant rozptylova krivku sme
vyhodnocovali ako experimentalnu krivku aporovnavali sme udae ziskané
vyhodnocovanim (hrabka dvojvrstvy d, plocha lipidu A_, pocet molekal vody na
lipid v polarng oblasti N.) so vstupnymi udajmi.

Bezne pouzivany pristup pri Guinierovel aproximacii rozptylove) krivky je
vyhodnocovanie postavené na gyracnom polomeri, ktory sa ziska podra Kratkeho a
Poroda z linearnej aproximacie zavislosti Ig” versus g na vhodnom intervale g.
Tymto sposobom je mozné priamo urcit’ hrabku dvojvrstvy len na arovni modelu 1.
Pri detailngjsie delenom modeli je uz nutné pouzit vacsie mnozstvo vstupnych
udajov, alebo systém parametrizovat’ zafixovanim hodnoty jedného z parametrov.
Nezavise na pouzitom modeli dvojvrstvy (okrem modelu 1) sme zistili, ze
vyhodnocovanie rozptylovel krivky zalozené na Guinierove aproximacii je mozné
uspesne pouzit, ked sa systém parametrizuje znamymi wudami 0 objemoch
jednotlivych fragmentov molekuly, konstantnou znamou hodnotou hrabky polarnej
oblasti, znamou strednou hodnotou polomeru lipozomov  adisperziou
charakterizujacou ich polydisperznost. Svedci otom relativna odchylka ziskanych
vysledkov od vstupnych hodnét parametrov, ktora najvacsiu hodnotu dosahovala na
arovni 10 %.

Druhou pouzitou metédou vyhodnocovania simulovanych dat bolo fitovanie

rozptylovej krivky na celom intervale hodnot rozptylového vektora §. Vyhodnotenim

ziskanych vysledkov sme zigtili, ze opit’ sa od ostatnych hodnét vyrazne lisia hodnoty
parametrov ziskané prostrednictvom modelu 1, ktorého vnatorna struktara je prilis
nedokonala. Pri pouziti ¢lenitejsich modelov boli ziskané sibory hodnét s malymi
rozptylmi, pre ktoré platia rovnaké zavery ako v predchadzajicom odseku. Vyplyva z
nich, ze testovani metoédu je mozné, rovnako ako predchadzajuci pristup, tspesne

pouzit’ pri vyhodnocovani experimentalnych udajov. Jg vyhodou navyse je, ze
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v tomto pripade boli hodnoty parametrov ziskané bez obmedzovacieho fixovania
viacerych parametrov ateda pri viaésej volnosti modelu.

Porovnanie vysledkov ziskanych pouzitim Guinierove] aproximacie afitovanim
rozptylove krivky potvrdzuje zhodu medzi vysledkami ziskanymi dvomi rozli¢nymi
postupmi. Tento fakt zobrazuje nezavislost vysledkov na pouziti jedng ztychto
dvoch technik, alerozdielnost pri zvolenych modeloch reprezentacie vnatorne
Struktary fosfolipidovej dvojvrstvy. Vysledkom tohto testovania je preto zaver, ze
vyber modelu dvojvrstvy bude pri ziskavani hodnovernych adajov najdolezitejsim
faktorom.

Varidcia kontrastu

Nasou snahou bolo modifikovat’ z literatry znamy postup avyuzit' dokladnejsiu
reprezentaciu studovaného objektu prostrednictvom nami navrhnutych modelov. Pri
testovani metody Guinierovel aproximacie sme zistili, ze navrhovany postup
vyhodnocovania SANS experimentov je metédou svelmi vysokou senzitivitou
v parametri Ry. S ohl'adom na tento fakt by bolo potrebné ziskat” hodnotu gyracného
polomeru s takou presnost’ou, ktora presahuje moznosti experimentalneho merania.

Zakladni myslienku predchadzajticeno pristupu sme vyuzili v procedure
vyhodnocovania dat fitovanim rozptylove krivky na celom intervale hodnot

rozptylového vektora . Modifikiacia metody na pouzitie viacerych kontrastov

v rozptylove] hustote spocivala v simultannom fitovani vsetkych experimentalnych
kriviek. Zhodnotenim ziskanych vysledkov sme pozorovali zlepsenie ich zhody so
vstupnymi hodnotami parametrov. modelu, ¢o sa prejavilo poklesom relativne)
hodnoty tohto rozdielu. Najvacsia relativna odchylka, ktora sme zistili bolalen necelé
4 %.

