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I Prehúad o suc asnom stave problematiky 

Biologicka membrana zohrava v zivom organizme nenahraditeónu ulohu pri 

oddeóovanı vnutrobunkove ho priestoru od okolite ho prostredia, ohranicuje taktiez 

jednotlive  organely vo vnutri bunky a tvorı prirodzenu hydrofobnu barie ru v bunkach 

v celom organizme. Jej uloha vsak nie je len deliaca, ale tato barie ra je dynamicka a 

zabezpecuje vymenu latok a informaciı potrebny ch pre fungovanie jednotlivy ch 

procesov. Najrozsırenejsou sucasnou predstavou o strukture biologicky ch membran je 

dnes model fluidnej mozaiky [Singer a Nicolson, 1972], podóa ktore ho je zakladnou 

zlozkou membrany fosfolipidova dvojvrstva s integralnymi a perife rnymi 

bielkovinami sprostredkujucimi prenos latok a informaciı. 

Hoci membranove  bielkoviny ovplyvnuju interakcie medzi membranami ako aj 

medzi membranovymi komponentami, je to amfifilny  charakter lipidovy ch molekul, 

ktory  sp ŝobuje vytvaranie dvojrozmernej kostry biologickej membrany. Navyse, 

schopnosä v c̈ siny lipidov zaujımaä veóke  mnozstvo rozdielnych konformaciı a 

pohyblivosä ich jednotlivy ch castı su predpokladom, preco je tento syste m 

excelentnym prostredım pre zabudovanie membranovy ch bielkovın. Pre porozumenie 

interakciam ovplyvnujucim vlastnosti lipidov a dvojvrstiev je preto potrebny  vy skum 

syste mov c isty ch fosfolipidovy ch dvojvrstiev. 

Je veómi dobre zname, ze hrubka fosfolipidovej dvojvrstvy vy razne ovplyvnuje 

vlastnosti transmembranovy ch bielkovın v nej zabudovany ch (odkazy pozri v 

[Balgavy  a spol., 2001a]). Najjednoduchsou metodou zıskavania hrubky 

fosfolipidovej membrany je vyhodnocovanie difrakcny ch kriviek neutronov, alebo 

synchrotronove ho ziarenia na modelovy ch dvojvrstvach fosfolipidov v lamelarnych 

fazach. Prıtomnosä veóky ch fluktuaciı v plne hydratovanej lipidovej dvojvrstve v LÅ  

faze, ktora je biologicky relevantnym stavom lipidovej dvojvrstvy, vedie vsak v 

prıpade RTG-ziarenia len k zıskaniu profilu elektronovej hustoty, ktory  poskytuje 

dobru mieru na urcenie polohy fosfatovej skupiny a z nej vzdialenosti medzi dvomi 

pıkmi, prisluchajucimi dvom protióahlym fosfatovym skupinam [Nagle a Tristram-

Nagle, 2000]. Vedecka skupina na cele s J. F. Naglom uz niekoóko rokov pracuje na 

zıskanı struktury dvojvrstiev zo synteticky ch lipidov v biologicky relevantnej plne 

hydratovanej LÅ  faze [Nagle a Tristram-Nagle, 2000]. Proble m male ho poc tu 
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pozorovateóny ch difrakcny ch poriadkov v prıpade plne hydratovanej vzorky vyvolany  

fluktuaciami v strukture multilamelarneho syste mu fosfolipidovy ch dvojvrstiev 

pouzıvany ch v ty chto experimentoch, riesi pouzitım teorie tekuty ch krystalov 

navrhnutej v praci [Caille, 1972]. 

Iny  prıstup v riesenı proble mu fluktuaciı struktury v multilamellarnom syste me 

lipidovy ch dvojvrstiev pouzıva skupina O. Mouritsena [Lemmich a spol., 1996]. 

Oproti predchadzajucemu prıstupu, v ktorom je stredovanie cez fluktacie robene  

osobitne pre form faktor a strukturny faktor popısany  Caille ho teoriou tekuty ch 

krystalov, tu sa streduje vy sledny  produkt ty chto dvoch faktorov. Podobny  prıstup bol 

aplikovany  aj na vyhodnocovanie rozptylovy ch kriviek RTG-ziarenia na 

neorientovany ch multilamelarnych lipozomoch pri plnej hydratacii v praci skupiny P. 

Laggnera [Pabst a spol., 2000].  

Zavazny  d v̂od preco take to syste my nepredstavuju vhodne  modely biologickej 

membrany je, ze experimentalne je prılis obtiazne rekonstituovaä bielkoviny do 

lipidovy ch dvojvrstiev v usporiadany ch multilamelarnych sustavach a zıskaä tak 

komplexnejsie modely biologickej membrany. Podstatne jednoduchsie je to mozne  

v prıpade unilamelarnych lipozomov. 

Lipozomy su uzatvorene  sfe ricke , alebo elipsoidne  objekty vytvorene  uzavretım 

lamelarnych faz, pricom pri spontannom vzniku lipozomov vznikaju zv c̈ sa 

multilamelarne utvary, ktore  je mozne  r ẑnymi experimentalnymi postupmi 

(ultrazvukovou sonikaciou, extrudovanım) rozbiä na unilamelarne lipozomy, obzvlasä 

vhodne  pre studium ako modelove  membrany. Takymto objektom sa zaobera 

naprıklad prostrednıctvom rozptylu RTG-ziarenia aj praca vedeckej skupiny pod 

vedenım P. Laggnera [Laggner a spol., 1979]. Zakladom pre interpretaciu struktury 

syste mu je Pattersonova distribucna funkcia vzdialenostı v realnom priestore p(r), 

ktora je Fourierovou transformaciou rozptylovej krivky. Nevyzaduje si informaciu o 

faze a pre fosfolipidovu dvojvrstvu vedie k pozitıvnemu pıku vo vzdialenosti, ktora 

zodpoveda fosfatovej skupine. Rovnakym postupom vyhodnocuju experimentalne 

rozptylove  krivky aj Lewis a Engelman v praci [Lewis a Engelman, 1983]. 

Hlavnym nedostatkom metody rozptylu RTG-ziarenia na unilamelarnych 

lipozomoch je proble m s kontrastom vzorky, zvlasä v prıpade komplexnejsıch 

syste mov, v ktory ch su v dvojvrstve umiestnene  aj bielkoviny. Bielkoviny aj 
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fosfolipidy rozptyóuju dopadajuce RTG-ziarenie takmer rovnako a je teda proble m 

ich rozlısiä. Okrem malej hodnoty kontrastu je teda pri tomto prıstupe nevy hodou aj 

nemoznosä variacie kontrastu, ktore  poskytuje veómi mocnu aplikaciu v prıpade 

rozptylu neutronov. 

