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ABSTRACT

General anesthesia is defined as impairment of the central nervous system
(UON) caused by intravenous or volatile anesthetics. The state of loss of conscio-
usness or even amnesia and the disappearance of perception into external stimuli
is achieved by the use of a large group of chemical compounds. The use of nitrous
oxide in 1844 revolutionized surgery and medicine at that time. From that moment,
anesthesiology develops dynamically, allowing more and more complex procedures.
Despite more than 170 years of history of anesthesia, understanding the mecha-
nism of reversible loss of awareness and sensitivity to pain caused by the action of
general anesthetics is one of the greatest challenges of modern pharmacology and
neuroscience. Incredibly high diversity of anesthetics, including both noble gases
and complex steroids, combined with human sensation makes the above problem
extremely difficult to solve.

The reversibility of the anesthesia phenomenon suggests that the analyzed
phenomenon is based on disturbance of weak intermolecular interactions, such as
hydrogen bond or van der Walls forces. Anesthetic molecules may bind directly
to the hydrophobic region of protein, which causes its conformational changes or
disturb ion channel activity by anesthetic-induced perturbations of lipid bilayers.
The mechanism of anesthesia is thus very often attributed to both protein and lipid
membrane targets. The influence of anesthetic molecules on biomolecular systems
can be studied successfully using many different physico-chemical methods, such
as, infrared, fluorescence or nuclear magnetic resonance spectroscopy. Vibrational

circular dichroism as well as differential scanning calorimetry can also be used.

Keywords: inhalation anesthetics, anesthesia, weak intermolecular interactions,
lipid membrane

Stowa kluczowe: anestetyki wziewne, anestezja, stabe oddzialywania miedzycza-
steczkowe, btona lipidowa
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B-helisa zawierajaca 6,3 reszt aminokwasowych na
skret

dipalmitoilofosfatydylocholina (ang. dipalmitoilpho-
sphatidylcholine)

roznicowa kalorymetria skaningowa (ang. differential
scanning calorimetry)

kwas gamma-aminomaslowy (ang. gamma aminobu-
tyric acid)

lamelarna faza cieklokrystaliczna (ang. lamellar liquid
crystalline)

lamelarna faza zelowa (ang. lamellar gel phase)
lamelarna faza przemienna (ang. lamellar interdigita-
ted phase)

lamelarna faza krystaliczna (ang. lamellar crystalline
phase)

minimalne stezenie pecherzykowe (ang. minimum
alveolar concentration)

magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magne-
tic resonance)

pofalowana faza zelowa (ang. rippled gel phase)
temperatura gléwnego przejscia fazowego (ang.
the temperature of the main phase transition)
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WPROWADZENIE

Znieczulenie ogolne jest definiowane jako uposledzenie o$rodkowego ukladu
nerwowego (UON) wywolane przez dozylne badz lotne anestetyki [1, 2]. Stan utraty
$wiadomosci czy nawet amnezji oraz zaniku percepcji na zewnetrzne bodzce osia-
gany jest przez zastosowanie licznej grupy zwigzkéw chemicznych. Wykorzysta-
nie w 1844 roku, po raz pierwszy w historii, podtlenku azotu zrewolucjonizowato
owczesng chirurgie i medycyne. Od tego momentu anestezjologia rozwija sie prez-
nie, umozliwiajac przeprowadzanie coraz bardziej zlozonych zabiegéw [3]. Mimo
ponad 170-letniej historii, zrozumienie mechanizmu odwracalnej utraty $§wiado-
mosci i czulosci na bol, wywolanej dziataniem $rodkéw znieczulenia ogdlnego, jest
jednym z najwiekszych wyzwan wspolczesnej farmakologii i neuronauki. Niewia-
rygodnie duza réznorodnos¢ anestetykdw, obejmujaca zaréwno gazy szlachetne jak
i ztozone steroidy, w polaczeniu z ludzkim odczuwaniem czyni powyzszy problem
niezwykle trudny do rozwigzania.

1. ANESTETYKI WZIEWNE

Pierwsze $rodki znieczulenia ogdlnego, jak eter dietylowy czy chloroform, cha-
rakteryzowaly sie fatwopalno$cia i wysoka toksycznoscig (Rys. 1). W celu zwigk-
szenia bezpieczenstwa operowanego pacjenta dazono do redukeji niepozadanych
efektow, m.in. przez podstawienie atomow wodoru atomami fluorowcow.
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Rysunek 1. Historia rozwoju anestezjologii
Figure 1. History of development of anesthezia

W roku 1960 wprowadzono do uzytku klinicznego metoksyfluran, bedacy
pochodng eterowa. Mimo eliminacji wielu efektéw ubocznych, wywotanie ane-
stezji przez ten zwigzek trwalo zbyt dlugo. Réwnie trudne okazalo si¢ wybudza-
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nie pacjenta. W niewielkim odstepie czasowym wdrozono dwa izomery: enfluran
i izofluran, sposrod ktorych izofluran charakteryzowat si¢ wieksza odpornoscia na
metabolizm, a tym samym nie wywieral szkodliwego wplywu na organy. Dazac do
uzyskania farmakologicznie perfekcyjnego srodka znieczulajacego, nie poprzestano
na izofluranie. Usunigcie wszystkich halogenéw, za wyjatkiem fluoru poskutkowato
otrzymaniem niepalnej cieczy o niezwyklej wytrzymalosci na metabolizm. Desflu-
ran, eter etylowo-metylowy, w ktorym wszystkie wodory zostaly zastapione atomami
fluoru, wprowadzono w 1992 roku. Dwa lata p6Zniej zsyntezowano pochodng eteru
metylowo-izopropylowego, sewofluran. Spelnienie niemal wszystkich wymagan
stawianych idealnemu srodkowi znieczulajgcemu pozwolito na stosowanie zaréwno
sewofluranu jak i desfluranu we wspoélczesnej anestezjologii [2-6].

