ZAUJIMAVOSTI VEDY

Cytoplazmatickd membrana

a jej fluidita

The article shows the effect of cytoplasmic cell membrane composi-
tion on membrane fluidity. It also highlights the role of membrane
fluidity and discusses the possibilities of its evaluation.

Membrane, fluidity

Biologickd membrana umozniuje existenciu zivota ako
ho pozname. Tvori semipermeabilni bariéru medzi
bunkou (resp. organelou) a vonkajSim prostredim, ¢im
umozniuje komunikaciu bunky s okolitym prostredim a
tym kontroluje zloZenie bunky. Pojem biologicka mem-
brana zahffia jednak cytoplazmatickd (bunkovi mem-
branu), ako aj membrany jednotlivych organel (ako na-
priklad endoplazmatického retikula, obalu jadra, Golgiho
apartatu ¢i mitochondrii). Cytoplazmaticka (bunkova)
membrana sluzi ako bariéra oddelujuca vnutorné pro-
stredie bunky od okolia, a preto jej funkény stav je roz-
hodujucim faktorom pre prezitie bunky. Je délezitou
bunkovou Strukturou, na ktorej sa odohravaju mnohé
signalizaéné, biochemické a metabolické procesy vyZa-
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dujuce kontrolované prostredie. Vlastnosti membrany
zavisia najméa od jej zloZenia a je preto prirodzené, Ze si
bunky zloZenie svojej membrany prisne reguluju. Zaro-
ven je vSak aj ciefovou Strukturou pre mnohé lie€iva
vyuzZivané v terapii patologickych stavov aaj mnohé
mechanizmy ich U&inku slvisia prave s cytoplazmatic-
kou membranou a jej fyzikalnymi viastnostami. Medzi
vyznamné fyzikalne vlastnosti patri membranova fluidi-
ta.

Cytoplazmatickd membrana je dvojvrstva lipidovych
molekul, priblizne 5 nm Sirokd, ktora oddeluje vnutorné
prostredie bunky od vonkajSieho. Délezita je preto regu-
lacia jej zloZenia, ktora sluzi ako odpoved na zmeny
teploty, pH a dalsich faktorov. Je dlho zname, Zze okrem
funkcie selektivnej bariéry, biologické membrany zohra-
vaju fundamentalnu rolu pri plneni fyziologickych uloh.
Vagsina biochemickych a biofyzikalnych procesov v
bunke sa odohrava na membrane. Typicka membrana
sa sklada z lipidov, ktoré tvoria jej zakladnu Struktaru,
bielkovin, ktoré tvoria transportné mechanizmy, a sa-
charidov, ktoré tvoria rozpoznavacie molekuly (Obr. 1).

Obr. 1: Struktiira bunkovej membréany (upravené podfa Karp 2010)
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Lipidové zlozky membrany su najma fosfolipidy, sfingo-
lipidy a steroly. Prevahu maju fosfolipidy, skladajlice sa
z hydrofilnej ¢asti napojenej prostrednictvom fosfatovej
skupiny na hydrofébne retazce mastnych kyselin. Mole-
kuly s takymto usporiadanim, hydrofilnou aj hydroféb-
nou Castou, sa nazyvaju amfipatické (Alberts et al.
1998). Podobne aj steroly a glykolipidy, ktoré sa tiez
nachadzaju v membranach, maju tuto vlastnost. Vytva-
ranie lipidovych dvojvrstiev vo vodnom prostredi je na-
sledok prave amfipatického charakteru lipidovych mole-
kul. Hydrofilné €asti sa nata€aju smerom do vodného
prostredia, zatial ¢o hydrofébne retazce su orientované
k sebe vo vnutri membrany. Takéto usporiadanie je pre
obidve Casti z energetického hladiska najvyhodnejsie.
Toto spravanie zaroven zabezpecuje dvojvrstve samo-
zacelovaciu schopnost v pripade vytvorenia trhliny —
kazda trhlina tvori volné rozhranie s vodou, €o je ener-
geticky nevyhodné, a preto sa molekuly dvojvrstvy sa-
movolne preusporaduvaju, aby volné rozhranie odstra-
nili. Nemoznost' vytvarat' volné rozhrania ma u dvojvrs-
tvy kone€nych rozmerov za nasledok vytvaranie hrani¢-
nych pléch okolo uzavretého priestoru, o je podmienu-
juci faktor pri tvoreni bunky (Alberts et al. 1998).