Zaverom je zhodnotenie, ze pouzitie experimentalng techniky variacie kontrastu
avyhodnocovanie metodou fitovania rozptylovej krivky je pristupom, ktory spomedzi
testovanych pristupov poskytuje najpresnejsie vysledky. Podl'a ocakavania sa tato

presnost’ zlepsuje s mnozstvom pouzitych kontrastov.
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IV.3Experimentalne vysledky

IV.3.1 Unilamelarne lipozémy z diacylfosfatidylcholinov

Zo systematického dledovania vplyvu pouzitia réznych vyhodnocovacich
postupov, modelov dvojvrstvy avstupnych parametrov sme vyhodnocovanim
experimentalng rozptylove krivky unilamelarnych lipozomov z diCi4.0PC pri teplote
30 °C uzstili nasledovné vysledky. Ak sa vyhodnocuje rozptylova krivka
v Guinierovel oblasti, potom konecny vysledok nezavisi na tom, ¢i sa popise rozptyl
na lipozomoch ako na polydisperznych dutych guliach, alebo ako na nahodne
orientovanych tenkych vrstvach. V pripade modelu polydisperznych dutych gal’ nema
na konecny vysledok vplyv model akym sa popise ich polydisperzia. Pri rovnake)
zafixovang hrubke polarng oblasti dvojvrstvy sa pomocou modelov 5L a5T
dvojvrstvy ziska rovnaka plocha A., ale v pripade 5T sa hodnoty N, ad, signifikatne
nizsie. Pomocou modelov 5 a5L sa sice ziskgju blizke intervaly hodnot N, ale
hodnoty A, a d. sa signifikantne odlisuju. Nakoniec, z porovnania vysedkov
ziskanych vyhodnocovanim metédami podra Kratkeho aPoroda (KP) aPencera
aHalleta (MKP) vyplyva, ze stredné hodnoty parametrov N, A. ad_ si blizke, ale
vysledky ziskané metodou MKP st zat’azené vacsou experimentalnou chybou.

V dalsom experimente sme pouzili experimentalnu techniku variacie kontrastu.
Z nameranych rozptylovych kriviek unilamelarnych lipozomov z diCy.0PC a
diC16.0PC pri teplote 65 °C sme ziskali hodnoty d.=41.2 A, A =59.0 A% a N.=3.2 pre
diCi40PC ad =45.1 A, A,=62.7 A% aN_=5.9 pre diCy,0PC.

Pre nasledujuci experiment sme zvolili postup merania rozptylovych kriviek, ked’
sa meni kontrast nielen zmenou vo vodnel faze, ale g v lipidove faze. Pouzili sme
unilamelarne lipozomy z diCy60PC dispergované v zmesiach H,O aH,O sroznym
pomerom a rovnako g unilamelarne lipozomy z diCy60PC-D62 dispergované
v rovnakych zmesiach. Zvydedkov sme zstili, ze sprechodom dvojvrstvy
z gélového do fluidného tekuto-krystalického stavu rastie A, znizuje sad,, rastie N, a
dr mierne poklesne.

