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Abstrakt

Pfedkladana prace navazuje na predchozi bakalafskou praci, ktera se
zabyvala vlivem monovalentnich iontd na neutralni modelové membrany. V této
diplomové praci byly studovany fyziologicky vyznamnéjsi systémy — negativné
nabité modelové membrany, které predstavuji nejlep$i model vnitfnich vrstev
plazmatickych membran. K vyzkumu hydratace a pohyblivosti v oblasti glycerolu
byla pouZzita metoda fluorescenc¢ni relaxace rozpoustédla.

Prvni studie se zabyvala interakci kationtd (Na®, K*, Cs*) a negativné
nabitych lipidd — smési POPC a POPS. Bylo zjisténo, ze pfitomnost kationtu
v membrané vyvola jeji dehydrataci a také snizeni pohyblivosti hydratovanych
lipidd v oblasti glycerolu. Byly pozorovany specifické efekty jednotlivych iontd,
které byly v souladu s Hofmeisterovou rfadou.

Oxidované lipidy hraji kliCovou roli v patofyziologii mnoha nemoci. Proto byl
v druhé studii zkouman vliv oxidovanych lipidid (PazePC, PoxnoPC, PGPC,
POVPC) na studovany systém (POPC/POPS) a to v pfitomnosti draselného
kationtu (K"). Vyzkum vedl k odhaleni slozitych interakci mezi oxidovanymi lipidy,
negativné nabitymi lipidy a draselnymi kationty. Ve vétSiné pfipadl pozorujeme v
pritomnosti oxidovanych lipidU vzrast hydratace membrany a zvySeni pohyblivosti

lipidd v oblasti glycerolu.



Abstract

The presented thesis is a continuation of the bachelor work, in which the
effects of monovalent ions on neutral model lipid membranes were characterized.
Herein physical properties of physiologically relevant anionic membranes in the
presence of monovalent cations and oxidized lipids were studied. Hydration and
mobility of the lipid bilayer at glycerol level were investigated using fluorescent solvent
relaxation technique.

In the first part of this work the interactions of cations (Na*, K*, Cs") with
negatively charged POPC/POPS lipid mixture, which is a good model of inner leaflet
of cellular membrane, were studied. The presence of cations resulted in dehydration
and substantial hinderence of mobility of hydrated lipids at the glycerol level probed by
Laurdan. Clear specificity of those effects, which correlated with Hofmeister series
have been observed.

In the second part of the work truncated oxidized phospholipids, oxPLs
(PazePC, PoxnoPC, PGPC, POVPC), which are known to be important in
pathophysiology of numerous diseases, were investigated. 10 mol% of each oxPL
was incorporated into neutral and anionic lipid bilayers, the hydration and mobility of
which were measured in water or in KCI solution. The results reveal complex
interactions between oxPLs, negatively charged lipids, and K. In the majority of cases
the presence of oxPLs resulted in enhanced hydration of the mixed POPC/POPS

bilayer and the increased mobility at the glycerol level.
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Seznam zKkratek

2-AS
9-AS
AMPs
APL
C17DiFU
CMC
CPP
Dauda
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DOPS
DPPC
EDTA
FWHM
HEPES
IRF
Laurdan
LUV
MD
MLV
PAF-R
PAPC

Patman

PazePC
PC
PCL-PEO
PGPC
PLPC
POPC
POPS
POVPC

kyselina 2-(9-anthroyloxy)stearova

kyselina 9-(9-anthroyloxy)stearova

antimikrobialni peptidy

prostor jednoho lipidu (area per lipid)
6,8-difluoro-4-heptadecyl-7-hydroxykumarin

kriticka micelarni koncentrace (critical micelar concentration)
kriticky pakovaci parametr (critical packing parameter)
kyselina 11-((5-dimethylaminonaftalen-1-sulfonyl)amino)undekanova
1,2-dioleoyl-palmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
1,2-dioleoyl-palmitoyl-sn-glycero-3-fosfoserin
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

kyselina ethylendiamintetraoctova

Sifka v poloviné maxima (full width at half maximum)
kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova
instrument responce function
6-dodekanoyl-2-(dimethylamino)naftalen

monolamelarni vesikly (large unilamelar vesicles)
molekularni dynamika

multilamelarni vesikly (multilamelar large vesicles)
platelet activating factor - receptor
1-palmitoyl-2-arachidonolyl-sn-glycero-3-fosfocholin
6-hexadecanoyl-2-(((2-(trimethylammonium)ethyl)methyl)-
amino)naftalen chlorid
1-palmitoyl-2-azelaoyl)-sn-glycero-3-fosfocholin
fosfatidylcholin

poly(e-kaprolakton)-blok-poly(ethylen oxid)
1-palmitoyl-2-glutaroyl-sn-glycero-3-fosfocholin
1-palmitoyl-2-linoloyl-sn-glycero-3-fosfocholin
1,2-palmitoyl-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
1,2-palmitoyl-oleoyl-sn-glycero-3-fosfoserin

1-palmitoyl-2-(5"-oxo-valeroyl)-sn-glycero-3-fosfocholin
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1-palmitoyl-2-(9°-oxo-nonanoyl)-sn-glycero-3-fosfocholin
6-propionyl-2-(dimethylamino)naftalen

fosfatidylserin

singlet (zakladni elektronovy stav)

singlet (prvni elektronové excitovany stav)

triplet

tetrahydrofuran

Casove rozliSena emisni spektra (time resolved emission spectra)



1 Cil prace

Hlavnim cilem této prace bylo studium fyzikalnich vlastnosti negativné nabitych
lipidovych membran a to jejich hydratace a pohyblivosti v oblasti fosfolipidovych
hlavicek. Negativné nabité lipidy se nachazi ve vnitfnich vrstvach plazmatickych
membran.

Je znamo, Ze roztoky soli maji silny vliv na fyzikalné-chemické vlastnosti
fosfolipidovych membran. Specificky efekt iontd muze byt velmi vyznamny pro funkci
biologickych membran. Proto byla prvni studie této prace vénovana vyzkumu interakci
soli s negativné nabitymi membranami.

Mezi dalSi systémy, které maji silny vliv na vlastnosti fosfolipidovych membran,
patfi oxidované lipidy. Oxidované lipidy se znaéné liSi od puvodnich, neoxidovanych,
lipidd. Pravé proto mohou snadno pozmeénit jak fyzikalni vlastnosti biologickych
membran, tak jejich funkci. Pfedmétem druhé studie byl proto vliv oxidovanych lipid
na negativné nabité fosfolipidové membrany.

Pouzita byla metoda fluorescencni relaxace rozpoustédla. Jedine€nost této
metody spocCiva v tom, ze umoznuje méfit hydrataci a mobilitu plné hydratovanych

lipidovych dvojvrstev ve stavu tekutého krystalu.



2 Teoreticka cast

2.1 Lipidy a membrany

Biologické membrany oddéluji bunku nebo jeji ¢asti od okolniho prostredi.
Skladaji se predevSim z lipidd. Mnoho zakladnich bunéénych procesli se odehrava
pravé v membranach. V této kapitole jsou uvedeny zakladni informace o struktufe

a vlastnostech biologickych membran.

2.1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s dlouhymi uhlovodikovymi fetézci.
Mastné kyseliny maji v pfirodé vzdy sudy pocet uhlikl, protoze jejich fetézce vznikaiji
z dvouuhlikatych jednotek. Pfevazné jsou v pfirodé zastoupeny kyseliny se Sestnacti
a osmnacti uhliky. Vyskytuji se jak nasycené, tak nenasycené mastné kyseliny.
Nenasycené mastné kyseliny maji konfiguraci cis. U kyselin s vice dvojnymi vazbami
jde vétSinou o systém izolovanych vazeb, nedochazi tedy ke konjugaci

T elektronl [1].

2.1.2 Definice a Klasifikace lipidu

Lipidy jsou nepolarni latky biologického puvodu zcela nebo témér nerozpustné
ve vodeé, ale rozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech. Mezi lipidy patfi
tuky, oleje, nékteré vitaminy, nékteré hormony a vétSina nebilkovinnych c&asti
biologickych membran. Ze strukturniho hlediska délime lipidy do tfi skupin: na
jednoduché, slozené a odvozené lipidy. Mezi jednoduché lipidy fadime estery
mastnych kyselin a alkoholU. Slozené lipidy obsahuji navic dalSi slozky, podle kterych
se déli do nékolika podskupin. Mezi odvozené lipidy fadime v8echny ostatni nepolarni
slou€eniny zcela nebo témér nerozpustné ve vodé, které nemohou byt zafazeny do
predchazejicich skupin. Zaméfime se nyni na slozené lipidy. Glycerofosfolipidy se
skladaji z glycerol-3-fosfatu, ktery je na uhlovodikovych atomech C(y a Cy

esterifikovan mastnymi kyselinami a na sveé fosforylové skupiné skupinou X.



Plasmalogeny jsou glycerofosfolipidy, ve kterych je substituent na C() vazan na
glycerolovou kostru etherovou vazbou (namisto esterové). Hlavni lipidovou slozku
rostlinnych membran tvofi glykoacylglyceroly. Skladaji se z cukerné slozky, glycerolu
a derivatd mastnych kyseliny. Sfingolipidy se skladaji se ze sfingosinu, jedné mastné
kyseliny, cholinu a kyseliny fosforeéné. Mastna kyselina je na molekulu sfingosinu
vazana amidovou vazbou. Vice o jednotlivych slozenych lipidech pojednavaji
knihy: [2, 3].

2.1.3 Glycerofosfolipidy

NejCastéjSi zastupci slozenych lipidli jsou pravé glycerofosfolipidy, nékdy
nazyvané zkracené jen fosfolipidy. Jsou hlavnimi slozkami lipidovych membran. Jak
jiz bylo fec€eno, skladaji se z glycerol-3-fosfatu, ktery je na uhlovodikovych atomech
C) a Cy esterifikovan mastnymi kyselinami a na své fosforylové skupiné funkéni
skupinou X. Molekulu fosfolipidu lze rozdélit na dvé oblasti. Prvni oblast vykazuje
hydrofilni vlastnosti, zatimco druh&a vykazuje hydrofobni vlastnosti. Hydrofilni neboli
polarni hlavicka je reprezentovana glycerolem, kyselinou fosforeCnou a pfislusnou
funkCni skupinou X. Hydrofobni neboli nepolarni ocas predstavuje mastna kyselina.
Molekulu majici takovyto dualni charakter oznacujeme jako amfifilni. Nejjednodussim
glycerofosfolipidem je kyselina fosfatidova. Skupinou X je vtomto pfipadé vodik.
V membranach se vSak vyskytuje jen v nepatrném mnozstvi. Jednotlivé fosfolipidy se
navzajem liSi funkéni skupinou X vazanou fosfoesterovou vazbou na kyselinu
fosfatidovou. Mezi obvyklé funkéni skupiny X patfi ethanolamin (-O-CHx-CH2-N"Hs),
cholin  (-O-CH,-CH2-N*(CHz3)3), serin (-O-CH,-CH(*NH3)COO") a dalsi. Uvedené
funkéni skupiny X obsahuji bazicky dusik, ktery ma za fyziologického pH pozitivni
naboj. Zatimco kyselina fosforeCna nese negativni naboj. Fosfolipidy s dusikatymi
skupinami jsou proto obojetnymi ionty - dipdly. Serin ma ve své molekule navic jesté
karboxylovou skupinu, ta ma za fyziologického pH negativni naboj. Fosfolipidy se
serinem nesou tedy jeden pozitivnhi a dva negativni naboje, celkové jsou proto

negativné nabité.
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Obrazek ¢. 1 — Fosfatidylcholin, molekula fosfolipidu je rozdélena na hydrofilni ¢ast — fosfolipidovou hlavi¢ku

(Sedé€) a na hydrofobni ¢ast — fosfolipidové ocasy (bilé).

2.1.4 Oxidované lipidy

Tato diplomova prace se bude zabyvat oxidovanymi lipidy. Oxidované lipidy
jsou oxidaénimi produkty polynenasycenych lipidi. Retézce oxidovanych mastnych
kyselin jsou nejCastéji vazany na sn-2 pozici glycerofosfolipidd. Na sn-1 pozici se
vétdinou vaze nasycena mastna kyselina. Oxidaci mastnych kyselin vznika mnoho
strukturné odliSnych oxidacnich produktl. Oxidace mastnych kyselin v lipidech patfi
mezi radikalové fetézové reakce [4].

Nasledujici popis vzniku oxidovanych lipidu je volné pfevzat z [5, 6]. Na dvojné vazbé
v molekule lipidu dochazi k pfenosu vodiku z a-uhliku na reaguijici radikal.
R(1)-CH=CH-CH2-R2) + HO* = R(1-CH=CH-CH*-R ;) + H,0O

LH + HO* —»L* + H,0 - schematické vyjadfeni pfedchozi rovnice

Ve vSech uvedenych pfikladech oznaCuje pismeno L lipid. Reaktivni formy kysliku
napadaji radikalova centra molekul lipidd a produkuji lipidové peroxidy (LOO¢), které
jsou vysoce reaktivni. Po pfenosu vodiku (napf. z daldsi mastné kyseliny) na
peroxidovy radikal vznika hydroperoxid (LOOH) a dalSi lipidovy radikal (L*).
L*+-00°- LOO*

LOO*+LH - LOOH +L*

Hydroperoxidy se poté zacnou rozkladat za vzniku kyslikatych funkénich skupin.

2 LOOH - LO* + LOO* + H,0

LOOH - LO* + HO®
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Vzniklé radikaly vstupuji do reakci, jimiz se $tépi vazby v fetézcich mastnych kyselin
a vznikaji kyslikaté funkéni skupiny. Napfiklad aldehydy:
Re@-C(H)O-Rp) = R@-C(H)=0 + ‘R

V membranach savcu se nejCetnéji vyskytuji lipidy s fosfocholinovymi
skupinami (PC). Nejvétsi mnozstvi detekovanych oxidovanych lipidd u savclt bylo
proto fosfocholinovych [6]. Nékteré zdroje téz uvadéji Casty vyskyt oxidovanych
fosfoserina (PS) [7].

