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Suhrn

Studovali sme vplyv n-dekanu (C10) na fosfolipidové dvojvrstvy v lamelarng fluidnej
faze L, chromatograficky cistého vajecného fosfatidylcholinu (EYPC) pri 20°C
amolovych pomeroch H,O:EYPC=20 aC10:EYPC<2,13 pomocou difracie rtg.
ziarenia. Plocha A_ pripadajuca na jednu molekulu EYPC na medzifazovom rozhrani
dvojvrstva — vodna faza sa pre molové pomery C10:EYPC<1 srasticim mnozstvom
C10 v dvojvrstve nemeni, ale pri vyssich mélovych pomeroch az po C10:EYPC<2,13
mierne rastie. Hrabka fosfolipidove dvojvrstvy d, rastie v celom rozsahu studovanych
molovych pomerov az po C10:EY PC<2,13, ale smernica Ad,/A(C10:EY PC) sav oblasti
C10:EYPC>1 zmensuje srasticou koncentraciou C10. Z vysledkov vyplyva, ze C10 je
pri C10:EYPC<1 vytvara hydrofébnu oblast’ v strede dvojvrstviev EYPC, zatial’ ¢o pri

vyssich molovych pomeroch sa orientuje g rovnobezne s acylovymi retazcami EY PC.

KPucove slova: vseobecné anestetika — fosfolipidova dvojvrstva - n-dekan —
fosfatidylcholin — rtg difrakcia



Normalne alkany si vseobecné anestetika. Ich anesteticka ucinnost’ vykazuje
tzv. “cut-off” efekt - rastie s dizkou uhlovodikového refazca, dosahuje maximum pre
n-dodekan a potom prudko klesa (1). Molekulovy mechanizmus ich ucinku nie je
znamy. Haydon a spol. vo svojich pracach (2-4) predpokladajt, ze n-alkany primarne
interaguju s fosfolipidovou dvojvrstvou, menia jg hrabku a tato zmena hrabky
sekundarne ovplyviuje viastnosti sodikového (¢i iného ionového) kanala. Cut-off efekt
vysvetluju tym, ze n-alkany s kratkymi uhl'ovodikovymi ret'azcami sa zabudovavaju do
stredu hydrofobnegj oblasti fosfolipidovel dvojvrstvy medzi terminalne metylové
skupiny uhrovodikovych refazcov fosfolipidov a tym zvaésuja hrabku fosfolipidove)
dvojvrstvy; v pripade n-alkanov dlhsich ako n-dodekan vsak dochadza k znizeniu ich
rozpustnosti, takze hrubka fosfolipidove dvojvrstvy sa nemeni a preto ani nedochadza k
ovplyvneniu kanala, ktory je v ngj zabudovany. Iny model navrhli Franks a Lieb (5-7).
Predpokladaja, ze miestom u¢inku n-alkanov nie je fosfolipidova dvojvrstva, ale priamo
bielkoviny. Podl'a ich si¢asng predstavy si to geneticky pribuzné, rychle ligandom
riadené ionové kanaly v centralnych synapsiach, ako napr. receptory acetylcholinu
(nAChR), kyseliny y-aminomasiovel (GABA,), glycinu a serotoninu (5HT3). V tychto
bielkovinach sa vyskytuja amfifilné dutiny konec¢nych rozmerov, do ktorych sa
anestetika viazu. Uginnost anestetik vzrasta, ked” sa ich velkost postupne priblizuje
velkosti dutiny, cut-off efekt sa prejavi, ked vel’kost molekuly anestetika prekroci
velkost' tejto dutiny. Vazba anestetika do takejto dutiny stabilizuje struktaru bielkoviny
abrani tak konformacnym zmenam, ktoré sa potrebné pre jgf normalnu biologicka
funkciu. Tuto predstavu podporuju vysledky viacerych autorov, ktorym sa podarilo
ovplyvnit bodovymi mutaciami velkost’ takychto viazbovych miest atym g citlivost
receptorov na anestetika roznych rozmerov. Podarilo sa g pripravit synteticky
polypeptid obsahujuci len 62 aminokyselinovych zvyskov, ktory vytvara diméry so
Styrmi  o-Spiralami dlhymi  po 27 aminokyselinovych zvyskov; hydrofobne
aminokyselinové zvysky tychto styroch spiral sa obratené k sebe a vytvaraja tak dutinu,
do ktorej saviaze anestetikum (8).

