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Su hrn 

Studovali sme vplyv n-deka nu (C10) na fosfolipidove dvojvrstvy v lamela rnej fluidnej 

fa ze Lρ  chromatograficky c isteho vajec neho fosfatidylcholınu (EYPC) pri 20°C 

a molovych pomeroch H2O:EYPC≤20 a C10:EYPCž2,13 pomocou difracie rtg. 

z iarenia. Plocha AL pripadajuca na jednu molekulu EYPC na medzifa zovom rozhranı 

dvojvrstva š vodna  fa za sa pre molove pomery C10:EYPC<1 s rastucim mnoz stvom 

C10 v dvojvrstve nemenı, ale pri vyssıch molovych pomeroch az  po C10:EYPCž2,13 

mierne rastie. Hrubka fosfolipidovej dvojvrstvy dL rastie v celom rozsahu studovanych 

molovych pomerov az  po C10:EYPCž2,13, ale smernica ťdL/ť(C10:EYPC) sa v oblasti 

C10:EYPC>1 zmensuje s rastucou koncentra ciou C10. Z vysledkov vyplyva, z e C10 je 

pri C10:EYPC<1 vytva ra hydrofobnu oblasľ v strede dvojvrstviev EYPC, zatia“ c o pri 

vyssıch molovych pomeroch sa orientuje aj rovnobez ne s acylovymi reľazcami EYPC.  

Kču cove  slova : vseobecne anestetika  š fosfolipidova  dvojvrstva - n-deka n š 

fosfatidylcholın š rtg difrakcia 
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Norma lne alka ny su vseobecne anestetika . Ich anesteticka  uc innosľ vykazuje 

tzv. ”cut-off„ efekt - rastie s dlz kou uh“ovodıkoveho reľazca, dosahuje maximum pre 

n-dodeka n a potom prudko klesa  (1). Molekulovy mechanizmus ich uc inku nie je 

znamy. Haydon a spol. vo svojich pra cach (2-4) predpokladaju, z e n-alka ny prima rne 

interaguju s fosfolipidovou dvojvrstvou, menia jej hrubku a ta to zmena hrubky 

sekunda rne ovplyvn uje vlastnosti sodıkoveho (c i ineho ionoveho) kana la. Cut-off efekt 

vysvet“uju tym, z e n-alka ny s kra tkymi uh“ovodıkovymi reľazcami sa zabudova vaju do 

stredu hydrofobnej oblasti fosfolipidovej dvojvrstvy medzi termina lne metylove 

skupiny uh“ovodıkovych reľazcov fosfolipidov a tym zv c̈ suju hrubku fosfolipidovej 

dvojvrstvy; v prıpade n-alka nov dlhsıch ako n-dodeka n vsak docha dza k znız eniu ich 

rozpustnosti, takz e hrubka fosfolipidovej dvojvrstvy sa nemenı a preto ani nedocha dza k 

ovplyvneniu kana la, ktory je v nej zabudovany. Iny model navrhli Franks a Lieb (5-7). 

Predpokladaju, z e miestom uc inku n-alka nov nie je fosfolipidova  dvojvrstva, ale priamo 

bielkoviny. Pod“a ich suc asnej predstavy su to geneticky prıbuzne, rychle ligandom 

riadene ionove kana ly v centra lnych synapsia ch, ako napr. receptory acetylcholınu 

(nAChR), kyseliny Ú-aminomaslovej (GABAA), glycınu a serotonınu (5HT3). V tychto 

bielkovina ch sa vyskytuju amfifilne dutiny konec nych rozmerov, do ktorych sa 

anestetika  viaz u. Uc innosľ anestetık vzrasta , keô  sa ich ve“kosľ postupne pribliz uje 

ve“kosti dutiny, cut-off efekt sa prejavı, keô  ve“kosľ molekuly anestetika prekroc ı 

ve“kosľ tejto dutiny. V z̈ba anestetika do takejto dutiny stabilizuje strukturu bielkoviny 

a bra ni tak konformac nym zmenam, ktore su potrebne pre jej norma lnu biologicku 

funkciu. Tuto predstavu podporuju vysledky viacerych autorov, ktorym sa podarilo 

ovplyvniľ bodovymi muta ciami ve“kosľ takychto v z̈bovych miest a tym aj citlivosľ 

receptorov na anestetika  r ẑnych rozmerov. Podarilo sa aj pripraviľ synteticky 

polypeptid obsahujuci len 62 aminokyselinovych zvyskov, ktory vytva ra dimery so 

styrmi Ö-spira lami dlhymi po 27 aminokyselinovych zvyskov; hydrofobne 

aminokyselinove zvysky tychto styroch spira l su obra tene k sebe a vytva raju tak dutinu, 

do ktorej sa viaz e anestetikum (8). 