Vdalsom experimente sme sa zamerali na vplyv dizky acylovych retfazcov

fosfolipidov tvoriacich dvojvrstvu. Zmerali sme krivky rozptylu neutréonov na
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extradovanych lipozomoch 2z diCi2oPC, diCi4,0PC a diCigoPC pri rovnake
redukovaneg teplote, ako boli v praci [Lewis a Engelman, 1983] zmerané rozptylové
krivky RTG-ziarenia. Zigtili sme, Zze jednoduchym sposobom ziskana hodnota d.
priamo z experimentalnych adajov bez toho, aby sa pri vyhodnocovani brali do avahy
objemové parametre fragmentov molekul lipidov aprenikanie molekal vody do
polarng oblasti dvojvrstvy, je vhodna na sledovanie relativnych zmien hrabky
dvojvrstvy, pringimensom rovnako dobre ako hodnota dny (vzdialenost’ fosfatovych
skupin na protifahlych stranach dvojvrstvy) ziskana zrozptylu RTG-Ziarenia
Z vyhodnotenia zmeranych kriviek stupnovitym modelom profilu dvojvrstvy sme
zistili, ze vzdialenost’ fosfatove] skupiny dyi od hranice shydrofobnou oblast'ou
dvojvrstvy rastie srastom dizky acylového retazca od dyi=4,30+/-0,20 A pre
diC10.0PC az po dn1=5,32+/-0,11 A pre diC1s.0PC, z ¢oho vyplyva, ze dizka acylového
retazca ma vplyv nielen na hrabku dvojvrstvy, ale a na konformaciu polarneho
fragmentu.

Na rozdiel od predchadzajuceho sme dalsi experiment uskutocnili nie pri
rovnakej redukovane teplote, ale v rovnakej faze (fluidngj) arovnake teplote, ¢o sa
podmienky rovnakého termodynamického stavu dvojvrstiev z roznych fosfolipidov
[Nagle a Tristram-Nagle, 2000]. Pouzili sme extradované lipozomy z diCy2oPC,
diC14.0PC, diCy6.0PC a diCy5.0PC pri teplote 65 °C, ked’ si dvojvrstvy pre vsetky styri
pouzit¢é molekuly vo fluidng faze. Ked” sme hrabku dvojvrstvy vyhodnotili tym
najjednoduchsim sposobom priamo z Ry, z linearngj zavislosti d. na pocte atomov
uhlika sme dostali hrabku polarng oblasti dp=12,3+/-3,2 A azmenu hrabky
dvojvrstvy na jednu metylénovu skupinu acylového retazca Ad =1,78+/-0,21 A. Ked
sme reprezentovali dvojvrstvu modelom 5T, dostali sme hodnotu Ad_ =1,73+/-0,16 A,
Z tychto udajov vidiet, ze pokial’ je potrebné sledovat’ len relativne zmeny v hribke
dvojvrstvy, plne postacuje pocitat’ d. priamo z Ry anetreba pouzivat' komplikované
modely. Hodnoty N. a A vykazuja maximum pre diCy6.0PC. Naviac sme zistili, ze
hodnota hribky polarnej oblasti dvojvrstvy klesa s rastom dizky acylového refazca.
Z toho jasne vyplyva, ze dizka acylového refazca vplyva na usporiadanie fosfolipidu
v polarng oblasti dvojvrstvy aplocha pripadajuca na jednu molekulu sa pri rovnake)
teplote (65 °C) zvicsuje s predizovanim molekuly.
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V d’asom experimente sme sa zamerali na ¢ast homologického radu molekul
diC.,PC. Meranie rozptylovych kriviek bolo uskutocnené pri teplote 30 °C. Opat’ sme
overili dolezity zaver, ze ked’ je potrebné ziskat’ len relativne zmeny d,, postacuje
vyhodnocovat’ rozptylové krivky & len tym najjednoduchsim sposobom priamo z Ry,
Rovnako ako v predoslom experimente g vtomto pripade hodnoty N_ aA_
vykazovali maximum pri diCyg,PC a fitovanim celg experimentalngj krivky sme
zistili, ze hrabka polarng oblasti ani v tomto pripade nemusi byt konstantna dp od
diC14.1PC po diCy6.1PC nagjprv poklesla, ale potom po diCy.1PC rastla podobne ako
v pripade diC,.oPC.

Napriek problémom s parametrizaciou vyhodnocovacich postupov, ktoré sa
rovnaké ako pri vyhodnocovani difrakénych experimentov v pracach renomovanych
autorov, vysedky predchadzajucich experimentov jednoznacne svedcia otom, ze
metéda malouhlového rozptylu neutronov je schopna poskytnut’ vysledky nielen
porovnatel'né, ale v mnohych smeroch hibsie, ako difrakéné metody.