1.1. WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE WZIEWNYCH
SUBSTANCJI ZNIECZULAJACYCH

Grupa $rodkéw znieczulenia ogélnego obejmuje szereg strukturalnie rézno-
rodnych zwiazkéw, ktére moga by¢ podawane na sposob wziewny lub iniekcyjny.
Anestetyki inhalacyjne naleza do trzech rozleglych klas: eteréw, alkanow oraz
substancji, ktére w temperaturze i ci$nieniu standardowym wystepuja w gazowym
stanie skupienia. Nowoczesne $rodki znieczulajace to w gléwnej mierze pochodne
eteréw, ktérych czasteczki w swej strukturze posiadajg atomy fluoru oraz chloru,
zastepujace atomy wodoru. Zabieg halogenacji prowadzi do redukcji toksycznosci
lekéw oraz do wzrostu opornosci na metabolizm w organizmie pacjenta. Analogi
eteréw i alkanéw w warunkach normalnych wystepuja jako lotne ciecze, ktorych
temperatury wrzenia siegaja 50-60°C. Nowoczesne anestetyki wziewne s niepalne,
jak réwniez nie posiadajg wlasciwo$ci wybuchowych [7-11].

Tabela 1. Wrhaéciwosci fizykochemiczne wybranych anestetykow wziewnych [2]
Table 1. Physicochemical properties of selected inhaled anesthetics [2]
Whasciwosci N,0 Enfluran Izofluran Sewofluran Desfluran
Masa czasteczkowa [g] 44 184,5 184,5 200 168
Gestos¢ - 1,520 1,502 1,520 1,465
Temperatura wrzenia [°C] -88,5 56,5 48,5 58,5 22,8
Preznosé¢ pary
R 172 24 1

[mm Hg; 20°C] 39,8 7 0 70 669
Wspotczynnik podziatu 0.46 1,90 1,46 0,65 042
krew:gaz
MAC [%] 104,00 1,68 1,14 2,05 6,00

Transport anestetykéw wziewnych w organizmie, w odrdznieniu od lekéw
podawanych dozylnie, zalezy od efektywnosci poboru leku przez pluca, a nastep-
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nie dostarczenia do miejsca ich dzialania w osrodkowym ukladzie nerwowym [7].
Wydajnoé¢ dystrybucji leku jest zwigzana z ich wlasciwo$ciami fizycznymi, roz-
puszczalnoscig we krwi oraz preznoscig pary (Tab. 1).

Rozpuszczalno$¢ srodkéw znieczulenia ogdlnego we krwi jest charaktery-
zowana przez wspolczynnik podzialu krew/gaz. To stosunek stezen anestetyku
wziewnego we krwi oraz w fazie lotnej. Wysoki wspolczynnik wigze si¢ z silnym
powinowactwem leku do krwi. Przeciwnie jest w przypadku niskiej wartosci tego
parametru. Innymi stowy anestetyki o niewielkich wspdlczynnikach charakteryzuja
sie szybkim wywolaniem znieczulenia z jednoczesnym krétkim czasem wybudzenia.
Obok desfluranu najnizsza warto$¢ stosunku krew/gaz posiada sewofluran (0,65).
Natomiast rzadziej stosowane we wspoélczesnej anestzjologii, izofluran i enfluran,
posiadajg wspdtczynniki znacznie wyzsze [9].

Sila dziatania anestetykow wziewnych jest powszechnie wyrazana przez mini-
malne stezenie pecherzykowe (ang. minimum alveolar concentration, MAC). Inter-
pretowane jest jako stezenie anestetyku wziewnego konieczne do powstrzymania
reakcji ruchowych u 50% populacji ludzi dorostych w odpowiedzi na okreslone
bodzce. Wysoka warto$¢ parametru MAC wigze si¢ ze wzmozonym poborem gazu
znieczulajacego, co oznacza, ze sila dzialania anestetyku jest niska. Wéréd anali-
zowanych lekdw najsilniejszy jest izofluran, ktérego minimalne stezenie pecherzy-
kowe wynosi 1,17% [7].

W warunkach klinicznych wykorzystywane sa mieszaniny racemiczne lekow.
Mimo to stereoselektywno$¢ potencjalu znieczulajacego halogenoeteréw jest
tematem licznych rozwazan. Halotan, enfluran, izofluran oraz desfluran posia-
daja czynny optycznie chiralny atom wegla. Optyczne izomery izofluranu wyka-
zujg réznice w oddzialywaniu z receptorami bialkowymi np. z receptorem kwasu
y-aminomastowego (GABA,). Poniewaz wspolczynnik bezpieczenstwa dla aneste-
tykow wziewnych jest bardzo niski, sugeruje sie ze nawet stosunkowo niewielki sto-
pien stereoselektywnosci moze spowodowac znaczacy kliniczng przewage jednego
z enancjomerdw nad mieszaning racemicznag [4, 12].

aF F F aQ F
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Rysunek 2. Struktura chemiczna enfluranu i izofluranu
Figure 2. The structure of enflurne and isoflurane

Enfluran i izofluran (Rys. 2) to izomery strukturalne, posiadajace jednakowa
mase oraz objeto$¢ czasteczkows, ok. 110 A’. Izofluran posiada niemal dwukrot-
nie wigkszy moment dipolowy niz enfluran. Ich wartosci wynosza odpowiednio:
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2,0 D dla izofluranu i 0,7 D dla enfluranu. W tej rozbieznosci upatruje si¢ réznicy
w oddziatywaniu anestetykow z bialkami, a tym samym odchylen w toksycznosci
zwigzkow [13].