Podobna  situa cia je aj pri vysvet“ovanı uc inku n-alka nov na aktivitu 

(Ca-Mg)ATPa zy zo sarkoplazmatickeho retikula. Tento transmembra novy enzym je 

mimoriadne citlivy na hrubku fosfolipidovej dvojvrstvy, do ktorej je zabudovany. Keô  

sa inkorporuje napr. do dvojvrstiev unilamela rnych lipozomov zo syntetickych 
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fosfatidylcholınov s mononenasytenymi acylovymi reľazcami, jeho aktivita je najvyssia 

keô  acylove reľazce maju 18-20 atomov uhlıka a klesa  s ich skracovanım 

alebo predlz ovanım (9). Uc inok n-deka nu na aktivitu tohto enzymu za visı na dlz ke 

acyloveho reľazca fosfolipidu - v prıpade acylov kratsıch ako je optima lna dlz ka 

n-deka n aktivitu enzymu stimuluje, v prıpade optima lnych a dlhsıch acylov aktivitu 

inhibuje. Johansson a spol. (10) podobne ako Haydon a spol. (2-4) predpokladaju, z e 

n-deka n zv c̈ suje hrubku fosfolipidovej dvojvrstvy a tym moduluje aktivitu tohto 

enzymu. Podarilo sa vsak experimenta lne doka zaľ, z e n-deka n sa viaz e na hydrofobne 

v z̈bove miesta (Ca-Mg)ATPa zy, takz e jeho uc inok m ẑ e byľ vyvolany aj jeho priamou 

interakciou s bielkovinou a nielen sprostredkovane zmenou hrubky dvojvrstvy (11). 

Je prekvapujuce, z e hoci sa pri vysvet“ovanı biologickych uc inkov n-alka nov 

operuje s ich vplyvom na hrubku fosfolipidovej dvojvrstvy, poznatky o tomto vplyve 

v b̂ec nie su jednoznac ne. Merania hrubky plana rnych dvojvrstiev vytvorenych z 

roztokov lipidov v n-alka noch na otvoroch v teflonovej prepa z ke odde“ujucej dva vodne 

kompartmenty (12, 13) su v zhode s modelom Haydona a spol. (2-4). McIntosh a spol. 

(14) pomocou difrakcie rtg. z iarenia na multilamela ch z dipalmitoylfosfatidylcholınu 

(DPPC), dilauroylfosfatidylcholınu (DLPC) a z vajec neho fosfatidylcholınu (EYPC) 

zistili, z e dlhe n-alka ny (14-16 uhlıkov) prakticky neovlyvn uju hrubku fosfolipidovych 

dvojvrstiev, zatia“ c o kra tke n-alka ny ju zvysuju. Na rozdiel od Haydona a spol. ale 

predpokladaju, z e nie znız ena  rozpustnosľ, ale orienta cia dlhych n-alka nov paralelne 

s acylovymi reľazcami fosfolipidov je prıc inou ich minima lneho vplyvu na hrubku 

dvojvrstvy; kra tke n-alka ny by mali hrubku dvojvrstvy zvysovaľ, lebo su na rozdiel od 

dlhych lokalizovane v strede dvojvrstvy. V rozpore s tymto zistenım su vysledky Pope a 

spol. (15), ktorı nepozorovali vplyv n-hexa nu, n-okta nu a n-dodeka nu na mriez kovy 

parameter multilamela rnej fa zy z dimyristoylfosfatidylcholınu (DMPC). V prıpade 

multilamela rnych lipozomov z DMPC Tajima a spol. (16) neda vno zistili, z e n-okta n a 

n-hexadeka n mriez kovy parameter dokonca zniz uju. Obidve skupiny autorov vysvet“uju 

svoje vysledky tym, z e kra tke aj dlhe n-alka ny sa sıce zabudova vaju do fosfolipidovej 

dvojvrstvy, ale su v nej orientovane paralelne s acylovymi reľazcami fosfolipidov, takz e 

nedocha dza k zv c̈ seniu hrubky dvojvrstvy, vyrazne vsak rastie plocha dvojvrstvy. 

