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1. Bevezetés

Az altalanos anesztézia, azaz a miitéti altatds az emberi-
ség egyik aldasa. Noha az eljarast nagyjabdl szazétven éve
hasznaljak a mindennapi orvosi gyakorlatban, molekularis
mechanizmusat maig homaly fedi. Jegyezziik meg mindjart
az elején, hogy az altalanos anesztéziat élesen meg kell kii-
lonboztetni a lokalis anesztéziatol, azaz a helyi érzéstele-
nitéstél, melynek soran mas molekulak mas mechanizmus
szerint masképpen hatnak az emberi szervezetre. A cikk to-
vabbi részében kizarolag az altalanos anesztéziarol lesz szo.

A kérdés tudomanyos vizsgalataban az elsé komoly attorés
a XX. szazad hajnalan tortént, amikor Meyer' és Overton?
egymastol fiiggetleniil azt tapasztaltak, hogy az egyes al-
talanos anesztetikumok hatékonysaga aranyos az olaj/viz
megoszlasi hanyadosukkal. Eredményiik arra a kovetkez-
tetésre vezetett, hogy az altalanos anesztetikumok a sej-
tek membranjaban fejtik ki hatasukat. A kovetkezd na-
gyobb eldrelépés Johnson és Flagler nevéhez flizédik, akik
1950-ben megmutattak, hogy az anesztetikus hatas nagy
nyomason megsziinik.*> Ezt a felismerést szamos késobbi
kisérlet is megerésitette.*¢ Az altalanos anesztézia keresett
molekuldris mechanizmuséanak tehat a nyomasreverzio je-
lenségére is magyarazattal kell szolgélnia.

Az anesztézia molekularis mechanizmusanak rejtélye az
altalanos anesztetikumok oridsi kémiai valtozatossagaban
gyokerezik. Az anesztetikus hatast mutatd molekulak ko-
rébe beletartoznak egyes alkoholok, éterek, halogénezett
illetve ciklikus szénhidrogének, sét szervetlen molekuldk
¢és nemesgazok is. Néhany anesztetikum sematikus képletét
mutatja az 1. abra. A rejtélyt tovabb fokozza az a tény, hogy
egyes, bizonyos altalanos anesztetikumokhoz kémiailag
vagy legalabbis szerkezetileg nagyon hasonlé molekulak
egyaltaldn nem, vagy csak igen csekély mértékben mutat-
nak anesztetikus hatast. gy mig a n-dekanol, a kloroform,
a dietil-éter és a xenon anesztetikumok, a n-hexadekanol,
a széntetraklorid, a n-pentan, illetve a neon nem mutatnak
jelentés anesztetikus hatast. Az anesztetikumok roppant
kémiai valtozatossaga, illetve a kémiailag sokszor nagyon
hasonl6 anesztetikum — nem anesztetikum parok léte 1¢-
nyegében kizarja a lehetséges magyarazatok koziil a mult
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szazad végén igen divatos ugynevezett ,,fehérje elmélete-
ket melyek az altalanos anesztézia magyarazatara az en-
zimek mikodéséhez hasonld specifikus fehérje-szubsztrat
kolcsonhatasokat tételeztek fel.

Az anesztézia molekularis mechanizmusa lehetséges ma-
gyarazatainak masik nagy csoportjat a ,,lipid elméletek” je-
lentik.!*" Az anesztetikus hatas okat itt is valamely memb-
ranhoz kotott fehérje konformacios valtozasaiban keresik,
e valtozasokat azonban most specifikus fehérje-szubsztrat
kolcsonhatasok helyett a membran valamely tulajdonsa-
ganak anesztetikumok hatasara bekdvetkezd valtozasara
vezetik vissza. Azonban mindmadig sem az ebbdl a szem-
pontbol relevans membranfehérjét nem azonositottak
egyértelmiien, sem pedig az annak a megfelelé konformaci-
0s valtozasat kivalto, anesztetikumok hatadsara megvaltozo
membrantulajdonsdgnak a mibenlétét illetéen nincs tudo-
manyos konszenzus.

Az els6 lipid elmélet Mullins nevéhez fiizédik, aki azt felté-
telezte, hogy anesztézia akkor kovetkezik be, ha a membran
molaris térfogata meghalad egy kritikus értéket.!” Ennek
oka lehet egyrészt az, hogy a membran kdzepén elhelyezke-
d6 anesztetikumok tavolabb toljak egymastol a membrant
alkoto két lipid réteget,'>'® masrészt az is, hogy a lipid lan-
cok kozé ékelodd anesztetikumok novelik a kozeli lancok
orientacids rendezettségét. Ez utobbi hatas kovetkeztében
a lancok Osszességében nyujtottabb konformaciot vesznek
fel, novelve ezzel a membran vastagsagat.!" A kisérleti ada-
tok azonban meglehetdsen ellentmondasosak e tekintetben,
¢és legalabbis bizonyos anesztetikumok esetén a feltételezé-
sekkel ellentétes eredményekre vezettek.”” Erdekes modon
azt a lehetéséget, hogy a membran anesztetikumok hata-
sara bekovetkezd moltérfogat novekedése mogott akar an-
nak lateralis dilatacidja €s nem a vastagodasa is allhat, az
ezredforduloig még csak fel sem vetette senki. Ly és Longo
a 2000-es évek elején azutan mikropipetta aspiracios ki-
sérletekkel megmutatta, hogy az anesztetikumok jelenléte
kulak feliileti siirtiségének csokkenését okozzak.'! E meg-
figyelést kés6bb szamos szamitdogépes szimulacids vizsga-
lat is megerésitette.'31720-28
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1. Abra. Néhany altalanos anesztetikum sematikus képlete