1.2. MECHANIZM DZIALANIA ANESTETYKOW WZIEWNYCH

Zrozumienie mechanizmu dziatania §rodkéw znieczulenia ogélnego, prowa-
dzacego do odwracalnej utraty $wiadomosci i czuto$ci na bol, jest jednym z najwiek-
szych wyzwan farmakologii. Niezwykla réznorodno$¢ strukturalna anestetykow
sprawia, ze jest to szczegolnie trudny problem do rozwigzania.

Na poziomie komoérkowym, anestetyki wplywaja na funkcjonowanie komo-
rek nerwowych, uposledzajac aktywno$¢ synaps, a tym samym prace kanalow
jonowych. W standardowych warunkach te wyspecjalizowane bialka blonowe sa
aktywowane poprzez sygnaly chemiczne badz modyfikacje otoczenia btony komor-
kowej [14-16]. Po aktywacji, kanaly zmieniaja pobudliwos¢ elektryczng neurondw,
kontrolujac przeptyw przez blong¢ jonéw pobudzajgcych lub hamujgcych. Dziatanie
srodkéw znieczulenia ogdlnego opiera sie przede wszystkim na wzmocnieniu ruchu
jonéw hamujgcych badz blokowanie sygnaléw pobudzajacych. W odniesieniu do
tych rozwazan istnieja dwie teorie: lipidowa i biatkowa [17, 18].
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Rysunek 3. (A) Wykres zalezno$ci Mayer’a — Overton’a [4] (B) Schemat obrazujacy mechanizm znieczulenia
oparty na zmianie ci$nienia lateralnego w bonach [29]

Figure 3. (A) Mayer - Overton correlation [4] (B) The anesthesia mechanism based on the membrane late-
ral pressure change [29]

Wraz z odkryciem, ze blona biologiczna jest zbudowana gltéwnie z lipidow
wysnuto hipoteze, ze dzialanie anestetykéw wziewnych ukierunkowane jest na
dwuwarstwe lipidowa [19]. Fundamentem tej teorii sa prace Mayera i Overtona
[20, 21] przedstawiajaca korelacj¢ pomiedzy silg dzialania srodkéw znieczulajacych,
a ich rozpuszczalnoscig w tluszczach (Rys. 3A). Czasteczki anestetyku wnikajac do
wnetrza btony komdrkowej, w chwili przekroczenia stezenia krytycznego, zmieniajg
wlasciwosci dwuwarstwy lipidowej. Transformacje blony towarzyszace pojawieniu
sie czasteczek anestetykow objawiajg sie m.in. powiekszeniem jej objetosci [22], dez-
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organizacjg ulozenia lipidoéw lub modytikacja profilu ci$nienia lateralnego w blonie
[23]. Wigkszos¢ teorii opartych na zaleznosci Mayer’a i Overtona [24, 25] postuluje,
ze zaburzenia struktury dwuwarstwy lipidowej, wywolane obecno$cig anestetykow
w uktadzie, wplywaja na funkcje biatek blonowych obecnych w komoérkach nerwo-
wych.

W 1973 roku Miller i wspotpracownicy [26] zaproponowali hipoteze krytycz-
nej objetosci blony lipidowej, w ktdrej to wysnuto przypuszczenia, ze hydrofobowe
czasteczki anestetykow gromadza sie w neuronowych dwuwarstwach lipidowych
wplywajac na profil cisnienia lateralnego w poprzek blony i powodujgc jej rozsze-
rzenie. Zwigkszenie objetosci blony prowadzi do odwracalnych zmian w funkcjono-
waniu kanaléw jonowych, wywolujac ostatecznie stan znieczulenia.

Nieco inne podejscie przedstawil Mohr [27], ktory sugerowal, ze dzialanie
srodkéw znieczulenia ogdlnego zwigzane jest z wyrazng zmiang ci$nienia lateral-
nego w blonach. Kazda blfona lipidowa posiada odrebny profil rozkladu cisnien
lateralnych, ktdre charakteryzuja si¢ wysokimi wartosciami (Rys. 3B). Modyfikacje
tego parametru zaburzajg rownowage konformacyjng bialek blonowych, wykazu-
jacych wysoka czulos¢ na tego typu zjawiska. Wniknigcie do wnetrza blony czaste-
czek amfifilowych, takich jak anestetyki, zwigksza selektywnie ci$nienie lateralne
w poblizu powierzchni dwuwarstwy. Nastepnie jest ono wyréwnywane w kierunku
srodka blony. Gdy w odpowiedzi na impuls nerwowy kanal jonowy probuje si¢
otworzy¢, powieksza sie jego powierzchnia w poblizu zetkniecia sie z woda. Jakie-
kolwiek zmiany hamujg proces otwarcia, uniemozliwiajac transport neurotransmi-
terow [28, 29].

Teoria lipidowa oparta na regule Mayera i Overtona [24, 25] posiada pewne
ograniczenia. Koblin i Eger [30] udowodnili, Ze istnieje szeroka gama zwigzkow,
m.in. polihalogenowe alkany, ktére mimo dobrej rozpuszczalnosci w ttuszczach nie
wykazujg sugerowanego dzialania znieczulajgcego. Ponadto przytoczone zmiany
zachodzace w blonie lipidowej, wymagaja uzycia anestetykéw w stezeniach znacz-
nie przewyzszajacych te niezbedne do wywolania znieczulenia [31]. Warto jednak
zauwazy¢, ze rozmieszczenie lekdw w blonie komoérkowej nie jest jednorodne.
W wielu przypadkach czasteczki substancji aktywnych kumulujg si¢ w obszarach
taczenia bialka z lipidami, co skutkuje wysokim stezeniem lokalnym specyfiku. Dla-
tego nie wyklucza sie, ze zastosowanie stezen klinicznych anestetykéw jest niewy-
starczajace do wywolania zmian strukturalnych dwuwarstwy lipidowej w komorce
nerwowej [25].