Okrem lipidov, vyznamnu ulohu v cytoplazmatickej
membrane zohravaju aj proteiny, ktoré sa podieflaju na
selektivnom transporte, enzymatickej aktivite a imunit-
nych procesoch. V&eobecne prijimany model membra-
novej Struktury je tzv. model tekutej mozaiky, ktory opi-
suje membranu ako ,more lipidov, v ktorom plavaju pro-

teiny“. Tieto mézu byt bud viazané na povrch membra-
ny (periférne proteiny), alebo su viazané su€asne na
hydrofébne vnutro aj na polarny povrch (integralne pro-
teiny) (Bittman 1997). V porovnani s lipidovou dvojvrs-
tvou su, vo vSeobecnosti, proteiny malo stlacitelne, za-
beraju objem asi 50 — 100 fosfolipidov. Predpoklada sa,
Ze tepelny pohyb lipidov v blizkosti proteinov je znaéne
brzdeny a je spojeny s lokalnym narastom v mikrovisko-
zite. Rozsah tohto efektu klesa s narastajucou vzdiale-
nostou od proteinu, a preto by celkovy efekt na lipidovu
mikroviskozitu mal narastat’ s pribudajucim poctom pro-
teinov v membrane (Shinitzki 1984).

Lipidy tvoria zaklad Struktiry membrany, preto je ich
zloZenie prisne regulované. V membrane sa nachadza-
ju rézne typy lipidov, pricom vSetky musia mat’ amfipa-
ticku Strukturu. Existuju tri hlavné druhy lipidov v mem-
branach: fosfolipidy, sfingolipidy a steroly. Fosfolipidy
obsahuju naviazané dve karboxylové kyseliny. Za fosfa-
tovou skupinou maju naviazany bud cholin, etanolamin,
serin alebo inozitol. Sfingolipidy sa skladaju zo sfingozi-
nu a naviazanej karboxylovej kyseliny. Steroly su orien-
tované malou hydroxylovou skupinou k povrchu mem-
brany a zvySok molekuly smeruje do vnutra dvojvrstvy
(Karp 2010). V Tabulke 1 uvadzame priklady lipidového
zloZenia vybranych membran.

Tab. 1: Lipidové zlozenie vybranych membran (upravené podfa Karp 2010)

Lipid Ludsky erytrocyt Ludsky myelin Mitochondria zo srdca kravy E. coli
Kyselina fosfatidova 1,5 0,5 0 0
Fosfatidylcholin 19 10 39 0
Fosfatidyletanolamin 18 20 27 65
Fosfatidylglycerol 0 0 0 18
Fosfatidylserin 8,5 8,5 0,5 0
Kardiolipin 0 0 22,5 12
Sfingomyelin 175 8,5 0

Glykolipidy 10 26 0

Cholesterol 25 26 3

V tabulke su uvedené percenta z celkovej hmotnosti lipidov.

Membranova fluidita predstavuje vlastnost membrany
spravat’ sa ako dvojrozmerna tekutina, ¢o znamena, ze
v ramci dvojvrstvy sa mézu lipidy pohybovat’ a vymienat’
si svoje miesta. Tzv. model tekutej mozaiky zdbérazhuje
fluiditu daného usporiadania — molekuly lipidov maju
znaénu volnost’ pohybovat' sa lateralne, rotovat' a pre-
klapat' sa (Obr. 2). Tieto vymeny vedu k rychlej difuzii v
ramci roviny membrany. Lateralna diftzia je pohyb mo-