Prıstup variacie kontrastu medzi rozptylom neutronov na atomoch vzorky a na 

atomoch okolite ho vodne ho prostredia umoznuje meniä experimentalne podmienky 

merania tak, ze je mozne  dosiahnuä “zneviditeónenieď niektorej jej zlozky. VŤ aka 

veókym rozdielom v rozptylovej amplitude vodıka a deute ria je mozne  pouziä metodu 

variacie kontrastu prostrednıctvom pouzitia vodny ch zmesı s r ẑnymi zastupeniami 

molekul vody a äazkej vody. Takto mozno naprıklad pouziä roztok, ktore ho 

rozptylova hustota bude rovnaka ako pre molekuly fosfolipidov dvojvrstvy a tak 

dosiahnuä “zneviditelnenieď dvojvrstvy a studovaä len rozptyl na membranovej 

bielkovine, ako to urobili autori prace [Hunt a spol., 1997]. Metoda variacie kontrastu 

umoznuje studovaä aj vnutornu strukturu dvojvrstvy. S cieóom zistiä hrubku polarnej 

oblasti fosfolipidovej dvojvrstvy ju ako prvı pouzili Sadler a spol. [Sadler a spol., 

1990], pricom menili izotopove  zlozenie aj vodnej aj lipidovej fazy. 

Zakladateóom aplikacie malouhlove ho rozptylu neutronov na fosfolipidovej 

dvojvrstve v unilamelarnych lipozomoch na urcenie hrubky dvojvrstvy je skupina pod 

vedenım Sackmanna [Knoll a spol., 1981]. Experimentalne krivky vyhodnocuju 

v Guinierovej oblasti s pouzitım jednoduche ho modelu. Predpokladaju, ze dvojvrstvy 

v lipozomoch mozno aproximovaä sustavou nahodne orientovany ch tenky ch platnı, 

hrubka ktory ch je veómi mala v porovnanı s ich lateralnymi rozmermi a hustota 

rozptylu ktory ch je v objeme homoge nna. Prace zalozene  na tomto metodickom 

prıstupe urobili aj Sadler a spol. [Sadler a spol., 1990], Nawroth a spol. [Nawroth a 

spol., 1989], Gordeliy a spol. [Gordeliy a spol., 1993], Dubnickova a spol. 

[Dubnickova a spol., 1997], Gradzielsky a spol. [Gradzielski a Hoffmann, 1992] 

a mnohı inı. 

Do druhej skupiny mozno zaradiä prace, v ktory ch sa pri interpretacii 

experimentalnych vy sledkov predpoklada, ze lipozomy su dute  gule a z hóadiska ich 

polomerov su polydisperzne . Prvou takouto pracou bola praca Komuru a spol. 

[Komura a spol., 1982]. Zistili, ze distribuciu polomerov lipozomov mozno popısaä 

Gaussovou funkciou. Pozdejsie inı autori pouzili na popis tejto distribucie Schulzovu 
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rozdeóovaciu funkciu. Model polydisperzny ch duty ch guó pouzili viacerı autori 

s predpokladom, ze hustota rozptylu neutronov na jadrach atomov dvojvrstvy je 

homoge nna. Komura a spol. [Komura a spol., 1982], Mason a spol. [Mason a spol., 

2000], Kiselev a spol. [Schmiedel a spol., 2002] a Pencer a Hallet [Pencer a Hallett, 

2000] pomocou tohto modelu fituju celu rozptylovu krivku a okrem hrubky 

dvojvrstvy zıskavaju aj hodnotu polomeru lipozomov s parametrom 

charakterizujucim jeho distribuciu. Balgavy  a spol. [Balgavy  a spol., 1998] a Pencer 

a spol. [Pencer a Hallett, 2000] fituju rozptylovu krivku pomocou tohto modelu 

v Guinierovej oblasti, Balgavy  a spol. pomocou gyracne ho polomeru a Pencer 

a Hallet hóadanım prve ho maxima krivky vynesenej v grafe zavislosti IQ4 od Q. Pri 

takomto prıstupe je ale potrebne  zıskaä hodnoty polomeru lipozomov a jeho 

rozdelenia z iny ch experimentov. 

Nezavisle na sebe, v nedavnej dobe Balgavy  a spol. [Balgavy  a spol., 2001b] 

a Schmiedel a spol. [Schmiedel a spol., 2002] upozornili, ze predpoklad homoge nnej 

hustoty rozptylu v dvojvrstve m ẑe viesä ku skreslenym vy sledkom, keŤ  su zıskane  

takouto interpretaciou rozptylovy ch kriviek. Obidve skupiny preto rozc lenuju 

dvojvrstvu na polarnu a nepolarnu oblasä a predpokladaju, ze polarna oblasä okrem 

polarnych fragmentov fosfolipidov obsahuje aj molekuly vody. Podobny ch prac 

obsahujucich nove  myslienky a ponukajucich presnejsie vyhodnocovanie 

experimentalnych kriviek relevantnejsımi modelmi nie je veóa. V c̈ sina prac sa 

uspokojuje s pouzitım nejjednoduchsieho modelu fosfolipidovej dvojvrstvy, v ktorom 

sa potlaca jej vnutorna struktura ako aj r ẑne ine  d l̂ezite  parametre modelu a studuju 

sa lipozomy dispergovane  len v äazkej vode. Situaciu v studiu struktury plne 

hydratovany ch lipidovy ch dvojvrstiev kriticky zhodnotili ku koncu roku 2000 vo 

svojej prehóadnej praci Nagle a Tristram-Nagle [Nagle a Tristram-Nagle, 2000].  

Okrem studia c isty ch fosfolipidovy ch dvojvrstiev, ulohy studia biologicky ch 

membran spocıvaju v urcenı vplyvu vonkajsieho prostredia vratane vplyvu r ẑnych 

prımesı. Male  hydrofobne a amfifilne  molekuly interaguju s fosfolipidovou 

dvojvrstvou a ako prımesne  molekuly menia jej fyzikalne vlastnosti. V c̈ sinu 

chemicky ch liec iv, c i inak biologicky aktıvnych molekul mozno zaradiä medzi 

prımesne  molekuly ovplyvnujuce strukturu dvojvrstiev. Na Farmaceutickej fakulte 

Univerzity Komenske ho sa vplyv amfifilny ch molekul na strukturu lipidovy ch 
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dvojvrstiev studuje niekoóko rokov r ẑnymi fyzikalnymi metodami, najm  ̈difrakciou 

RTG-ziarenia, NMR a EPR spektroskopiou, mikrokalorimetriou a inymi. 

