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Óâåëè÷åíèå òåêó÷åñòè ìîäåëüíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàí ïîä äåéñòâèåì ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ

Èññëåäîâàíî âëèÿíèå ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ íà ïðîíèöàåìîñòü ôîñôîëèïèäíûõ ëèïîñîì ðàçëè÷íîãî
ñîñòàâà äëÿ êàëüöåèíà. Ñðåäè ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ ïðîòåñòèðîâàíû àìèäû (ëèäîêàèí, ïðèëîêàèí, ìå-
ïèâàêàèí è áóïèâàêàèí) è ñëîæíûå ýôèðû (áåíçîêàèí, ïðîêàèí è òåòðàêàèí). Ïðîíèöàåìîñòü áîëüøèõ
ìîíîëàìåëëÿðíûõ ëèïîñîì îïðåäåëÿëè ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êàëüöåèíà, âûòåêàþùåãî èç
ôîñôîëèïèäíûõ âåçèêóë. Ïîêàçàíî, ÷òî âñå ïðîòåñòèðîâàííûå àìèäíûå àíåñòåòèêè ñëàáî âëèÿþò íà
ïðîíèöàåìîñòü äèîëåîèëôîñôîõîëèíîâûõ (ÄÎÔÕ) ëèïîñîì äëÿ ôëóîðåñöåíòíîãî ìàðêåðà. Ïðè ýòîì
íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì àìèäîì ÿâëÿåòñÿ áóïèâàêàèí. Çàìåíà â ñîñòàâå ìåìáðàí 20 ìîëü % ÄÎÔÕ íà
òåòðàîëåîèëêàðäèîëèïèí (ÒÎÊË) ñîïðîâîæäàåòñÿ ðîñòîì àêòèâíîñòè àìèäîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî áåíçî-
êàèí è ïðîêàèí â êîíöåíòðàöèÿõ äî 100 ìÌ íå èçìåíÿþò ïðîíèöàåìîñòü ÄÎÔÕ ëèïîñîì. Äîáàâêà ê
ÄÎÔÕ ëèïîñîìàì òåòðàêàèíà äî êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ íå âëèÿåò íà ïðîíèöàåìîñòü ìåìáðàí, óâåëè÷åíèå
êîíöåíòðàöèè àíåñòåòèêà äî 50 ìÌ ñîïðîâîæäàåòñÿ ðîñòîì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè âûñâî-
áîæäåííîãî èç âåçèêóë êàëüöåèíà, à ïðè êîíöåíòðàöèè 100 ìÌ âåñü çàõâà÷åííûé ëèïîñîìàìè ìàðêåð
îêàçûâàåòñÿ â îìûâàþùåì ðàñòâîðå. Â ñëó÷àå âåçèêóë, âêëþ÷àþùèõ 20 ìîëü % ÒÎÊË, ïîðîãîâàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ òåòðàêàèíà è êîíöåíòðàöèÿ àíåñòåòèêà, ñîîòâåòñòâóþùàÿ 100%-íîé óòå÷êå êàëüöåèíà, ñî-
ñòàâëÿþò 7 è 20 ìÌ ñîîòâåòñòâåííî. Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ãèãàíò-
ñêèõ îäíîëàììåëÿðíûõ ëèïîñîì, ñôîðìèðîâàííûõ èç ýêâèìîëÿðíîé ñìåñè ÄÎÔÕ è òåòðàìèðèñòîèë-
êàðäèîëèïèíà, ïîêàçàíî, ÷òî àíåñòåòèêè ðàçðóøàþò òâåðäûå óïîðÿäî÷åííûå äîìåíû, ïðè÷åì ýòà
ñïîñîáíîñòü âîçðàñòàåò â ðÿäó: ïðîêàèí d ìåïèâàêàèí < áóïèâàêàèí n òåòðàêàèí. Âûÿâëåííàÿ ðàçíèöà
âëèÿíèÿ ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà ðàçëè÷íîé ãëóáèíîé ïîãðóæåíèÿ àíåñòåòèêîâ â
ìåìáðàíó.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëèïîñîìû, ìåñòíûå àíåñòåòèêè, êàëüöåèí, ïðîíèöàåìîñòü, ôàçîâîå ðàçäåëå-
íèå â ìåìáðàíå, óïîðÿäî÷åííûå äîìåíû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÀ — ìåñòíûå àíåñòåòèêè, ÄÎÔÕ — 1,2-äèîëåîèë-sn-ãëèöå-
ðî-3-ôîñôîõîëèí, ÒÎÊË — òåòðàîëåîèëêàðäèîëèïèí, ÒÌÊË — òåòðàìèðèñòîèëêàðäèîëèïèí.