Réwnoczesnie z pojawieniem si¢ pierwszych watpliwosci co do stusznosci
teorii lipidowej, zaczeto bada¢ struktury bialkowe (neurotransmitery, receptory
czy kanaly jonowe) pod katem potencjalnych celéw dzialania anestetykdw. Franks
i Lieb [32] zaprezentowali wyniki ukazujace zdolno$¢ srodkéw znieczulajacych do
zahamowania bioluminescencyjnych funkgji lucyferazy. Eksperymenty przeprowa-
dzone in vitro potwierdzily wplyw srodkéw znieczulenia ogélnego na funkcje bia-
tek. Dlatego uwaza sig, ze stan znieczulenia moze wigzac si¢ z zakldceniem procesu
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wigzania liganda przez bioczasteczke lub zaburzeniem zdolnosci biatka do zmian
konformacyjnych istotnych dla jego funkcjonowania [33-35].
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Rysunek 4. Schemat dzialania anestetykéw na receptory GABA, i glicynowe [4]
Figure 4. The scheme of anesthetic actions on GABA, and glycine receptors [4]

W strukturze biatkowej wystepuje szereg aminokwaséw tworzacych kieszenie
hydrofobowe, ktdre moga by¢ zajmowane przez anestetyki. Ponadto hydrofobowe
aminokwasy sg gtéwnymi sktadnikami «a-helis, a ich fancuchy boczne sa wyekspo-
nowane na powierzchni biatka, ktdra styka si¢ z btong lipidowa. Czgsteczki srodkow
znieczulajacych, wnikajac w przestrzen taczacg biatko z lipidami, mogg zaktoci¢ ich
oddziatywanie i bezposrednio wptyng¢ na konformacje biatka [2].

W ciggu ostatnich lat, badania nad mechanizmem dzialania anestetykow
skupily si¢ gléwnie na kanaltach jonowych, ktére znajdujg si¢ w blonie komorek
nerwowych. W stezeniach klinicznych $rodki znieczulenia ogdélnego wplywaja na
wlasciwosci wydzielnicze neurondw, pozostawiajac w ten sposob aksonalne prze-
wodnictwo potencjatu czynnosciowego, w znacznym stopniu nienaruszone. Jednym
z najczesciej badanych jest receptor GABA, nalezacy do rodziny kanatéw jonowych
bramkowanych napieciem. Wraz z receptorem glicynowym stanowia grupe recep-
toréw hamujacych (Rys. 4). Kwas y-aminomastowy (GABA) pobudza receptory
GABA,, ktdre zwigkszaja przepuszczalno$¢ kanatéw chlorkowych oraz wywotuja
hiperpolaryzacje¢ blony komérkowej. Wiekszos¢ anestetykow wziewnych, wliczajac
w to wszystkie pochodne eteréw i wybrane alkany wzmacniajg funkcje receptorow
(35, 36].

2. WEASNOSCI BELONY LIPIDOWE]J W KONTEKSCIE

INTERAKC]JI ZE SRODKAMI ZNIECZULAJACYMI

Blony stanowia osrodek wielu proceséw zachodzacych w komoérkach organi-
zméw zywych. Posredniczg w ustalaniu i utrzymywaniu gradientéw transblono-
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wych, regulujg transport z i do komorki, biorg udzial w komunikacji mi¢dzyko-
morkowej oraz tworzg srodowisko dla licznych reakcji biochemicznych [37-40].
Biorgc pod uwage mnogo$¢ funkeji blon jest oczywiste, ze wszelkie modyfikacje
strukturalne mogg wplywac¢ na fizjologie organizmu [41].

Lipidy i bialka stanowig integralng czes¢ blon biologicznych otaczajacych
komorki organizméw zywych. Sklad lipidowo-bialkowy blony oraz wystepujace
pomiedzy nimi oddzialywania $cisle koreluje z jej funkcjonalnoscia [42]. W wielu
przypadkach, rodzaj lipiddw, ktére oddzialuja z aminokwasami jest w pewnym stop-
niu okreslony przez typ bialka, z ktérym sgsiaduje. Bialka transblonowe wplywaja
takze na wlasciwosci strukturalne dwuwarstwy lipidowej [43, 44]. Oddzialywania
biatkowo-lipidowe s wigc istotnym czynnikiem warunkujacym strukture i funkcje
struktur komoérkowych.

2.1. STRUKTURA DWUWARSTWY LIPIDOWE]

Podstawg strukturalng wszystkich bton biologicznych jest dwuwarstwa lipi-
dowa. Zbudowana z dwoch przeciwstawnych warstw czasteczek lipidow, ktorych
polarne glowy skierowane sg w strone fazy wodnej, a hydrofobowe tancuchy weglo-
wodorowe tworza wnetrze agregatu (Rys. 5) [39, 41].

Hydrofilowa gtowa

Btona lipidowa

20 )

Hydrofobowy ogon

—

Rysunek 5. Schemat budowy czasteczki lipidu bedacego elementem dwuwarstwy lipidowej [45]
Figure 5. Structure of lipid molecule as the element of lipid bilayer [45]
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Lipidy zorganizowane w dwuwarstwy lipidowe naleza do czgsteczek amfifilo-
wych, ktérych hydrofilowe gtowy wchodza w sklad kilku klas chemicznych [46].
Ponadto kwasy tluszczowe tworzace ogon lipidowy mogg naleze¢ do zwigzkow
nasyconych badz nienasyconych o réznej dtugosci fancucha. Wyodrebniono ponad
100 réznych lipidow, ktérych zawartos¢ w komoérce waha sie od 20 do 80% wszyst-
kich sktadnikéw [47]. Ze wzgledu na budowe chemiczna lipidy mozna podzieli¢ na
cztery klasy [46, 48]:

- fosfolipidy (diacylofosfoglicerydy)

- glikolipidy (diacyloglikoglicerydy)

- sfingolipidy

- sterole.