Podobna situacia je g pri vysvetlovani ucinku n-alkanov na aktivitu
(CaMQ)ATPazy zo sarkoplazmatického retikula. Tento transmembranovy enzym je
mimoriadne citlivy na hrabku fosfolipidove dvojvrstvy, do ktorg je zabudovany. Ked’
sa inkorporuje napr. do dvojvrstiev unilamelarnych lipozomov zo syntetickych



fosfatidylcholinov s mononenasytenymi acylovymi refazcami, jeho aktivita je ngjvyssia
ked acylové retazce mau 18-20 atomov uhlika aklesa sich skracovanim
aebo predizovanim (9). U¢inok n-dekanu na aktivitu tohto enzymu zavisi na dizke
acylového refazca fosfolipidu - v pripade acylov kratsich ako je optimalna dizka
n-dekan aktivitu enzymu stimuluje, v pripade optimalnych adlhsich acylov aktivitu
inhibuje. Johansson a spol. (10) podobne ako Haydon aspol. (2-4) predpokladaja, ze
n-dekan zviacsuje hrabku fosfolipidove dvojvrstvy atym moduluje aktivitu tohto
enzymu. Podarilo sa vsak experimentalne dokazat’, ze n-dekan sa viaze na hydrofobne
viazbové miesta (Ca-MQ)ATPazy, takze jeho ucinok moze byt vyvolany g jeho priamou

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

Je prekvapujuce, ze hoci sa pri vysvetl'ovani biologickych uc¢inkov n-alkanov
operuje sich vplyvom na hrabku fosfolipidovej dvojvrstvy, poznatky o tomto vplyve
vobec nie si jednoznacné. Merania hrabky planarnych dvojvrstiev vytvorenych z
roztokov lipidov v n-alkanoch na otvoroch v teflonovej prepazke oddel’ujiuce) dvavodné
kompartmenty (12, 13) sa v zhode s modelom Haydona aspol. (2-4). Mclntosh a spol.
(14) pomocou difrakcie rtg. ziarenia na multilamelach z dipamitoylfosfatidylcholinu
(DPPC), dilauroylfosfatidylcholinu (DLPC) a z vajecného fosfatidylcholinu (EY PC)
zigtili, ze dihé n-alkany (14-16 uhlikov) prakticky neovlyvnuja hrabku fosfolipidovych
dvojvrstiev, zatial’ ¢co kratke n-alkany ju zvysuju. Na rozdiel od Haydona aspol. ale
predpokladaju, ze nie znizena rozpustnost, ale orientacia dihych n-alkanov paraelne
sacylovymi retazcami fosfolipidov je pri¢inou ich minimalneho vplyvu na hrabku
dvojvrstvy; kratke n-alkany by mali hrabku dvojvrstvy zvysovat’, lebo si narozdiel od
dihych lokalizované v strede dvojvrstvy. V rozpore s tymto zistenim sa vysledky Pope a
spol. (15), ktori nepozorovali vplyv n-hexanu, n-oktanu a n-dodekanu na mriezkovy
parameter multilamelarng fazy z dimyristoylfosfatidylcholinu (DMPC). V pripade
multilamelarnych lipozémov z DMPC Tajima a spol. (16) nedavno zistili, ze n-oktan a
n-hexadekan mriezkovy parameter dokonca znizuja. Obidve skupiny autorov vysvetl'uju
svoje vydedky tym, ze kratke g dihé n-alkany sa sice zabudovavaju do fosfolipidove
dvojvrstvy, ale si v negj orientované paralelne s acylovymi retazcami fosfolipidov, takze

nedochadza k zvacseniu hrabky dvojvrstvy, vyrazne viak rastie plocha dvojvrstvy.