A lipid elméletek egy masik csoportja azon a feltételezésen
alapul, hogy az anesztetikumok megndvelik a membran
fluiditasat.>33 A szamitogépes szimulaciok e feltételezéssel
is 0sszhangban vannak, ilyen vizsgalatokban a lipid mole-
kulak lateralis mobilitasanak anesztetikumok jelenlétében
torténd novekedését (és a nyomas novelésének hatasara be-
kovetkez6 csokkenését) tapasztaltak.20-21:23:26:3436 A zonban
bar egyértelmii korrelacid latszik a lipid molekuldk late-
ralis mobilitasanak ndvekedése ¢és az anesztézia megjele-
nése kozott, a két jelenség koziil hianyzik a lathato oksagi
kapcsolat. Meg kell azt is jegyezni, hogy a lipid molekulak
lateralis mobilitasanak novekedését okozhatja egyszeriien
a membran fent emlitett, anesztetikumok hatasara bekovet-
kezd lateralis dilatacioja is.

1997-ben Cantor termodinamikai megfontolasok alapjan
felallitott hipotézise szerint az anesztetikumok a memb-
ran oldalnyomasanak a profiljat valtoztatjak meg. Ha ez
a valtozds a membran normalisa mentén nem egyenle-
tes, akkor mindez egyes membranfehérjék konformacios
egyensulyanak drasztikus eltolodasahoz, és ezen keresztiil
az anesztetikus hatas megjelenéséhez vezethet." A Cantor-
hipotézis, 1évén kdzponti eleme a membran egyes rétege-
iben uralkodé oldalnyomas, a nyomasreverzid jelenségé-
rél is konnyen szamot tud adni. Bar az anesztetikus hatas
kivaltasat kozvetlenill okozo fehérjét vagy fehérjéket még
nem azonositottak, az altalanos vélekedés szerint ez egy
vagy tobb csatornafehérjét jelent. Az oldalnyomas szerepét
ugy szemléltethetjiik, hogy annak adott rétegbeli valtozasa
a membranban 1évo fehérjemolekulat a megfeleld ponton
»meghtzza” vagy ,,megnyomja”, és ezzel, mint egy kapcso-
16 atkapcsolasaval nyitja vagy zarja a csatornat. Ilyen mo-
don a Cantor-hipotézis az els6 olyan felvetés, amely oksagi
kapcsolatot is kinal a membran tulajdonsagainak aneszteti-
kumok hatasara bekovetkezd valtozasa és az anesztetikus
hatas megjelenése kozott. Meg kell azonban jegyezni, hogy
a Cantor-hipotézis kisérleti ellenérzése gyakorlatilag lehe-
tetlen hiszen az az oldalirényﬁ nyoméskomponens atlagos
ran normalisa mentén. A kérdés azonban szamitogépes szi-
mulécioval érdemben vizsgalhato.
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2. Abra. A vizsgalt anesztetikum — nem-anesztetikum parok sematikus
képlete.

2. A Kkutatas stratégidja és az elvégzett szimulaciok

Munkank soran kiilonb6z6 anesztetikumok hatasat vizs-
galtuk lipid kettds rétegek, mint modell membranok tulaj-
donsagaira molekularis dinamikai szimulaciok segitségé-
vel. Célunk az volt, hogy kapcsolatba hozzuk a tapasztalt
valtozasokat az anesztetikus hatds megjelenésével 283739
A kutatas soran a kovetkezd stratégiat kovettiik. ElGszor
is, vizsgalatainkat azon membrantulajdonsagok keresésére
korlatoztuk, melyek relevansak lehetnek az altalanos anesz-
tézia szempontjabol, egyelore fehérjék jelenléte nélkiil.
A membran azon tulajdonsagait tekintettiik relevansnak,
melyek (/) minden anesztetikum esetén, kiilonb6z6 Ossze-
tétell illetve kiilonbozo, bioldgiailag relevans fazisokban
1év6 membranokban ugyanolyan moédon valtoztak meg;
(i) anesztetikus hatast nem mutatd molekulak esetén nem
valtoztak vagy (az anesztetikumok hatdsdhoz képest) cse-
kély valtozast mutattak; illetve (ii7) a nyomas novelése az
anesztetikumok altal okozottal ellentétes iranyu valtozast
indukalt benniik. Ennek érdekében szimulaciokat végez-
tlink (/) tiszta membranokban 1égkori nyomason, (2) anesz-
tetikumot tartalmaz6 membranokon 1égkori nyomason, (3)
anesztetikumokhoz kémiailag vagy legalabb szerkezetileg
hasonlo, am anesztetikus hatast nem mutaté molekulakat
tartalmazé membranokon 1égkori nyomason, és (4) anesz-
tetikumot tartalmazé membranokon nagy nyomdason. Az
anesztézia szempontjabol relevans membrantulajdonsagok
keresése soran vizsgaltuk egyebek kozt a membran vastag-
sagat, lateralis stirliségét és térfogatat, kiilonbozo lipid ato-
mok illetve az anesztetikumok sﬁrﬁségproﬁljét az anesz-
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s
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oldalnyomas profiljat a membran normalisa mentén,>5-28:37-3
A tovabbiakban csak azokkal a tulajdonsagokkal foglalko-
zunk, melyek a fenti harmas kritériumnak megfelel6 valto-
zéasokat mutattak.
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A b6 egy évtizedet feldleld kutatasaink soran vizsgaltunk
tobbféle modell membrant, igy dipalmitoilfoszfatidilkolin
(DPPC) illetve N-palmitoil-D-eritro-szfingozilfoszforil-
kolin (PSM) kettds rétegét, valamint ezek koleszterinnel
alkotott ekvimolaris elegyét; tobbféle anesztetikumot, igy
dietil-étert (DE), kloroformot (CF), halotant, enflurant, sze-
voflurant és xenont (1. abra) is. Anesztetikus hatdst nem
mutatd molekuldk koziil a DE-hez szerkezetileg nagyon
hasonl6 n-pentan (PE) és a CF-hoz kémiailag is igen ha-
sonld széntetraklorid (CT) szerepelt a szimuldcidinkban
(2. dbra). A membranokat az eukariota sejtekben el6fordu-
16 mindkét fazisban, a rendezetlenebb folyadékkristalyos
(o), illetve a rendezettebb gél (B) fazisban is szimulaltuk.
Az eredményeknek a hasznalt potencidlmodelltél vald
fiiggését minimalizalando, kétféle erdteret is hasznaltunk
vizsgalatainkban. Az egyik esetben a lipid molekuldkat
a CHARMM36,* a vizmolekulakat pedig az ezzel kompa-
tibilis moédositott TIP3P (mTIP3P) modellel* irtuk le (cik-
kiinkben ilyen eredményeket mutatunk be), mig a masik
esetben a GROMOSS7 erdtér alapjan lipidekre fejlesztett
paramétereket*? és az ehhez tartoz6 SPC/E vizmodellt®
hasznaltuk. A membran mindkét rétege 128 lipid molekula-
bol allt, melyet 7680 vizmolekula vett koriil. A viz és lipid
molekulak aranya igy 30-nak adodott, meghaladva a teljes
hidrataciohoz sziikséges 29.1-es értéket.*