Fosfolipidy dominuja pod wzgledem zawartosci w blonach biologicznych,
a wérod nich fosfatydylocholina i fosfatydyloetanoloamina (Rys. 6.A). Oprécz an-
cuchow weglowodorowych w swej strukturze posiadaja reszte glicerolowg i fosfora-
nowa, a takze alkohol, definiujgcy ich rodzaj (Rys. 6B) [48, 49].

A. Sktad lipidowy czerwonych krwinek B.

Cholesterol
m Fosfatydylocholina
m Sfingomielina
® Fosfatydyloetanoloamina
M Fosfatydyloseryna
M Fosfatydyloinozytol

= Kwas fosfatydowy

® Lizofoshatydylocholina

Glikosfingolipidy

Rysunek 6. (A) Sklad lipidowy bton ludzkich czerwonych krwinek [49] (B) Schemat fosfolipidu DPPC [50]
Figure 6. (A) Lipid composition of human red blood cells [49] (B) DPPC structure [50]

Obecno$¢ czesci hydrofobowej w czgsteczce lipidu sprawia, ze wigkszo$¢ z nich
jest stabo rozpuszczalna w wodzie i tworzy agregaty lipidowe, ktére skupiajg grupy
hydrofobowe wewnatrz klasteru oraz eksponujg hydrofilowe rejony na otaczajacy
polarny rozpuszczalnik [51]. W zaleznosci od $rodowiska oraz natury lipidow
mozna wyodrebni¢ m.in. struktury micelarne, dwuwarstwowe tworzace liposomy.
Dla czasteczek o gtéwkach polarnych zblizonych rozmiarem do przekroju lancu-
chéw weglowodorowych i przypominajacych ksztaltem walec, preferowane sg
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struktury dwuwarstwy lipidowej, ktdra spontanicznie zwija sie tworzac pecherzyki
zwane liposomami. Zamknieta powierzchnia liposoméw eliminuje niekorzystng
ekspozycje czesci hydrofobowych na dzialanie wody [49, 51, 52].

Blony lipidowe sg ukladami polimorficznymi, ktérych struktura nie zalezy
jedynie od budowy samej czasteczki lipidu czy od jej stopnia uwodnienie, ale takze
od czynnikéw zewnetrznych takich jak temperatura, ci$nienie, pH i sita jonowa
[51, 53]. W warunkach fizjologicznych wiekszos¢ blon lipidowych wystepuje w fazie
ciektokrystalicznej (L) badz w fazie Zelowej (L,). Unikalng cechg dwuwarstwy jest
zdolno$¢ do przemiany fazowej bedacej odwracalnym i wysoce kooperatywnym
procesem, opierajgcym sie na topnieniu lipidowych ancuchéw acylowych. Kon-
wersja uporzagdkowanej fazy zelowej, w ktérej sztywne lancuchy weglowodorowe
s3 bogate w konformery trans, do nieuporzadkowanej fazy ciektokrystalicznej, cha-
rakteryzujacej si¢ ruchliwymi tancuchami acylowymi o konformacji typu gauche,
nazywana jest gtéwnym przejéciem fazowym (Rys. 7). Objawia si¢ zmniejszeniem
grubosci dwuwarstwy i jednoczesnym wzrostem catkowitej objetosci zajmowanej
przez czasteczki lipidow. Topnienie tanicuchéw weglowodorowych zwieksza obszar
hydrofilowy dostepny dla penetrujacych go czasteczek wody [53-55].
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Rysunek 7. Model gléwnego przejécia fazowego wywolany wzrostem temperatury oraz odpowiadajaca mu
krzywa DSC [38]

Figure 7. The main phase transition caused by an increase in temperature and corresponding DSC curve
(38]
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Gléwne przejscie fazowe moze by¢ wywoltane zmianami temperatury otoczenia.
Przemiane fazowg osigga sie po przekroczeniu tzw. temperatury gléwnego przejscia,
ktora jest charakterystyczna dla danego rodzaju lipidéw. Dla dipalmitoilofosfatydy-
locholiny (DPPC) przemiang fazowa trans — gauche obserwuje si¢ w temperaturze
41°C [56].
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Rysunek 8.  Przemiany fazowe zachodzace w uwodnionej dwuwarstwie DPPC [51]
Figure 8. Phase transition processes of hydrated DPPC bilayer [51]

Fosfatydylocholiny, ktére naleza do grupy najczesciej wystepujacych lipidow
mogga ulega¢ dodatkowo dwoém innym przemianom fazowym (Rys. 8). W najnizszych
temperaturach agregaty lipidowe wystepuja w fazie krystalicznej (L ). Ze wzrostem
temperatury oddzialywania van der Waalsa stabilizujace L_ulegaja oslabieniu, pro-
wadzac do otrzymania fazy zelowej (L,) [51]. Proces nazywany jest subprzejsciem
dla blon DPPC [57] i pojawia si¢ przy 18 °C [58]. W fazie zelowej lipidy sa slabiej
upakowane, a przestrzen pomiedzy gléwkami jest silniej uwodniona [51, 59]. Dalsze
grzanie prowadzi do wzrostu ruchliwosci tancuchéw weglowodorowych pozostaja-
cych nadal w konformacji trans. Po osiggnieciu temperatury zwanej temperaturg
przedprzejscia, faza zelowa L, przechodzi w faz¢ pofatdowana P, [51, 57, 60]. Dla
DPPC przemiana pojawia si¢ przy temperaturze 35°C [58] i nosi nazwe przedprzej-
Scia. Faza P, charakteryzuje si¢ periodycznie pofalowang powierzchnig blony wyni-
kajaca ze wzrostu uwodnienia przestrzeni miedzy glowami. W fazie zelowej pofat-
dowanej dominujacg konformacja fancuchéw weglowodorowych jest nadal trans,
ale ro$nie ich swobodna rotacja [60-62].