V nasg praci sme sa rozhodli overit, ako n-dekan (C10) ovplyviuje mriezkovy
parameter d, hrubku fosfolipidovel dvojvrstvy d. a plochu pripadagucu na jeden



fosfolipid A_ na medzifazovom rozhrani dvojvrstva— vodna faza. Vyznam parametrov d
ad, je zrggmy zo schématického znazornenia fosfolipidovych dvojvrstviev v lamelarneg
faze na Obr. 1. V praci pouzivame prirodny fosfatidylcholin izolovany z vajecnych
zitkov, ktory sa nachadza vo fyziologicky relevantnom fluidnom stave v sirokom
rozsahu hydratacie ateploty (17). K stanoveniu d, d., dw a A_ pouzivame difrakciu rtg.

ziarenia.
Pokusna ¢éast’
Pouzite chemikadlie

Fosfatidylcholin z vajeénych Zitkov (EYPC) sme izolovali, purifikovali a
analyzovali tenkovrstvovou chromatografiou podla Singletona a spol. (18). Jeho
relativna molova hmotnost’” 779.7 g/mol bola vypocitana zo zlozenia jeho acylovych
retazcov, ako je uvedené v praci Filipka a spol. (19). Pouzili sme chromatografické
folie Silufol (Kavalier, Sazava), n-dekan (Merck, Darmstadt, Nemecko) a organické
rozpustadla metanol, etanol, aceton, petroléter a chloroform (Mikrochem, Bratislava).
Ostatné chemikalie (Al,O3) sme zakupili od firmy Lachema (Brno). Vsetky komeréné
chemikalie boli cistoty p.a.,, vodu a organické rozpustadla s vynimkou n-dekanu sme
pred pouzitim redestilovali.

Pracovny postup

K vysusenému EYPC v skleng skimavke sme pomocou mikrostriekacky
Hamilton pridali C10. Skamavka bola zatavena a jg obsah homogenizovany
opakovanou centrifugaciou. Po homogenizacii bola skamavka otvorena, jg obsah
preneseny do ing skamavky a k nemu pridana redestilovana voda. Skamavka bola
zatavena a jeg obsah homogenizovany ako je popisané vyssie. Zlozenie vzoriek sme po
kazdom kroku kontrolovali gravimetricky.

Pristrojova technika

Pristrojova technika pouzita na meranie rtg. difraktogramov pripravenych
vzoriek a postup pri merani boli rovnaké ako je popisané v praci (20). Difraktogramy
boli zmerané pri teplote 20°C. Reciproku vzdialenost s sme kalibrovali pomocou
Standardu behenatu strieborného (21).



Vysedky
Mriezkovy parameter lameldrne fazy

Z reciprokg vzdialenosti difrakénych maxim sme vypocitali mriezkovy
parameter d s vyuzitim Braggovho vzt'ahu. Zmerana zavislost mriezkového parametrad
na mélovom pomere C10:EY PC pre dva r6zne molové pomery H,O:EY PC je uvedena
na Obr. 2. V pripade obidvoch molovych pomerov H,O:EYPC bolo mozné tato
zavidost aproximovat' linearnou funkciou. Smernica tegjto linearng  funkcie
Ad/A(CL10:EYPC) udava zmenu d pre mélovy pomer ClO:EYPC=1:1. Pre moélovy
pomer H,O:EY PC=100:1 sme dostali Ad/A(C10:EY PC)=0,081+0,015 nm a pre molovy
pomer H,O:EYPC=20:1 Ad/A(C10:EYPC)=0,075+0,006 nm, ¢ize  vramci
experimentalng chyby sa tieto smernice rovnaké. Ked’ze n-dekan sa ako hydrofébna
molekula inkorporuje do hydrofobnel oblasti fosfolipidove dvojvrstvy, tento vysledok
naznatuje, ze v rozsahu hydratacie dvojvrstvy H,O:EYPC od 20:1 do 100:1 je jeho
vplyv nadvojvrstvy EY PC rovnaky.