A membranban oldott anesztetikumok szamat és nagy nyo-
masu szimulaciok esetén a nyomast Oh és Klein javaslatat®
kovetve ugy valasztottuk meg, hogy az jelentésen megha-
ladja a kisérletekben illetve miitéti gyakorlatban hasznalt
értékeket, igy javitva eredményeinkben a jel/zaj aranyt.
Fontos hangsulyozni, hogy a vizsgélataink soran alapvetd-
en az egyes membrantulajdonsagok valtozasanak az irdnya
és nem a mértéke érdekelt minket — e valtozasok kvalitativ
becsléséhez a hasznalt modellek mindenképpen tul durvak
lennének. gy a modell membranok 110 xenon atomot, 192
DE vagy PE, 112 CF vagy CT, 72 szevofluran vagy halo-
tan, illetve 96 enfluran molekulat tartalmaztak. A membran
hémérséklete és a nagy nyomason végzett szimulaciokban
a nyomasa 330 K és 600 bar (a CHARMM modell esetén)
illetve 310 K és 1000 bar (a GROMOS modellnél) voltak
(a légkori nyomasu szimulaciokat 1 bar nyomason végez-
tiik). A fenti értékeket Gigy valasztottuk meg, hogy a modell
membran még nagy nyomason is a bioldgiailag relevan-
sabb a fazisban legyen. B fazisu tiszta DPPC kettds réteg
szimulacidja soran a homérsékletet 300 K értéken tartot-
tuk. Az 50% koleszterint tartalmaz6é membranok minden
esetben a P fazisban voltak. A szimulaciok elvégzéséhez
a GROMACS programcsomagot,* az oldalnyomas profil
szamitasdhoz pedig ennek altalunk modositott, szabadon
elérhetd valtozatat*™’ hasznaltuk. A szimulacidk tovab-
bi részletei az eredeti kozleményekben talalhatok. 23283738
A DPPC molekula sematikus szerkezetét illetve a DE-t
és PE-t tartalmazo, légkdri nyomason szimulalt DPPC
membranok egy-egy szimulacios pillanatfelvételét a 3. abra
mutatja.

3. Eredmények és értékelésiik

A tovabbiakban az anesztézia vizsgalataval kapcsolatos né-
hany reprezentativ eredményiinket mutatjuk be. Elézetesen
is hangsulyozni kell, hogy mas anesztetikumok, memb-
ranok, fazisok és modellek hasznalata minden esetben az
itt bemutatottakkal kvalitativan megegyezd eredményre
vezetett, igy kovetkeztetéseink minden esetben igazak
maradtak.

3.1. Siiriiségprofilok

A tiszta, 1égkori nyomast, o fazisu hidratalt DPPC kettds
réteg tomegslirtiségének a membranra merdleges X tengely
mentén vett profiljat a 3. dbra als6 kozépsé panelje mu-
tatja. A profilt, akarcsak a cikkben szerepld tobbi profilt
is, a membran két oldalara szimmetrizalva mutatjuk, az
X =0 A pozicié a membran kdzepének felel meg. A kapott
profil két oldalan a membrant hidratald viz tombfazisa si-
risége jelenik meg. A membran belseje felé haladva lathato
a hidratalt fejcsoportok zsufolt, nagy stirtiségli tartomanyat
jelzé maximum, amit a striiség meredek csokkenése ko-
vet. A membran kdzepétél nagyjabol 5-10 A tavolsagra egy
vall jelenik meg — ez a tartomany megfelel a vizmolekulak
teljes eltiinésének, illetve a lancvégi CH, csoportok meg-
jelenésének.?”’” A membran kozepén egy kis stirliségii zona
talalhato. Az itteni sirliségminimum megjelenése annak
tulajdonithato, hogy a lipid lancok az a fazisban viszonylag
rendezetlen konformaciot vesznek fel, és emiatt a lancvégi
CH, csoportok egy része a membran kozepétdl némileg kij-
jebb helyezkedik el, iires teret hagyva a membran kdzepén.
Az abra mutatja a két szénhidrogénlancot a DPPC molekula
glicerin vazahoz kapcsold észter csoportok tomegsiirtiség
profiljat is — e csoportok jelzik a membranban a polaros és
apolaros tartomanyok kozotti hatarfeliilet helyét, hiszen
annak kiils6, polaros oldalan helyezkednek el. E profilokat
a tovabbiakban referenciaként fogjuk hasznalni.