Ìåñòíûìè àíåñòåòèêàìè (ÌÀ) íàçûâàþò âåùåñòâà,
êîòîðûå âûçûâàþò ïîòåðþ áîëåâîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè â
îáëàñòè, îãðàíè÷åííîé çîíîé èõ ââåäåíèÿ. Â ñòðóêòóðå
ìîëåêóë ÌÀ ìîæíî âûäåëèòü ãèäðîôîáíóþ è ãèäðî-
ôèëüíóþ ÷àñòè. ×àùå âñåãî ïåðâàÿ ïðåäñòàâëåíà àðîìà-
òè÷åñêîé ãðóïïèðîâêîé, à âòîðàÿ — òðåòè÷íûì àìèíîì.
Òèï ñâÿçè, ñîåäèíÿþùåé ãèäðîôîáíóþ è ãèäðîôèëüíóþ
÷àñòè, ëåæèò â îñíîâå õèìè÷åñêîé êëàññèôèêàöèè ÌÀ.
Èõ ïðèíÿòî äåëèòü íà ñëîæíûå ýôèðû (áåíçîêàèí, ïðîêà-
èí, òåòðàêàèí è äð.) è àìèäû (ëèäîêàèí, ïðèëîêàèí, ìå-
ïèâàêàèí, áóïèâàêàèí è äð.). Àìèäíûå àíåñòåòèêè áîëåå
ñòàáèëüíû è â îòëè÷èå îò ýôèðíûõ ïðàêòè÷åñêè íå âûçû-
âàþò ïîáî÷íûõ ðåàêöèé. Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÌÀ
âî ìíîãîì çàâèñèò îò ëèïîôèëüíîñòè èõ ìîëåêóë. Êàê
ïðàâèëî, áîëåå ãèäðîôîáíûå ïðåïàðàòû îáëàäàþò áîëü-
øåé àêòèâíîñòüþ è ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ äåéñòâèÿ. Îä-
íàêî ñ óâåëè÷åíèåì ãèäðîôîáíîñòè âîçðàñòàåò è òîêñè÷-
íîñòü ÌÀ, ÷òî ñîîòâåòñòâåííî ñóæàåò èõ òåðàïåâòè÷å-
ñêèé äèàïàçîí (Butterworth, 2002; Rosenberg et al., 2004).

Âàæíî ó÷èòûâàòü, ÷òî àíåñòåçèðóþùèå ñðåäñòâà âû-
çûâàþò áëîêàäó íàòðèåâûõ êàíàëîâ ïðè âçàèìîäåéñòâèè

ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ÷àñòüþ áåëêà (Hille, 1977; Nilius
et al., 1987; Butterworth, Strichartz, 1990; Weiser, 2006).
Â ýòîé ñâÿçè ðåøàþùåå çíà÷åíèå äëÿ âîçíèêíîâåíèÿ àíå-
ñòåçèðóþùåãî ýôôåêòà ÌÀ èìååò óðîâåíü pH òêàíåâîé
ñðåäû, â êîòîðóþ ââîäèòñÿ àíåñòåòèê, ïîñêîëüêó îò äàí-
íîãî ïàðàìåòðà çàâèñèò ñòåïåíü èîíèçàöèè ìîëåêóëû
àíåñòåòèêà. Â ñèëó òîãî ÷òî ïðàêòè÷åñêè âñå ìåñòíîàíåñ-
òåçèðóþùèå ñðåäñòâà ïî õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðå ÿâëÿþòñÿ
îñíîâíûìè ñîåäèíåíèÿìè, ëèïîôèëüíîñòü è ñîîòâåòñò-
âåííî ñïîñîáíîñòü ïðîíèêàòü ÷åðåç ìåìáðàííûé áàðüåð è
âûçûâàòü áëîêàäó íàòðèåâîé ïðîâîäèìîñòè ÌÀ ïðèîáðå-
òàþò òîëüêî â ñëàáîùåëî÷íîé èëè íåéòðàëüíîé ñðåäå.