Najd l̂ezitejsie vy sledky boli zhrnute  v dizertacny ch pracach Gallovej [Gallova, 

1993], Uhrıkovej [Uhrıkova, 1993], Andriamaintyho [Andriamainty, 1996] a 

Dubnickovej [Dubnickova, 2001] a v prehóadnej praci Balgave ho a Devınskeho 

[Balgavy  a Devınsky, 1996]. V mojej dizertacnej praci som sa venoval studiu vplyvu 

n-dekanu, ako jednoduchej malej hydrofobnej molekuly, na hrubku fosfolipidovy ch 

dvojvrstiev a N-alkyl-N,N-dimetylamın-N-oxidov, ako typicky ch amfifilny ch molekul 

na hrubku dvojvrstiev a ich stabilitu v unilamelarnych lipozomoch. Vy ber ty chto 

prımesny ch molekul mal dve prıc iny. Na jednej strane je to ich jednoducha chemicka 

struktura a na druhej strane ich vy znamne  biologicke  uc inky. Amfifilne  

N-alkyl-N,N-dimetylamın N-oxidy maju antimikrobne [Devınsky a spol., 1990], 

imunomodulacne  [Bukovsky  a spol., 1996] a fytotoxicke  [Murın a spol., 1990] 

vlastnosti, a n-alkany moduluju vlastnosti ionovy ch kanalov [Elliott a spol., 1985; 

Haydon a spol., 1977a; Haydon a spol., 1977b], transportny ch membranovy ch 

bielkovın [Franks a Lieb, 1978] a su tiez vseobecnymi anestetikami [Balgavy  a 

Devınsky, 1996]. 

II Ciele dizertac nej pra ce 

Predkladana dizertacna praca a jej te ma bola inspirovana studiami biologickej 

membrany a vplyvu r ẑnych prımesny ch molekul na jej vlastnosti, stabilitu a funkciu, 

ake  prebiehaju vo farmaceutickom vy skume. Ich snahou je pochopiä mechanizmy 

a uc inky molekul p ŝobiacich ako liec iva, c i inak biologicky uc inne  latky. Vyuzitie 

zıskany ch poznatkov je potom mozne  pouziä pri hóadanı a vy voji novy ch liec iv 

s lepsımi vlastnosäami pri minimalnych neziaducich uc inkoch. 

Objektom tejto dizertacnej prace su fosfolipidove  dvojvrstvy v unilamelarnych 

lipozomoch predstavujucich modelovu strukturu membrany. Ich charakteristickym 

fyzikalnym parametrom je najm  ̈ hrubka dvojvrstvy. Ako experimentalna technika 

vhodna na sledovanie dany ch objektov bol zvoleny  rozptyl neutronov pod malymi 

uhlami, ktory  je schopny  poskytnuä informacie aj o vnutornej strukture dvojvrstvy. 

Ako vyplynulo z prehóadu literatury, na efektıvne pouzitie tejto metody bolo potrebne  
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rozpracovaä najm  ̈nove  modely a metody vyhodnocovania experimentalnych udajov. 

Pracu je mozne  rozdeliä na p ä̈ zakladny ch castı, ktory ch cieómi je: 

1. navrhnuä teoreticke  modely struktury dvojvrstvy v lipozomoch a pomocou 

matematicke ho aparatu fyziky odvodiä prıslusne  teoreticke  vzäahy popisujuce 

malouhlovy  rozptyl neutronov na ty chto strukturach; 

2. vypracovaä programy na pocıtacove  vyhodnocovanie experimentalnych kriviek 

rozptylu neutronov pomocou odvodeny ch vzäahov; 

3. otestovaä teoreticke  modely a pocıtacove  programy pomocou udajov so znamou 

distribuciou hustoty rozptylu neutronov v dvojvrstve; 

4. aplikovaä teoreticke  modely a pocıtacove  programy na vyhodnotenie 

experimentalnych udajov rozptylu neutronov na lipozomoch 

z diacylfosfatidylcholınov; 

5. studovaä vplyv n-dekanu a N-alkyl-N,N-dimetylamın-N-oxidov na unilamelarne 

fosfatidylcholınove  lipozomy. 

III Metodicka  c asý  

Synteticke  1,2-diacyl-sn-glycero-3-fosfocholıny (diCn:mPC, n=pocet uhlıkov 

a m=pocet dvojny ch v z̈ieb v acylovom reäazci) boli od Avanti Polar Lipids 

(Alabaster, USA). Od tejto firmy bol zıskany  aj diC16:0PC_D62; symbol D62 

oznacuje, ze 62 vodıkovy ch atomov acylovy ch reäazcov je substituovany ch 

deute riom. T azka voda s udavanou izotopovou c istotou 99.98 % 2H2O bola od 

Izotopu (Moskva, Ruska Federacia). Cholat sodny  a n-dekan boli od firmy Sigma (St. 

Luis, USA). N-alkyl-N,N-dimetylamın-N-oxidy boli pripravene  a poskytnute  na 

studium Prof. Ing. Dr.h.c. F. Devınskym, Dr.Sc.. Fosfatidylcholın z vajecny ch zltkov 

(EYPC) izolovali a prec istili RNDr. J. Gallova, CSc. a RNDr. D. Uhrıkova, CSc. 

a poskytli mi ho k studiu. Organicke  spektralne c iste  rozpusäadla boli od firmy 

Slavus, alebo Mikrochem (Bratislava). Ostatne  chemikalie boli od firmy Lachema 

(Brno, Ceska Republika). 

Vo v c̈ sine prıpadov boli unilamelarne lipozomy pripravene  pretlacanım 

multilamelarnych lipozomov cez dva polykarbonatove  filtre s pormi o priemere 50 
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nm podóa MacDonalda a spol. [MacDonald a spol., 1991] extruderom LiposoFast 

Basic Extruder (Avestin, Ottawa, Canada). Multilamelarne lipozomy boli pripravene  

dispergovanım lipidu vo vodnej faze. N-alkyl-N,N-dimetylamın-N-oxidy sa pridavali 

k suche mu lipidu v metanole. Nasledne sa nechalo rozpusäadlo odpariä. Pridanım 

vodnej fazy sa vytvorila disperzia, ktora sa nakoniec extrudovala ako je popısane  

vyssie. 