Vlastnosti, jako jsou polarita a tvar oxidovanych lipidG, se znacné lisi od
puvodnich — neoxidovanych - lipidd. Proto maji velky vliv na zménu vlastnosti
membran a funkci proteind v membrané. Mohou zna¢né& pozménit interakce mezi
lipidy navzajem nebo mezi lipidy a proteiny.

VétSi mnozstvi oxidovanych lipidd bylo pozorovano v membranach jedincu
trpicich ateroskler6zou [8 - 10] (vice viz uvod k oxidovanym lipidim), rakovinu [4],

Alzheimerovu chorobu [11] a dalSi.

2.1.5 Agregace amfifilnich molekul ve vodnych roztocich

Molekuly amfifilnich latek, jako jsou fosfolipidy, obsahuji vzdy alespon jednu
polarni hydrofilni skupinu a zaroven nepolarni hydrofobni ¢ast tvofenou bud jednim,
nebo vice alkylovymi fetézci. Na agregaci lipidi se zjednoduS§ené muzeme divat takto:
hydrofilni hlavicky vykazuji vysokou afinitu k vodé. Naopak u hydrofobnich ocasu
pfevladaji odpudivé interakce vac&i vodé [12]. Amfifilni molekuly vytvareji ve vodnych
roztocich agregaty. Agregaci molekuly pfedchazi nezadoucimu kontaktu mezi vodou
a hydrofobnimi konci molekul. Uspofadani pouze nékolika amfifiinich molekul
nepostaci k ochrané hydrofobnich koncu pfed kontaktem s vodou. Proto netvofi
amfifilni molekuly ve vodnych roztocich micely, dokud jejich koncentrace nepiekroci
urcitou kritickou hodnotu. Nad touto ,kritickou koncentraci“ se témér v8echny amfifily

agreguiji.
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Typ vznikajiciho agregatu zavisi na vzajemném poméru velikosti a tvaru
hydrofilni a hydrofobni ¢asti molekuly, ktery se vyjafuje pomoci bezrozmérné veli€iny

nazvané kriticky sbalovaci parametr [12] (critical packing parametr) CPP:

cep = (1)

AXL

kde V znaci objem, ktery v agregatu zaujima hydrofobni alkylovy fetézec, A je plocha

fezu hlavickou a L je efektivni délka alkylového fetézce (znazornéno na obrazku €. 2).

Obrazek €. 2 - Popis v textu. Prevzato z [12].

Jaky typ agregatu vznikne, zavisi na hodnoté CPP. Ruzné typy agregatl jsou
znazornény na obrazku €. 3. Mezi nejbéznéjSi agregaty patfi - micely, valcovité

micely, lamely - vesikly a dvojvrstvy, inverzni valcovité micely a inverzni micely.

CCP=1/3 1/3= CCP=1/2 ceEP= 1 CCP =1

?

micely valcovite micely lamely inverzni inverzni micely
valcowité micely

Obrazek ¢. 3 — Rlzné mozZnosti vzniku agregatu podle hodnoty CPP [12].

2.1.5.1 Liposomy a dvojné vrstvy

Odpafenim roztoku fosfolipidu v organickém rozpoustédle vznikne na sténé
banky tenky film amfifilu. Po pfevrstveni filmu vodou dochazi k bobtnani vysuseného
filmu fosfolipidl ve vodé, atak vznikaji Castice predstavujici monolamelarni (LUV)
a multilamelarni (MLV) struktury tvofené dvojvrstvami lipidd. Multilamelarni vacky maiji

dvojvrstvy lipidd uspofadané jako slupky cibule. Tyto d&astice, at uz mono-
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nebo multilamelarni, uzaviraji ve svych vnitfnich kompartmentech vodnou fazi.
Takové utvary byly pojmenovany liposomy. Ultrafiltraci neboli extruzi takto ziskanych
smeési liposomul, napf. pfes polykarbonatové porézni membrany, lze snizit jejich
polydisperzitu [18]. Multilamelarni vacky jsou tedy pfevedeny na vacky monolamelarni
(LUV), které maji pouze jednu lipidovou dvojvrstvu. Jejich rozmér se mize pohybovat
mezi 100-1000 nm [13].

Lipidova dvojvrstva je dvojita vrstva lipidd tvofena jednoduchymi nebo
slozenymi lipidy. Lipidy jsou uspofadany tak, Ze hydrofobni ocasy jednotlivych molekul
jsou vzajemné v uzkém kontaktu, stejné jako hydrofilni hlavi¢ky. Dvé monovrstvy jsou
orientovany hydrofilnimi hlavickami smérem do vodné faze a hydrofobnimi ocasy
smérem do stfedu. Takovou dvojvrstvu mizeme pomysiné rozdélit na Ctyfi ¢asti: Voda
v blizkosti dvojvrstvy, polarni oblast, nepolarni tuha oblast, nepolarni pohybliva oblast
[14]. Oblasti zvanou voda v blizkosti dvojvrstvy jsou mySleny molekuly vody, které se
po interakci s lipidovou membranou vyznacuji odliSnymi vlastnostmi, nez maji
molekuly v roztoku. Do polarni oblasti spadaji hydrofilni lipidové hlavicky. Oblast
zacinajici karbonylovymi skupinami a koncici tam, kde hustota fetézcl je srovnatelna
s hustotou kapalného hexadekanu, se nazyva nepolarni tuha oblast. Nepolarni

pohybliva oblast se vyskytuje ve stfedu lipidové dvojvrstvy a je zcela hydrofobni.

2.1.6 Biologické membrany

Bunky vSech organisml jsou obklopeny membranou a také existuje znacné
mnozstvi membran uvnitf burfiky. Membrany oddéluji vnitfni prostor Zivych bunék od
vnéjSiho prostredi. Pfedstavuji bariéru schopnou udrzet v oddélenych prostorech
rozdilné chemické potencialy iontll a molekul. Také skrze membrany dochazi
k selektivnimu transportu latek do a z nitra bunék.

Biologicka membrana je dvojvrstva fosfolipidd, ve které je vazana fada rdznych
proteind s rozli€nymi funkcemi. Fosfolipidy tvofi zakladni matrix, do kterého jsou
Lvlozeny“ proteiny. ProtoZe se liposomy skladaji z dvojnych vrstev, mohou byt
pouzivany jako modely biologickych membran.

Biologické membrany jsou tvofeny prevazné lipidy a proteiny. Jak jiz bylo
feCeno, oxidované lipidy maji velky vliv na zménu vlastnosti membran a funkci
proteinl v membrané. Mohou znacné pozmeénit interakce mezi lipidy navzajem nebo
mezi lipidy a proteiny. Membranovych proteinu existuje cela fada. RozliSujeme hlavni
dva typy - periferni a integralni proteiny. Periferni proteiny jsou umistény na povrchu

dvojné vrstvy a interaguji jen s polarnimi hlaviCkami. Zatimco integralni proteiny
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prostupuji skrze membranu. Lipidovy film neni tuhy, ma charakter vazké tekutiny.
Uvnitf filmu se za ur€itych podminek mohou proteiny pfemistovat. O membranovych
proteinech pojednava vice [3]. Mezi dalSi souCasti membran patfi také sacharidy,
které jsou pfitomny ve formé glykoproteini nebo glykolipidG. Slozeni membran je
typické pro druh membran i pro pfislusny organ. Na druhé strané Ize ovlivnit sloZeni
membran potravou, neexistuje tedy konstantni slozeni ve smyslu stechiometrickych

poméru. [1]

2.1.6.1 Dynamika

Dynamiku biologickych membran vystihuje model tzv. fluidni mozaiky. Ten fika,
Ze membranové molekuly jsou v neustalém pohybu. Fluidita je reciprokou hodnotou
viskozity. Fluidita je velmi podstatnou vlastnosti buné&nych membran. | pouze velmi
mala zména ve fluidité muze podstatné zménit vlastnosti membrany.

V biologickych membranach rozliSujeme mnoho ridznych druhd pohybd.
Pohybovat se mohou ¢asti lipidovych molekul - mezi tyto pohyby fadime pohyb
dlouhych uhlovodikovych Fetézcu a rotaci Ci prevraceni polarnich hlavi¢ek lipida.
Dochazi-li k pohybu jedné molekuly lipidu, potom rozliSujeme mezi rotac¢ni difuzi,
translacni difuzi, vysunutim molekuly lipidu a pfeklapénim z jedné monovrstvy do
druhé (tzv. flip—flop). Posledni mozZnosti je pohyb nékolika molekul lipidu. V takovém
pfipadé mulze dochazet napfiklad k vinéni. Zminéné pohyby jsou znazornény na

obrazku €. 4. Podrobnéji se o jednotlivych pohybech lipidu pojednava v [13].

: A

I ®
c;':@ @ 3

TEETTTR fiitry Wﬁgﬁé’%ﬁf
4

§§;@§mwyﬁ;@g P

———- by
Obrazek ¢. 4 — Pohyby molekul v lipidové dvojvrstvé- 1) pohyb
dlouhych uhlovodikovych retézct, 2)rotace C&i prevraceni polarnich
hlavicek lipida, 3)rotacni difuze, 4)translacni difuze, 5)vysunutim
molekuly lipidu, 6) vinéni nékolika molekul lipidu. Prevzato z [13].
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Také proteiny mohou v lipidové matrici konat lateralni Ci rotaCni pohyby.

Za béznych podminek je membrana ve formé kapalného krystalu - to
znamena, ze fetézce mastnych kyselin jsou neuspofadané a v neustalém pohybu.
Dojde-li k ochlazeni lipidové dvojvrstvy, dojde také ke snizeni pohyblivosti molekul
membrany. Je-li dvojvrstva ochlazena pod tzv. teplotu fazového pfechodu, pak
prechazi dvojvrstva z fluidniho do zatuhlého stavu. V krystalickém stavu jsou fetézce
mastnych kyselin plné natazeny a dvojvrstva je velmi uspofadana.

Pfitomnost nenasycenych mastnych kyselin v lipidech ma vliv na fluiditu
membran. V misté cis dvojné vazby je ohyb, ktery zamezuje napnuti a tim i snadné

krystalizaci. Pfitomnost dvojnych vazeb proto snizuje teplotu fazového pfechodu.

2.2 Fluorescence

Fotoluminiscence je vétSinou zaloZzena na absorpci fotonu. Molekula ¢i atom
absorbujici foton se dostava ze zakladniho stavu do excitovaného stavu. Pfi de-
excitaci dochazi k emisi zafeni. Mezi fotoluminiscenéni jevy Fadime fluorescenci,

fosforescenci a zpozdénou fluorescenci.

2.2.1 Jablonského diagram

Absorpci zafeni se molekula dostane do excitovaného stavu. Zpét do
pfechodu jsou uvedeny v Jablonského diagramu, ktery je znazornén na obrazku €. 5.
Pfi pfechodu ze zakladniho do prvniho elektronového stavu prechazi molekula podle
Franckova-Condonova principu obvykle také do vysSiho vibraéniho stavu. Z tohoto
tento proces se nazyva vibraéni relaxace a je velmi rychly (10™"° s). Vibraéni relaxace
patfi mezi tzv. nezafivé procesy. Zpét do zakladniho elektronového stavu muze
molekula pfejit zafivymi procesy - fluorescenci (stfedni doba Zivota je v kapalinach
v fadu ns). Vtom pfipadé je emitovano zafeni o nizSi energii, tedy o vétsi vinové
délce. Nezafivé prfechody mezi stavy s rGznou spinovou multiplicitou se nazyvaji
mezisystémové konverze. Stav T4 (triplet) ma relativné dlouhou stfedni dobu Zivota (v
fadu ps az s). Emise zareni se v tomto pfipadé nazyva fosforescence. Pfi zpozdéné

fluorescenci absorbuje molekula ve stavu T, tepelnou energii, pfejde do stavu S
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(singlet) a nasleduje fluorescenéni pfechod do S,. Pfechod T4 — Sy je spinové
zakazany, probiha proto s mnohem mensi pravdépodobnosti nez pfechod S — Sy,
ktery je dovoleny. Ze zakladniho elektronového stavu dochazi zfidka i k pfechodu do
vy8Sich elektronovych hladin. Nezafivym pfechodem, ktery se nazyva vnitfni
konverze, se potom muze uskutecnit prechod do nizSiho elektronového stavu o stejné

multiplicité. Uvedené stfedni doby Zivota byly Cerpany z [13].

wvilbracni relaxace
| ——g—vnitfri
ca & o konverie ) ) .
| —‘—1 N mvezlsystemnw
i prechod
NS, S— —_—
.
absorpoe

absorpce flucrescence
P fosforescence

Obrazek ¢. 5 — Jablonského diagram, popis v textu.
2.2.2 Frankiiv- Condontiv princip

Born—Oppenheimerova aproximace poukazuje na obrovsky rozdil mezi
hmotnosti jader a elektront. V dusledku toho je pohyb elektroni mnohem rychlejsi
nez pohyb jader. Tato skute€nost je zakladem Franckova—Condonova principu [15].
Elektronové pohyby jsou ve srovnani s pohyby jader tak rychlé, Ze se pfi nich neméni
geometrie molekuly. O vibra¢né-elektronovych pfechodech mizeme tedy fici, Zze jsou
vertikalni (tzn. R=0). DalSim dulezitou ¢asti Franck-Condonova principu je pfekryv

vibra€nich vinovych funkci, ktery je maximalni.

16



2.2.3 Stokesiiv posuv

Zareni absorbované molekulou ma obvykle vy3Si energii nez emitované
fluorescenéni zafeni. Molekula tak emituje zafeni o vysSich vinovych délkach.
Stokeslv posuv je rozdil mezi polohou absorpéniho a emisniho maxima, jak je

znazornéno na obrazku ¢&. 6.