Plocha lipidu na medzifazovom rozhrani a hrizbka dvojvr stvy

Z mriezkového parametra lamelarng) fazy sme vypocitali plochu pripadajacu na
jednu molekulu EYPC na medzifazovom rozhrani dvojvrstva — vodna faza podla

Luzzatiho (22) pomocou rovnic
A =2V, +nV, +nV,,)/d (1)
Vi=M; /(piN,) @)

kde nan’si moélové pomery H,O:EY PC resp. C10:EY PC, M; si mélové hmotnosti, Vi
sa molekulové objemy, r; si hustoty, Na je Avogadrovo ¢islo a indexy i=L, D and W
oznacuju EYPC, n-dekan a vodu. Pre hustotu EYPC sme pouzili hodnotu
r.=1,017 g/cm®, ktori zmerali White a spol. (23) pre lamelarnu fazu a multilamelarne
lipozomy z EYPC. Ked’ze molekulovy objem vody lokalizovang) v polarne oblasti
lipidovych dvojvrstiev v lamelarng faze a v multilamelarnych lipozomoch z
fosfatidycholinu je rovnaky, ako ked’ sa voda nachadza v kvapalne faze pri rovnakej
teplote (24) mohli sme pouzit’ tabelovana hodnotu rw=0,998 g/cm® pre H,O pri 20°C



(25). Hustota hydrofobnej oblasti fosfatidylcholinovych dvojvrstiev vo fluidnom stave
je v ramci experimentalng chyby rovnaka, ako hustota n-alkanov (26), predpokladame
preto, ze po zabudovani n-dekanu do dvojvrstvy nedojde k zmene jeho parcialneho
molového objemu v porovnani s jeho kvapalnou fazou pri rovnakej teplote. Pre n-dekan
sme preto pouzili tabelovani hodnotu pre jeho kvapany stav r p=0,73 g/cm® pri 20°C
(25). Ked’ sa predpoklada, ze v lamelarng faze voda neprenika do fosfolipidovych
dvojvrstiev a nachadza sa medzi nimi, potom mozno podla Luzzatiho (22) z
experimentalnych hodnét d zistit’ g hrabku dvojvrstvy di a hrabku vodngj vrstvy medzi

dvojvrstvami dw:
d  =d-d, =d-(nV, /A) ©)