V prıpade unilamelarnych lipozomov obsahujucich v dvojvrstve n-dekan boli 

zvolene  dva postupy. V jednom sa n-dekan pridal priamo k vysusene mu lipidu a zmes 

sa homogenizovala mechanicky centrifugaciou v zatavenej skumavke. Po 

homogenizacii sa pripravila disperzia v äazkej vode a jej extrudovanım unilamelarne 

lipozomy, tak ako je to popısane  vyssie. V druhom postupe sa pripravili unilamelarne 

lipozomy metodou dilucie cholatu. Cholat sodny  a diC18:1PC boli rozpustene  

v metanole pri molovom pomere 1:1. Metanol bol odpareny  prudom dusıka a odparok 

vysuseny  vo vakuu. Vysusena zmes sa dispergovala v roztoku NaCl (0,135 mol/l) 

v äazkej vode tak, aby koncentracia diC18:1PC bola 0,1 mol/l. Vznikol tak cıry roztok 

zmesny ch miciel lipidu a cholatu. Tento micelarny roztok sa skokom vyriedil v  0,135 

mol/l roztoku NaCl v äazkej vode tak, aby vy sledna koncentracia diC18:1PC bola 8 

mmol/l. V priebehu 2-3 hodın po vyriedenı postupne rastla opalescencia. Potom 

vzorky stali 30 hodın pri laboratornej teplote. K pripravenym unilamelarnym 

lipozomom sa pridaval n-dekan rozpusteny  v metanole tak, aby objem metanolu (30 

αl) bol maly  v porovnanı s objemom vzorky (1-2 ml). Po pridanı metanolu boli 

vzorky premiesane  prudkym vortexovanım a potom stali otvorene  pri laboratornej 

teplote, aby sa maximalne mnozstvo metanolu odparilo. Nakoniec boli vzorky 

prefukane  c istym plynnym dusıkom a potom uzavrete . 

Lamelarna L– faza obsahujuca n-dekan bola pripravena takto: K vysusene mu 

EYPC v sklenej skumavke sme pomocou mikrostriekacky Hamilton pridali n-dekan. 

Skumavka bola zatavena a jej obsah homogenizovany  opakovanou centrifugaciou. Po 

homogenizacii bola skumavka otvorena, jej obsah preneseny  do inej c istej skumavky 

a k nemu bola mikrostriekackou pridana redestilovana voda. Skumavka bola zatavena 

a jej obsah homogenizovany  ako je popısane  vyssie. Zlozenie vzoriek sme po kazdom 

kroku kontrolovali gravimetricky. 
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Meranie rozptylovy ch kriviek prebiehalo na malouhlovom spektrometri YuMO 

instalovanom na pulznom reaktore IBR-2 v Laboratoriu  neutronovej fyziky 

Spojene ho ustavu jadrove ho vy skumu v Dubne (Ruska Federacia) [Ostanevich, 1987; 

Vagov a spol., 1983]. Pouzity  spektrometer je zariadenım s kruhovymi pozicnymi 

detektormi plnenymi plynom 3He [Ananyev a spol., 1978; Ostanevich, 1987]. Merana 

rozptylova krivka je korigovana vzhóadom na efekty od pozadia a uc inny  prierez 

neutronov je zıskavany  kalibraciou vanadiovym standardom [Ostanevich, 1987]. 

Vzorky sa pocas merania nachadzaju v kremennej kyvete s hrubkou 2 mm, pri 

meraniach v r ẑnych kontrastoch 1 mm. Pri ty chto hrubkach vzorky a koncentraciach 

lipidu do 2 hm. % mozno zanedbaä absorpciu neutronov vo vzorke [Cherezov, 1997]. 

Prıstrojova technika pouzita na meranie RTG-difraktogramov pripraveny ch 

vzoriek lamelarnej L– fazy a postup pri meranı boli rovnake  ako je popısane  

v pracach [Balgavy  a spol., 1998; Balgavy  a spol., 2001c]. Difraktogramy boli 

zmerane  pri teplote 20°C. Reciproku vzdialenosä s sme kalibrovali pomocou 

standardu behenatu strieborne ho [Huang a spol., 1993]. Z reciprokej vzdialenosti 

difrakcny ch maxım sme vypocıtali mriezkovy  parameter d s vyuzitım Braggovho 

vzäahu. Z mriezkove ho parametra lamelarnej fazy sme vypocıtali plochu pripadajucu 

na jednu molekulu EYPC na medzifazovom rozhranı dvojvrstva Ď vodna faza 

a hrubku dvojvrstvy podóa Luzzatiho [Luzzati, 1968]. 

D l̂ezitou etapou v mojej praci bol vy ber vyhodnocovacej procedury. Venoval 

som sa najm  ̈ trom postupom vyhodnocovania. Prvy  z nich je zalozeny  na 

Guinierovej aproximacii rozptylovej krivky, kde mozno priamo zıskaä parameter 

hrubky dvojvrstvy. Tento postup sa vsak viaze na pouzitie jednoduche ho modelu 

dvojvrstvy, ktory  potlaca informaciu o jej vnutornej strukture. Druhym skumanym 

postupom vyhodnocovania experimentalnych rozptylovy ch kriviek bol prevzaty  od 

Pencera a Halleta [Pencer a Hallett, 2000], ktory  navrhli alternatıvnu metodu 

zalozenu na hóadanı prve ho lokalneho maxima na grafe zavislosti Iq4 versus q na 

intervale qÎ(0.03;0.10) A . Tento postup vyply va z teoreticke ho zakona 

asymptoticke ho spravania sa rozptylovej krivky. V treäom prıstupe vo vyhodnocovanı 

experimentalne zıskany ch rozptylovy ch kriviek bolo pouzitie exaktnej formuly pre 

funkciu intenzity rozptylu a nou sme fitovali rozptylovu krivku na celom intervale 

zmerany ch hodn t̂ rozptylove ho vektora. 
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IV Vysledky a diskusia 

IV.1 Modely fosfolipidovej dvojvrstvy 

Najjednoduchsım a v literature najcastejsie pouzıvanym modelom fosfolipidovej 

dvojvrstvy je tzv. “single-shellď model (model 1). Ide o model predstavovany  jednou 

vrstvou s hodnotou hustoty rozptylovej dlzky neutronov vzatou ako priemer cez 

dvojvrstvu. Prva korekcia k tomuto modelu vychadzala z hydrofobnych interakciı 

amfifilny ch molekul fosfolipidu, tvoreny ch hydrofobnou a hydrofilnou casäou, cım 

vznikol model s tromi rozdielnymi homoge nnymi vrstvami (model 3). Opierajuc sa 

o chemicku strukturu molekul fosfolipidov sme doplnili rozdelenie hydrofobnych 

uhóovodıkovy ch reäazcov na oblasä metyle novy ch skupın a oblasä terminalnych 

metylovy ch skupın (model 5). D alsia korekcia predpoklada v priebehu hustoty 

rozptylovej dlzky neutronov v polarnej oblasti dvojvrstvy linearnu funkciu 

zaprıc inenu postupnym narastanım mnozstva prıtomny ch molekul vody (modely 3L 

a 5L). Vylepsenım tejto korekcie bolo Ť alej uvazovaä nielen s linearne sa meniacou 

koncentraciou molekul vody vo vnutri dvojvrstvy, ale aj s trojuholnıkovym profilom 

samotne ho polarneho fragmentu molekuly lipidu (modely 3T a 5T). 