3. Abra. A DPPC molekula sematikus szerkezete (fent); a DE-t (balra
lent) illetve PE-t (jobbra lent) tartalmazoé 1égkori nyomast membran
egyensulyi pillanatfelvétele; illetve (lent kozépen) a 1égkori nyomasu
tiszta DPPC membran tomegsiiriiség profilja (fekete vonal), bal oldali
skala) és az észter csoportok profilja (kék tires korok, jobb oldali skala).
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A 4. abran két anesztetikum, a DE és a CF, illetve ezek
anesztetikus hatdst nem mutato6 ,,parjai”, a PE és a CT t6-
megstiriiség profiljat mutatjuk a DPPC membranban légkori
nyomason. Lathato, hogy a membranban oldott molekulak
minden esetben kétféle poziciot preferalnak. A kapott profi-
lok minden esetben kitiinden illesztheték harom Gauss gor-
be Osszegével, melyek koziil kettd egymasnak a membran
kozepére vett tiikorképe, a harmadik, belsd preferalt pozici-
6hoz tarozo Gauss gorbe pedig minden esetben a membran
kozepén talalhato. Mig a belsd preferalt pozicidhoz tartozé
gdrbe maximuma mindig X = 0 A-nél van, a kiils¢ gorbék
maximuma minden esetben a membran kozepétdl 11-12 A
tavolsagra talalhato (lasd az 1. tablazatot). A 4. abran fel-
tlintettiik a DPPC észter csoportjainak stirtiségprofiljat is
— a membranban oldott molekulak kiils6 preferalt pozicidja
ettdl 3-4 A tavolsagra befelé, azaz a polaros/apoldros ha-
tarfeliilet kozelében, am annak belsd, apolaros oldalan van.

anesztetikumok «

; 0.151

15 30
X/A

4. Abra. Az anesztetikumok (fent) illetne nem-anesztetikumok (lent)
tomegsiiriiség profilja a membranban légkori nyomason (fekete tele
korok). A kapott profilok illesztésé¢hez hasznalt harom-harom Gauss
gorbét zold, ezek Osszegét piros vonal jelzi. Referenciaként a DPPC
molekulak észter csoportjainak tomegsiirliség profiljat is feltiintettitk
(kék tires korok). A bal oldali skala az anesztetikumok, a jobb oldali
pedig az észter csoportok tomegsiiriiségét mutatja.

A belso pozicio preferenciajanak nyilvanvalo oka a memb-
ran kdzepén rendelkezésre allo viszonylag nagy szabad tér-
fogat — egyszerlien szo6lva az oldott molekulak azért jonnek
ide, mert itt van hely. A kiils6 pozicié preferenciaja viszont
a fejcsoportok nagy strliségii rétegének viszonylagos ko-
zelségére vezethetd vissza, hiszen az oldott molekulak igy
maximalizalhatjak — az ott talalhat6 nagy mennyiségi, vi-
szonylag kozeli szomszéd altal — van der Waals kdlcson-
hatasaikat. Lathatdo azonban egy fontos kiilonbség is az
anesztetikumok és nem anesztetikus hatast parjaik kozott
e tekintetben, nevezetesen az, hogy anesztetikumok esetén
sokkal er6sebb a kiils6 pozicid preferenciaja, mint az anesz-
tetikus hatast nem mutaté molekulaknal. Ezt szemlélteti az
1. tablazat, mely mutatja a kiilsé Gauss gorbék relativ sulyat

(w,) az illesztésben. Az oldodasi szabadentalpia (G) profilja
a strtiségprofilbol a

G(X)=-RThh p(X) + C €))
egyenlet szerint szarmaztathato (ahol C egy additiv kons-
tans). Ez alapjan a kiilsd és bels6 preferalt pozicio kozotti
szabadentalpia kiilonbség a

% py(X)dx
[P (X)dx

egyenlettel szamithato ki, ahol p,(X) és p,(X) a belsé il-
letve kiils6 Gauss gorbe szerinti strtiségprofil jarulékot
jelenti. Az igy kapott AG értékek szintén szerepelnek az
1. tablazatban. Ezek alapjan egyértelmiien latszik, hogy
az anesztetikumok nem csak sokkal erésebben preferaljak
a kiils6 poziciot anesztetikus hatast nem mutato parjuknal,
hanem esetiikben a kiils6, mig nem-anesztetikumoknal
a belso preferalt pozicid felel meg a globalis szabadentalpia
minimumnak.