Je zname, ze pri molovych pomeroch vacsich ako H,O:EY PC=25:1 sa lamelarna faza
EYPC meni na siastavu multilamelarnych lipozomov so sférickymi multilamelarnymi
lipozomami (20, 27). V tejto strukture sa molekuly vody nachadzaji na rozdie od
lamelarng) fazy nielen medzi dvojvrstvami EYPC, ale @ mimo lipozomov. Hoci je
mozné ziskat' & v pripade multilamelarnych lipozomov dostatocne kvalitné
difraktogramy aurcit znich mriezkovy parameter d, neda sa pouzit' pre vypocet
geometrickych parametrov dvojvrstvy pomocou vztahov 1-3, lebo mnozstvo molekal
vody lokalizovanych mimo lipozémov sa neda presne urcit’ (20, 27). Z tohoto dovodu
sme d’ag experimentalne vysledky vyhodnocovali len u vzoriek s mélovym pomerom
H,O:EYPC=20:1. Zistili sme, ze plocha A_ pripadajica na jednu molekulu EYPC na
medzifazovom rozhrani dvojvrstva — vodna faza sa pre molové pomery C10:EY PC<1:1
mierne znizuje srastucim mnozstvom n-dekanu v dvojvrstve (Obr. 2) apotom pri
najvyssich molovych pomeroch C10:EY PC rastie. Experimentalna chyba stanovenia A
je +0,023 nm®. Pozorované mierne znizenie A. 00,012 nm? pri molovom pomere
C10:EYPC=0,86:1 je mensie v porovnani sexperimentalnou chybou, mozno teda
konstatovat’, ze A_ sa pre molové pomery C10:EYPC<1:1 vramci experimentalng
chyby nemeni. Zvysenie A. 00,036 nm® pri molovom pomere C10:EYPC=2,13:1 je
vac¢sie v porovnani sexperimentalnou chybou aje preto preukazné. Hodnoty hrabky
fosfolipidove dvojvrstvy dp rasta s moélovym pomerom C10:EYPC (Obr. 2). Zatial’ ¢o
experimentalne body pre C10:EYPC<1 lezia na priamke (r°=0,9999), pri vyssich
hodnotach C10:EYPC je narast d. mensi v porovnani s extrapolaciou tejto priamkovej

zavislosti.



Diskusia
Model lokalizicie n-dekdanu v dvojvrstve

Hlavny zaver z vyssie uvedenych experimentalnych vysledkov je, ze n-dekan
zvac¢suje hrabku fosfolipidove dvojvrstvy v lamelarng faze EYPC. Nelinearitu d. a
narast A_ pri molovych pomeroch C10:EYPC>1 mozno vysvetlit jednoduchym
modelom schématicky znazornenym na Obr. 3. Pri moélovych pomeroch C10:EY PC<1
je n-dekan v dvojvrstve lokalizovany v jg hydrofobnom strede medzi terminalnymi
metylovymi  skupinami fosfolipidu (Obr. 3A). Pri takejto lokalizacii hrabka
fosfolipidove dvojvrstvy d. s koncentraciou n-dekanu rastie, ae plocha pripadajuca na
jeden fosfolipid AL na medzifazovom rozhrani dvojvrtva — vodna faza sa nemeni.
S d’alsim rastom koncentracie n-dekanu sa vacsina jeho molekal lokalizuje v strede
fosfolipidove dvojvrstvy ako v predoslom pripade, ale zvysna ¢ast’ g medzi acylovymi
retazcami fosfolipidov (Obr. 3B). V takomto pripade je narast hrabky fosfolipidove
dvojvrstvy mensi ako keby bol n-dekan lokalizovany len v strede dvojvrstvy, zaroven
vsak rastie plocha pripadajica na jeden fosfolipid AL na medzifazovom rozhrani

dvojvrstva— vodna faza.

Porovnanie s unilameldarnymi lipozémami

Nase experimenty teda potvrdili, ze n-dekan zvysuje hrabku dvojvrstvy
v lamelarng faze EYPC, pricom medzi acylové refazce fosfolipidu prenika len pri
vyssich molovych pomeroch. Tento vysledok je v zhode stym, ¢o pozorovali
v lamelarnych fazach fosfatidylcholinov g Mcintosh aspol. (14). Je to vsak v prikrom
protiklade svysledkami, ktor¢ sme ziskali technikou rozptylu neutronov na
unilamelarnych lipozémoch z dioleoylfosfatidylcholinu (DOPC) (28).
V unilamelarnych lipozomoch sa na rozdiel od lamelarngj fazy n-dekan lokalizoval pri
nizsich molovych pomeroch (C10:DOPC<0,5) medzi acylovymi retazcami DOPC
ahrabka dvojvrstvy sa nemenila, zatial ¢o pri vyssich molovych pomeroch mierne
rastla. Gruen aHaydon (29, 30) ukazali, ze v nasytenych roztokoch n-alkanu vo vode by
mala byt zmena hrabky izolovang) planarng fosfolipidove] dvojvrstvy vicsia ako
sférickg dvojvrstvy v unilamelarnych lipozomoch v dosledku nizsej adsorpcie akanu
do zakriveng dvojvrstvy. Z porovnania nasich vysledkov pre planarne asférické