IV.3.2 Vplyv primesnych molekal na struktiaru fosfolipidove dvojvrstvy

N-al kyl-N,N-dimetylamin-N-oxidy

V prvom experimente sme sledovali vplyv molekuly N-oxidu so stredne dihym
alkylovym retazcom (C12NO) na hrabku a stabilitu fosfolipidovel dvojvrstvy tvoreng
molekulami diCyg1PC v unilamelarnych lipozomoch. Zistili sme, Ze srastom
koncentracie C;,NO sa dvojvrstvy destabilizovali avznikali z nich postupne najprv
tubularne zmesné micely anakoniec g sféroidné zmesné micely. Na zaklade
vyhodnocovania vsak nebolo mozné vylucit, ze tubularne zmesné micely vznikau nie
priamo z dvojvrstiev  unilamelarnych lipozomov, ale zdvojvrstiev velkych
diskoidnych zmesnych miciel. V intervale pomeru koncentracii, kde sme
predpokladali unilamelarne lipozomy resp. zmesné diskoidné micely svelkymi
lateralnymi rozmermi, sme urcili parameter hrabky dvojvrstvy dy. Jeho hodnoty
v intervale pomerov koncentracii C;,NO:diC,5.1PC=<0,25; 1,5> klesdli, v intervae

<0,25; 1,0> priblizne linearne. Smernicatejto linearng zavislosti bola Adg=-2,9+/-0,6

A.
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Rovnaky experiment sme uskutocnili s N-oxidom s dlhym akylovym retazcom
(C1sNO). Z grafu vyneseng zavidlosti bolo mozné vidiet' postupny plynuly prechod
od dvojvrstiev v unilamelarnych lipozomoch, respektive v diskoidnych zmesnych
micelach, az po objekty tubulového tvaru. Dalej sme pozorovali, ze s rastom pomeru
koncentracii dy zvorna klesi, ¢o poukazuje na postupné zmensovanie sa hrabky
dvojvrstvy. Ked’ sme fitovali hodnoty dy podobne ako v predchadzajucom pripade,
dostali sme smernicu Adg=-1.24+/-0.15 A, ktorgj absolutna hodnota je mensia ako pre
C12NO, de g tak sved¢i 0 vyraznom zmenseni hrabky dvojvrstvy.

V d’alsich pokusoch bol rovnakym postupom sledovany vplyv C,NO (n=6, 8, 10,
12, 14, 16 al8) na dvojvrstvy diCis1PC pri hodnotach pomerov koncentracii
ChNO:diCyg1PC=0,4 a 6,0. Vydedky ziskané rovnakym vyhodnocovacim postupom
ako v predoslych  experimentoch si v zhode spredpokladom, Ze pri nizke)
koncentracii C,NO saich vplyv na dvojvrstvu neprejavi jg destabilizaciou avznikom
zmesnych miciel. Bolo vidiet, ze pri zvolenom pomere parameter dy od n=6 po n=8
vzrastol apotom po n=18 klesal. Pre systémy pri vysokom pomere koncentracii
CnNO:diCy41PC sme zidtili, Ze nie je mozné jednoznatne rozhodnit’ o tvare objektov
sledovaného systému. Z vysledkov vyplynulo, Zze pritomnost molekul C,NO vo
vysoke koncentracii vyrazne ovplyviuje vlastnosti struktary dvojvrstvy ajeg stabilitu
v unilamelarnych lipozémoch.

n-dekadn

V experimentoch zameranych na stadium vplyvu n-alkanov na fosfolipidové
dvojvrstvyy sme sa venovali n-dekanu (Ci). Studovali sme jeho vplyv na
fosfolipidové dvojvrstvy v lamelarng fluidng faze L, z EYPC pri teplote 20°C
amolovych pomeroch H,O:EYPC=20 aC;o:EYPC<2,13 pomocou difracie RTG-
ziarenia. Hodnota A sa pre molové pomery Cio:EY PC<1 srastacim mnozstvom Cyg
v dvojvrstve nemenila, ale pri vyssich molovych pomeroch az po Cio:EYPC<2,13
mierne rastla, hodnota d, rastla v celom rozsahu studovanych molovych pomerov az
po Cio:EYPC<2,13, ade smernica Ad/A(Cio:EYPC) sa voblasti Cio:EYPC>1
zmensovala srastucou koncentraciou Cyo. Hlavny zaver je, Ze n-dekan zvicsuje
hrabku fosfolipidovej dvojvrstvy v lamelarng faze EY PC. Nelinearitu d. a narast A_
mozno vysvetlit' jednoduchym schématickym modelom, podla ktorého sa n-dekan
v dvojvrstve lokalizuje najprv vjg hydrofébnom strede, ¢im dp skoncentraciou
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n-dekanu rastie, ale A, sa nemeni. S d’alsim rastom koncentracie n-dekanu sa vacsina
jeho molekul lokalizuje v strede fosfolipidovej dvojvrstvy ako v predoslom pripade,
ale zvysna ¢ast’ g medzi acylovymi ret'azcami fosfolipidov, ¢oho dosledkom je mensi
narast d_ a zaroven rastie A,