2.2. MECHANIZM ODDZIALYWANIA ANESTETYKU Z BLONA LIPIDOWA

Wszelkie procesy zwigzane z obecnoscig lekéw w organizmie, z uwagi na
ich dynamiczng nature s3 wysoce zlozone i trudne do zrozumienia. Badania nad
oddzialywaniem lek - btona lipidowa pozwalajg przewidywa¢ wlasciwosci farma-
kokinetyczne substancji leczniczych. Ponadto mogg zosta¢ wykorzystane do projek-
towania i rozwijania skutecznych systemoéw dostarczania lekow.

Mechanizmy dziatania wielu lekéw opierajg sie na zmianie wlasciwosci fizycz-
nych blony lipidowej wynikajacych z bezposredniego wiazania si¢ z czasteczkami
lipidéw [63-65]. Sita dziatania zwigzkéw chemicznych, w tym anestetykow, zalezy
wiec od zdolnosci do modyfikacji struktury i dynamiki dwuwarstwy lipidowe;j.
Zmiany na poziomie czasteczkowym, wywolane wystepowaniem lekéw w uktadzie,
rzutuja na wlasciwoéci makroskopowe blony takie jak: ptynnosé¢ [66], objetos¢ [67]
uporzadkowanie [68], zwiekszona przepuszczalno$¢ [69] czy przesuniecie tem-
peratury gléwnego przejscia fazowego [70]. Réznicowa kalorymetria skaningowa
(DSC) umozliwia monitorowanie przemian fazowych zachodzacych w ukfadach
lipidowych [71]. W konsekwencji obserwowalny jest wplyw obecnosci anestetykow
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na proces przejscia fazowego blony z fazy zelowej do cieklokrystalicznej. Ponadto
odnotowano zanik procesu przedprzejscia wraz ze wzrostem stezenia $rodkow
znieczulajacych w strukturze btony [72, 73]. Zblizone dziatanie wykazuja alkohole
krotkotanicuchowe bedace, podobnie jak wiele anestetykow, czgsteczkami amfifilo-
wymi [73]. Modulacja temperatury gléwnego przejscia fazowego, ktéremu towarzy-
szy redukcja grubosci dwuwarstwy, jest wynikiem tworzenia si¢ fazy przemiennej
(ang. interdigitated), charakteryzujacej si¢ wzajemnym przenikaniem lancuchéw
weglowodorowych lipidéw z przeciwnych monowarstw [73-77].
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Rysunek 9.  Diagram fazowy DPPC przy réznym stosunku woda/etanol [79]
Figure 9. DPPC phase diagram at different water/ethanol ratio [79]

Najdoktadniej przebadanym zwigzkiem wywolujacym powstawanie fazy
naprzemiennej jest etanol (Rys. 9). W blonach lipidowych w fazie zelowej wyka-
zuje sklonnosci adsorbowania do grup obecnych w hydrofilowej glowie czasteczek
lipidu, zwtaszcza w poblizu tancuchéw weglowodorowych. Uwaza sie, ze czasteczki
amfifilowe tworza wigzania wodorowe z grupami P=0 oraz C=0 reszty glicerolowej
lipidu, powodujgc ich dehydratacje. Na skutek oddzialywania grup OH alkoholu
z resztami fosforanowymi formuja sie przestrzenie pomig¢dzy gtéwkami lipidéw, co
w nastepstwie prowadzi do pojawiania si¢ luk w rdzeniu hydrofobowym. Tworzone
w regionie hydrofobowym wolne przestrzenie sg niekorzystne energetycznie co pro-
wadzi do utworzenie fazy przemiennej. Dzieki zabiegowi przenikania si¢ tancuchow
wzmacniaja si¢ oddziatywania van der Waalsa, a entropia okreslana przez uporzad-
kowane czgsteczki wody wzrasta co minimalizuje energie uktadu [77-81].

Jednym z gltéwnych nastepstw tworzenia si¢ fazy przemiennej jest efekt dwu-
fazowy. Objawia si¢ poczatkowym spadkiem wartosci T , a po osiggnigciu stezenia
progowego alkoholu, stopniowym wzrostem T . Zjawisko zwigzane jest z pojawie-
niem sie dwoch niezaleznych rodzajow oddzialywan alkohol-lipid. Przy stosun-
kowo niskich stezeniach, uprzywilejowane jest wbudowywanie sie etanolu w btone
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lipidowa w fazie cieklej. Natomiast powyzej stezenia progowego, etanol oddzialuje
z grupami chemicznymi obecnymi w gléwkach lipidéw co powoduje stabilizacje
fazy zelowej, a w konsekwencji podwyzszenie T_ [82, 83].

Obecnos¢ czasteczek anestetykéw w ukladzie wptywa na cisnienie lateralne
blony lipidowej. Wyniki oparte na obliczeniach teoretycznych dowodza, ze czas-
teczki o wlasciwosciach znieczulajacych lokuja si¢ zardwno w czesci hydrofilowej
jak i interfazie blony. Mechanizmy zapoczatkowane przez konkurencyjne tworzenie
sie wigzan wodorowych prowadza do zmian w profilu ci$nienia lateralnego. Mody-
fikacje wlasciwosci blony przyczyniaja sie do zmian konformacyjnych bialek blono-
wych [23, 84-86].