Obrazek ¢. 6 - Stokeslv posuv. Prevzato z [16].
2.2.4 Doba zivota excitovaného stavu

Vezméme jako zdroj zafeni pulzni laser. V €ase t=0 je excitovano do stavu S
vzdy stejné mnozstvi molekul A. Tyto molekuly maji poté nékolik moznosti jak se vratit
zpét do zakladniho stavu. Tyto moznosti Ize rozdélit do dvou skupin: 1. Zafivé
prechody (zafivy pfechod S; — Sy); 2. Nezafivé prechody (nezafivy pfechod S — So
a mezisystémova konverze). Kinetiku pfechodu molekuly A ze stavu S¢ do stavu Sy
Ize vyjadrit vztahem [16]:

— i = U+ k) [A'] )

Kde [A] je koncentrace molekuly A v excitovaném stavu, k je rychlostni konstanta

zarivého pfedchodu a ky rychlostni konstanta nezafivého pfechodu, t je Cas.

Integraci dostavame vztah:
[4] = [A]g exp (-2) (3)

Kde 7 je doba Zivota excitovaného stavu vyjadiena:

1
kz+kn

(4)
Doba Zivota excitovaného stavu je tedy Cas potfebny k tomu, aby koncentrace

molekuly v excitovaném stavu klesla na 1/e své plvodni hodnoty.

17



225 Kvantovy vytézek

Jako kvantovy vytézek oznaCujeme pocet emitovanych fotont déleny poctem
absorbovanych fotond. DalSi moznosti, jak vyjadfit kvantovy vytézek, je pomoci

rychlostnich konstant jednotlivych de-excita¢nich déju [16]:
kz

¢ = = kzt (5)

kz+kn

kde ¢ je kvantovy vytézek.
2.2.6 Ustalena fluorescence- intenzita

Emisni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce, energii,
vinoCtu nebo frekvenci emitovaného zareni pfi konstantni vinové délce budiciho
zareni. V pfipadé excitatniho spektra pozorujeme intenzitu fluorescence na vinové
délce, energii, vino€tu nebo frekvenci excitovaného zareni pfi konstantni vinové délce
emitovaného zafeni.

Emisni a excitacni spektra se obvykle méfi spektrofluorometrem vybavenym
konstantné zafici lampou. Za dany €as lampa emituje pfesné mnozstvi foton - No.
Vzorek o jednotkovém objemu a koncentraci fluoroforu [A] absorbuje pfi excitaci aNg
foton(, kde a vyjadfuje pomér mnozstvi foton absorbovanych molekulou ku mnozstvi
fotont emitovanych lampou. De-excitaéni procesy mohou byt opét rozdéleny do dvou
skupin - na zafivé pfechody a nezafivé prfechody. Jelikoz je molekula fluoroforu
konstantné ozafovana, zustava i koncentrace [A*] konstantni - A* je tedy v ustaleném
stavu. To Ize vyjadfit vztahem [16]:

M = 0 = koaNo — (kz + ky )[A'] (6)
kde k, je rychlostni konstanta absorbce, N, je pfesné mnozstvi fotonl emitovanych
lampou za Cas t, aNy je pfesné mnozstvi fotonl absorbovanych vzorkem v jednotce
objemu, a proto k,aN, je mnozstvi absorbovanych fotonu v jednotce objemu vzorku za

jednotku €asu. Konstantni koncentrace A* je vyjadfena vztahem:

kqaNg

A= Gy (7)
Intenzitou ustaleného stavu oznacujeme mnozstvi fotond emitovanych za jednotku
Casu jednotkou objemu. Vyjadfujeme ji vztahem:

kqaNg
(kz+kn)

I = kz[A"] = kq = kqaNop (8)

kde | je intenzita emisniho spektra ustaleného stavu.
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2.3 Relaxace rozpoustédla

Jedine€nost metody relaxace rozpoustédla spociva v tom, Zze umozniuje méfit
hydrataci a mobilitu plné hydratovanych lipidovych dvojvrstev ve stavu tekutého
krystalu. Méfenim €asové rozliSenych emisnich spekter Ize zjistit pravé tyto vlastnosti.
Proces relaxace rozpoustédla je zalozen na interakci dip6lu molekuly fluoroforu

s polarnim okolim.
2.3.1 Princip relaxace rozpoustédla

Jiz bylo feCeno, Ze absorpci zafeni se molekula fluoroforu dostane ze
zakladniho rovnovazného stavu do excitovaného stavu (Franckova-Condonova
stavu). Béhem excitace dochazi k redistribuci naboje molekuly fluoroforu,
a v dusledku toho také k okamzité zméné dipdlového momentu. Protoze je pohyb
elektron mnohem rychlejSi nez pohyb jader, nedochazi pfi excitaci k reorientaci nebo
ke zméné pozice molekul okolniho rozpoustédla. Molekuly rozpoustédla se tak po
excitaci dostavaji do energeticky nerovnovazného stavu a musi zménit svoji polohu,
aby se rovnovaha obnovila. Poté je dosazen rovnovazny excitovany stav o nizsi
energii. Relaxace rozpoustédla je tedy dynamicky proces zacCinajici nerovnovaznym
Franckovym-Condonovym stavem a koncici plné zrelaxovanym rovnovaznym
excitovanym stavem, jak je znazornéno na obrazku €. 7.

Byla provedena studie na Coumarinu 153 [17]. Dipolovy moment Coumarinu
153 je v zakladnim elektronovém stavu 6,55 D. Pfi pfechodu do excitovaného stavu
dochazi k redistribuci naboje molekuly a hodnota dipolového momentu se pohybuje
mezi 14.2 - 16 D.
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Obrazek ¢. 7 - Diagram procesu relaxace rozpous$tédla. V molekule fluoroforu dochazi pfi
excitaci k velké zméné polarity. Molekuly rozpoustédla se po excitaci dostavaji do energeticky
nerovnovazného stavu a méni svoji polohu k opétovnému dosaZeni rovnovahy. To vede
k snizovani energie systému a k s tim spojenému posuvu emisniho spektra do &ervené

oblasti.
2.3.2 Casové rozliSena emisni spektra - TRES

Celkovy spektralni posuv a kinetika tohoto posuvu jsou dva hlavni faktory,
které Ize ziskat z Casoveé rozliSenych emisnich spekter (TRES). Nyni se zaméfime na
to, jak se TRES spektra ziskavaji a poté na to, jak z TRES spekter ziskame potfebné

parametry.

2.3.2.1 Rekonstrukce TRES

Nejprve je tfeba naméfit emisni spektra ustalené fluorescence Sy(A)
fluorescenéni sondy umisténé ve zkoumaném systému a sérii kiivek fluorescen¢niho
vyhasinani Dpn(t, A) pfi vinovych délkach odpovidajicich emisnimu spektru ustalené
fluorescence. Kde t vyjadfuje Cas po excitaci. Pfiklady spekter Syp(4) a kfivek
vyhasinani Dp,(t, 1) jsou znazornény na obrazcich €. 8 a 9. ProtozZe rozliSeni vSech
pristroji méficich Casové rozliSena spekira je konecné, naméfené kfivky vyhasinani
Dn(t) predstavuji konvoluci pravych kfivek vyhasinani D(t) a tzv. funkci odezvy
pFistroje IRF(t) (z anglického instrument response function) (viz vztah 13). IRF(t)
charakterizuje nepfesnosti méreni pfistroje, ziskame ji méfenim elastického rozptylu,
pfi kterém je kyveta naplnéna rozptylovaCem a emisni monochromator fixovan na
stejnou vinovou délku jako excitaCni monochromator [17]. Protoze je dekonvoluce
z matematického hlediska tzv. ,ill posed” problém, nemuaze byt funkce D(f) vypocitana
pfimo z Dp(t, 1) a IRF(f). Proto dochazi k opakovanému fitovani fluorescencnich

kfivek vyhasinani Dp(t, ) (pro kazdou vinovou délku zvlast) multi-exponencialnimi
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funkcemi (vztah 14) pfi sou€asné konvoluci s IRF(t). Popsanym zpusobem je pro

kazdou vinovou délku spocitana funkce D.(t), ktera se nejvice blizi pravé D(t).

D.(t) ® IRF(t) = D,,(t) (13)

D.(t) = X, azexp (") (14)

kde ® je symbol znacici konvoluci, je pre-exponencialni faktor, t as a doba

vyhasinani.
10 ///\\ 104000 I
d‘é 08- ’,r/ \\ 2 100G | %ﬁm
: / \ B = 470
g / i \ nm
=] 0,6+ ra \ o
E / \ L 100 \N\
= / \ &1 1
S o4 // \ E : W -
é / \. % 10 H
3 02 / - ‘ 400 nm
/ ~ -E 1
S ‘2 | . . . :
0.0 L o ] 10 18
350 ' 460 4%0 I 560 I 5&0 I s&c " Eii m
vinova délka (nm)
Obrazek ¢. 8 — Obrazek ¢. 9 -
Emisni spektrum ustalené fluorescence So(A). Krivky fluorescencniho vyhasinani Dm(t, A).

Z emisnich spekter ustalené fluorescence Sy(A) a z exponencialnich fith kfivek
fluorescenéniho vyhasinani D.(t, A) zrekonstruujeme poté podle vztahu (9) Casové
rozliSena emisni spektra (TRES) [17, 18]. Pfiklad Casové rozliSeného emisniho

spektra S(A,f) je znazornén na obrazku ¢&. 10.

D(t,1)XSo(2)

S(4,0) = [ D(t.A)dt

(9)
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Obrazek ¢. 10 — Priklad ¢asové rozliSeného emisniho spektra v casovém rozmezi
do 10 ns po excitaci pro Laurdan v membrané POPC ve formé LUV v pritomnosti
1 M KCI. Méreno pri 283 K.

2.3.2.2 Parametry ziskané z TRES

Analyzou TRES spekter mizeme ziskat cenné informace o viskozité nebo
polarité v mikrookoli fluorescenc¢ni znacky. K analyze pouzivame parametry, jako jsou

pozice maxim emisnich spekter v(?) nebo Siftka emisnich spekter.

2.3.2.2.1 Celkovy spektrdlni posuv; hydratace

Jako spektralni posuv oznaCujeme rozdil mezi energiemi Franckova-
Condonova stavu a plné relaxovaného excitovaného stavu [18]:
Av = v(0) — v() (10)

kde v(0) a v(~) jsou vinoCty v €asech t=0 a t== v reciprokych centimetrech.

Bylo zjisténo, ze 4v je pfimo umérné funkci polarity [17, 19]. V biologickych
membranach je polarita v nejbliz§im okoli fluorescen¢ni sondy uréena prevazné
pfitomnosti dipold vody hydratujicich membranu. Pomoci spektralniho posuvu

muzeme proto sledovat miru hydratace v oblasti fosfolipidovych hlavicek.

22



2.3.2.2.2 Kinetika spektrdlniho posuvu; mobilita

Kinetika spektralniho posuvu je zavisla pfedevsim na mobilité systému, jinak fe€eno
na pfeskupovani molekul k znovudosazeni rovnovazného stavu po excitaci.
K vyhodnoceni se pouziva normalizovana spektralni funkce odezvy C(t), nazyvana
rovnéz korelacni funkce. Integraci korela¢ni funkce ziskame vztah pro dobu relaxace

rozpous$tédla [18]:

_ v(O-v(®) _ v(®)=v(®)
CO= o=~ ()
T, = [ C()de (12)

Kde - je integracni relaxaéni ¢as rozpoustédla, ktery vyjadfuje miru viskozity v okoli
fluoroforu. Jinak fe€eno, €as relaxace popisuje mobilitu lokalniho molekulového okoli
fluoroforu.

Zaméfme se nyni na fosfolipidové membrany hydratované vodou. Mezi
molekulami vody a lipidovymi molekulami se tvofi vodikové mustky. Relaxaci
rozpoustédla ve fosfolipidovych membranach neoznaCujeme proto relaxaci
samotného rozpoustédla (vody), ale relaxaci hydratovanych lipidd v okoli fluoroforu.
Hovofime-li o mobilité, nejde tedy o mobilitu izolovanych molekul vody, ale o pohyb

hydratovanych polarnich hlavi¢ek fosfolipidové dvojvrstvy.

2.3.2.3 Spektra v case t = 0 ns

Abychom mohli vypocitat celkovy spektralni posuv 4v a korela¢ni funkci C(t)
podle vztahu 9 a 10, musime znat vinoCet v(t=0 ns) odpovidajici maximu spektra
v nulovém Case. Pojmem spektrum v nulovém €ase oznacujeme hypotetické emisni
spektrum pozorované po vibraéni relaxaci fluorescen¢ni sondy ale pfed relaxaci
rozpoustédla. Tato hodnota nemuize byt naméfena z divodu nedostate¢ného rozliseni
pfistroje. Za hodnotu vino¢tu v nulovém Case v(0) je pouzita hodnota vypocitana
metodou odhadu [20].

Metoda odhadu je zaloZena na uvaze, ze spektra v nepolarnim prostfedi maji
podobné spektralni vliastnosti jako ty ve Frank-Condonové stavu. V této metodé se
tedy pouzivaji absorpéni a emisni spektra fluorescencni znacky v nepolarnim
prostfedi a absorpéni spektra v polarnim prostredi. Z tvaru téchto spekter, jejich
posuvu a z distribuéni funkce tohoto posuvu je nasledné spocitano emisni spektrum

v nulovém Case. Detailné je tato metoda odhadu popsana v [17, 18, 20].
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Porovnanim hodnoty  v(0)estimateds  VYpOCitané pomoci metody odhadu
a naméfené hodnoty v(0).ssened UrCime, Kolik procent z procesu relaxace rozpoustédla

bylo pozorovano.