V nasej pra ci sme sa rozhodli overiľ, ako n-deka n (C10) ovplyvn uje mriez kovy 

parameter d, hrubku fosfolipidovej dvojvrstvy dL a plochu pripadajucu na jeden 
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fosfolipid AL na medzifa zovom rozhranı dvojvrstva š vodna  fa za. Vyznam parametrov d 

a dL je zrejmy zo schematickeho zna zornenia fosfolipidovych dvojvrstviev v lamela rnej 

fa ze na Obr. 1. V pra ci pouz ıvame prırodny fosfatidylcholın izolovany z vajec nych 

z ltkov, ktory sa nacha dza vo fyziologicky relevantnom fluidnom stave v sirokom 

rozsahu hydrata cie a teploty (17). K stanoveniu d, dL, dW a AL pouz ıvame difrakciu rtg. 

z iarenia. 

Pokusna c asď 

Pouzite  chemika lie 

Fosfatidylcholın z vajec nych z ltkov (EYPC) sme izolovali, purifikovali a 

analyzovali tenkovrstvovou chromatografiou pod“a Singletona a spol. (18). Jeho 

relatıvna molova  hmotnosľ 779.7 g/mol bola vypoc ıtana  zo zloz enia jeho acylovych 

reľazcov, ako je uvedene v pra ci Filıpka a spol. (19). Pouz ili sme chromatograficke 

folie Silufol (Kavalier, Sa zava), n-deka n (Merck, Darmstadt, Nemecko) a organicke 

rozpusľadla  metanol, etanol, aceton, petroleter a chloroform (Mikrochem, Bratislava). 

Ostatne chemika lie (Al2O3) sme zakupili od firmy Lachema (Brno). Vsetky komerc ne 

chemika lie boli c istoty p.a., vodu a organicke rozpusľadla  s vynimkou n-deka nu sme 

pred pouz itım redestilovali. 

Pracovny  postup 

K vysusenemu EYPC v sklenej skumavke sme pomocou mikrostriekac ky 

Hamilton pridali C10. Skumavka bola zatavena  a jej obsah homogenizovany 

opakovanou centrifuga ciou. Po homogeniza cii bola skumavka otvorena , jej obsah 

preneseny do inej skumavky a k nemu pridana  redestilovana  voda. Skumavka bola 

zatavena  a jej obsah homogenizovany ako je popısane vyssie. Zloz enie vzoriek sme po 

kaz dom kroku kontrolovali gravimetricky. 

Prıstrojova  technika 

Prıstrojova  technika pouz ita  na meranie rtg. difraktogramov pripravenych 

vzoriek a postup pri meranı boli rovnake ako je popısane v pra ci (20). Difraktogramy 

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

standardu behena tu strieborneho (21). 
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Vysledky 

Mriezkovy  parameter lamela rnej fa zy 

Z reciprokej vzdialenosti difrakc nych maxım sme vypoc ıtali mriez kovy 

parameter d s vyuz itım Braggovho vzľahu. Zmerana  za vislosľ mriez koveho parametra d 

na molovom pomere C10:EYPC pre dva r ẑne molove pomery H2O:EYPC je uvedena  

na Obr. 2. V prıpade obidvoch molovych pomerov H2O:EYPC bolo moz ne tuto 

za vislosľ aproximovaľ linea rnou funkciou. Smernica tejto linea rnej funkcie 

ťd/ť(C10:EYPC) uda va zmenu d pre molovy pomer C10:EYPC=1:1. Pre molovy 

pomer H2O:EYPC=100:1 sme dostali ťd/ť(C10:EYPC)=0,081±0,015 nm a pre molovy 

pomer H2O:EYPC=20:1 ťd/ť(C10:EYPC)=0,075±0,006 nm, c iz e v ramci 

experimenta lnej chyby su tieto smernice rovnake. Keôz e n-deka n sa ako hydrofobna 

molekula inkorporuje do hydrofobnej oblasti fosfolipidovej dvojvrstvy, tento vysledok 

naznac uje, z e v rozsahu hydrata cie dvojvrstvy H2O:EYPC od 20:1 do 100:1 je jeho 

vplyv na dvojvrstvy EYPC rovnaky. 