3. GRAMICYDYNA JAKO MODEL BIALKA TRANSBEONOWEGO

Zaproponowana przez Franksa i Lieba [32, 87] teoria biatkowo-zalezna aneste-
zji przewiduje, ze wskutek bezposredniego oddzialywania z biatkami btonowymi,
anestetyki na poziomie komdérkowym wptywaja na funkcje neuronéw. Przewod-
nictwo w aksonach oraz aktywnos¢ synaps sa odpowiednio zalezne od biatkowych
kanatéw jonowych bramkowanych napigciem lub ligandem. Liczne badania wyka-
zaly, Ze zar6wno kanaly sodowe jak i potasowe, zaliczane do grupy zaleznej od
potencjalu, nie wykazuja szczegoélnej wrazliwosci na dzialanie $srodkéw znieczulaja-
cych [33, 88]. Natomiast kanaly aktywowane przez ligandy, a w szczegdlnosci przez
glutaminian oraz GABA, zaliczane sa do gléwnych celéw wplywu anestetykow.

Kwas y-aminomastowy (GABA) jest najwazniejszym hamujacym neuro-
przekaznikiem w osrodkowym ukladzie nerwowym. Posredniczy w przeptywie
jonéw chlorkowych przez blony synaptyczne, prowadzac do jej hiperpolaryzacji
(Rys. 10).W efekcie zostaje zmniejszona pobudliwo$¢ neurondéw oraz zahamowane
przewodzenie impulséw [33, 89]. Receptory GABA moga by¢ modulowane przez
liczng grupe substancji chemicznych [33, 35, 90, 91]. Wiele z tych zwiazkow zali-
czanych jest do czasteczek amfifilowych, ktérych wlasciwosci moga réwniez wply-
wac na strukture i dynamike otaczajacej blony lipidowej. Modyfikacje strukturalne
zachodzace w sasiadujacych z bialkiem czgsteczkach lipidow czesto wplywaja na
jego aktywno$¢. Pojawiajgce si¢ oddzialywania hydrofobowe miedzy regionem
transblonowym bialka, a rdzeniem dwuwarstwy, wywotuja miejscowe odksztalcenia
blony, ktére jednoczesnie moga wymusi¢ zmiany konformacyjne tancucha polipep-
tydowego [92].
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Receptor

Rysunek 10. (A) Schemat budowy receptora GABA, z podzialem na podjednostki [93]. (B) Struktura krysta-
liczna ludzkiego receptora GABA [opracowane na podstawie danych bazy PDB]

Figure 10. (A) GABAA receptor model [93]. (B) Crystal structure of GABA receptor [on the base on PDB
data]

Zrozumienie pelnego mechanizmu anestezji na poziomie molekularnym
wymaga uwzglednienia w badaniach informacji o modyfikacjach strukturalnych
kanaléw jonowych. Mimo postepéw w dziedzinie obrazowania bioczasteczek [94],
analiza oddzialywan receptoréw z anestetykami stanowi duze wyzwanie [95]. Roz-
wigzaniem tego problemu jest zastosowanie dobrze zdefiniowanych ukladéw mode-
lowych jak albumina surowicy bydlecej [96], albumina surowicy ludzkiej [97] czy
lucyferaza muchy [98]. Rozpuszczalne w wodzie biatka globularne dostarczyty wiele
istotnych danych na temat oddzialywan biatko-anestetyk. Jednak, aby odnies¢ sie
do dziatan srodkéw znieczulajgcych na strukture biatek btonowych wykorzystuje si¢
modelowy kanal jonowy jakim jest Gramicydyna [99-101].

3.1. ZMIANY KONFORMACY]JNE GRAMICYDYNY
ZALEZNE OD RODZAJU ROZPUSZCZALNIKA

Gramicydyna to liniowy peptyd o wlasciwos$ciach antybiotycznych. Wytwarzany
przez bakterie glebowe Bacilus brevis, zbudowany jest z 15 reszt aminokwasowych
L- i D-utozonych naprzemiennie [102, 103]. W warunkach naturalnych Gramicy-
dyna wystepuje w formie mieszaniny, ktdrej glownym skiadnikiem jest Gramicy-
dyna A (85%). Ponadto obserwuje si¢ obecnos¢ Gramicydyny B oraz C réznigcych
sie naturg aromatycznej reszty aminokwasowej w pozycji 11 [104] (Rys. 11).
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Rysunek 11. Sekwencja aminokwaséw w Gramicydynie A, Bi C [105]
Figure 11. Amino acid sequence of Gramicidin A, B and C [105]

Unikalna sekwencja L- i D- aminokwasdw sprawia, ze Gramicydyna wykazuje
silng wrazliwo$¢ na dziatanie otaczajacego srodowiska. Obserwowalne jest przyjmo-
wanie przez peptyd szerokiego spektrum zaleznych od otoczenia konformacji. Stad
niejednokrotnie wykorzystywany jest jako model realistycznego okreslenia kon-
formacyjnej preferencji bialek w $rodowisku btony. Zidentyfikowano dwa gtéwne
motywy faldowania Gramicydyny [102]:

a) ,glowa do gltowy”

b) podwdjna helisa

Konformacja podwdjnej helisy dominuje w rozpuszczalnikach organicznych.
Natomiast konformacja jaka przyjmuje Gramicydyna wbudowujaca si¢ do wnetrza
blony lipidowej jest zalezna od natury rozpuszczalnika, w jakim zostala wstepnie
rozpuszczona (Rys. 12) [104].