lekul, kedy si fosfolipidy vymienaju miesta so susednymi
molekulami v ramci roviny monovrstvy. Pri rotacii do-
chadza k rychlemu ota€aniu molekuly okolo svojej po-
zdiznej osi. Pri preklapani (angl. flip-flop) dochadza ku
prechodu molekuly z jedenej monovrstvy do druhe;.
Zatial ¢o lateralna difuzia a rotacia su bezné tepelné
pohyby, ktoré umoznuju rychlu vymenu lipidov na po-
vrchu bunky, preklapanie je pomerne zriedkavé a vyza-
duje si pritomnost’ ur€itych proteinov (Alberts et al.
1998).
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Obr. 2: Pohyblivost’ fosfolipidov
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Skutonost, Ze sa molekuly mézu volne pohybovat v
rovine membrany, z nej vytvara dvojrozmernu tekutinu.
Stupen tekutosti, teda lahkost' s akou sa mézu molekuly
v membrane pohybovat, je urujuci pre funkénost
membrany a musi byt udrZiavany v nalezitych hrani-
ciach (Alberts et al. 1998). Fluiditu membrany ovplyviu-
ju rézne faktory. Jednak je to lipidové zlozenie membra-
ny, ale napriklad aj teplota.

Vo v8eobecnosti plati, Zze kratke a rozvetvené retazce,
pritomnost’ dvojitych vazieb a vysoka polarita hydrofilnej
Casti molekul, tekutost membrany zvySuju (Lakowicz
2006). Kazda dvojita vazba v nenasytenom retazci vy-
tvara nepravidelnost, ktora stazuje prikladanie jedného
retazca k druhému. Preto membrany s vysokym obsa-
hom nenasytenych uhlovodikovych retazcov maju vys-
Siu tekutost ako tie s mensim poctom (Alberts et al.
1998). Uvedenie cis-dvojitej vazby do acylového retaz-
ca fosfolipidu zvySuje vo vyznamnej miere jeho Specific-
ky objem, &o sa prejavi v zniZzeni viskozity prostredia.
Dvoijita vazba ma najvyraznejsi efekt, ked je situovana v
plne saturovanom retazci. Uvedenie druhej dvojitej vaz-
by do retazca ma uz omnoho mensi vplyv na znizova-
nie viskozity. Pri vy8Sich stupfioch saturacie sa tento
efekt stava postupne menej vyrazny (Shinitzki 1984).
Stupen nenasytenia acylového retazca fosfolipidov je
do znacnej miery uréeny na urovni membranovej bioge-
nézy, ked v procese biosyntézy fosfolipidov dochadza k
selekcii vhodnych mastnych kyselin. Specidlne intrace-
lularne enzymy (desaturazy) su schopné upravovat
podet nenasytenych vazieb a dizku retazcov v mast-
nych kyselinach, ktoré ma bunka k dispozicii (Shinitzki
1984). Bunky, ktoré sa musia prispésobovat’ meniacim
sa teplotnym podmienkam, maju schopnost’ regulovat’
tekutost' svojej membrany takymto nastavovanim dizky
a nasytenia uhfovodikovych retazcov. Napriklad pri
vysokych teplotach bunka produkuje dlhsie retazce s
mensim pocétom dvojitych vazieb (Alberts et al. 1998).
Vplyv cholesterolu, ale aj inych sterolov, je zlozitejsi. Za
fyziologickych podmienok vystupuje cholesterol ako

X

hlavny ,stuzova¢® v prirodzenych membranach. Jeho

vplyv sa prejavuje v celkovom naraste mikroviskozity a
usporiadanosti lipidov v dvojvrstve. Je v3ak nutné po-
znamenat, 2e zavisi od aktualnej teploty a tzv. teploty
fazového prechodu Ty, Tato teplota vyjadruje hranicu,
pod ktorou sa lipid nachadza v krystalickom stave a nad
ktorou sa nachadza v tekutokrystalickom, resp. tekutom
stave. Ak je aktualna teplota nizSia ako Ty, bude cho-
lesterol tekutost membrany zvySovat, pretoZze jeho
aromaticka Struktura narusa pravidelné usporiadanie
retazcov karboxylovych kyselin fosfolipidov. Naopak, ak
je teplota vy88ia ako Ty, cholesterol zapadne do medzi-
er medzi molekulami a stabilizuje tak vrstvu, v ktorej sa
nachadza. Cholesterol nad teplotou fazového prechodu
znizuje tekutost’ membrany.

Vplyv proteinov na lipidovd dynamiku je podobny ako v
pripade cholesterolu. Bielkoviny taktiez zvySuja rigiditu
a usporiadanost tekutych lipidovych domeén, ale pod
lipidovym fazovym prechodom sa spravaju opacne
(Shinitzki 1984). Vyznamny faktorom je tiez teplota. Pri
znizeni teploty spdsobi pokles tepelnej energie znizenie
rychlosti pohybu lipidov, v désledku ¢oho sa dvojvrstva
stava menej tekutou.