Plocha lipidu na medzifa zovom rozhranı a hru bka dvojvrstvy 

Z mriez koveho parametra lamela rnej fa zy sme vypoc ıtali plochu pripadajucu na 

jednu molekulu EYPC na medzifa zovom rozhranı dvojvrstva š vodna  fa za pod“a 

Luzzatiho (22) pomocou rovnıc 

d/)nVV'nV(A WDLL ++2=        (1) 

)N’/(MV Aiii =          (2) 

kde n a n� su molove pomery H2O:EYPC resp. C10:EYPC, Mi su molove hmotnosti, Vi 

su molekulove objemy, ρi su hustoty, NA je Avogadrovo c ıslo a indexy i=L, D and W 

oznac uju EYPC, n-deka n a vodu. Pre hustotu EYPC sme pouz ili hodnotu 

ρL=1,017 g/cm3, ktoru zmerali White a spol. (23) pre lamela rnu fa zu a multilamela rne 

lipozomy z EYPC. Keôz e molekulovy objem vody lokalizovanej v pola rnej oblasti 

lipidovych dvojvrstiev v lamela rnej fa ze a v multilamela rnych lipozomoch z 

fosfatidycholınu je rovnaky, ako keô  sa voda nacha dza v kvapalnej fa ze pri rovnakej 

teplote (24) mohli sme pouz iľ tabelovanu hodnotu ρW=0,998 g/cm3 pre H2O pri 20°C 
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(25). Hustota hydrofobnej oblasti fosfatidylcholınovych dvojvrstiev vo fluidnom stave 

je v ramci experimenta lnej chyby rovnaka , ako hustota n-alka nov (26), predpokladame 

preto, z e po zabudovanı n-deka nu do dvojvrstvy ned ĵde k zmene jeho parcia lneho 

moloveho objemu v porovnanı s jeho kvapalnou fa zou pri rovnakej teplote. Pre n-deka n 

sme preto pouz ili tabelovanu hodnotu pre jeho kvapalny stav ρD=0,73 g/cm3 pri 20°C 

(25). Keô  sa predpoklada , z e v lamela rnej fa ze voda neprenika  do fosfolipidovych 

dvojvrstiev a nacha dza sa medzi nimi, potom moz no pod“a Luzzatiho (22) z 

experimenta lnych hodn t̂ d zistiľ aj hrubku dvojvrstvy dL a hrubku vodnej vrstvy medzi 

dvojvrstvami dW:  

)A/nV(dddd LWWL -=-=        (3) 

Je zname, z e pri molovych pomeroch v c̈ sıch ako H2O:EYPC=25:1 sa lamela rna fa za 

EYPC menı na sustavu multilamela rnych lipozomov so sferickymi multilamela rnymi 

lipozomami (20, 27). V tejto strukture sa molekuly vody nacha dzaju na rozdiel od 

lamela rnej fa zy nielen medzi dvojvrstvami EYPC, ale aj mimo lipozomov. Hoci je 

moz ne zıskaľ aj v prıpade multilamela rnych lipozomov dostatoc ne kvalitne 

difraktogramy a urc iľ z nich mriez kovy parameter d, neda  sa pouz iľ pre vypoc et 

geometrickych parametrov dvojvrstvy pomocou vzľahov 1-3, lebo mnoz stvo molekul 

vody lokalizovanych mimo lipozomov sa neda  presne urc iľ (20, 27). Z tohoto d v̂odu 

sme ôalej experimenta lne vysledky vyhodnocovali len u vzoriek s molovym pomerom 

H2O:EYPC=20:1. Zistili sme, z e plocha AL pripadajuca na jednu molekulu EYPC na 

medzifa zovom rozhranı dvojvrstva š vodna  fa za sa pre molove pomery C10:EYPC<1:1 

mierne zniz uje s rastucim mnoz stvom n-deka nu v dvojvrstve (Obr. 2) a potom pri 

najvyssıch molovych pomeroch C10:EYPC rastie. Experimenta lna chyba stanovenia AL 