2.3.2.4 Siika spektra v poloviné maxima - FWHM(t)

Dojde-li k relaxaci rozpoustédla béhem doby Zivota excitovaného stavu a je-li
rozliSeni pfistroje odpovidajici pro zachyceni relaxace rozpoustédla, potom
pozorujeme na FWHM(t) (z anglického full width at half maximum) kfivce maximum
[21]. Jednotlivé fluorofory v membrané se liSi svym mikrookolim. V dasledku
heterogenity mikrookoli fluorofofi reaguji molekuly rozpoustédla ,rizné rychle na
zménu lokalniho elektrického pole po excitaci. BEhem relaxace se rizné molekuly
nachazeji v riznych fazich relaxacniho procesu. Heterogenita mikrookoli floroford tak
roste a proto dochazi k rozSifovani fluorescencénich relaxacnich spekter - rostoucimu
charakteru FWHM(t). Jakmile se molekuly rozpoustédla dostanou do rovnovazného
stavu, potom heterogenita mikrookoli floroforu klesa a FWHM(t) ma proto klesajici
charakter. Pozorované maximum obvykle odpovida pramérné dobé relaxace
rozpoustédla. Pokud na kfivce vzrast alespon Castecné chybi, znamena to, ze
relaxace rozpoustédla probéhla rychleji, nez jakeé je rozliSeni pfistroje. Je-li SR naopak
pomalejsi nez fluorescen¢ni vyhasinani, pozorujeme pouze vzrast FWHM. FWHM
nam tedy slouzi jako kontrola, zda relaxace rozpoustédla probéhla v ¢asovém

rozliSeni méreni.
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2.3.3 Fluorescenc¢ni sondy lipidovych membran

Lipidové membrany nemaji vlastni fluorescenci, jsou proto znaceny
fluorescenénimi sondami. Tyto sondy mohou podavat informace o charakteristikach
svého mikrookoli, jako je polarita, viskozita, hydratace a uspofadani lipidd. Sondy
pouzivané pfi metodé relaxace rozpoustédla by méli po excitaci vykazovat co nejvétsi
zménu dipélového momentu [18], protoze takové jsou nejcitlivéjSi na polaritu okoli.

Konkrétni sonda je v lipidové dvojvrstvé fixovana na urcitém misté v pfesné
hloubce. Fluorescentni sondy se mohou zanofovat do oblasti nepolarnich
uhlovodikovych fetézcl, do oblasti lipidovych hlavicek nebo se mohou vyskytovat na
rozhrani membrany a vody [21]. Je dllezité znat pfesnou polohu sondy v membrané,
protoze v rdzné hloubce membrany pozorujeme také riznou polaritu. Cim hloubégji je
sonda zanofena, tim pomalejSi je proces relaxace rozpoustédla — v Cisté vodé
nastava radové béhem stovek femtosekund, v biomembranach se Casova Skala
tohoto procesu posunuje az k jednotkam nanosekund [22].

Prodan (6-propionyl-2-(dimethylamino)naftalen) a jeho derivaty nesou na svém
naftalenovém kruhu donorové a akceptorové skupiny (orientované proti sobé). Po
excitaci tak dochazi kvelké zméné dipolového momentu. Jsou tedy vhodnymi
fluorescenénimi sondami pro relaxaci rozpoustédla. Laurdan (6-dodekanoyl-2-
(dimethylamino)naftalen), derivat Prodanu, obsahuje ve své molekule dvanacti
uhlikaty fetézec, ktery mu umozriuje ukotveni v membrané. Je proto hojné uzivany pfi
studovani lipidovych dvojvrstev [23].

Vlastnosti fluorescenénich sond jsou cetné studovany na lipidovych
dvojvrstvach ale i na mnoha dalSich systémech. Napfiklad byly studovany vlastnosti
Prodanu a Laurdanu na vesiklech PCL-PEO (poly(e-kaprolakton)-blok-poly(ethylen
oxid)) ve vodném roztoku tetrahydrofuranu (THF) [24]. S pfidavajicim mnozstvim THF
se Prodan cCasteCné uvolnoval z vesikul do roztoku. Naproti tomu se do roztoku

uvolnila pouze velmi mala frakce molekul Laurdanu.

2.3.3.1 Casové rozmezi relaxace rozpostédla

Vratme se nyni k lipidovym dvojvrstvam. K vyzkumu modelovych lipidovych
membran fosfatidylcholinu (PC) bylo pouzito sedm fluorescencnich barviv s rdznou
hloubkou zanofeni do fosfolipidové dvojvrstvy. Struktury téchto barviv jsou

znazornény na obrazku €. 11 [21].
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Obrazek ¢. 11 - znazorriuje molekularni struktury barviv pouZitych v praci [21].

O oblasti nepolarnich uhlovodikovych Ffetézcl vypovidaji sondy 2-AS a 9-AS,
které obsahuiji stejné fluorofory. Hodnota 4v pro 2-AS byla mnohem vétSi nez hodnota
pro 9-AS. Vypovida to o tom, Ze fluorofor 9-AS se nachazi hloubé&ji v membrané nez
2-AS [21].

O oblasti glycerolu vypovidaji sondy Laurdan, Prodan a Patman, které opét
obsahuji stejny fluorofor. Hodnoty 4v se pro jednotliva barviva liSi. Ztoho lze
usuzovat, Ze tyto hodnoty vypovidaji o rizné polarité svého mikrookoli. Niz§i hodnoty
Adv Patmanu a Laurdanu vypovidaji o tom, Ze fluorofory téchto barviv jsou situovany
hloubé&ji v PC membrané. Molekuly Patmanu a Laurdanu totiz obsahuji hydrofobni
uhlovodikovy fFetézec, ktery se zanofuje mezi fetézce lipidovych molekul. To
vysvétluje, pro€ jsou fluorofory téchto molekul situovany hloubéji nez v pfipadé
molekuly Prodanu. FWHM vsSech tfi barviv nejprve prudce vzroste a dosahne svého
maxima pfi 0.7 ns (Prodan) a 1.5 ns (Patman, Laurdan), potom nasleduje pokles.
Relaxace rozpoustédla probiha tedy béhem Zivota excitovaného stavu a lze ji méfit
pfFistroji s nanosekundovym rozliSenim [21].

Sondami vypovidajici o rozhrani fosfolipidovych hlavicek a vody jsou Dauda
a C4;DiFU. Vyhodnocenim FWHM kfivek bylo zjisténo, ze vétSi Cast sledované
relaxace rozpoustédla probéhla rychleji, nez bylo mozné s timto rozliSenim pfistroje
naméfit. Relaxaci rozpoustédla znacenou fluoroforem Daudy bylo mozné na

nanosekundové Skale sledovat pouze 26%, fluoroforem C47DiFU 52% [21].
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3 Experimentalni cast

3.1 Studie ¢ 1 - VLIVIONTU NA NEGATIVNE NABITE
MODELOVE MEMBRANY

3.1.1 Uvod

Chceme-li pIné porozumét funkci a chovani biologickych membran, musime
také chapat jejich fyzikalné-chemické vlastnosti. Znalost toho, jak jednotlivé soli
ovliviuji vlastnosti lipidovych membran, je proto zcela kliCova. Sodné a draselné ionty
jsou v lidském téle ze vSech kationtl nejrozSifenéjSi. Sodik se vyskytuje v hojném
mnozstvi v extracelularni kapaling, zatimco draslik se nachazi pfevazné uvnitf bunék.
Tyto ionty se vyskytuji vzdy s néjakymi protionty. U sodnych kationtl jsou to hlavné
chloridy. Uvnitf bunék, kde se nachazi draselné kationty, se vSak volné anionty
nevyskytuji. Elektroneutralita je vtomto pfipadé zajiSténa pfitomnosti negativné
nabitych proteind a lipidd v membranach [25].

Pfed 120 lety sefadil Franz Hofmeister soli do tzv. Hofmeisterovy fady podle
jejich schopnosti vysolovat bilkoviny. Castym pfedmétem soudasného vyzkumu je
prave specificky vliv iontl na neutralni membrany [25 - 31]. Je znamo, Ze silngjsi efekt
vykazuji anionty nez kationty [26, 31].

Zaméfme se nyni na nékteré konkrétni studie. Bylo zjisténo, Ze molarni
enthalpie naméfené pfi adsorbci alkalickych iontd do membrany byly kladné
(endotermicky dé&j), zanofovani iontll do membrany je tedy entropicky fizeny déj [25].
Déle bylo zkoumano, jak hluboko se jednotlivé ionty do membrany zanofuji [26, 28].
Nejhloubéji se zanofuji sodné kationty, zatimco chloridové protiionty zUstavaji ve
vodné fazi — tvofi se tak elektricka dvojvrstva [26]. Interakce draselnych a cesnych
kationtl je podstatné slabsi nez sodnych a také tyto ionty netvofi elektrické dvojvrstvy.
Dale bylo zjisténo, ze pritomnost 150 mM NaCl vyvola dehydrataci DOPC membrany
[26] a zpUsobi snizeni APL (prostor jednoho lipidu — area per lipid) [28].

Studovany jsou takeé fyzikalni vlastnosti nabitych membran. Vyskytuji se prace
zabyvajici se jak kladné nabitymi membranami [32-34], tak fyziologicky

vyznamnéjSimi negativné nabitymi membranami [35, 36].
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Tato prace navazuje svym tématem na predchozi bakalarskou praci [30], ktera
popisuje specificky vliv iontd (z Hofmeisterovy fady) na membrany DOPC. Z hlediska
fyziologie je vSak vyznamnéjsi studium smiSenych negativné nabitych membran
s neutralnimi. Zakladnim pfedpokladem pro prvni studii této diplomové prace bylo, Ze
negativné nabité membrany budou pfitahovat pozitivné nabité kationty. Otazkou vSak
bylo, jaky je (a zda-li je) specificky efekt kationtll na negativné nabitou membranu.

V této praci byl proto zkouman vliv sodnych, draselnych a cesnych soli na
smiSené membrany fosfatidylcholinu (PC) a fosfatidylserinu (PS) (v molarnim poméru
4:1). Takovéto slozeni lipidi velmi dobfe vystihuje slozZeni vnitfni vrstvy plasmatické
membrany. K oznaceni lipidu v oblasti glycerolu byla pouzita fluorescenéni znacka
Laurdan. Struktury jednotlivych lipidd a Laurdanu a také hloubka zanoreni této znacky
jsou vyznaceny na obrazku &. 12. Pouzitou metodou byla fluorescencni relaxace
rozpou$tédla. Experimentalni vysledky byly srovnavany s vysledky molekularné

dynamickych simulaci (viz diskuze).

ij\\o O-P,o\/\fNHg
o o o7y
o o)
o o o
o 0 N
o)
POPC POPS Laurdan

Obrazek ¢. 12 - Struktury jednotlivych lipidi pouZitych v této praci a
fluorescenéni znacky Laurdan. Je znazornéna hloubka zanofeni

Laurdanu do membrany.
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3.1.2 Materialy a metody

3.1.2.1 Pouzité chemikalie

Lipidy - 1,2-palmitoyl-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (POPC), 1,2-palmitoyl-oleoyl-sn-
glycero-3-fosfoserin (POPS), 1,2-dioleoyl-palmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DOPC)
a 1,2-dioleoyl-palmitoyl-sn-glycero-3-fosfoserin (DOPS), Lipidy firmy Avanti Polar
Lipids, Inc. (Alabaster, AL, USA) byly uskladnény pfi -20°C v rozpoustédlech
chloroformu a metanolu v poméru 2:1 (v:v).

Fluorescenc¢ni sonda - 6-dodekanoyl-2-dimethylaminonaftalen (Laurdan), pofizena od
firmy Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Laurdan byl ulozen v methanolu pfi
teploté -20°C.

Soli — chlorid sodny NaCl a chlorid cesny CsCI -byly produktem firmy Sigma — Aldrich
(St. Louis, USA). Chlorid draselny KCI byl pofizen do firmy Fluka (Buchs, Svycarsko).
Ostatni - Voda pro spektroskopické ucely - Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, USA),
kyselina ethylendiamintetraoctova EDTA a hydroxid sodny NaOH firmy Sigma Aldrich
(St. Louis, USA). Organicka rozpoustédla pro spektroskopické ucely byly produktem

firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

3.1.2.2 Priprava liposomii

Byly pfipraveny roztoky soli NaCl, KCI, CsCl o koncentraci 1M. Roztok pfislusného
lipidu byl smichan s fluorescenéni sondou Laurdan. Celkové mnozstvi fluorescenéni
sondy v liposomu bylo 1% (molarni). Organicka rozpoustédla byla za stalého ohfivani
odpafena proudem dusiku. Vysuseny lipid byl rozpustén v 0,5 ml roztoku soli nebo
vody s0,1 mM EDTA a 3 minuty michan. LUV byly vytvofeny extruzi pres
polykarbonatovou membranu (Avestin, Ottawa, Kanada) se 100 nm péry. Roztok
liposomu byl 3x zfedén stejnou soli. Koncentrace lipidu ve vzorku byla 1mM. Vzorky
byly pfevedeny do kyvety a ponechany 10 minut vytemperovat na poZadovanou

teplotu.
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3.1.2.3 Spektroskopicka méreni

3.1.2.3.1 Ustdlenda fluorescence

VSechna excitaCni a emisni spektra byla méfena Fluorologem-3 spectrofluorimetrem
(model FL3-11; Jobin Yvon Inc., Edison, NJ, USA) vybavenym xenonovou lampou.
Krok méfeni spekter Cinil 1 nm. Emisni spektra vzork(l byla méfena pfi excitaCnim
zafeni 373 nm, excitaCni spektra vzorkl byla méfena pfi emisnim zafeni 440 nm

a 490 nm. Méfeni vzorkl byla provedena pfi teploté 283 K.

3.1.2.3.2 Casové rozlisena fluorescence

Casové rozlisena fluorescenéni spektra byla naméfena na pfistroji 5000U Single
Photon Counting (IBH, Glasgow, UK), s pouzitim IBH laserové diody NanoLED 11
(o vinové délce budiciho zafeni 373nm, s dobou pulzu 80 ps a s frekvenci 1 MHz)
a Hamamatsu R3809U - 50 chlazené mikrokanalové desky fotonasobice. Pfi méfeni
pomoci metody relaxace rozpoustédla byly méfeny série kfivek fluorescencniho
dohasinani pfi riznych emisnich vinovych délkach (400-540 nm). Krok méfeni v sérii
byl 10 nm. P¥i méfeni fluorescenéniho vyhasinani byl pouzivan stinici filtr. Ugelem
filtru bylo eliminovat rozptylené svétlo o vinovych délkach A < 399 nm. Pfi méfeni
nebyly pouzivany polarizatory. Hladina signalu neprekroCila 2% repeti¢ni frekvence
svételného zdroje (1MHz). Data byla sbirana do 8192 kanalu (jeden kanal odpovida
0,014 ns) tak dlouho, dokud maximalni hodnota nedosahla 5000 counts (poctu
detekovanych fotonl). Méfeni vzorku byla provedena pfi teploté 283K. Fluorescencni
kfivky byly fitovany multi-exponencialnimi funkcemi a to bud 2, nebo 3

exponencialnimi. Kfivky byly fitovany v IBH DAS6 softwaru.
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3.1.3 Vysledky

Tato diplomova prace navazuje na bakalafskou praci [30], ve které jsem se
zabyvala vlivem iontll na modelové membrany DOPC. Proto byly v této praci nejprve
studovany smésné negativné nabité modelové membrany DOPC/DOPS (smés lipida
o molarnim poméru 4:1) a porovnavany s Cistym DOPC (DOPC naméfeno dfive).
Pozdéji byly zkoumany analogické negativné nabité membrany POPC/POPS (opét
smés lipidi o molarnim poméru 4:1) a pro srovnani neutralni membrany POPC.