Motyw podwdjnej helisy, formuje si¢ na skutek tworzenia si¢ pomiedzy dwoma
tancuchami polipeptydowymi licznych, miedzyczgsteczkowych wigzan wodoro-
wych. Nastepnie fancuchy aminokwaséw zwijaja si¢ w helisy. Tego typu struktura
czesto okreslana jest symbolicznie jako struktura 7777 lub 77°*, gdzie gorny indeks
wskazuje liczbe reszt przypadajacych na jeden skret w helikalnym monomerze [102,
104, 106]. Jak juz zostalo nadmienione, poczatkowa konformacja jaka przyjmuje
Gramicydyna wbudowujaca si¢ w blone zalezy od rozpuszczalnika. Rozpuszczenie
peptydu w roztworach metanol/chloroform, benzen/metanol lub etanolu prowadzi
do uzyskania motywu podwdjnej helisy uznawanej za forme nie-kanatowg [104,
107, 108].

Uzycie trifluoroetanolu (TFE) jako rozpuszczalnika prowadzi do uzyskania
formy kanalowej Gramicydyny po wbudowaniu si¢ w strukture btony lipidowe;j.
W helikalnym dimerze, kazdy z tancuchéw polipeptydowych tworzy serie wigzan
wodorowych wewnatrzczgsteczkowych. Reszty aminokwasowe na N-koncu kazdej
helisy tworza natomiast miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe dzigki czemu uzy-
skuje si¢ konformacje dimeru ,,gtowa do glowy” (8°*). Wnetrze kanatu jest zbudo-



WPLYW ANESTETYKOW WZIEWNYCH NA MODELOWA BLONE BIOLOGICZNA 281

wane z polarnego szkieletu peptydowego. Na zewnatrz wyeksponowane sa tancuchy
boczne aminokwasow, ktdre sg w kontakcie z tanicuchami acylowymi sasiadujgcych
lipidéw oraz pomagajag w regulowaniu przewodnictwa kanalu. Rozmiar poréw
kanalu jest wystarczajaco duzy by umozliwi¢ przejscie jednododatnim kationom
[104, 108].

GRAMICYDYNA

FORMA KANAtOWA FORMA NIEKANAtOWA

Rysunek 12.  Konformacje dimeréw peptydowych Gramicydyny zalezne od rodzaju rozpuszczalnika
Figure 12.  Solvent dependent Gramicidin dimer conformations

3.2. WPLYW ANESTETYKOW NA STRUKTURE GRAMIDYCYNY

Dziatanie srodkéw znieczulajacych na biatka blonowe moze opierac sie na bez-
posrednim wiazaniu si¢ anestetyku do kanatu jonowego lub na posrednim wptywie
na jego aktywnos¢ przez zaburzenie struktury i dynamiki blony lipidowej [109].

Proby identyfikacji miejsca wigzania si¢ anestetykow do modelowego biatka
blonowego, jakim jest Gramicydyna, zostaly podjete przez Tanga i wspolpracow-
nikéw, przy wykorzystaniu technik NMR [99], znakowania fotopowinnowactwa
[101] czy modelowania molekularnego [110]. Silna zalezno$¢ czestotliwosci rezo-
nansowej protonu amidowego w pierscieniu indolowym od stezenia halotanu
pozwolita ustali¢, ze strukturalnie selektywne oddzialywania pomiedzy Gramicy-
dyng i $rodkiem znieczulajagcym wystepujg w poblizu reszt tryptofanowych pep-
tydu przyjmujgcego konformacje kanalowg. Natomiast, reorganizacja dimeru do
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formy podwojnej helisy prowadzi do niemal catkowitego zaniku tego zjawiska. Na
tej podstawie wysnuto wniosek, ze reszty tryptofanowe nie s jedynym czynnikiem
determinujgcym oddzialywanie anestetyk — Gramicydyna, ale istotne jest rowniez
rozmieszczenie fancuchéw bocznych aminokwaséw w dimerze peptydowym. Uni-
kalna orientacja pierscieni indolowych wzgledem otoczenia lipidowego, zwlaszcza
Trp-9 i Trp-15 pozwala na utworzenie kieszeni amfifilowych preferowanych przez
$rodki znieczulenia ogdlnego. Ponadto przypuszcza si¢, ze oddzialywanie Trp-9
z wodg, utrudnione przez bliskg obecnos¢ tancucha bocznego Trp-15, jest mozliwe
po wprowadzeniu do ukladu czasteczek anestetykow [99, 101].

UWAGI KONCOWE

Najwazniejszym wyzwaniem wspolczesnej anestezjologii jest optymalizacja
dawkowania srodkéw znieczulenia ogdlnego. Powszechnie praktykowana jest tzw.
anestezja zlozona polegajaca na polaczeniu kilku specjalistycznych lekéw umozli-
wiajacych ograniczenie niepozadanego wplywu anestetykéw, przy jednoczesnym
skutecznym znieczuleniu. Sprecyzowanie molekularnego mechanizmu dzialania
srodkow znieczulenia ogdlnego pozwolitoby uzyskaé adekwatna, dostosowana do
potrzeb pacjenta kontrolowang utrata $wiadomos$ci. Odwracalno$¢ zjawiska aneste-
zji sugeruje, ze analizowane zjawisko opiera si¢ na zaburzeniu stabych oddziatywan
miedzyczasteczkowych, jak wigzanie wodorowe i sity van der Wallsa. Czgsteczki
anestetykdw moga wiec wigzac si¢ bezposrednio z hydrofobowymi regionami biatka,
wywolujac jego zmiany konformacyjne badz wywiera¢ wplyw na lipidy otaczajace
receptory prowadzace do modyfikacji strukturalnych oraz organizacyjnych btony,
ktore zaburzg aktywno$¢ bialek.

Wyniki uzyskane do tej pory wskazujg na dwutorowy mechanizm znieczulenia
ogolnego, w ktorym to anestetyki wnikaja w obszar interfazy btony lipidowej, gdzie
za pomocg obecnych w ich strukturze kwasowych wodoréw, oddziatujg zaréwno z
grupami karbonylowymi lipidéw, jak i resztami tryptofanowymi bialka.
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