Vhodnosä navrhovany ch modelov sme zisäovali porovnavanım profilu 

fosfolipidovej dvojvrstvy reprezentovanej prıslusnym modelom s predlohovym 

profilom zıskanym z teoretickej simulacie dvojvrstvy postupmi molekulovej 

dynamiky skupinou Fellera [Armen a spol., 1998]. Vstupne  udaje boli distribucne  

funkcie pre jednotlive  funkcne  skupiny diC16:0PC vo fluidnej dvojvrstve pri 50ÅC. 

Z ty chto distribucny ch funkciı bol vypocıtany  profil rozptylovej hustoty v dvojvrstve 

s krokom priblizne 0,1 ˚. Z porovnania s tymto profilom vyplynulo, ze najblizsie 

realnej dvojvrstve je najc lenitejsı model s trojuholnıkovym profilom polarneho 

fragmentu molekuly. 
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IV.2 Testovanie vyhodnocovcıch postupov a modelov dvojvrstvy 

Vyhodnocovacie postupy a modely dvojvrstvy sme testovali vyhodnocovanım 

rozptylovej krivky simulovanej pocıtacom. Krivka sa simulovala pre unilamelarne 

lipozomy so strednym polomerom 300 ˚, Gaussovou distribuciou polomerov 91,15 ˚ 

a s profilom rozptylovej hustoty dvojvrstvy zıskanym z udajov molekulovej 

dynamiky ako je uvedene  vyssie. Takto simulovanu rozptylovu krivku sme 

vyhodnocovali ako experimentalnu krivku a porovnavali sme udaje zıskane  

vyhodnocovanım (hrubka dvojvrstvy dL, plocha lipidu AL, pocet molekul vody na 

lipid v polarnej oblasti NL) so vstupnymi udajmi. 

Bezne pouzıvany  prıstup pri Guinierovej aproximacii rozptylovej krivky je 

vyhodnocovanie postavene  na gyracnom polomeri, ktory  sa zıska podóa Kratkeho a 

Poroda z linearnej aproximacie zavislosti Iq2 versus q2 na vhodnom intervale q. 

Tymto sp ŝobom je mozne  priamo urc iä hrubku dvojvrstvy len na urovni modelu 1. 

Pri detailnejsie delenom modeli je uz nutne  pouziä v c̈ sie mnozstvo vstupny ch 

udajov, alebo syste m parametrizovaä zafixovanım hodnoty jedne ho z parametrov. 

Nezavisle na pouzitom modeli dvojvrstvy (okrem modelu 1) sme zistili, ze 

vyhodnocovanie rozptylovej krivky zalozene  na Guinierovej aproximacii je mozne  

uspesne pouziä, keŤ  sa syste m parametrizuje znamymi udajmi o objemoch 

jednotlivy ch fragmentov molekuly, konstantnou znamou hodnotou hrubky polarnej 

oblasti, znamou strednou hodnotou polomeru lipozomov a disperziou 

charakterizujucou ich polydisperznosä. Svedcı o tom relatıvna odchy lka zıskany ch 

vy sledkov od vstupny ch hodn t̂ parametrov, ktora najv c̈ siu hodnotu dosahovala na 

urovni 10 %. 

Druhou pouzitou metodou vyhodnocovania simulovany ch dat bolo fitovanie 

rozptylovej krivky na celom intervale hodn t̂ rozptylove ho vektora qr . Vyhodnotenım 

zıskany ch vy sledkov sme zistili, ze op ä̈ sa od ostatny ch hodn t̂ vy razne lısia hodnoty 

parametrov zıskane  prostrednıctvom modelu 1, ktore ho vnutorna struktura je prılis 

nedokonala. Pri pouzitı c lenitejsıch modelov boli zıskane  subory hodn t̂ s malymi 

rozptylmi, pre ktore  platia rovnake  zavery ako v predchadzajucom odseku. Vyply va z 

nich, ze testovanu metodu je mozne , rovnako ako predchadzajuci prıstup, uspesne 

pouziä pri vyhodnocovanı experimentalnych udajov. Jej vy hodou navyse je, ze 
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v tomto prıpade boli hodnoty parametrov zıskane  bez obmedzovacieho fixovania 

viacery ch parametrov a teda pri v c̈ sej voónosti modelu. 

Porovnanie vy sledkov zıskany ch pouzitım Guinierovej aproximacie a fitovanım 

rozptylovej krivky potvrdzuje zhodu medzi vy sledkami zıskanymi dvomi rozlicnymi 

postupmi. Tento fakt zobrazuje nezavislosä vy sledkov na pouzitı jednej z ty chto 

dvoch technık, ale rozdielnosä pri zvoleny ch modeloch reprezentacie vnutornej 

struktury fosfolipidovej dvojvrstvy. Vy sledkom tohto testovania je preto zaver, ze 

vy ber modelu dvojvrstvy bude pri zıskavanı hodnoverny ch udajov najd l̂ezitejsım 

faktorom. 

Variacia kontrastu 

Nasou snahou bolo modifikovaä z literatury znamy postup a vyuziä d k̂ladnejsiu 

reprezentaciu studovane ho objektu prostrednıctvom nami navrhnuty ch modelov. Pri 

testovanı metody Guinierovej aproximacie sme zistili, ze navrhovany  postup 

vyhodnocovania SANS experimentov je metodou s veómi vysokou senzitivitou 

v parametri Rg. S ohóadom na tento fakt by bolo potrebne  zıskaä hodnotu gyracne ho 

polomeru s takou presnosäou, ktora presahuje moznosti experimentalneho merania. 