AG =Gy -G, =—RTh )

rendszer |X,|/A w, AG/kJ mol”!
DPPC + DE 10.7 0.566 -0.7
DPPC + PE 12.0 0.159 4.6
DPPC + CF 11.6 0.771 3.3
DPPC + CT 11.0 0.292 2.4

1. Tablazat. Az anesztetikumok ¢és nem anesztetikus hatast parjaik

membranban. X, a kiils6 preferalt pozicié helye.

Mindez természetesen felveti azt a kérdést, hogy a kiilsé
pozicid preferenciajanak fent emlitett hajtoerején kiviil kell
lennie még egy tovabbi, most mar az anesztetikumokra
specifikus hajtéerének is. Vegyiik észre, hogy az aneszte-
tikumok talnyomo tobbsége — a nem anesztetikus PE-nal
¢és CT-dal ellentétben — nem teljesen apolaros, hanem kis
alland6 dipdlusmomentummal rendelkezik (illetve a telje-
sen apolaros anesztetikumok, mint példaul a xenon, igen
jol polarizalhatoak). Ez alapjan a kiilsé pozicio preferen-
cidgjanak anesztetikumokra specifikus extra hajtoéereje az
anesztetikumok kis (permanens vagy indukalt) dipdlusmo-
mentumanak a poldros fejcsoportok kozeli rétegével valod
kolcsonhatasa — ez a hajtoéerd nyilvanvaléan hianyzik a tel-
jesen apolaros nem-anesztetikumoknal. Mindezek alapjan
az anesztetikus hatas vélhetdleg a kiilsé preferalt pozicio-
ban 1évo anesztetikumokhoz kothetd.

3.2. A membran méretei

A kovetkezOkben azt a kérdést vizsgaljuk meg, hogy ho-
gyan hat az anesztetikus és nem anesztetikus hatadsu mo-
lekuldk jelenléte, illetve a nyomdas novelése a membran
oldal- ¢és keresztiranyl méretére, azaz a lipid molekulak
feliiletigényére €s a membranvastagsagra, illetve az e két
mennyiség szorzata alapjan kaphaté molekularis térfogat-
ra. Az ezzel kapcsolatos eredményeket a 2. tablazat foglalja
Ossze. Meg kell jegyezni, hogy a tiszta, 1égkdri nyomasu
DPPC kett6s réteg molekularis feliiletigényére és moleku-
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laris térfogatara rendelkezésre allnak kisérleti adatok: elob-
bire 62.2 = 2 A2* illetve 62.9 + 0.9 A%* utobbira pedig
1232 A3 % melyek kitiinden egyeznek a szimulci6 soran
kapott 61.9 A% és 1228 A® értékekkel.

Amint az a 2. tablazatbol kitlinik, a membran molekula-
ris feliiletigénye minden membranban oldott molekula je-
lenlétében megnd, 4am ez a ndvekedés jelentésen nagyobb
az anesztetikumok, mint a nem-anesztetikumok esetén.
Eredményeink tehat Ly és Longo uttord kisérleteivel™"
Osszhangban a membran anesztetikumok hatasara torténd
értelemszertien lateralis kontrakciot okoz, azaz a mole-
kularis feliiletigény megfelel az anesztézia szempontjabol
relevans membrantulajdonsagok 2. fejezetben ismertetett
kritériumainak.

molekularis membran- molekularis

rendszer feliiletigény (A?)  vastagsag (A) térfogat (A%)

Ibar 600bar 1bar 600bar 1bar 600 bar

DPPC 61.9 - 39.7 - 1228 -

DPPC+DE  70.0 65.4 38.6 40.5 1351 1325
DPPC+PE  67.0 62.0 40.6 422 1359 1309
DPPC+CF 677 63.9 38.7 42.1 1309 1341
DPPC+CT  65.6 59.7 40.2 41.1 1318 1227

2. Tablazat. A szimulalt membranok méretei

A membrén vastagsiga, meglepé modon, anesztetikumok
jelenlétében csdkken, mig nem-anesztetikumok jelenlété-
ben illetve a nyomas ndvelésének hatdsara megnd. Amint
azt a kovetkezo alfejezetben latni fogjuk, ez a kézenfekvo
varakozasokkal szembe mend eredmény a lipid lancok nyo-
mas hatasara tortén6 rendez6désének a kovetkezménye.

Ezeket az eredményeket a membranban oldott molekuldk
elézéekben targyalt preferalt pozicidi alapjan tudjuk értel-
mezni. Az anesztetikumok elsddleges preferencidja a pola-
ros/apolaros hatarfeliilet belsd, apolaros oldalan valo, lipid
lancok kozotti elhelyezkedés. Itteni jelenlétiik hatasara
a lipid lancok egymastol némileg tavolabb keriilnek, ami
megndvekedett tavolsag viszont lehetdséget ad a lancok
anesztetikumoktdl tavolabb es6, lancvég kozeli szakasza-
nak rendezetlenebb, konformaciok felvételére, igy a lancok
visszakunkorodo végei legalabbis részben kitéltik a dilata-
ci6 okozta tobblet szabad teret. A membran kozepén ezaltal
felszabaduld extra szabad tér viszont oly modon toltédik
be, hogy a membran két rétege egymashoz kozelebb kertil.
Az anesztetikus hatast nem mutatdo molekulak elsédleges
preferenciaja ezzel szemben a membran kdzepén vald el-
helyezkedés, igy amellett, hogy e molekulak az aneszteti-
kumoknal 1ényegesen kisebb lateralis dilataciét okoznak,
a membran két rétegét egymastol tavolabb toljak, ami
a membran vastagsaganak novekedéséhez vezet.