dvojvrstvy naviac vyplyva, ze dokonca pri rovnakom mnozstve n-dekanu v dvojvrstve



je jeho lokalizacia v dvojvrstve ateda g zmena jg hrabky ovplyvnena zakrivenim
dvojvrstvy. Tento vysledok je dolezity z metodického hradiska, ked” sa studuje vplyv
n-alkanov na lipozomy, v ktorych zakrivenie fosfolipidovych dvojvrstiev zavisi od
mnozstva vody, ae g od podmienok pripravy lipozomov.

Mechanizmus i¢inku v biologicke) membrdne

Dodedky nasich experimentalnych vysledkov si nemeng) zavazné pre avahy
o biologickych uc¢inkoch n-alkanov. Ak je membrana v mieste G¢inku planarna, potom
zrggme treba brat’” do tivahy zmeny hrubky dvojvrstvy vyvolané n-alkanom. Naopak, ak
je membrana zakrivena, potom treba uvazovat’ iny mechanizmus ucinku, ako vyvolany
zmenou hrubky fosfolipidovej dvojvrstvy. Gruen a Haydon (29, 30) sa domnievaju, ze
VO Vacsine si biologické membrany minimalne zakrivené a preto relevantné su tie
vysledky, ktoré boli ziskané s planarnymi dvojvrstvami v modelovych membranach. Zo
sposobu  rekonstitacie  (CaM@)ATPazy zo sarkoplazmatického retikula do
fosfolipidovych dvojvrstiev  vyplyva, Ze ich vlasthosti si podobné, ako
v unilamelarnych lipozomoch — skor sférické ako planarne (9, 10). V tomto pripade nie
je teda mozné vysvetlovat ucinok n-dekanu ¢i inych n-alkanov zmenou hrabky
dvojvrstvy atreba konstatovat® v zhode svysdedkami ziskanymi  pomocou
fluorescencngj spektroskopie (9), ze n-dekan ovplyviuje aktivitu (Ca-MQ)ATPazy
primarne v dosledku interakcie s bielkovinou.
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SUMMARY
N. Kucerka, D. Uhrikova, 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 L,
phase of chromatographically pure egg phosphatidylcholine (EY PC) has been studied
by the use of X-ray diffraction at 20°C and molar ratios H,O:EYPC~20 and
C10:EYPC<2,13. The surface area A_ per one EY PC molecule at the bilayer — 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:EYPC<2,13, the value of A_
dlightly increases. The bilayer thickness d. increases up to C10:EYPC<2,13, but the
slope Ad/A(C10:EYPC) decreases with increaesing C10 bilayer concentration at
C10:EYPC>1. Theresultsindicate that C10 forms a hydrophobic region localized in the
center of bilayer at C10:EY PC<1, while it aligns also parallel to the EYPC acyl chains
at higher molar ratios.

Key words: general anesthetics— phospholipid bilayer - n-decane — phosphatidylcholine
— X-ray diffraction
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Obr. 1. Schématické znazornenie lamelarngj fazy fosfolipidov. d - mriezkovy parameter,
d. - hrabka fosfolipidove dvojvrstvy, dw - hrabka vodng vrstvy medzi
fosfolipidovymi dvojvrstvami.
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Obr. 2. Zavidost mriezkového parametra d, hrabky fosfolipidovel dvojvrstvy d. a
plochy pripadajucu na jeden fosfolipid A. na medzifazovom rozhrani dvojvrtva
— vodna faza na mélovom pomere n-dekan:EYPC (C10:EYPC) pri molovom
pomere H,O:EY PC 100:1 (o) a20:1 (e).
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