ÌÀ íå òîëüêî áëîêèðóþò ïðîâåäåíèå íåðâíîãî èì-
ïóëüñà, íî è äåéñòâóþò íà äðóãèå âîçáóäèìûå îðãàíû è
òêàíè, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ ïîáî÷íûõ ýôôåê-
òîâ, â òîì ÷èñëå ñî ñòîðîíû öåíòðàëüíîé íåðâíîé è ñåð-
äå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåì (Covino, 1987). Ïîñêîëüêó ïî-
áî÷íûå ýôôåêòû â îñíîâíîì íàáëþäàþòñÿ ïðè îòíîñè-
òåëüíî âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ àíåñòåçèðóþùèõ àãåíòîâ,
òîêñè÷íîñòü ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà èõ íåñïåöèôè÷å-
ñêèì äåéñòâèåì íà êëåòî÷íûå ìåìáðàíû. Ê èçìåíåíèÿì â
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ñâîéñòâàõ ìåìáðàíû, êîòîðûå ìîãóò èìåòü ñåðüåçíûå ïî-
ñëåäñòâèÿ äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ðåêîíñòðóèðîâàííûõ â
íåå èîííûõ êàíàëîâ, ñëåäóåò îòíåñòè ìîäèôèêàöèþ òåêó-
÷åñòè áèñëîÿ, à òàêæå åãî ëàòåðàëüíóþ îðãàíèçàöèþ. Ñè-
ñòåìàòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé íà ýòó òåìó íå ïðîâîäèëè.
Èçâåñòíî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå íåêîòîðûõ ÌÀ ñ ëèïèäíû-
ìè ìåìáðàíàìè ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì èõ òåêó÷å-
ñòè è ïðîíèöàåìîñòè (Shimooka et al., 1992; Shibata et al.,
1995; Yun et al., 2002; Onyuksel et al., 2007; Tsuchiya, Mi-
zogami, 2013). Íàèáîëüøèì ýôôåêòîì â ýòîì îòíîøåíèè
îáëàäàåò áóïèâàêàèí (Onyuksel et al., 2007; Tsuchiya et al.,
2010), ÷òî ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé åãî áîëåå âûðàæåííîé
êàðäèîòîêñè÷íîñòè (McClure, 1996). Äàííûå èç ëèòåðàòó-
ðû òàêæå óêàçûâàþò íà èçìåíåíèå ñöåíàðèÿ ôàçîâîé ñåã-
ðåãàöèè â áèñëîå ïîä äåéñòâèåì ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ
(Amador, Floyd, 2000; Senisterra, Lepock, 2000).

Äëÿ àíàëèçà ìåõàíèçìîâ ìåìáðàííîãî äåéñòâèÿ ðàç-
ëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé øèðîêî èñ-
ïîëüçóåòñÿ ìåòîä èçìåðåíèÿ ïðîíèöàåìîñòè ëèïîñîì äëÿ
ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ (Schwarz, Robert, 1992; An-
dersson et al., 2007; Heerklotz, Seelig, 2007). Äëÿ ýòîãî áî-
ëüøèå îäíîëàìåëëÿðíûå âåçèêóëû íàãðóæàþò ôëóîðåñ-
öåíòíûì ìàðêåðîì, íàïðèìåð êàëüöåèíîì. Âíóòðè ëèïî-
ñîì êàëüöåèí ôëóîðåñöèðóåò î÷åíü ñëàáî èç-çà ñèëüíîãî
ñàìîòóøåíèÿ â ìèëëèìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Îìûâà-
þùèé âåçèêóëû ðàñòâîð ïðåäâàðèòåëüíî î÷èùàþò îò íå-
çàõâà÷åííîãî êàëüöåèíà. Èçìåíåíèÿ ïðîíèöàåìîñòè ìåì-
áðàí áîëüøèõ îäíîëàìåëëÿðíûõ âåçèêóë, èíäóöèðîâàí-
íûõ ìåìáðàíîàêòèâíûìè ïðåïàðàòàìè, âûçûâàþò ïîòîê
êàëüöåèíà ÷åðåç áèñëîé. Â ðàçáàâëåííûõ ðàñòâîðàõ ôëóî-
ðåñöåíöèÿ êàëüöåèíà çàìåòíî âîçðàñòàåò, ÷òî äàåò âîç-
ìîæíîñòü îáíàðóæèòü óòå÷êó ìàðêåðà èç ëèïîñîì. Ïðè
îöåíêå ýôôåêòîâ òåñòèðóåìûõ àãåíòîâ ñëåäóåò òàêæå
ó÷èòûâàòü íåîäíîðîäíîñòü ìåìáðàíû, ãëàâíûì îáðàçîì
íàëè÷èå â íåé ëèïèäíûõ äîìåíîâ, íàõîäÿùèõñÿ â äðóãîì
àãðåãàòíîì ñîñòîÿíèè. Èäåàëüíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ âè-
çóàëèçàöèè ðàçäåëåíèÿ ôàç ÿâëÿþòñÿ ãèãàíòñêèå îäíî-
ñëîéíûå âåçèêóëû (Wesolowska et al., 2009). Â ýòîì ñëó-
÷àå èññëåäîâàíèå ôàçîâîãî ðàçäåëåíèÿ ïðîâîäèòñÿ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíûõ ëèïèäíûõ çîíäîâ,
êîòîðûå íåðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿþòñÿ ìåæäó ëèïèäíû-
ìè ôàçàìè â ìåìáðàíå.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èññëåäîâàíèè
âëèÿíèÿ ÌÀ (ëèäîêàèíà, ïðèëîêàèíà, ìåïèâàêàèíà, áó-
ïèâàêàèíà, áåíçîêàèíà, ïðîêàèíà è òåòðàêàèíà) íà òåêó-
÷åñòü ìîäåëüíûõ ìåìáðàí ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà. Äëÿ ýòîãî