Végezetiil, ami a membran térfogatat illeti, az a lateralis és
keresztiranyu méretek ellentétes eldjelii valtozasanak ered6-
jeként minden oldott molekula jelenlétében megnd, nyomas

hatasara viszont valamelyest csokken. Ezek alapjan ered-
ményeink tovabbra is dsszhangban vannak ugyan Mullins
tobb mint hét évtizedes kritikus térfogat hipotézisével,'* am
annak okaként a korabban feltételezett vastagodas helyett
a lateralis dilataciot mutatjak. A kritikus térfogat hipotézist
ezért helyesebb, vagy legalabbis feltétleniil pontosabb volna
kritikus feliilet hipotézisnek nevezni.

3.3. A csokkend lateralis siiriiség kovetkezményei

Amint lattuk, az anesztetikumoknak a polaros/apolaros ha-
tarfeliilet kozelében, annak belsé oldalan valo elhelyezke-
désére vonatkoz6 elsddleges preferencidja a membran late-
valtozashoz vezet a membran szerkezetében és dinamikaja-
ban. Mivel a nyomas novelése ezzel éppen ellentétes valto-
z4st, azaz lateralis kontrakciot okoz, az igy okozott tovabbi
valtozéasok is megfelelhetnek az anesztézia szempontjabol
valo relevancia 2. fejezetben ismertetett kritériumainak.
Munkank soran négy ilyen valtozast azonositottunk, ezek
a kovetkezok.

3.3.1. A lipid lancok orientdcios rendezettsége. Az el6z6
alfejezetben a membran vastagsaganak anesztetikumok
okozta csokkenését, illetve nyomads hatasara torténd nove-
kedését a lipid lancok orientacios rendezettségének meg-
felelé megvaltozasaval magyaraztuk. Ennek igazolasara
kiszamitottuk minden szimulalt membranban az ugyneve-
zett deutérium rendparaméter (S.,) profiljat — e mennyiség
deuteralt CH, csoportok esetén magneses magrezonancia
(NMR) spektroszkopia segitségével mérhetd. Az S, rend-
paramétert az alabbi modon szamithatjuk ki: 3!

Sep =<3cos?y-1>/2, 3)

ahol y az adott szénatom egyik C-H kotése és a membran
normalisa altal bezart szog, a <...> zarojel pedig sokasagat-
lagolasra utal. Nagyobb S, értékek rendezettebb, a memb-
ran normalisa mentén elnyujtottabb lokalis konfiguraciokra
utalnak.

o 0 g
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Szénatom sorszama

5. Abra. A DPPC lancok deutérium rendparamétere a szimullt
membranokban.

Az S, paraméter szimulaciokbol nyert profiljat az 5. dbra
mutatja. A szamitott értékeket a DPPC molekula két lanca-
ra atlagoltuk; a szénatomok szamozasa a lancban az ész-
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ter csoporthoz kapcsolodo atomtol a lancvégi CH, csoport
szénatomja felé nd. Az abran feltiintettiink a tiszta, légkori
nyomasu DPPC membranra vonatkozo kisérleti adatokat
is, melyek szamitasainkkal jo egyezést mutatnak.

Amint lathato, anesztetikumok jelenlétében a lancok lo-
kalis rendezettsége a 7. szénatomtol a membran kozepéig
(azaz az anesztetikumok kiilsé preferalt pozicidjatol befelé)
egyértelmiien csokken, mig nem-anesztetikumok esetén ez
a valtozas minimalis, és az is csak a lancok legvégét (12.-
15. szénatom kozott) érinti. A nyomas novekedése viszont
a lanc teljes hosszaban a lokalis rendezettség markans no-
vekedését okozza.

3.3.2. A lipid molekuldk lateralis mobilitasa. A lateralis
stirtiség csokkenése vélhetden megnoveli a lipid moleku-
a DPPC molekulék lateralis 6ndiffuzios allandojat (D)) is
a vizsgalt membranokban. D, értéke az Einstein egyenlet™
alapjan az alabbi moédon szdmithato:

D, =MSD(t)/4t, @

ahol MSD = <rY%(t,+f) - rY*(t,)>* a lipid molekuldk oldal-
irany (YZ sikbeli) atlagos négyzetes ellépéshossza, r,Y*(t,)
és rY%(t,+1) pedig az i-edik DPPC molekula (P atom altal
megadott) helyzete az YZ sikban a ¢, illetve ¢,+¢ idopillana-
tokban. A 4. egyenlet alapjan D, értékét a szamitott MSD(?)
adatokhoz egyenest illesztve kaphatjuk meg.

A kapott lateralis 6ndiffuzios allando értékeket a 3. tabla-
zat foglalja 6ssze. Az eredmények ismét 6sszhangban van-
nak az anesztézia szempontjabol relevans tulajdonsagokra
vonatkozo6 kritériumainkkal, hiszen D, értéke ugyan mind
anesztetikumok, mind nem-anesztetikumok jelenlétében
megnd, am ez a ndvekedés anesztetikumok esetén egyér-
telmlien nagyobb, tovabba a nyomds ndvelése D, értékének
csokkenéséhez vezet.

rendszer 1 bar 600 bar
DPPC 17.4 -
DPPC+DE 35.6 17.3
DPPC+PE 31.4 17.4
DPPC+CF 33.9 11.4
DPPC+CT 24.8 12.5