Zakladnu myslienku predchadzajuceho prıstupu sme vyuzili v procedure 

vyhodnocovania dat fitovanım rozptylovej krivky na celom intervale hodn t̂ 

rozptylove ho vektora qr . Modifikacia metody na pouzitie viacery ch kontrastov 

v rozptylovej hustote spocıvala v simultannom fitovanı vsetky ch experimentalnych 

kriviek. Zhodnotenım zıskany ch vy sledkov sme pozorovali zlepsenie ich zhody so 

vstupnymi hodnotami parametrov modelu, co sa prejavilo poklesom relatıvnej 

hodnoty tohto rozdielu. Najv c̈ sia relatıvna odchy lka, ktoru sme zistili bola len necele  

4 %. 

Zaverom je zhodnotenie, ze pouzitie experimentalnej techniky variacie kontrastu 

a vyhodnocovanie metodou fitovania rozptylovej krivky je prıstupom, ktory  spomedzi 

testovany ch prıstupov poskytuje najpresnejsie vy sledky. Podóa ocakavania sa tato 

presnosä zlepsuje s mnozstvom pouzity ch kontrastov. 
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IV.3 Experimenta lne vysledky 

IV.3.1 Unilamela rne lipozomy z diacylfosfatidylcholınov 

Zo systematicke ho sledovania vplyvu pouzitia r ẑnych vyhodnocovacıch 

postupov, modelov dvojvrstvy a vstupny ch parametrov sme vyhodnocovanım 

experimentalnej rozptylovej krivky unilamelarnych lipozomov z diC14:0PC pri teplote 

30 ǺC zistili nasledovne  vy sledky. Ak sa vyhodnocuje rozptylova krivka 

v Guinierovej oblasti, potom konecny  vy sledok nezavisı na tom, c i sa popıse rozptyl 

na lipozomoch ako na polydisperzny ch duty ch guliach, alebo ako na nahodne 

orientovany ch tenky ch vrstvach. V prıpade modelu polydisperzny ch duty ch guó nema 

na konecny  vy sledok vplyv model akym sa popıse ich polydisperzia. Pri rovnakej 

zafixovanej hrubke polarnej oblasti dvojvrstvy sa pomocou modelov 5L a 5T 

dvojvrstvy zıska rovnaka plocha AL, ale v prıpade 5T su hodnoty NL a dL signifikatne 

nizsie. Pomocou modelov 5 a 5L sa sıce zıskaju blızke intervaly hodn t̂ NL, ale 

hodnoty AL a dL sa signifikantne odlisuju. Nakoniec, z porovnania vy sledkov 

zıskany ch vyhodnocovanım metodami podóa Kratkeho a Poroda (KP) a Pencera 

a Halleta (MKP) vyply va, ze stredne  hodnoty parametrov NL, AL a dL su blızke, ale 

vy sledky zıskane  metodou MKP su zaäazene  v c̈ sou experimentalnou chybou. 

V Ť alsom experimente sme pouzili experimentalnu techniku variacie kontrastu. 

Z namerany ch rozptylovy ch kriviek unilamelarnych lipozomov z diC14:0PC a 

diC16:0PC pri teplote 65 ǺC sme zıskali hodnoty dL=41.2 ˚, AL=59.0 ˚2 a NL=3.2 pre 

diC14:0PC a dL=45.1 ˚, AL=62.7 ˚2 a NL=5.9 pre diC16:0PC. 

Pre nasledujuci experiment sme zvolili postup merania rozptylovy ch kriviek, keŤ  

sa menı kontrast nielen zmenou vo vodnej faze, ale aj v lipidovej faze. Pouzili sme 

unilamelarne lipozomy z diC16:0PC dispergovane  v zmesiach 2H2O a H2O s r ẑnym 

pomerom a rovnako aj unilamelarne lipozomy z diC16:0PC-D62 dispergovane  

v rovnaky ch zmesiach. Z vy sledkov sme zistili, ze s prechodom dvojvrstvy 

z ge love ho do fluidne ho tekuto-krystalicke ho stavu rastie AL, znizuje sa dL, rastie NL a 

dP mierne poklesne. 

VŤ alsom experimente sme sa zamerali na vplyv dlzky acylovy ch reäazcov 

fosfolipidov tvoriacich dvojvrstvu. Zmerali sme krivky rozptylu neutronov na 
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extrudovany ch lipozomoch z diC12:0PC, diC14:0PC a diC18:0PC pri rovnakej 

redukovanej teplote, ako boli v praci [Lewis a Engelman, 1983] zmerane  rozptylove  

krivky RTG-ziarenia. Zistili sme, ze jednoduchym sp ŝobom zıskana hodnota dL 

priamo z experimentalnych udajov bez toho, aby sa pri vyhodnocovanı brali do uvahy 

objemove  parametre fragmentov molekul lipidov a prenikanie molekul vody do 

polarnej oblasti dvojvrstvy, je vhodna na sledovanie relatıvnych zmien hrubky 

dvojvrstvy, prinajmensom rovnako dobre ako hodnota dHH (vzdialenosä fosfatovy ch 

skupın na protióahly ch stranach dvojvrstvy) zıskana z rozptylu RTG-ziarenia. 

Z vyhodnotenia zmerany ch kriviek stupnovitym modelom profilu dvojvrstvy sme 

zistili, ze vzdialenosä fosfatovej skupiny dH1 od hranice s hydrofobnou oblasäou 

dvojvrstvy rastie s rastom dlzky acylove ho reäazca od dH1=4,30+/-0,20 Δ pre 

diC10:0PC az po dH1=5,32+/-0,11 Δ pre diC18:0PC, z coho vyply va, ze dlzka acylove ho 

reäazca ma vplyv nielen na hrubku dvojvrstvy, ale aj na konformaciu polarneho 

fragmentu.  

Na rozdiel od predchadzajuceho sme Ť alsı experiment uskutocnili nie pri 

rovnakej redukovanej teplote, ale v rovnakej faze (fluidnej) a rovnakej teplote, co su 

podmienky rovnake ho termodynamicke ho stavu dvojvrstiev z r ẑnych fosfolipidov 

[Nagle a Tristram-Nagle, 2000]. Pouzili sme extrudovane  lipozomy z diC12:0PC, 

diC14:0PC, diC16:0PC a diC18:0PC pri teplote 65 ǺC, keŤ  su dvojvrstvy pre vsetky styri 

pouzite  molekuly vo fluidnej faze. KeŤ  sme hrubku dvojvrstvy vyhodnotili tym 

najjednoduchsım sp ŝobom priamo z Rg, z linearnej zavislosti dL na poc te atomov 

uhlıka sme dostali hrubku polarnej oblasti dP=12,3+/-3,2 Δ a zmenu hrubky 

dvojvrstvy na jednu metyle novu skupinu acylove ho reäazca ≈dL=1,78+/-0,21 Δ. KeŤ  

sme reprezentovali dvojvrstvu modelom 5T, dostali sme hodnotu ≈dL=1,73+/-0,16 Δ. 