Tekutost membrany je pre bunku ddlezita z viacerych
doévodov. Umoziiuje membranovym proteinom rychlo
difundovat’ v rovine membrany a interagovat’ navzajom,
¢o ma vyznam pri bunkovej signalizacii. Poskytuje jed-
noduchy spdsob distriblcie membranovych lipidov a
proteinov z miest, kde boli po svojej syntéze zallenené
do membrany, do inych miest v bunke. A taktiez umoz-
nuje membranam vzajomnu fuziu a zmiesanie ich mole-
kul a zaistuje rovnomerné rozdelenie membranovych
molekul medzi dcérske bunky pri bunkovom deleni
(Alberts et al. 1998).

Membranovu fluiditu je mozné ohodnotit’ vyuzitim fluo-
rescencnych sond. Medzi najCastejSie pouzivaneé patri
DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién), TMA-DPH (1-(4-
trimetylaméniumfenyl)-6-fenyl-1,3,5,-hexatrién), 12-AS
(12-(9-antroyloxy) kyselina stearova) a ANS (1-anilino-
8-naftalén sulfonat). Prave preto, Ze su tieto sondy loka-
lizované v réznych urovniach lipidovej dvojvrstvy, umoz-
nuju sledovat zmeny membranovej fluidity v réznych
oblastiach dvojvrstvy, su teda Specificky vhodné na cha-
rakterizaciu odliSnych oblasti membrany (Obr. 3). TMA-
DPH sa pouziva na monitorovanie fluidity v blizkosti
povrchu bunkovej membrany. Polarna €ast tejto sondy
je ukotvena na rozhrani lipid-voda, zatial ¢o uhlovodi-
kova €ast’ vstupuje do hydrofébnej oblasti dvojvrstvy.
Dizka hydrofébnej &asti molekuly TMA-DPH je priblizne
ekvivalentnd 10 uhlikovému retazcu. ANS sa zabudo-
vava takym spésobom, Ze aniénova sulfonatova skupi-
na je orientovana smerom ku hydrofébnym ¢&astiam
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lipidov a podava teda informaciu o interakcii medzi pro-
teinmi a lipidmi a o fluidite povrchu membrany. 12-AS a
DPH sa zabudovavaju do hydrofobnych oblasti lipidovej
dvojvrtsvy. Najznamejsi spdsob hodnotenia membrano-
vej fluidity vyuziva polarizovanu fluorescenciu sond,
ktora poskytuje informacie o rotaénych pohyboch fluo-
rescencnych sond zabudovanych do membrany, pri¢om
medzi naj¢astejie pouzivanu patri sonda DPH. Moleku-
la DPH ma hydrofébny charakter, absorbuje Ziarenie v
tej oblasti vinovych dizok (absorpéné maximum 360
nm), v ktorej neabsorbuju ziadne iné zlozky membran,
zaroven sa neviaze na proteiny a je chemicky stabilna.

Po pridani sondy DPH k izolovanym membranam sa
sonda zabuduje do membrany, &o je sprevadzané sil-
nym zvySenim jej fluorescencie (fluorescenéné maxi-
mum 430 nm) (Mason 1999). Vyuziva sa pri tom fyzi-
kalny jav anizotropia, spocivajuci v tom, ze fyzikalne
vlastnosti latky sa menia podfa smeru, v ktorom tieto
vlastnosti meriame. Preto sa anizotropia fluorescencie
sondy DPH (merana porarizovanym svetlom) sprava
ako indikator Strukturneho usporiadania hydrofébneho
vnutra membrany, €o je inverzne proporcionalne mem-
branovej fluidite.

Obr. 3: Vdzba najpouzivanejsich fluorescenénych sond na Specifické oblasti lipidovej dvojvrstvy (upravené podfa

Marczak 2009).
CH,
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Clanok poukazuje na vplyv zloZenia cytopazmaticke;
membrany bunky na tekutost’ (fluiditu) membrany. Upo-
zornuje tiez na ulohu fluidity membrany a diskutuje
moznosti jej ohodnotenia.
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