3. Tablazat. A DPPC molekulak lateralis 6ndiffazios allandoja (pm?/s
egységben) a szimulalt membranokban.

3.3.3. A szabad térfogat profilja. Amint azt a korabbiakban
tobbszor is emlitettiik, az oldalirdnyu slirliség csokkenése
vélhet6leg megnoveli a membranban talalhatd szabad térfo-
gatot. A kérdés részletesebb vizsgalata érdekében kiszami-
tottuk a szabad térfogat hanyadosanak (¢) profiljat a memb-
ranra merdleges X tengely mentén. ¢ értékét a kovetkezo
modon becsiiltiik. Minden mintakonfiguracion 5x10° teszt-
pontot generaltunk véletlenszertien, majd ellendriztiik,
hogy hany tesztpont esik atomok 4ltal le nem fedett térrész-
be. Az atomok térfogatanak meghatarozasahoz sugarukat
a hozzajuk tartoz6 Lennard-Jones tavolsag-paraméterrel (o)

becstiltiik. ¢ értéke adott AX tartomanyban az itt talalhato,
atomok altal le nem fedett térbe eso, illetve az Gsszes itt
talalhato tesztpont szamanak hanyadosaként adodik.

A kapott szabad térfogati hanyad profilokat az 6. abra mu-
tatja. A szabad térfogat a membran kdzepén illetve a vizes
fazisban maximumot, a fejcsoportok zsufolt rétegében,
|X] = 20 A koriil minimumot, mig a polaros/apolaros ha-
tarfeliilet belsd, apolaros oldalan, a 10 A < |X| <13 A tar-
tomanyban egy vallat mutat, 6sszhangban a membran si-
riségprofiljaval (3. abra). Lathato, hogy az emlitett vall
kornyékén, a 10 A < |X] <15 A tartomanyban mindkét itt
vizsgalt anesztetikum jelenléte megnoveli a szabad térfo-
gati hanyadot. Noha egyes esetekben a szabad térfogati ha-
nyad novekedése a membran mas részein is megfigyelhetd,
ezt a novekedést csak a polaros/apolaros hatarfeliilet belsé
oldalan, az anesztetikumok kiilsd preferalt pozicidja koriil
lathatjuk konzekvensen minden anesztetikum és membran
esetén. 283738 Raadasul nem-anesztetikumok jelenléte e
tartomanyban nem okoz lathat6 valtozast a szabad térfogati
hanyadban, mig a nyomas novelése — a membran mas tarto-
manyaihoz hasonloan — itt is megnoveli azt.

0.50
- anesztetikumok

0.454

040d ©°,

— tiazta DPPC membran_ 1 bar
B anesztetikummal'nem-aneszetikummal, 1 bar
< 0  anesztaticummalnem-anesztatikuommal, 600 bar

0.45-

0.40

0.354

"] mem-anesztetikum ok

0 10 20 300 10 20 30
X

6. Abra. A szabad térfogati hanyad profilja a szimulalt membranokban.
A korok a profilok anesztézia szempontjabol relevans tartomanyat jelzik.

3.3.4. Az oldalnyomas profilia. A fentick alapjan mind
a lipid lancok lokalis rendezettségének csokkenése, mind
a lipid molekulék lateralis diffizidjanak névekedése, mind
pedig a szabad térfogati hanyad novekedése a polaros/apo-
laros hatarfeliilet apolaros oldalan egyértelmt korrelaciot
mutat az anesztetikus hatds megjelenésével. E korrelacio
kétségtelen meglétének ellenére azonban nem latszik ok-
sagi kapcsolat e tulajdonsagok és az anesztézia jelensége
kozott. A fenti Osszes valtozas azonban visszavezethetd
a membrannak a kiils¢ preferalt pozicidban 1évé aneszte-

“ ey

azonban hasonlo korrelaciot talalunk az oldalnyomas (p,)
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valamely tartomanyban torténd valtozasa és az anesztézia
megjelenése kozott, az — a Cantor hipotézisen'* keresztiil —
mar oksagi kapcsolatba is hozhato lenne az anesztéziaval.
Mivel a kiilsd (skalaris) nyomas novelése hatasara a nyo-
mastenzor minden komponense, igy az oldalnyomas is
megnd, szamunkra az oldalnyomas profil anesztetikumok
hatasara tapasztalhato csokkenése lehet relevans.

A vizsgalt membranokban szamitott oldalnyomas profilo-
kat a 7. abra mutatja. Lathato, hogy az itt vizsgalt mindkeét
anesztetikum (DE ¢és CF) altal egydntetiien okozott oldal-
nyomas csokkenés a membrannak csak egy nagyon szitk
tartomanyara, nagyjabol a 13 A < |X| <16 A intervallumra,
lére, a polaros/apolaros hatarfeliilet kiilsd, polaros oldalara
korlatozodik. Megfelel6 X érték esetén azonban ez az oldal-
nyomas csokkenés akar néhany szaz bar is lehet. Ez az effek-
tus tehat, noha nagyon sziik tavolsagtartomanyra korlatozo-
dik, osszességében meglehetésen nagy. Hangsulyozni kell,
hogy az oldalnyomas csokkenését e tartomanyban tobbféle
membran, fazis, anesztetikum és modell mellett is minden
esetben tapasztaltuk.”2%% Nem-anesztetikumok azonban
nem okoznak lathat6 valtozast az oldalnyomas értékében
ebben a tartomanyban.
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7. Abra. Az oldalnyomas profilja a szimulalt membranokban 1égkori
nyo-mason. A korok a profilok anesztézia szempontjabol relevans
tartomanyat jelzik.