Z ty chto udajov vidieä, ze pokiaó je potrebne  sledovaä len relatıvne zmeny v hrubke 

dvojvrstvy, plne postacuje pocıtaä dL priamo z Rg a netreba pouzıvaä komplikovane  

modely. Hodnoty NL a AL vykazuju maximum pre diC16:0PC. Naviac sme zistili, ze 

hodnota hrubky polarnej oblasti dvojvrstvy klesa s rastom dlzky acylove ho reäazca. 

Z toho jasne vyply va, ze dlzka acylove ho reäazca vply va na usporiadanie fosfolipidu 

v polarnej oblasti dvojvrstvy a plocha pripadajuca na jednu molekulu sa pri rovnakej 

teplote (65 ǺC) zv c̈ suje s predlzovanım molekuly. 
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V Ť alsom experimente sme sa zamerali na casä homologicke ho radu molekul 

diCn:1PC. Meranie rozptylovy ch kriviek bolo uskutocnene  pri teplote 30 ǺC. Op ä̈ sme 

overili d l̂ezity  zaver, ze keŤ  je potrebne  zıskaä len relatıvne zmeny dL, postacuje 

vyhodnocovaä rozptylove  krivky aj len tym najjednoduchsım sp ŝobom priamo z Rg. 

Rovnako ako v predoslom experimente aj v tomto prıpade hodnoty NL a AL 

vykazovali maximum pri diC18:1PC a fitovanım celej experimentalnej krivky sme 

zistili, ze hrubka polarnej oblasti ani v tomto prıpade nemusı byä konstantna dP od 

diC14:1PC po diC16:1PC najprv poklesla, ale potom po diC20:1PC rastla podobne ako 

v prıpade diCn:0PC. 

Napriek proble mom s parametrizaciou vyhodnocovacıch postupov, ktore  su 

rovnake  ako pri vyhodnocovanı difrakcny ch experimentov v pracach renomovany ch 

autorov, vy sledky predchadzajucich experimentov jednoznacne svedc ia o tom, ze 

metoda malouhlove ho rozptylu neutronov je schopna poskytnuä vy sledky nielen 

porovnateóne , ale v mnohy ch smeroch hlbsie, ako difrakcne  metody.  

IV.3.2 Vplyv prımesnych molekul na strukturu fosfolipidovej dvojvrstvy 

N-alkyl-N,N-dimetylamın-N-oxidy 

V prvom experimente sme sledovali vplyv molekuly N-oxidu so stredne dlhym 

alkylovym reäazcom (C12NO) na hrubku a stabilitu fosfolipidovej dvojvrstvy tvorenej 

molekulami diC18:1PC v unilamelarnych lipozomoch. Zistili sme, ze s rastom 

koncentracie C12NO sa dvojvrstvy destabilizovali a vznikali z nich postupne najprv 

tubularne zmesne  micely a nakoniec aj sfe roidne  zmesne  micely. Na zaklade 

vyhodnocovania vsak nebolo mozne  vyluc iä, ze tubularne zmesne  micely vznikaju nie 

priamo z dvojvrstiev unilamelarnych lipozomov, ale z dvojvrstiev veóky ch 

diskoidny ch zmesny ch miciel. V intervale pomeru koncentraciı, kde sme 

predpokladali unilamelarne lipozomy resp. zmesne  diskoidne  micely s veókymi 

lateralnymi rozmermi, sme urc ili parameter hrubky dvojvrstvy dg. Jeho hodnoty 

v intervale pomerov koncentraciı C12NO:diC18:1PC=<0,25; 1,5> klesali, v intervale 

<0,25; 1,0> priblizne linearne. Smernica tejto linearnej zavislosti bola ≈dg=-2,9+/-0,6 

Δ. 
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Rovnaky  experiment sme uskutocnili s N-oxidom s dlhym alkylovym reäazcom 

(C18NO). Z grafu vynesenej zavislosti bolo mozne  vidieä postupny  plynuly  prechod 

od dvojvrstiev v unilamelarnych lipozomoch, respektıve v diskoidny ch zmesny ch 

micelach, az po objekty tubulove ho tvaru. D alej sme pozorovali, ze s rastom pomeru 

koncentraciı dg zvoóna klesa, co poukazuje na postupne  zmensovanie sa hrubky 

dvojvrstvy. KeŤ  sme fitovali hodnoty dg podobne ako v predchadzajucom prıpade, 

dostali sme smernicu ≈dg=-1.24+/-0.15 Δ, ktorej absolutna hodnota je mensia ako pre 

C12NO, ale aj tak svedcı o vy raznom zmensenı hrubky dvojvrstvy. 

V Ť alsıch pokusoch bol rovnakym postupom sledovany  vplyv CnNO (n=6, 8, 10, 

12, 14, 16 a 18) na dvojvrstvy diC18:1PC pri hodnotach pomerov koncentraciı 

CnNO:diC18:1PC=0,4 a 6,0. Vy sledky zıskane  rovnakym vyhodnocovacım postupom 

ako v predosly ch  experimentoch su v zhode s predpokladom, ze pri nızkej 

koncentracii CnNO sa ich vplyv na dvojvrstvu neprejavı jej destabilizaciou a vznikom 

zmesny ch miciel. Bolo vidieä, ze pri zvolenom pomere parameter dg od n=6 po n=8 

vzrastol a potom po n=18 klesal. Pre syste my pri vysokom pomere koncentraciı 

CnNO:diC18:1PC sme zistili, ze nie je mozne  jednoznacne rozhodnuä o tvare objektov 

sledovane ho syste mu. Z vy sledkov vyplynulo, ze prıtomnosä molekul CnNO vo 

vysokej koncentracii vy razne ovplyvnuje vlastnosti struktury dvojvrstvy a jej stabilitu 

v unilamelarnych lipozomoch. 