je ±0,023 nm2. Pozorovane mierne znız enie AL o 0,012 nm2 pri molovom pomere 

C10:EYPC=0,86:1 je mensie v porovnanı s experimenta lnou chybou, moz no teda 

konstatovaľ, z e AL sa pre molove pomery C10:EYPC<1:1 v ramci experimenta lnej 

chyby nemenı. Zvysenie AL o 0,036 nm2 pri molovom pomere C10:EYPC=2,13:1 je 

v c̈ sie v porovnanı s experimenta lnou chybou a je preto preukazne. Hodnoty hrubky 

fosfolipidovej dvojvrstvy dL rastu s molovym pomerom C10:EYPC (Obr. 2). Zatia“ c o 

experimenta lne body pre C10:EYPC<1 lez ia na priamke (r2=0,9999), pri vyssıch 

hodnota ch C10:EYPC je na rast dL mensı v porovnanı s extrapola ciou tejto priamkovej 

za vislosti. 
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Diskusia 

Model lokaliza cie n-deka nu v dvojvrstve 

Hlavny za ver z vyssie uvedenych experimenta lnych vysledkov je, z e n-deka n 

zv c̈ suje hrubku fosfolipidovej dvojvrstvy v lamela rnej fa ze EYPC. Nelinearitu dL a 

na rast AL pri molovych pomeroch C10:EYPC>1 moz no vysvetliľ jednoduchym 

modelom schematicky zna zornenym na Obr. 3. Pri molovych pomeroch C10:EYPC<1 

je n-deka n v dvojvrstve lokalizovany v jej hydrofobnom strede medzi termina lnymi 

metylovymi skupinami fosfolipidu (Obr. 3A). Pri takejto lokaliza cii hrubka 

fosfolipidovej dvojvrstvy dL s koncentra ciou n-deka nu rastie, ale plocha pripadajuca na 

jeden fosfolipid AL na medzifa zovom rozhranı dvojvrtva š vodna  fa za sa nemenı. 

S ôalsım rastom koncentra cie n-deka nu sa v c̈ sina jeho molekul lokalizuje v strede 

fosfolipidovej dvojvrstvy ako v predoslom prıpade, ale zvysna  c asľ aj medzi acylovymi 

reľazcami fosfolipidov (Obr. 3B). V takomto prıpade je na rast hrubky fosfolipidovej 

dvojvrstvy mensı ako keby bol n-deka n lokalizovany len v strede dvojvrstvy, za roven  

vsak rastie plocha pripadajuca na jeden fosfolipid AL na medzifa zovom rozhranı 

dvojvrstva š vodna  fa za. 

Porovnanie s unilamela rnymi lipozomami 

Nase experimenty teda potvrdili, z e n-deka n zvysuje hrubku dvojvrstvy 

v lamela rnej fa ze EYPC, pric om medzi acylove reľazce fosfolipidu prenika  len pri 

vyssıch molovych pomeroch. Tento vysledok je v zhode s tym, c o pozorovali 

v lamela rnych fa zach fosfatidylcholınov aj McIntosh a spol. (14). Je to vsak v prıkrom 

protiklade s vysledkami, ktore sme zıskali technikou rozptylu neutronov na 

unilamela rnych lipozomoch z dioleoylfosfatidylcholınu (DOPC) (28). 

V unilamela rnych lipozomoch sa na rozdiel od lamela rnej fa zy n-deka n lokalizoval pri 

niz sıch molovych pomeroch (C10:DOPC<0,5) medzi acylovymi reľazcami DOPC 

a hrubka dvojvrstvy sa nemenila, zatia“ c o pri vyssıch molovych pomeroch mierne 

ra stla. Gruen a Haydon (29, 30) uka zali, z e v nasytenych roztokoch n-alka nu vo vode by 

mala byľ zmena hrubky izolovanej plana rnej fosfolipidovej dvojvrstvy v c̈ sia ako 

sferickej dvojvrstvy v unilamela rnych lipozomoch v d ŝledku niz sej adsorpcie alka nu 

do zakrivenej dvojvrstvy. Z porovnania nasich vysledkov pre plana rne a sfericke 

dvojvrstvy naviac vyplyva, z e dokonca pri rovnakom mnoz stve n-deka nu v dvojvrstve 
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je jeho lokaliza cia v dvojvrstve a teda aj zmena jej hrubky ovplyvnena  zakrivenım 

dvojvrstvy. Tento vysledok je d l̂ez ity z metodickeho h“adiska, keô  sa studuje vplyv 

n-alka nov na lipozomy, v ktorych zakrivenie fosfolipidovych dvojvrstiev za visı od 

mnoz stva vody, ale aj od podmienok prıpravy lipozomov. 