Az oldalnyomasnak a polaros-apolaros hatarfeliilet kiilso,
poléaros oldaldn anesztetikumok hatasara torténd csokke-
nésében sikeriilt tehat egy olyan membran-tulajdonsag val-
tozast talalnunk, mely nem csak korreldl az anesztetikus
hatas megjelenésével, de — a Cantor hipotézisen keresztiil
— oksagi kapcsolatba is hozhaté azzal. Az oldalnyomas e
tartomanyban tapasztalhatd csokkenését viszont a kiilsé
preferalt pozicidban 1év6 anesztetikumok okozzédk, hiszen
azaltal, hogy a lipid lancok k6zé bebujva megnovelik azok
egymastol valo tavolsagat, azok egymassal valo kolcsonha-
tasat is gyengitik. Kiilondsen erds ez az effektus az aneszte-
tikumok preferalt pozicidja kozelében, ahol a lipid moleku-
lak megndvekedett tavolsagat még nem tudjak konformacios
valtozasok érdemben kompenzalni, illetve a fejcsoportok
zsufolt rétegében, ahol eleve viszonylag erds kolcsonhata-
sok lépnek fel a lipid molekulak polaros fejcsoportjai kozt,
amit a régio zsufoltsaga tovabb erdsit, igy a kdlcsdonhatasok
erdsségébdl a lateralis dilatacio hatasara torténd veszteség
is itt a legnagyobb. A fenti két hatas ereddje okozza azt,
hogy az oldalnyomas szignifikans mértékben az aneszteti-
kumok kiils6 preferalt pozicidjatol némiképp kijjebb, a po-
laros/apolaros hatarfeliiletnek mar a kiilsd, polaros oldalan
kovetkezik be.

A kapott eredmények értékeléséhez hangsulyozni kell,
hogy ez az effektus, bar 6nmagaban nagy, csak egy igen
sziik tavolsagtartomanyt érint, ami nem sokkal (3-4-szer)
sz€lesebb, mint a profilok szamitasdhoz altalunk hasznalt
1 A széles tavolsagfelosztas. Ez egyrészt megneheziti az
effektus észlelését, masrészt felveti az eredmények pon-
tossaganak a kérdését is. Ugyanakkor hangstlyozni kell,
hogy kutatasaink sordn ilyen valtozast szdmos membran-
ban ¢és anesztetikum mellett konzekvensen tapasztaltunk,
mig e valtozas hianyara egyetlen esetben sem lattunk pél-
dat. Végezetiil jegyezziilk meg, hogy a relevans effektus
ilyen sziik tavolsagtartomanyra vald korlatozodasa nagyon
is 0sszhangban van Cantor hipotézisével, mely szerint az
anesztézia kivaltasat okozé fehérjék konformacios ,,atkap-
csolasat” az oldalnyomas profil nem egyenletes modon valo
megvaltozasa okozza. Eredményeink, azaz hogy az oldal-
nyomas profil anesztetikumok hatdsara csak egy 3-4 A szé-
les tartomanyban valtozik konzekvensen, itt viszont tobb
szaz bar csokkenés is felléphet, éppen ilyen markansan
egyenetlen valtozast jeleznek. Mindez megfelel annak a ko-
rabban mar emlitett fizikai képnek, hogy az oldalnyomas
adott, szlik rétegben valo csokkenése lokalisan oldalirany-
ba ,,meghtizza” az érintett csatornafehérjét, kinyitva ezzel
az addig zart csatornat. Ertelemszeriien, ennek a képnek
a tovabbi megerdsitése vagy cafolata most mar az aneszté-
zia szempontjabol potencidlisan relevans csatornafehérjék,
példaul a TREK-1 kalium ioncsatorna®* jelenlétében torténd
szimulaciokat igényelnek.
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Molecular mechanism of general anesthesia

Although general anesthesia is used in the surgical practice for
more than one and a half centuries, its molecular mechanism is
still largely unknown. Well-established scientific results only in-
dicate that the site of its action is the cell membrane, and the anes-
thetic effect is reverted at high pressure. Also, there is a growing
consensus that whatever this mechanism is, it only affects certain
properties of the cell membrane directly, while it affects only in-
directly, through these membrane-related changes, the conforma-
tion of the relevant membrane-bound proteins.

Based on computer simulation results, here we propose a potential
molecular mechanism which, together with the Cantor hypothesis
(i.e., that anesthetics-induced non-uniform changes in the lateral
pressure profile can result in a conformational switch of the re-
lated, most likely channel-forming proteins) can provide a causal
explanation of general anesthesia. The key point is that the main
positional preference of the slightly polar or strongly polarizable
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general anesthetics — unlike that of chemically or, at least struc-
turally similar non-anesthetics — is to stay at the apolar side of the
apolar/polar interface, close to the dense region of the polar head-
groups. Anesthetics located in this region push the nearby lipid
tails farther away from each other, leading to a lateral swelling
of the membrane which, in turn, increases lipid mobility and the
free volume fraction, and decreases lipid tail ordering. More im-
portantly, pushing the lipid molecules farther away from each oth-
er leads to a weakening of their lateral interaction, in particular,
close to the position of the anesthetics and also in the dense region
of the strongly interacting polar headgroups. As a consequence,
lateral pressure decreases in the presence of anesthetics (while,
evidently, it increases with increasing pressure) at the polar side
of the apolar/polar interface, at the region of the ester groups, pro-
viding thus the non-uniform change of the lateral pressure profile
required by the Cantor hypothesis.
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