n-dekan 

V experimentoch zamerany ch na studium vplyvu n-alkanov na fosfolipidove  

dvojvrstvy sme sa venovali n-dekanu (C10). Studovali sme jeho vplyv na 

fosfolipidove  dvojvrstvy v lamelarnej fluidnej faze LÅ  z EYPC pri teplote 20°C 

a molovy ch pomeroch H2O:EYPC≤20 a C10:EYPCö 2,13 pomocou difracie RTG-

ziarenia. Hodnota AL sa pre molove  pomery C10:EYPC<1 s rastucim mnozstvom C10 

v dvojvrstve nemenila, ale pri vyssıch molovy ch pomeroch az po C10:EYPCö 2,13 

mierne rastla, hodnota dL rastla v celom rozsahu studovany ch molovy ch pomerov az 

po C10:EYPCö 2,13, ale smernica ≈dL/≈(C10:EYPC) sa v oblasti C10:EYPC>1 

zmensovala s rastucou koncentraciou C10. Hlavny  zaver je, ze n-dekan zv c̈ suje 

hrubku fosfolipidovej dvojvrstvy v lamelarnej faze EYPC. Nelinearitu dL a narast AL 

mozno vysvetliä jednoduchym sche matickym modelom, podóa ktore ho sa n-dekan 

v dvojvrstve lokalizuje najprv v jej hydrofobnom strede, cım dL s koncentraciou 
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n-dekanu rastie, ale AL sa nemenı. S Ť alsım rastom koncentracie n-dekanu sa v c̈ sina 

jeho molekul lokalizuje v strede fosfolipidovej dvojvrstvy ako v predoslom prıpade, 

ale zvysna casä aj medzi acylovymi reäazcami fosfolipidov, coho d ŝledkom je mensı 

narast dL a zaroven rastie AL. 

Aky  je vplyv n-dekanu na fosfolipidovu dvojvrstvu, najm  ̈ na jej hrubku, 

v unilamelarnych lipozomoch z diC18:1PC sme sledovali v Ť alsom experimente. 

Hodnoty dg indikovali, ze hrubka dvojvrstvy ostava na intervale pomerov 

koncentraciı C10:diC18:1PC<0,5 konstantna v ramci experimentalnej chyby a pri 

Ť alsom zvysovanı koncentracie C10 az po molovy  pomer C10:diC18:1PC=1,2 rastie. 

Predpokladame preto, ze na rozdiel od lamelarnej fazy su molekuly n-dekanu 

lokalizovane  pri C10:diC18:1PC<0,5 pravazne paralelne s acylovymi reäazcami lipidu 

a az pri vyssıch molovy ch pomeroch v jej hydrofobnom strede. 

Porovnanım vy sledkov zıskany ch z experimentov na lamelarnych fazach 

a z experimentov so sfe rickymi lipozomami bolo mozne  vidieä r ẑny vplyv n-dekanu 

na hrubku dvojvrstvy. Kym v planarnych dvojvrstvach sa vplyvom n-dekanu ich 

hrubka menila vy razne, v zakriveny ch dvojvrstvach bol tento efekt podstatne mensı. 

Tento vy sledok naznacuje, ze rozdiel medzi unilamelarnymi lipozomami 

a multilamelarnymi syste mami m ẑe byä v zakrivenı dvojvrstvy, ktora sp ŝobuje inu 

lokalizaciu alkanu. 

V  Za very 

1.) Modely fosfolipidovej dvojvrstvy 

Na zaklade pocıtacovy ch simulacii boli postupne navrhnute  modely: “single-

shellď, “multi-shellď (3 a 5), “multi-shellď s linearnym profilom polarnej oblasti (3L a 

5L) a “multi-shellď s trojuholnıkovym profilom polarnej oblasti (3T a 5T). 

2.) Testovanie vyhodnocovcıch postupov a modelov dvojvrstvy 

Zistili sme, ze vyhodnocovanie rozptylovej krivky zalozene  na Guinierovej 

aproximacii je mozne  uspesne pouziä, rovnako je vhodna aj metoda fitovania celej 

krivky rozptylu. Jej vy hodou navyse je, ze hodnoty parametrov m ẑu byä zıskane  bez 

Ť alsej obmedzujucej parametrizacie. Modifikacia ty chto prıstupov pre techniku 

variacie kontrastu sa v pouzity ch podmienkach ukazala ako nevhodna pre metodu 
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Guinierovej aproximacie a v prıpade fitovania celej experimentalnej krivky sa ukazala 

ako prıstup, ktory  spomedzi testovany ch procedur poskytuje najpresnejsie vy sledky. 

3.) Experimenta lne vysledky 

Unilamela rne lipozomy z diacylfosfatidylcholınov 

Meranım extrudovany ch lipozomov z fosfolipidov diCn:0PC a diCn:1PC pri 

r ẑnych teplotach sme zistili, ze: 

- vy sledky nezavisia na pouzitom modeli lipozomov a ich polydisperzie, ale rozdiely  

su vo vy sledkoch zıskany ch pouzitım r ẑnych modelov reprezentacie dvojvrstvy; 

- dlzka acylove ho reäazca ma vplyv nielen na hrubku dvojvrstvy, ale aj na 

konformaciu polarneho fragmentu a vply va tiez na usporiadanie fosfolipidu 

v dvojvrstve; plocha pripadajuca na jednu molekulu sa pri rovnakej teplote (65 ǺC) 

zv c̈ suje s predlzovanım molekuly; 

- s prechodom dvojvrstvy z ge love ho do fluidne ho tekuto-krystalicke ho stavu rastie 

AL, znizuje sa dL, rastie NL a dP mierne poklesne. 

Vplyv prımesnych molekul na strukturu fosfolipidovej dvojvrstvy 

N-alkyl-N,N-dimetylamın-N-oxidy 

- s rastom koncentracie CnNO sa dvojvrstvy destabilizuju a vznikaju z dvojvrstiev 

v unilamelarnych lipozomoch, respektıve v diskoidny ch zmesny ch micelach postupne 

najprv tubularne zmesne  micely a nakoniec aj sfe roidne  zmesne  micely; 

- pri nızkej koncentracii CnNO sa ich vplyv na dvojvrstvu neprejavil jej 

destabilizaciou a pri vysokom pomere koncentraciı nebolo mozne  jednoznacne 

rozhodnuä o tvare objektov sledovane ho syste mu, ale len o vy raznom vplyve na 

strukturu dvojvrstvy a jej stabilitu. 

n-dekan 

- v planarnych dvojvrstvach sa vplyvom n-dekanu ich hrubka menila vy razne; 

- v zakriveny ch dvojvrstvach bol tento efekt podstatne mensı. 

Tieto vy sledky naznacuju, ze rozdiel medzi unilamelarnymi lipozomami 

a multilamelarnymi syste mami m ẑe byä v zakrivenı dvojvrstvy, ktora sp ŝobuje inu 

lokalizaciu alkanu. 
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VIII Summary 

The presented thesis deals with the study of properties of phospholipid bilayer 

in unilamellar liposomes used as model of lipid part of biological 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 Ď radius of gyration Rg 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 Ď 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. 

 