Lipidové dvojvstvy byly oznaCeny fluorescencni znackou Laurdan, ktera se
zanofuje do oblasti sn-1 karbonylu. Stacionarni emisni spektra a kfivky

fluorescenéniho vyhasinani byly méfeny pfi 283 K.

3.1.3.1 DOPC/DOPS vs DOPC

Nejprve byl studovan vliv pfitomnosti NaCl a KCI na hydrataci a mobilitu
modelovych smésnych membran DOPC/DOPS (molarni pomér 4:1). Membrany byly
ve formé LUV. Pro srovnani uvadim také vysledky pro DOPC naméfené dfive.

K analyze dat byly pouzivany Sifky v poloviné maxima (FWHM) c¢asové
rozliSenych emisnich spekter (TRES) [17, 21]. Grafy zavislosti FWHM na Case jsou
uvedeny na obrazku ¢&. 13. Kfivky vykazuji v obou pfipadech jasné maximum, proces

relaxace rozpoustédla probéhl tedy béhem Casoveého rozliSeni méreni [21].
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Obrazek ¢. 13 — FWHM pro Laurdan v dvojvrstvach DOPC/DOPS (v molarnim poméru
4:1) ve formé LUV. Dvojvrstvy byly v pfitomnosti 1 M soli NaCl a KCI. Méfeno pri 283 K.
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DalSi analyzou TRES spekter byly ziskany parametry jako jsou-celkovy
spektralni posuv (Av), integraéni relaxac¢ni €as (1) a procenta z pozorovaného

relaxacniho procesu (hodnoty uvedeny v tabulce €. 1)[18].

Tabulka ¢. 1 - Parametry relaxace rozpou$tédla ziskané pro DOPC/DOPS a DOPC LUV v pfitomnosti 1M soli

(chlorid() znaéenych Laurdanem pfi 283K.

DOPC/DOPS 4/1 DOPC (namérené drive)
Av cm™) Tr (ns) p OZO(ZZJ/énO Av (ecm”) Tr (ns) pozc;z}zj/éno
NaCl 4200 2,20 78 4200 1,65 76
KCI 4150 2,00 75 4200 1,60 70

Z procesu relaxace rozpoustédla bylo ve vSech pfipadech pozorovano
pfiblizné 75%.

Polarita (hydratace) membrany je pfimo umeérna spektralnimu posuvu Av [17,
19]. Hodnoty spektralniho posuvu jsou naméfené a vypocitané s prfesnosti na 50
cm™'. V. membranach DOPC/DOPS i DOPC rozdil Av pro uvedené ionty nepfesahuje
tuto hodnotu. MUzeme tedy Fict, Ze hydratace je v pfitomnosti obou iontd pfiblizné
stejna. Negativhé nabitda membrana DOPC/DOPS se vS$ak zda byt mirné
hydratovangj§i v pfitomnosti NaCl (Av = 4200 cm™) nez v pfitomnosti
KCI (Av = 4150 cm™).

Relaxacni ¢as 1, je nepfimo umérny mobilité systému. V pfitomnosti NaCl je
relaxaCni proces pomalejSi (1, = 2,20 ns) nez v pfitomnosti KCI (1, = 2,00 ns).
Membrana je tedy v pfitomnosti sodnych iontd sbalené&jSi a méné pohybliva. Stejnému
trendu odpovidaji hodnoty pro neutralni membranu DOPC, avSak rozdil mezi
relaxaCnimi ¢asy je mnohem mensi: v pfitomnosti NaCl 1,= 1,65 ns a v pfitomnosti
KCI1=1, 60 ns.
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3.1.3.2 POPC/POPS vs POPC

DOPC obsahuje dvé nenasycené mastné kyseliny, naproti tomu POPC ma
pouze jednu nenasycenou mastnou kyselinu a druhou — palmitovou - nasycenou.
Membrany POPC jsou pfi teploté 283K méné pohyblivé (viz teoreticky uvod),
v dusledku toho trva relaxaéni proces déle. Proto muzeme |épe sledovat rozdily ve
vlastnostech membran POPC nez DOPC.

Pfedmétem zkoumani byly smésné negativhé nabité membrany POPC/POPS
(opét smés lipidi o molarnim poméru 4:1) a pro kontrolu neutralni membrany POPC.
Membrany byly ve formé& 100 nm LUV. Vliv soli na hydrataci a mobilitu modelovych
membran byl studovan v pfitomnosti 1 M NaCl, KCI a CsClI a pro kontrolu také bez
soli. Z naméfenych stacionarnich emisnich spekter a kfivek fluorescenéniho
vyhasinani byly zrekonstruovany Casové rozliSena emisni spektra (TRES). Pfiklad
TRES spektra je znazornén na obrazku €. 14. VSechny FWHM profily ziskané
analyzou TRES vykazovaly jasné maximum, z toho vyplyva, Ze relaxace rozpoustédla

probéhla béhem €asového rozliSeni méreni [21].
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Obréazek & 14 - Casové rozlisené emisni spektrum v Sasovém rozmezi do 20 ns po excitaci pro Laurdan

v membrané POPC ve formé LUV v pritomnosti 1 M NaCl. Méfeno pfi 283 K.
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Obrazek ¢. 15 — Pozice maxim TRES spekter v(t) v zavislosti na ¢ase pro Laurdan
v membranach POPC/POPS a POPC ve formé LUV v pfitomnosti 1 M soli. Méfreno pfi
283 K.

Obrazek €. 15 znazomuje pozice maxim TRES spekter v(). Kfivky v() pro
vSechny vzorky neutralnich membran POPC (vSechny soli i bez soli) a také pro
negativné nabité membrany POPC/POPS v nepfitomnosti soli jsou si velmi podobné.
Ovsem jasné rozdily pozorujeme mezi kfivkami v(z) pro POPC/POPS v pfitomnosti
jednotlivych kationtl. Tomu odpovidaji hodnoty celkového spektralniho posuvu Av,
které pro negativné nabité membrany POPC/POPS maji klesajici charakter ve sméru:
voda (3950 cm™) > Cs* (3850 cm™) > K* (3800 cm™) > Na* (3700 cm™). Vysledky
znazorniuje obrazek €. 16. Spektralni posuv je pfimo umérny mife hydratace
membrany. Pozorujeme, ze pfidani soli k negativné nabité membrané zpUsobi jeji
dehydrataci, pfiCemz nejvice je membrana dehydratovana v pfitomnosti sodnych
kationtd. Hydratace neutralnich membran POPC se po pfidavku soli nezméni,
hodnota Av je 3900 cm™ a to pro membranu bez soli i s jakoukoliv soli. K vypod&tu Ay
byla pouzita hodnota v(0)eyimaes Uréend metodou odhadu [20] na 23800 cm™ a jako
v(co) bylo zvoleno v(=20ns). Ve vSech pfipadech bylo pozorovano okolo 80%

z relaxacniho procesu.
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Obréazek &. 16 — Srovnani parametru relaxace rozpou$tédia: Av a 1r pro Laurdan ve smiSenych
dvojvrstvach POPC/POPS a neutrélnich dvojvrstvach POPC (ve formé LUV). Dvojvrstvy byly

v pfitomnosti 1 M soli nebo bez soli. Méfeni byla provedena pfi 283 K.

Zavislost korelacnich funkci C(t) (viz vztah 11) na Case pro jednotlivé vzorky
jsou vykresleny v obrazku €. 17. Jasné rozdily pozorujeme opét pouze u negativné
nabitych membran POPC/POPS po pfidavku jednotlivych soli. KFfivky pro neutralni
membrany a pro membrany bez pfidavku soli jsou si velmi podobné.

Mobilita systému je po pfidavku soli k cisttmu POPC mirné snizena
(7 (voda)= 3,21NnS, = (say = 3,40ns). PFesné hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 2
(v kapitole 3.1.4. - diskuze). U negativnich membran vSak pozorujeme markantni
pokles mobility systému v pfitomnosti jednotlivych soli: voda (3,17 ns) > Cs" (3,9 ns)
> K" (4,2 ns) > Na" (4,5 ns). Znaménko nerovnosti vyjadfuje sniZovani pohyblivosti
systému. Relaxacni proces je tedy u negativnich membran v pfitomnosti soli mnohem

pomalejsi nez bez soli, nejsilngjsi efekt pozorujeme v pfitomnosti sodnych kationtu.
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Obrazek ¢. 17 - Korelacni funkce C(t) v zavislosti na Case pro Laurdan
v membranach POPC/POPS a POPC ve formé LUV v pfitomnosti 1 M soli. Méfeno
pri 283 K.



3.1.4 Diskuze

Tato studie srovnava experimentalni vysledky s molekularné dynamickymi
(MD) simulacemi neutralnich (PC) a negativné nabitych (PS) membran v pfitomnosti
soli.

Prvnim dulezitym vysledkem této studie je, Ze vlastnosti membran POPC, do
kterych je pfidan POPS, jsou velmi silné ovlivnény pfitomnosti kationtl (jak bylo
predpokladano). Naproti tomu vlastnosti membran slozenych pouze z POPC jsou
pFitomnosti kationtl ovlivnény jen velmi slabé.

V nepfitomnosti soli bychom mohli pfedpokladat, Ze pfidavek negativné
nabitych lipidd do neutralni membrany vyvola repulzi mezi negativhé nabitymi
hlavickami. Diky tomu dojde k expanzi membrany a to povede k zvySeni hydratace.
Avsak v pfipadé, kdy neni pfitomna zadna sil (membrana pouze ve vodé), pfidavek
POPS do neutrani membrany POPC nezpusobi vyznamnou zménu v hydrataci
membrany. Musime si v8ak uvédomit, Ze hlavicky PS jsou mnohem menS$i nez
hlavicky PC, a také, Ze negativné nabité membrany obsahuji vzdy urcité mnozstvi
protiontd k negativné nabitym hlavickam. V tomto pfipadé to bylo 0,2 mM Na®. Je
mozné, ze uz tak malé mnozstvi muze mit vliv na dehydrataci membrany.

DalSim dil¢im vysledkem této studie je, Ze pfidavek fyziologického mnozstvi
POPS do neutralni membrany POPC v pfitomnosti kteréhokoli ze studovanych iontu
zpusobi dehydrataci membrany. Nejméné membranu dehydratuji cesné kationty, o
néco vice draselné a nejvice sodné (Cs” > K" > Na"). Stejné pofadi kationtt (jako u
Av a 1) nalezneme v Hofmeisterové fadé, experimentalni vysledky se tedy shoduji
s touto fadou. V nasi skupiné byly také provedeny molekularné dynamické simulace
membran POPC/PS, které také potvrdily, ze pfitomnost jednotlivych kationt( ovliviiuje
hydrataci membrany. Radialni distribuéni funkce (obrazek ¢. 18) byly spocitany pro
atomové pary mezi atomy kysliku v molekule karbonylu a atomy kysliku molekul vody.
Hydratace klesa vFadé: Cs® > K > Na’, to se shoduje s vysledy fluorescenéni

relaxace rozpoustédia.
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Obrazek ¢. 18 — Radiélni distribucni funkce spocitané pro kyslikové atomové pary:
za prvé kysliky v karbonylovych skupinach molekul POPC a to fetézct v pozici sn-1

i sn-2; a za druhé kysliky v molekulach vody.

Jak jiz bylo feCeno (ve vysledcich), u negativhich membran pozorujeme
v pfitomnosti jednotlivych soli markantni pokles mobility systému. A to v pofadi: voda
> Cs" > K" > Na’. Hodnoty relaxa¢nich &astd , které jsou nepfimo umérné mobilité
systému, jsou uvedeny v tabulce & 2. Znamena to, Ze v pfitomnosti soli je tato
membrana sbalenéjSi a to znesnadriuje lipidim pohyb. Je-li membrana sbalenég;si,
pak je také dehydratovanéjSi. NejvétSi dehydrataci membrany vyvola pfitomnost
sodnych kationtl. Vysledky hydratace a pohyblivosti negativnich membran se tedy
shoduji. Neutralni membrany vykazuji v hydrataci i mobilité stejny trend jako negativni
membrany - tzn. po pfidavku soli jsou membrany sbalenéjsi (méné pohyblivé) a také
dehydratovanéjSi. Nepozorujeme vSak tak vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

kationty.

Tabulka ¢. 2 - Parametry molekularné dynamickych simulaci a relaxace rozpoustédla ziskané pro
POPC/POPS a POPC membrany ve formé LUV v pfitomnosti 1M soli (chloridi) a ve vodé znacenych
Laurdanem pfi 283K.

POPC/POPS 4/1 POPC
Av cm™) Tr (ns) APL (nm? | Av (em’) Tr (ns) APL (nm?)
NaCl 3700 4,50 0,546 3900 3,41 0,604°
KCI 3800 4,20 0,561 3900 3,40 0,648°
CsClI 3850 3,90 0,607 3900 3,37 -
voda 3950 3,17 - 3900 3,21 0,654

a: hodnoty jsou prevzaty z ¢lanku [28]
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Obrazek ¢. 19 — Znazorriuje APL smiSenych negativné nabitych dvojvrstev POPC/POPS
(plna ¢ara) a neutralnich dvojvrstev POPC (pferusovana cara). Hodnoty APL pro neutraini

dvojvrstvy POPC byly prevzaty z [27].