îöåíèâàëè âëèÿíèå ÌÀ íà ïðîíèöàåìîñòü ëèïîñîì äëÿ
êàëüöåèíà è ôàçîâîå ðàçäåëåíèå â ìîäåëüíûõ ìåìáðàíàõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û:
1,2-äèîëåîèë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîõîëèí (ÄÎÔÕ), òåòðà-
îëåèëêàðäèîëèïèí (ÒÎÊË), òåòðàìèðèñòîèëêàðäèîëèïèí
(ÒÌÊË) è 1,2-äèïàëüìèòîèë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîýòàíîë-
àìèí-N-(ëèççàìèí ðîäàìèí) (ËÐ-ÄÏÔÝ) (Avanti Polar Li-
pids, ÑØÀ); õëîðèä íàòðèÿ, HEPES, ÝÄÒÀ, Òðèòîí Õ-100
(ÒÕ-100), êàëüöåèí, ñîðáèòîë, áåíçîêàèí, ãèäðîõëîðèäû
ëèäîêàèíà, áóïèâàêàèíà, ïðèëîêàèíà, ìåïèâàêàèíà, ïðî-
êàèíà è òåòðàêàèíà (Sigma, ÑØÀ).

Î ï ð å ä å ë å í è å ó ò å ÷ ê è ê à ë ü ö å è í à è ç ë è ï î -
ñ î ì ï ð è ä î á à â ê å ì å ñ ò í û õ à í å ñ ò å ò è ê î â. Áîëü-
øèå îäíîñëîéíûå ëèïîñîìû äèàìåòðîì 100 íì ïîëó÷àëè
ìåòîäîì ýêñòðóçèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèíè-ýêñòðóäåðà
(Avanti Polar Lipids, ÑØÀ). Ðàñòâîð ëèïèäà â õëîðîôîðìå
(ÄÎÔÕ èëè ñìåñü 80 ìîëü % ÄÎÔÕ è 20 ìîëü % ÒÎÊË)
ïîìåùàëè â åìêîñòü, ïîñëå ÷åãî ðàñòâîðèòåëü óäàëÿëè
ïîòîêîì àçîòà. Ëèïèäíóþ ïëåíêó ãèäðàòèðîâàëè áóôå-
ðîì (35 ìÌ êàëüöåèíà, 10 ìÌ HEPES, 1 ìÌ ÝÄÒÀ,
pH 7.4) è ïîäâåðãàëè ïÿòèêðàòíîìó çàìîðàæèâàíèþ—
ðàçìîðàæèâàíèþ äëÿ ïðåâðàùåíèÿ ðàñòâîðà â ñóñïåíçèþ
ìóëüòèëàìåëëÿðíûõ ëèïîñîì. Çàòåì ïîëó÷åííóþ ñóñïåí-
çèþ ïðîïóñêàëè 13 ðàç ÷åðåç ïîëèêàðáîíàòíóþ ìåìáðàíó
ñ äèàìåòðîì ïîð 100 íì (Nucleopore TM, ÑØÀ) äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ îäíîëàìåëëÿðíûõ ëèïîñîì îäèíàêîâîãî ðàçìåðà.
Óäàëåíèå íå ïîïàâøåãî â ëèïîñîìû êàëüöåèíà ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ ãåëü-ôèëüòðàöèè íà êîëîíêå, çàïîëíåííîé
ñåôàäåêñîì-50. Â êà÷åñòâå ýëþåíòà èñïîëüçîâàëè ñâîáîä-
íûé îò ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ áóôåð (150 ìÌ NaCl,
10 ìÌ HEPES, pH 7.4). Êîíöåíòðàöèþ ëèïèäà â ñóñïåí-
çèè, î÷èùåííîé îò íå çàõâà÷åííîãî âåçèêóëàìè êàëüöåè-
íà, îïðåäåëÿëè ïðè ïîìîùè íàáîðà «Phospholipids assay
kit» (Sigma, ÑØÀ). Ïîëó÷åííóþ ëèïîñîìíóþ ñóñïåíçèþ
ðàçáàâëÿëè áóôåðîì (150 ìÌ NaCl, 10 ìÌ HEPES, 1 ìÌ
ÝÄÒÀ, pH 7.4) äî êîíöåíòðàöèè 25 ìêÌ.