Mechanizmus u cinku v biologickej membrane 

D ŝledky nasich experimenta lnych vysledkov su nemenej za vaz ne pre uvahy 

o biologickych uc inkoch n-alka nov. Ak je membra na v mieste uc inku plana rna, potom 

zrejme treba braľ do uvahy zmeny hrubky dvojvrstvy vyvolane n-alka nom. Naopak, ak 

je membra na zakrivena , potom treba uvaz ovaľ iny mechanizmus uc inku, ako vyvolany 

zmenou hrubky fosfolipidovej dvojvrstvy. Gruen a Haydon (29, 30) sa domnievaju, z e 

vo v c̈ sine su biologicke membra ny minima lne zakrivene a preto relevantne su tie 

vysledky, ktore boli zıskane s plana rnymi dvojvrstvami v modelovych membra nach. Zo 

sp ŝobu rekonstitucie (Ca-Mg)ATPa zy zo sarkoplazmatickeho retikula do 

fosfolipidovych dvojvrstiev vyplyva, z e ich vlastnosti su podobne, ako 

v unilamela rnych lipozomoch š sk r̂ sfericke ako plana rne (9, 10). V tomto prıpade nie 

je teda moz ne vysvet“ovaľ uc inok n-deka nu c i inych n-alka nov zmenou hrubky 

dvojvrstvy a treba konstatovaľ v zhode s vysledkami zıskanymi pomocou 

fluorescenc nej spektroskopie (9), z e n-deka n ovplyvn uje aktivitu (Ca-Mg)ATPa zy 

prima rne v d ŝledku interakcie s bielkovinou. 
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SUMMARY 

N. Kuc erka, D. Uhrıkova , J. Karlovska , P. Balgavy 

X-RAY DIFFRACTION STUDY OF n-DECANE INTERACTION WITH 

PHOSPHATIDYLCHOLINE BILAYERS 

The interaction of n-decane (C10) with phospholipid bilayers in the lamellar fluid Lρ  

phase of chromatographically pure egg phosphatidylcholine (EYPC) has been studied 

by the use of X-ray diffraction at 20°C and  molar ratios H2O:EYPC≤20 and 

C10:EYPCž2,13. The surface area AL per one EYPC molecule at the bilayer š aqueous 

phase interface does not change with the increasing C10 bilayer concentration at molar 

ratios C10:EYPC<1. At higher molar ratios up to C10:EYPCž2,13, the value of AL 

slightly increases. The bilayer thickness dL increases up to C10:EYPCž2,13, but the 

slope ťdL/ť(C10:EYPC) decreases with increaesing C10 bilayer concentration at 

C10:EYPC>1. The results indicate that C10 forms a hydrophobic region localized in the 

center of bilayer at C10:EYPC<1, while it aligns also parallel to the EYPC acyl chains 

at higher molar ratios. 

Key words: general anesthetics š phospholipid bilayer - n-decane š phosphatidylcholine 

š X-ray diffraction 
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Obr. 1. Schematicke zna zornenie lamela rnej fa zy fosfolipidov. d - mriez kovy parameter, 

dL - hrubka fosfolipidovej dvojvrstvy, dW - hrubka vodnej vrstvy medzi 
fosfolipidovymi dvojvrstvami. 
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Obr. 2. Za vislosľ mriez koveho parametra d, hrubky fosfolipidovej dvojvrstvy dL a 
plochy pripadajucu na jeden fosfolipid AL na medzifa zovom rozhranı dvojvrtva 
š vodna  fa za na molovom pomere n-deka n:EYPC (C10:EYPC) pri molovom 
pomere H2O:EYPC 100:1 (●) a 20:1 (�). 
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Obr. 3. Schematicke zna zornenie lokaliza cie n-deka nu vo fosfolipidovej dvojvrstve pri 
molovych pomeroch C10:EYPC<1 (A) a C10:EYPC>1 (B). 

 

 