Pomoci MD byly vypocitany hodnoty APL (area per lipid - prostor jednoho
lipidu) pro membrany POPC/POPS v pfitomnosti 1M soli. APL jako funkce Casu
znazoriuje obrazek €. 19. Pro srovnani jsou uvedeny také primérné hodnoty APL
v neutralnich membranach POPC v pfitomnosti: vody, 0,2 M NaCl a 0,2 M KCI - tyto
hodnoty jsou pfevzaty z ¢lanku [28]. Hodnoty APL pro jednotlivé systémy jsou
uvedeny v tabulce &. 2. Opét pozorujeme, Ze APL klesa v pofadi: Cs" > K" > Na".

ze v pfitomnosti sodnych iontd je membrana nejvice sbalena, lipidy maji tak nejméné

prostoru. Tyto vysledky se tedy opét shoduji s experimentalné naméfenymi

relaxacnimi Casy , které jsou nepfimo umérné mobilité systému.
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3.1.5 Zaveér

Prvni studie této prace méla za cil objasnit, jak sodné, draselné a cesné
kationty ovliviuji vlastnosti smiSenych neutralnich a negativnich membran. Vliv iontd
byl studovan metodou relaxace rozpoustédla a srovnavan s vysledky molekularné
dynamickych simulaci.

V pfitomnosti vybranych kationtu je lipidova membrana obsahujici negativné
nabité lipidy sbalenéjSi nez v pfipadé neutralni lipidové membrany. Pohyblivost
v oblasti fosfolipidovych hlavi€ek je v pfitomnosti t€chto kationtd snizena. PFitomnost
kationtd v membrané vyvola také jeji dehydrataci. Stejny, ale slab$i trend pozorujeme
i v neutralnich membranach.

Po pfidavku negativné nabitého lipidu PS do membrany PC pozorujeme
specifické efekty jednotlivych iontd. Nejvétsi efekt vykazoval Na®, naopak nejmensi
efekt vykazoval Cs . Toto poradi je v souladu s Hofmeisterovou fadou.

Experimentalni vysledky fluorescenéni relaxace rozpoustédla se shoduji

s molekularné dynamickymi simulacemi.
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3.2 Studie ¢ 2 - VLIV OXIDOVANYCH LIPIDU NA NEGATIVNE
NABITE MODELOVE MEMBRANY

3.2.1 Uvod

Jelikoz se oxidované lipidy vyznamné podili na mnoha patofyziologickych
procesech, jsou v poslednich nékolika letech pfedmétem c&etného zkoumani.
Oxidované lipidy se od neoxidovanych velmi li§i svymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. Cilem této studie bylo prozkoumat, jak rizné oxidované lipidy ovliviiuji
hydrataci a mobilitu lipidovych dvojvrstev. Oxidované lipidy pouzité v této praci byly
oxidaCnimi  produkty budto lipidu PLPC (1-palmitoyl-2-linoloyl-sn-glycero-3-
fosfocholin) v pfipadé PazePC (1-palmitoyl-2-azelaoyl)-sn-glycero-3-fosfocholin) a
PoxnoPC (1-palmitoyl-2-(9°-oxo-nonanoyl)-sn-glycero-3-fosfocholin), nebo lipidu
PAPC (1-palmitoyl-2-arachidonolyl-sn-glycero-3-fosfocholin) v pfipadé PGPC (1-
palmitoyl-2-glutaroyl-sn-glycero-3-fosfocholin) a POVPC (1-palmitoyl-2-(5"-oxo-
valeroyl)-sn-glycero-3-fosfocholin) [8, 9] Struktury jednotlivych oxidovanych lipid{ jsou
znazornény na obrazku €. 20. Tyto oxidované lipidy maji velice podobnou chemickou
stavbu. LiSi se pouze fetézcem v sn-2 poloze glycerolu. PazePC a PoxnoPC maji
deviti uhlikaty Fetézec, naproti tomu PGPC a POVPC maiji péti uhlikaty fetézec.
PazePC a PGPC maji na konci tohoto fetézce karboxylovou funkéni skupinu,
PoxnoPC a POVPC aldehydovou.

V nasledujicich nékolika odstavcich bude uveden piehled literatury,
pojednavajici o oxidovanych lipidech. Bylo zjiSténo, Ze podle hodnot kritickych
micelarnich koncentraci (CMC) Ize oxidované lipidy sefadit takto: POVPC > PGPC >
PoxnoPC > PazePC [37]. Vidime, ze CMC oxidovanych lipida s péti uhlikatym sn-2
fetézcem je vySSi nez téch s deviti uhlikatym. Také si mizeme povSimnout toho, ze
oxidované lipidy s aldehydovymi funkénimi skupinami maji vy$si hodnotu CMC nez ty

s karboxyly.
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PAPC  PGPC POVPC PLPC PAzePC POxNoPC

Obrazek ¢. 20 — Struktury jednotlivych oxidovanych lipid( studovanych v této praci a struktury lipidd

S nenasycenymi fetézci, z nichZ uvedené oxidované lipidy vznikaji.

DalSim pfedmétem vyzkumu byl tvar agregatu oxidovanych lipida. Pfesahnou-li
oxidované lipidy urCitou kritickou micelarni koncentraci, potom dochazi Kk jejich
agregaci. Bylo zjisténo, Ze oxidované lipidy tvofi micely o velikosti 4 — 9 nm [37, 38].

Metodou agarézové elektroforézy bylo zjisténo, Ze agregaty oxidovanych lipida
s karboxylovou funkéni skupinou maji vyS$8i hodnotu povrchového napéti
a elektroforetické mobility nez oxidované lipidy s aldehydovou funkéni skupinou [37].

Jak jiz bylo feCeno, lipidové membrany nejsou symetrické. Ve vnéjSich
vrstvach bunénych membran prevazuji neutralni lipidy (fosfatidylcholiny - PC),
naopak ve vnitfnich vrstvach nalezneme velké mnozstvi negativné nabitych lipidu
(fosfatidylserinu - PS). Pfi oxidaci lipidd v membrané dochazi v3ak k translokaci lipidd,
membrana se stava symetrickou, a to vyvolava apoptozu [7, 9].

Lipidové dvojvrstvy jsou tvofeny tak, Zze hydrofilni hlavicky sméfuji do vodné
faze a hydrofobni ocasy do stfedu dvojvrstvy. To ovSem nelze prohlasit
i 0 oxidovanych lipidech. K micelam PazePC a PoxnoPC byl pfidan cytochrom c
(kladné nabity protein) a byla sledovana jejich vzajemna interakce [39]. Cytochrom ¢
zustava ve vodné fazi, nezanofuje se mezi lipidy. Mezi micelami z PazePC
a proteinem byla pozorovana silna interakce. Aby mohlo k této interakci dojit, musi
fetézce nesouci karboxylové skupiny pronikat do oblasti lipidovych hlavicek nebo

pfimo az do vodné faze.
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Interakce mezi micelami PoxnoPC a proteinem byla také pozorovana, ale byla
mnohem slab8i. Znazornéni vazby mezi PazePC a cytochromem c je vykresleno na

obrazku €. 21.

Obrazek ¢. 21 — Interakce cytochromu c a oxidovaného lipidu PazePC [39].

Ve stejné védecké skupiné byla provedena dalSi podobna studie. Byla
zkoumana vzajemna interakce mezi smésnymi modelovymi membranami a kladné
nabitymi antimikrobialnimi peptidy (AMPs). Slozeni lipidovych dvojvrstev bylo
nasledujici: PazePC+DMPC (1-palmitoyl-2-myristoyl-sn-glycero-3-fosfocholin)
a PoxnoPC+DMPC, lipidy byly ve formé LUV. AMPs se zanofuji do membrany. AMPs
se podstatné slabéji vaze k PazePC nez k PoxnoPC [40]. To Ize vysvétlit tim, ze
oxidované fetézce v PoxnoPC (s aldehydovou funk&ni skupinou) pronikaji spiSe do
oblasti hydrofilnich hlaviCek, kde se proteiny vyskytuji. Oxidované fetézce PazePC se
naproti tomu vyskytuji spiSe ve vodné fazi.

Orientaci sn-2 fetézcu v oxidovanych lipidech se kromé dalSich
experimentatorti [37, 41] zabyvali také teoreticti chemici [38, 42]. Byly provedeny
molekularné dynamické simulace systému POPC+POVPC a POPC+PGPC [42].
Vysledek je znazornén na obrazku &. 22. Retézce POVPC (s aldehydovou funkéni
skupinou) se mohou vyskytovat jak uvniti dvojvrstvy, tak v oblasti fosfolipidovych
hlavicek, tak ve vodné fazi. Retézce PGPC (s karboxylovou funkéni skupinou) se
vyskytuji pouze ve vodné fazi. Tyto vypoCty jsou ve shodé s predchozimi
experimentalnimi vysledky [37, 40 - 42].

Také byl spo€itan APL [42]. Hodnoty APL jsou ovlivhény orientaci oxidovaného
fetézce v sn-2 poloze glycerolu. V pfipadé PGPC dochazi k vy¢nivani fetézcl ven,

v membrané je zasunut pouze jeden fetézec, membrana je proto sbalenéjsi, APL Cini
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0,61 nm® Retézce POVPC vyénivaji bud ven (coz by vedlo k vétsimu sbaleni
membrany), nebo jsou zanofeny v membrané - mohou v3ak byt také paralelné (to by
naopak vedlo k uvolnéni membrany). Tyto dva efekty pusobi proti sobé&, sbalenost
membrany se proto neméni a proto se neméni ani APL. Hodnota APL pro Cisty POPC
a pro POPC s 10% POVPC je stejna: 0,66 nm?>.

l:l.[l:il:l | | L] L] | i T
= POPC
= POPC+10%PGPC (anionic) sn-2
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Obrazek ¢&. 22 — znazorruje distribuci uhlu sklonu fetézce v sn-2 poloze
oxidovanych lipidii. Uhel 180 ° odpovidé Fetézcim orientovanych rovnobézné

k norméle membrany. [42]

Jak jiz bylo feCeno, vétSi mnozstvi oxidovanych lipidd bylo pozorovano
v membranach jedincul trpicich ateroskler6zou. Ateroskler6za je onemocnéni tepen,
pfi némz se v jejich sténach ukladaji tukové latky. Takto poskozena tepna ztraci
pruznost a dochazi k jejimu postupnému zuzovani az uzavieni. Ateroskleroza je ¢asto
spojovana s apoptoézou (buné&nou smrti) [43]. Apoptdza je proces béhem néhoz jsou
eliminovany pro organismus jiz neprospésné latky. Je to tedy pro organismus dulezity
a prospésny proces, probiha-li ve spravné mife. Vice o ateroskleréze a apoptoze
pojednavaji napfiklad clanky [8 - 10]. Kapoptéze dochazi, jsou-li aktivovany
receptory, které rozpoznavaji apoptické burky. Tyto bunky jsou nasledné odstranény -
dojde k apoptéze. ,Apoptické“ receptory maji své specifické ligandy, navaze-li se

pfislusny ligand na receptor, dojde k aktivaci receptoru. Kromé specifickych ligand
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mohou vSak byt tyto receptory aktivovany oxidovanymi lipidy [8, 10]. K apoptdze pak
budto dochazi ve zvySené mife nebo je funkce receptorli modifikovana.
Experimentalné byl tento proces ovéfen na oxidovanych lipidech PGPC a POVPC a
receptorech PAF-R (platelet activating factor - receptor) [8, 9] a CD36 [8, 10].

V této diplomové praci byl zkouman vliv oxidovanych lipidi (PGPC, POVPC,
PazePC a PoxnoPC) na hydrataci a pohyblivost modelovych lipidovych membran
(neutralnich nebo negativnich) v pfitomnosti KCI nebo v nepfitomnosti soli a to za
fyziologického pH. KCI bylo zvoleno na zakladé vysledkd predchozi studie, kde
vykazoval ,stfedni“ efekt na hydrataci i mobilitu negativnich membran. Neutralni
modelové membrany byly slozeny z POPC a pfislusného oxidovaného lipidu
(v molarnim poméru 9:1). Negativni membrany se skladaly z POPC, POPS
a pfislusného oxidovaného lipidu (tentokrat v molarnim poméru 7:2:1). K oznaceni
lipidi v oblasti glycerolu byla pouzita fluorescenéni znacka Laurdan. Struktury
jednotlivych lipida a Laurdanu a také hloubka zanofeni této znacky jsou vyznaceny na
obrazku ¢&. 23. Z oxidovanych lipidu jsou pro vétsi prehlednost znazornény pouze ty,
které maji péti uhlikaty oxidovany fetézec. PouZitou metodou byla relaxacni relaxace

rozpoustédia.

POPC PGPC POVPC Laurdan

Obrazek ¢. 23 - Struktury lipidi a fluorescencni znacky pouZitych v této

diplomové praci. Fluorofor v Laurdanu je zanofen do oblasti karbonyld lipidd.
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3.2.2 Materialy a metody

3.2.2.1 Pouzité chemikalie

Lipidy - 1,2-palmitoyl-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (POPC), 1,2-palmitoyl-
oleoyl-sn-glycero-3-fosfoserin (POPS), 1-palmitoyl-2-glutaryl-sn-glycero-3-fosfocholin
(PGPC), 1-palmitoyl-2-(5'-oxo-valeroyl)-sn-glycero-3-fosfocholin ~ (POVPC), 1-
palmitoyl-2-(9'-oxo-nonanoyl)-sn-glycero-3-fosfocholin (PoxnoPC) a 1-palmitoyl-2-
azelaoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (PazePC). Lipidy  firmy  Avanti Polar
Lipids, Inc. (Alabaster, AL, USA) byly uskladnény pfi -20°C v rozpoustédlech
chloroformu a metanolu v poméru 2:1 (v:v).

Fluorescentni sonda - 6-dodekanoyl-2-dimethylaminonaftalen (Laurdan),
pofizena od firmy Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Laurdan byl ulozen
v methanolu pfi teploté -20°C.