Aky je vplyv n-dekanu na fosfolipidova dvojvrstvu, nagmia na jg hrabku,
v unilamelarnych lipozomoch z diCis1PC sme sledovali v dalsom experimente.
Hodnoty dy indikovali, ze hrabka dvojvrstvy ostava na intervale pomerov
koncentracii Ci0:diCy5.1PC<0,5 konstantna v ramci experimentalngj chyby apri
d’asom zvysovani koncentracie Cio az po moélovy pomer Cio:diCig1PC=1,2 rastie.
Predpokladame preto, ze na rozdiel od lamelarng fazy si molekuly n-dekanu
lokalizované pri Ci0:diCy5.1PC<0,5 pravazne paralelne sacylovymi retazcami lipidu
aaz pri vyssich molovych pomeroch v jg hydrofobnom strede.

Porovnanim vysledkov ziskanych zexperimentov na lamelarnych fazach
az experimentov so sférickymi lipozomami bolo mozné vidiet’ rozny vplyv n-dekanu
na hrabku dvojvrstvy. Kym v planarnych dvojvrstvach sa vplyvom n-dekanu ich
hrabka menila vyrazne, v zakrivenych dvojvrstvach bol tento efekt podstatne mensi.
Tento vysledok naznatuje, ze rozdiel medzi unilamelarnymi lipozémami
amultilamelarnymi systémami moéze byt’ v zakriveni dvojvrstvy, ktora sposobuje ina

|lokalizaciu alkanu.

V Zavery

1) M odely fosfolipidovej dvojvrstvy

Na zaklade pocitacovych simulacii boli postupne navrhnuté modely: ,.single-
shell*, ,,multi-shell* (3 a5), ,,multi-shell*“ slinearnym profilom polarng oblasti (3L a
5L) a,,multi-shell* s trojuholnikovym profilom polarnej oblasti (3T a5T).
2) Testovanie vyhodnocovcich postupov a modelov dvojvr stvy

Zistili sme, Ze vyhodnocovanie rozptylove] krivky zalozené na Guinierove
aproximacii je mozné uspesne pouzit’, rovnako je vhodna g metoda fitovania celg
krivky rozptylu. Jg vyhodou navyse je, ze hodnoty parametrov mozu byt ziskané bez
dalsg obmedzujuce parametrizacie. Modifikacia tychto pristupov pre techniku

variacie kontrastu sa v pouzitych podmienkach ukazala ako nevhodna pre metédu
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Guinierove aproximacie av pripade fitovania celg) experimentalng krivky sa ukazala
ako pristup, ktory spomedzi testovanych procedir poskytuje najpresnejsie vysledky.
3) Experimentalne vysledky
Unilamelarne lipozomy z diacylfosfatidylcholinov

Meranim extradovanych lipozomov zfosfolipidov diC,oPC a diC,iPC pri
roznych teplotach sme zitili, ze:
- vysledky nezavisia na pouzitom modeli lipozomov aich polydisperzie, ae rozdiely
su vo vysledkoch ziskanych pouzitim réznych modelov reprezentacie dvojvrstvy;
- dizka acylového retazca ma vplyv nidlen na hrabku dvojvrstvy, de & na
konformaciu polarneho fragmentu a vplyva tiez na usporiadanie fosfolipidu
v dvojvrstve; plocha pripadajuca na jednu molekulu sa pri rovnakej teplote (65 °C)
zvacsuje s predlzovanim molekuly;
- sprechodom dvojvrstvy z gélového do fluidného tekuto-krystalického stavu rastie
A, znizuje sad,, rastie N a dp mierne poklesne.
Vplyv primesnych molekal na struktuaru fosfolipidove dvojvrstvy