Ostatni - Chlorid draselny KCI a pufr HEPES byly pofizeny do firmy Fluka
(Buchs, Svycarsko). Voda pro spektroskopické ugely - Milli-Q od firmy (Millipore,
Billerica, MA, USA). Kyselina ethylendiamintetraoctova EDTA, hydroxid sodny NaOH
a hydroxid draselny KOH firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Organicka
rozpoustédla pro spektroskopické ucely byly produktem firmy Merck (Darmstadt,
Némecko).

3.2.2.2 Priprava liposomii

Roztoky pfislusnych lipidd byly smichany s fluorescenéni sondou Laurdan
v molarnim poméru budto POPC/POPS/Oxidovany lipid/Laurdan 69/20/10/1, nebo
POPC/Oxidovany lipid/Laurdan 89/10/1. Organicka rozpoustédla byla za stalého
ohfivani odpafena proudem dusiku. Vysuseny lipid byl rozpustén v 0,5 ml 10 mM
HEPES (pH 7,4) nebo 10 mM HEPES s 150 mM KCI a 3 minuty michan. LUV byly
vytvofeny extruzi pfes polykarbonatovou membranu (Avestin, Ottawa, Kanada) se
100 nm pory. Roztok liposomu byl 3x zfedén pfisluSnym roztokem. Celkova
koncentrace lipidu ve vzorku byla 1 mM. Vzorky byly pfevedeny do kyvety
a ponechany 10 minut vytemperovat na poZadovanou teplotu.

3.2.2.3 Spektroskopicka méreni

Spektroskopicka méreni byla shodna se spektroskopickymi méfrenimi v predchozi
studii.
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3.2.3 Vysledky

V pfedchozi studii této prace byly zkoumany smiSené negativné nabité
membrany POPC/POPS (o molarnim poméru 4:1) a pro srovnani neutralni membrany
POPC. Jelikoz v zivych organismech muze dochazet k oxidaci lipidi v membranach,
je z fyziologického hlediska vyznamné studium oxidovanych lipidovych membran.

V této druhé studii byl tedy pouzit stejny systém lipidu jako v pfedchozi studii
(POPC/PS a POPC) s tim rozdilem, Ze do membran bylo pfidano 10% (molarnich)
Ctyf riznych oxidovanych lipidd. Modelové oxidované membrany byly nejprve
zkoumany bez pfitomnosti soli a poté v pfitomnosti 150 mM KCI.

Lipidové dvojvstvy ve formé LUV byly opét oznaCeny fluorescenéni znackou
Laurdan, ktera se zanofuje do oblasti sn-1 karbonylu. Mdzeme s jeji pomoci proto
studovat vlastnosti v oblasti fosfolipidovych hlavicek. Stacionarni emisni spektra

a kfivky fluorescenc¢niho vyhasinani byly méfeny pfi 283 K.

3.2.3.1 Modelové oxidované membrdny bez pritomnosti soli

Nejprve byl studovan vliv pfitomnosti oxidovanych lipidi (POVPC, PazePC,
PoxnoPC a PGPC) na hydrataci a mobilitu modelovych smésnych membran
POPC/POPS a neutralnich membran POPC bez pfitomnosti soli, tedy pouze v Cistém
pufru.  Molarni pomér jednotlivych lipidd v membrané byl nasledujici:
POPC/POPS/oxidovany lipid: 70/20/10, POPC/oxidovany lipid: 90/10.

Kfivky Sifky v poloviné maxima (FWHM) vykazuji ve v8ech pfipadech jasné
maximum, proces relaxace rozpoustédla probéhl tedy ve vSech systémech béhem
Casoveho rozliSeni méreni [11bak]. Na obrazku €. 24 je znazornéna zavislost FWHM
na Case pro systémy POPC s 10% (molarnimi) oxidovanych lipida a pro Cisté POPC
(kontrolni vzorek). Vidime podobnost kfivek pro systémy obsahujici oxidované lipidy
se stejnymi funkénimi skupinami. Jinak feCeno - blizké jsou si membrany s PazePC
a s PGPC (Cervené krivky), které maji karboxylovou funkéni skupinu a dale jsou si
blizké membrany s PoxnoPC a s POVPC (oranzové kfivky), které maji aldehydovou

funkéni skupinu.
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Obrazek ¢. 24 - FWHM pro Laurdan v dvojvrstvach POPC s prislusnymi oxidovanymi lipidy

v molarnim poméru 9:1. Dvojvrstvy byly ve formé LUV. Méfeno pri 283 K v nepritomnosti

soli.
23000 ——POPC + PazePC
4 POPC + PoxnoPC
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A | | 1 | |
0 5 10 15 20
t (ns)
Obrazek ¢. 25 - Krivky zavislosti v(t)na cCase pro Laurdan v dvojvrstvach POPC

a POPC/POPS s prislusnymi oxidovanymi lipidy (molarni poméry jednotlivych lipidd jsou

uvedeny v textu). Dvojvrstvy byly ve formé LUV. Méfeno pri 283 K v nepfitomnosti sol.
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U kfivek v(t) (obrazek €. 25) pozorujeme stejny trend v blizkosti kfivek jako u FWHM.

KFivky v(t) pro membrany obsahujici oxidované lipidy se stejnymi funkénimi skupinami

jsou si navzajem podobné. To plati jak v neutralnich membranach (zluté a Cervené

kfivky), tak v negativné nabitych membranach (modré a zelené kfivky). Plnou ¢arou

jsou znazornény ty lipidy, jejichz oxidovany Ffetézec je péti uhlikaty, pferuSované jsou

ty s deviti uhlikatym Fetézcem.

Hodnoty celkového spektralniho posuvu Av se pocitaji z rozdilu Av = v(0 ns)-

v(20 ns). Hydratace membrany v oblasti karbonylu je pfimo umérna Av (hodnoty Av

jsou zaneseny do tabulky €. 3 a znazornény na obrazku €. 26).

4000

3950 4

Av {aml)

3800

3850 -

Obrazek ¢. 26 - Hodnoy Av pro Laurdan ve smiSenych dvojvrstvach POPC/POPS a neutrélnich

dvojvrstvach POPC (ve formé LUV) v pfitomnosti pfislusnych oxidovanych lipidd. Dvojvrstvy

rlJ(j'FC-
POVPC
=—4#=—POPC
=l—POPC+ 20% POPS
PoxnoPC PoPC
i POPC + 20% POPS
PazePC POVEC
PGPC

byly bez soli. Méfeni byla provedena pri 283 K.

Tabulka ¢. 3 - Parametry relaxace rozpoustédla ziskané pro POPC/POPS a POPC a pfislusnych

oxidovanych lipidG. Dvojvrstvy byly ve formé LUV a v nepfitomnosti soli. PouZita fluorescenéni znacka byla

Laurdan. Méreni byla provedena pri 283K.

POPC/POPS POPC
oxlipd  Aven) g PP Aven) ey P
PazePC 3890 3,65 82 3990 3,05 78
PoxnoPC 3910 3,30 80 3970 2,80 78
PGPC 3870 3,50 80 3960 2,95 77
POVPC 3910 3,35 81 3970 2,80 79
kontrola 3900 3,15 79 3910 3,20 78
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Pfidavek oxidovanych lipidd do neutralni membrany POPC zpusobi zvySeni
hydratace membrany (Avipopc) = 3910 cm™, Avipopc + oxidovans ipiay) = 3960-3990 cm™).
Nepfesnost méfeni Cini 50 cm™, rozdily Av mezi jednotlivymi oxidovanymi lipidy
v neutralni membrané POPC jsou tedy v ramci experimentalni chyby.

Pfitomnost oxidovanych lipidd v negativné nabité membrané POPC + 20%
POPS (molarni %) nezpusobi vyrazné zmény v hydrataci membrany
(Aviporces) = 3900 cm™, Av(porcsps + oxidovans ipiay) = 3870-3910 cm™). Tyto hodnoty jsou
v ramci experimentalni chyby (50 cm™).

Ve vSech pfipadech bylo pozorovano okolo 80% z relaxa¢niho procesu [20]
(hodnoty pro jednotlivé systémy jsou uvedeny v tabulce €. 3).

Korelaéni kfivka C(t) je zobrazena na obrazku &. 27. Pozorujeme stejné poradi
kfivek jako v pfipadé kfivek v(t), jsou zde vSak navic uvedeny kontroly-dvojvrstvy bez
oxidovanych lipidd. Pofadi je nasledujicii POPC+aldehydy (oranZzové) <
POPC+karboxyly (€ervené) < POPC-kontrola (Cerna) < POPC/PS+aldehydy (modré)
< POPC/PS-kontrola (razova) < POPC/PS+karboxyly (zelené). Krivky Cit)
oxidovanych lipidd v neutralnich dvojvrstvach lezi pod neutralni kontrolou. Kontrola
v negativnich dvojvrstvach lezi vSak mezi vzorky s oxidovanymi lipidy s aldehydy

a oxidovanymi lipidy s karboxyly.

0.5
——POPC (kontrola)

——POPC + PazePC
POPC + PoxnoPC
- - -POPC + PGPC
POPC + POVPC
POPC/PS (kontrola)
——POPC/PS + PazePC
—— POPCI/PS + PoxnoPC
- = POPC/PS + PGPC
— — -POPC/PS + POVPC

C()

t/ns

Obrazek ¢. 27 - Krivky zavislosti C(t) na ¢ase pro Laurdan v dvojvrstvach POPC
a POPC/POPS s prislusnymi oxidovanymi lipidy (molarni poméry jednotlivych lipidt jsou

uvedeny v textu). Dvojvrstvy byly ve formé LUV. Méreno pri 283 K v nepritomnosti soli.
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Obrazek ¢&. 28 - Hodnoy t pro Laurdan ve smiSenych dvojvrstvach POPC/POPS
a neutralnich dvojvrstvach POPC (ve formé LUV) v pfitomnosti pfislusnych oxidovanych

lipidd. Dvojvrstvy byly bez soli. Méfeni byla provedena pri 283 K.

Z C(t) funkce byl vypocitan relaxacni €as T, ktery je nepfimo umérny mobilité
systému. V neutralni membrané dochazi po pfidavku oxidovanych lipida k zvySeni
pohyblivosti systému (t;porc) = 3,20 NS, Tr (Porc + oxidované lipidy) = 2,80 - 3,05 ns).
Pfidavek negativné nabitétho POPS do neutralni dvojvrtsvy POPC s oxidovanymi
lipidy zpusobi snizeni mobility systému - pozorujeme narust <, pfiblizné o 0,5 ns oproti
dvojvrstvam bez POPS (t: ropcips) = 3,15 NS, T; (PopciPs + oxidované lipidy) = 3,30 - 3,65 ns).
Porovname-li vliv funkénich skupin v oxidovanych lipidech na mobilitu, potom zjistime,
ze v pfitomnosti karboxyll je mobilita v oblasti fosfolipidovych hlavi¢ek niz§i nez
v pfitomnosti aldehydd (viz obrazek &. 28 a tabulka €. 3) a to jak v neutralnich
dvojvrstvach (t; (porc + karboxyly) = 3,0 NS, T (PoPc + aldehydy) = 2,8 ns), tak v negativné

nabitych dvojvrstvach (T popc/ps + karboxyly) = 3,95 NS, Tr (PoPC/PS + aldehydy) = 3,3 NS).
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3.2.3.2 Modelové oxidované membrany v pritomnosti KCI

Dale byly pouzity stejné lipidové systémy jako v pfedchozim pfipadé, tentokrat
byly vSak v pfitomnosti 150 mM KCI.

VSechny FWHM profily opét vykazovaly jasné maximum, relaxace
rozpoustédla probéhla béhem €asového rozliSeni méfeni [21].

V poradi kfivek v(t) pozorujeme v pfitomnosti KCI opacny trend nezZ bez soli.
Podobnost kfivek v(t) u dvojvrstev oxidovanych lipidi se stejnymi funk&nimi skupinami
v pfitomnosti KCl jiz nepozorujeme, to je vykresleno na obrazku ¢. 29. Na
obrazku €. 30 jsou pro vétsi pfehlednost uvedeny pouze kfivky v(t) dvojvrstev s péti
uhlikatymi oxidovanymi lipidy. V €ase 5 ns po excitaci fadime kfivky podle hodnot v(z)
nasledovné: POPC+karboxyly (Cervené) < POPC+aldehydy (oranZové)
< POPC/PS+karboxyly (zelené) < POPC/PS+aldehydy (modré) < POPC-kontrola
(¢erna) < POPC/PS-kontrola (rGzova).

23000
22500 —— POPC (kontrola)
—— POPC + PazePC
POPC + PoxnoPC
R - - -POPC + PGPC
i POPC + POVPC
21500 \ POPC + POPS (kontrola)

——POPC + POPS + PazePC
——POPC + POPS + PoxnoPC
S - - -POPC + POPS + PGPC

- - - -POPC + POPS + POVPC

v(t) (cm™)

20500 -

20000 -

t (ns)

Obrazek ¢. 29 - Krivky zavislosti v(f)na ¢ase pro Laurdan v dvojvrstvach POPC a POPC/POPS s pfislusnymi
oxidovanymi lipidy (molarni poméry jednotlivych lipidi jsou uvedeny v textu). Dvojvrstvy byly ve formé LUV.
Meéreno pfi 283 K v pfitomnosti 150 mM KCI.
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Obrazek &. 30 - Kfivky zavislosti v(t)na ¢ase pro Laurdan v dvojvrstvach POPC a POPC/POPS s prislusnymi
péti uhlikatymi oxidovanymi lipidy (molarni poméry jednotlivych lipid( jsou uvedeny v textu). Dvojvrstvy byly ve

formé LUV. Méreno pri 283 K v pfitomnosti 150 mM KCI.

4025 POVPC
4000
PGPC PoxnoPC
\;Pr:uxm:uPC
PazePC
~ 3975 POVPC
5
B
-
3950
—#—POPC
=l=POPC+20%POPS
POPC
3925
= POPC+20%POPS
3900

Obrazek ¢. 31 - Hodnoy Av pro Laurdan ve smiSenych dvojvrstvach POPC/POPS a neutralnich
dvojvrstvach POPC (ve formé LUV) v pfitomnosti prislusnych oxidovanych lipidd. Dvojvrstvy

byly v pfitomnosti 150 mM KCI. Méreni byla provedena pfi 283 K.
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Nyni se zaméfme na hydrataci dvojrstvy v oblasti glycerolu. Jak je patrné
z obrazku €. 31, pfitomnost oxidovaného lipidu v negativné nabité dvojvrstvé vyvola
v pritomnosti 150 mM KCI hydrataci membrany. Negativné nabita dvojvrstva je oproti
sve kontrole silné hydratovana (AV (porcrps) = 3930 cm™,
AV (popc/ps + oxidované lipidy) = 3990 - 4030 cm'1). Rozdily Av mezi kontrolou a jednotlivymi
oxidovanymi lipidy v neutralni membrané POPC jsou v ramci experimentalni chyby
(Avipopc) = 3970 cm™, Avipopc + oxidované iipiay) = 3980 - 4010 cm™). PFesné hodnoty Av

pro jednotlivé dvojvrstvy jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka ¢. 4 - Parametry relaxace rozpous$tédla ziskané pro POPC/POPS a POPC a prislusnych
oxidovanych lipidt. Dvojvrstvy byly ve formé LUV a v pfitomnosti 150 mM KCI. PouZita fluorescencni znacka

byla Laurdan. Méreni byla provedena pfi 283K.

POPC/POPS POPC
oxlipd  Avem)  rmy PO Avem)  rmy PO
PazePC 4010 2,55 78 3990 3,05 77
PoxnoPC 3990 2,70 76 4000 3,05 79
PGPC 4000 2,45 7 4010 3,70 7
POVPC 4030 2,65 80 3980 2,90 81
kontrola 3930 3,35 79 3970 3,00 79

Relaxaéni ¢as T, vypovida o mobilité dvojvrstvy (obrazek &. 32). Ve vétsiné
pfipadt zpUsobi pFitomnost oxidovanych lipidd v dvojvrstvé zvySeni jeji mobility.
Zfetelngji je tento rozdil vidét vnegativné nabité dvojvrstvé POPC/PS
(Tr ;Popcipsy = 3,35 NS, Tr (PoPC/PS + oxidované lipidy) = 2,45 - 2,70 ns). V neutralni membrané
nelze hovofit o jednoznaéném vysledku. Modelové membrany POPC s oxidovanymi
lipidy s deviti uhlikatymi fetézci mobilitu membrany nezméni, oxidované lipidy s péti
uhlikatymi Fetézci vSak mobilitu zvySuji. (tr popc) = 3,00 NS, Tr (PopPC + 9-uhlikaté ox. lipidy) =
3,05 ns, Tr(popC + 5-uhlikaté ox. lipidy) = 2,70 - 2,90 ns). Experimentalni chyba je 0,05 ns.
V pfitomnosti KCI zvySuji karboxyly (v oxidovanych lipidech) mobilitu systému vice

nez aldehydy, rozdil se pohybuje okolo 0,2 ns.
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Obrazek ¢. 32 - Hodnoy t pro Laurdan ve smiSenych dvojvrstvach POPC/POPS a neutralnich

dvojvrstvach POPC (ve formé LUV) v pfitomnosti pfisluSnych oxidovanych lipidd. Dvojvrstvy

byly v pritomnosti 150 mM KCI. Mérfeni byla provedena pfi 283 K.
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3.2.4 Diskuze

3.2.4.1 Délka oxidovanych retézcii / funkcni skupiny:

Nejprve se zaméfme na to, ¢im se sobé navzajem jednotlivé oxidované lipidy
podobaji (tzn., Ze maji podobny vliv na vlastnosti lipidovych dvojvrstev). Nabizeji se
nam dvé moznosti. Prvni z nich je podobnost na zakladé délky oxidovaného fetézce.
V tom pfipadé bychom utvofili 2 dvojice: deviti uhlikaté fetézce maji PoxnoPC
a PazePC, péti uhlikaté fetézce maji POVPC a PGPC. Druhou moznosti je délit lipidy
podle funk&ni skupiny na konci oxidovaného fetézce. Opét bychom utvorili 2 dvojice.
Karboxylovou funkéni skupinu maji PazePC a PGPC, aldehydovou funk&ni skupinu
obsahuji PoxnoPC a POVPC.

Jak znazornuji obrazky €. 24 a 25, blizké jsou si vzdy kfivky s oxidovanymi
lipidy se stejnou funkéni skupinou. To plati pro neutralni i pro negativnhé nabité
dvojvrstvy. Podobnost pfi fluorescenéni relaxaci rozpoustédla tedy nezalezi na stejné
délce oxidovaného fetézce, ale na stejné funkcni skupiné na konci oxidovaného
fetézce.

Porovname-li povrchové napéti a elektroforetickou mobilitu agregatd
oxidovanych lipidu, potom pozorujeme podobnost opét mezi lipidy se stejnou funkéni
skupinou [37]. Tyto vysledky jsou tedy ve shodé s vysledky relaxace rozpoustédla.

Ve vS8ech uvedenych pfipadech (méfime-li relaxaci rozpoustédla, povrchové
napéti nebo elektroforetickou mobilitu) jsou pfi méfeni rozhodujici zmény v oblasti
fosfolipidovych hlavi¢ek. Vime, ze dochazi k vytaceni fetézcl oxidovanych lipidQ
nesoucich aldehydové nebo karboxylové funkéni skupiny. Tyto funkéni skupiny jsou
tedy umistény na rdznych mistech v oblasti fosfolipidovych hlavi¢ek - podle miry své
hydrofilicity. Tim oxidované lipidy ovliviiuji polarni oblast fosfolipidovych hlaviCek.

NezalezZi tedy na délce oxidovaného fetézce, ale na typu funkéni skupiny.
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3.2.4.2 Hydratace:

Zaméfme se nyni na hydrataci membrany. V prvni studii této diplomové prace
bylo zjisténo, Ze pfidavek POPS do neutralni membrany POPC v pfitomnosti KCI
zpusobi dehydrataci dvojvrstvy a v nepfitomnosti soli nevyvola zménu hydratace
dvojvrstvy.

Nyni se zaméFme na to, jaky vliv na hydrataci ma pridavek oxidovanych lipida
do téchto systémul. Signifikantni zvySeni hydratace membrany v pfitomnosti
oxidovanych lipidi pozorujeme v dvojvrstvé POPC bez soli a POPC/PS v KCl,
v ostatnich pfipadech se mira hydratace neméni.

Ve studii [41] byl studovan vliv oxidovanych lipidi na expanzi lipidovych
monovrstev slozenych z DPPC+PoxnoPC a DPPC+PazePC (DPPC znamena 1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin). Bylo zjist€no, Ze v pfitomnosti oxidovanych
lipidd dochazi k expanzi monovrstev. Cim vice oxidovaného lipidu, tim vétsi expanze.
Monovrstvy s PazePC byly expandovangjsi nez ty s PoxnoPC. Expanze je
vysvétlovana reorientaci fetézcl s hydrofilnimi skupinami. To je ve shodé s vysledky
této diplomové prace. Hydratace je zvySena, je-li membrana expandovanéjSi — voda

se do ni tedy lépe dostane.

3.2.4.3 Mobilita:

Po pfidani oxidovanych lipid( do neutralni dvojvrstvy POPC pozorujeme vzrust
mobility systému a to jak v systémech bez soli, tak v pfitomnosti KCI. Pohyblivost
molekul v oblasti fosfolipidovych hlaviCek je tedy zvySena.

V negativné nabitych membranach (POPC/PS) se vysledky pro systémy bez
soli a systémy s KCI liSi. V KCI vyvola pfitomnost oxidovanych lipidd zvySenou
pohyblivost systému, v nepfitomnosti soli dochazi naopak k snizeni pohyblivosti
systému.

Systémy bez soli jsou pohyblivéjsi v pritomnosti oxidovanych lipidl
s aldehydovou funkéni skupinou (POVPC, PoxnoPC). V pfitomnosti KCI jsou naopak
pohyblivéjSi systémy obsahujici oxidované lipidy s karboxylovou funkéni skupinou
(PGPC, PazePC). Karboxylova skupina mize byt odpuzovana fosfatovou skupinou
(PO*). Je v8ak mozné, Ze je tato fosfatova skupina neutralizovana draselnym
kationtem (K") a repulze oxidovanych fetézct PGPC a PazePC je tak zeslabena.

V prvni studii této diplomové prace bylo zjiSténo, Ze pfidavek negativné
nabittho POPS do neutralni membrany POPC v pfitomnosti KCI zpUsobi snizeni
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mobility systému. Pfidavek 20 % (molarnich) tedy vyvolal snizeni mobility membrany.
V této praci bylo do stejného systému pfidano dalSich 10 % (molarnich) negativné
nabitych oxidovanych lipidd. Mohli bychom proto oCekavat, ze to povede jesté
k vétSimu sniZzeni mobility systému (diky vétSimu negativnimu naboji). Pozorujeme
ovSem piesné opacny efekt na membranu, nez jaky bychom pfedpokladali — mobilita
membrany je zvySena. Pfesny divod nezname.

Mohlo by to byt zpusobeno tim, ze dochazi k repulzi mezi zaporné nabitymi
hlavickami POPS a funkénich skupin oxidovanych fetézclh. Muze proto dochazet
k pfemistovani funkénich skupin oxidovanych fetézcl z oblasti fosfolipidovych
hlavi¢ek budto ven z membany nebo naopak do oblasti fosfolipidovych fetézcu.

Také si musime uvédomit, Ze pracujeme s velmi slozitym systémem - tvar
vSech tfi druhd molekul se liSi. Molekuly POPC maji pfiblizné valcovity tvar (CPP = 1)
(CPP viz teoreticky Uvod). Hlavicka POPS je menSi, zatimco velikost fetézcu je stale
stejna (CPP > 1). V pfipadé oxidovanych lipidu je situace naprosto odliSna — prostor
jedné hlavicky je rozSifen o oxidované fetézce a nepolarni fetézec je v membrané
zanoren pouze jeden, v oblasti fosfolipidovych ocasu je tedy vice prostoru (CPP < 1).
Seskupeni téchto tfi lipidu odliSného tvaru, muze mit vliv na zmény v mobilité

systému.
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3.2.5 Zaveér

Prace méla objasnit, jaky vliv bude mit pfidavek fyziologického mnozstvi
oxidovanych lipidd na vlastnosti smiSenych neutralnich a negativnich membran.
Vzorky byly studovany v pfitomnosti 150 mM KCI a v nepfitomnosti soli. Méfeni byla
provedena metodou relaxace rozpoustédia.

PFitomnost oxidovanych lipidi v dvojvrstvé POPC bez soli a POPC/PS v KCI
vyvola zvySeni hydratace membrany, v ostatnich pfipadech se hydratace neméni.

V neutralnich dvojvrstvach POPC pozorujeme po pfidani oxidovanych lipida
vzrust mobility systému a to jak v systémech bez soli, tak v pfitomnosti KCI.

V negativné nabitych membranach se vysledky pro systémy bez soli a systémy
s KCI lisi. V KCI vyvola pfitomnost oxidovanych lipid{i zvySenou pohyblivost systému,
v nepfitomnosti soli dochazi naopak k sniZzeni pohyblivosti systému.

Systémy bez soli jsou pohyblivéjSi v pFitomnosti oxidovanych lipidd
s aldehydovou funkéni skupinou (POVPC, PoxnoPC). V pfitomnosti KCI jsou naopak
pohyblivéjSi systémy obsahujici oxidované lipidy s karboxylovou funkéni skupinou
(PGPC, PazePC).
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3.3 Zaver obou studii

Byly studovany smiSené negativné nabité membrany POPC/POPS a neutralni
membrany POPC. Zkoumany byly pfedevsim fyzikalni vlastnosti — jako jsou hydratace
a pohyblivost v oblasti fosfolipidovych hlavi¢ek. Nejprve byl zkouman specificky vliv
kationtd (NaCl, KCI a CsCl) na tyto membrany. Poté vliv oxidovanych lipidu (PazePC,
PoxnoPC, PGPC a POVPC) opét na stejné membrany a to bud v pfitomnosti KClI,
nebo bez soli. Méfeni byla provedena metodou fluorescencni relaxace rozpoustédia.

V pfitomnosti vybranych kationtd je v negativnich membranach POPC/POPS
pohyblivost v oblasti fosfolipidovych hlavicek snizena. PFitomnost kationtd
v membrané vyvola také jeji dehydrataci. Stejny, ale slabSi trend pozorujeme
i v neutralnich membranach POPC.

Po pfidani oxidovanych lipidd pozorujeme v neutralnich dvojvrstvach POPC
vzrust pohyblivosti systému a to jak v systémech bez soli, tak v pfitomnosti KCI.
V negativné nabitych membranach POPC/POPS se vysledky pro systémy bez soli
a systémy s KCI liSi. V KCI vyvola pfitomnost oxidovanych lipida zvySenou pohyblivost
systému, v nepfitomnosti soli dochazi naopak k snizeni pohyblivosti systému.
Pfitomnost oxidovanych lipidd v dvojvrstvé POPC bez soli a POPC/PS v KCI vyvola
zvyseni hydratace membrany, v ostatnich pfipadech nepozorujeme zmény v hydrataci
membrany.

Z obou studii je zfetelné, Ze pfidavek negativné nabitého lipidu POPS do
neutralni membrany POPC zpUsobi snizeni pohyblivosti systému.

V budoucnu by bylo vhodné vénovat se detailnéji studiu oxidovanych lipida:

1) Provést tato mérfeni s jinou fluorescenéni znaCkou umisténou v jiné hloubce
membrany - a to jak v oblasti ocas, tak v oblasti fosfolipidovych hlavicek.

2) Provést molekularné dynamické simulace téchto systému s oxidovanymi lipidy
a porovnat je s experimentalnimi daty.

3) Zamérit se také na vliv oxidovanych fosfoserini (PS) na dany typ modelovych

membran.
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