N-alkyl-N,N-dimetylamin-N-oxidy
- srastom koncentracie C,NO sa dvojvrstvy destabilizuja avznikajt z dvojvrstiev
v unilamelarnych lipozomoch, respektive v diskoidnych zmesnych micelach postupne
najprv tubularne zmesné micely anakoniec g sféroidné zmesné micely;
- pri nizkg koncentracii C,NO sa ich vplyv na dvojvrstvu nepregavil jg
destabilizaciou a pri vysokom pomere koncentracii nebolo mozné jednoznacne
rozhodnut’ o tvare objektov sledovaného systému, ale len o vyraznom vplyve na
Struktaru dvojvrstvy ajg stabilitu.
n-dekadn

- v planarnych dvojvrstvach sa vplyvom n-dekanu ich hrabka menila vyrazne;
- v zakrivenych dvojvrstvach bol tento efekt podstatne mensi.
Tieto vysledky naznacuji, ze rozdidd medzi unilamelarnymi  lipozémami
amultilamelarnymi systémami méze byt’ v zakriveni dvojvrstvy, ktora sposobuje ina

lokalizaciu alkanu.
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VIIT Summary

The presented thesis deals with the study of properties of phospholipid bilayer
in unilamellar liposomes used as model of lipid part of biologica membranes, and
with their interaction with small amphiphilic and hydrophobic molecules.

The simplest method of obtaining bilayer thickness is the evaluation of small-
angle X-ray scattering or small-angle neutron scattering (SANS) on lamellar phases
of phospholipids according to Luzzati. In this approach, the scattering length density
across the bilayer is constant and the water molecules do not penetrate into the inside
of bilayers. This single shell model neglects the inner structure of the bilayer.
Therefore, it was developed a more realistic model of phospholipid bilayer in the
present study. It is a multishell model, which divides the bilayer into several parts: the
polar head group region and the nonpolar hydrocarbon region, not necessarily
homogenous. It is assumed, that some limited number of water molecules penetrate
the head group region, too.

Another aim of the thesis was to develop a procedure for evaluation of
experimentally measured scattering curves. Different vesicle models and
polydispersity of their sizes used in SANS data evaluation were tested, as well as
different methods of fitting of experimental data. It was shown, that the polydispersity
representation affects the obtained values minimally, but the choice of bilayer model
representation affects the results crucially. Tested procedure based on parameter of
Guinier approximation — radius of gyration Ry and using the single shell model

according to Luzzati provides the bilayer thickness which is a good measure when
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studying its relative changes. To obtain more precise results, it is necessary to use
more precise models.

It was found that the relevant information about phospholipid molecule
hydration is located in the part of scattering curve with not good enough statistics.
Therefore, to increase incoming information and to obtain more precise bilayer
parameters, a new modification of experimental measurements was proposed. It is
based on the contrast variation technique, which is a powerful application for
experiments with low spatial resolution such as SANS. In this modification, the
scattering curves of the same object are obtained at several contrasts and then fitted
simultaneously with values of bilayer model parameters to be the same for all
measured samples.

Using the proposed bilayer model, evaluation procedure and experimental
technique, the basic physical parameters of bilayer were obtained — bilayer thicknes,
polar region thickness, lipid surface area and number of water molecules located in
the polar region. These parameters were obtained for unilamellar liposomes prepared
from several diacylphosphatidylcholines with saturated and monounsaturated acyl
chains and measured at different thermodynamic conditions (gel and/or fluid state).

The interactions between the phospholipid bilayer and small molecules and their
effect on the properties and stability of the bilayer were studied too. Since the
procedure according to Luzzati gives a good measure of bilayer thickness, it was
possible to monitor relative changes in bilayer thickness. Using these data, the effects
of N-alkyl-N,N-dimethylamine-N-oxides and n-decane were studied and their location
in the bilayer was proposed.
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