Ëèïîñîìíóþ ñóñïåíçèþ ðàçäåëÿëè íà àëèêâîòû. Êîí-
òðîëüíûå îáðàçöû íå ìîäèôèöèðîâàëè. Â ýêñïåðèìåíòà-
ëüíûå îáðàçöû ââîäèëè ÌÀ èç èñõîäíûõ ðàñòâîðîâ â ýòà-
íîëå èëè âîäå è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â òåìíîòå
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû ÌÀ
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.
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Ðèñ. 1. Õèìè÷åñêèå ñòðóêòóðû ìåñòíûõ àíåñòåòèêîâ (ÌÀ): àìèäû (ëèäîêàèí, ïðèëîêàèí, ìåïèâàêàèí è áóïèâàêàèí) è ñëîæíûå
ýôèðû (áåíçîêàèí, ïðîêàèí è òåòðàêàèí).



Ïðîíèöàåìîñòü áîëüøèõ ìîíîëàìåëëÿðíûõ ëèïîñîì
äëÿ êàëüöåèíà îïðåäåëÿëè ïóòåì èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ, âûòåêàþùåãî èç âåçèêóë, ñ
ïîìîùüþ ñïåêòðîôëóîðèìåòðà «Ôëþîðàò Ïàíîðàìà-02»
(ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè 490 è 520 íì
ñîîòâåòñòâåííî). Êàëüöåèí (â êîíöåíòðàöèè 35 ìÌ) âíóò-
ðè ëèïîñîì èìååò ïðåíåáðåæèìî ìàëóþ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè âñëåäñòâèå ñàìîòóøåíèÿ. Ïîñêîëüêó
îìûâàþùèé ëèïîñîìû ðàñòâîð íå ñîäåðæèò êàëüöåèíà,
ìîæíî çàôèêñèðîâàòü èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè âû-
òåêàþùåãî èç âåçèêóë êðàñèòåëÿ. Ñïèðò â ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ êîíöåíòðàöèÿõ íà ïðîíèöàåìîñòü âåçèêóë äëÿ êàëü-
öåèíà íå âëèÿë. Ïîñëå èçìåðåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîãî îáðàçöà â ðàñòâîð äîáàâëÿëè äåòåðãåíò
TX-100 äî êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ èç âîäíîãî ðàñòâîðà. Ýòî
ïðèâîäèëî ê ïîëíîìó ðàçðóøåíèþ ëèïîñîì è âûñâîáîæ-
äåíèþ âñåãî çàõâà÷åííîãî êðàñèòåëÿ.

Îòíîñèòåëüíóþ âåëè÷èíó óòå÷êè RF (%), êàëüöåèíà
èç ëèïîñîì, îïðåäåëÿëè ïî ôîðìóëå

RF
I I

I
I

i i= ⋅
α –

.
–

max

0

0

009

100 %, (1)

ãäå Ii è I0 — èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îáðàçöîâ ñ
i-òîé êîíöåíòðàöèåé àíåñòåòèêà è â îòñóòñòâèå àíåñòåòè-
êà, I max

0 — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðàñòâîðà ïîñëå
äîáàâêè TX-100 (êîýôôèöèåíò 0.9 ââåäåí äëÿ ó÷åòà ðàç-
áàâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî îáðàçöà ðàñòâîðîì òðèòî-
íà), ai — ïîïðàâî÷íûé êîýôôèöèåíò òóøåíèÿ.

Ïî äàííûì Êîáëèí ñ êîëëåãàìè, ñëîæíîýôèðíûå àíå-
ñòåòèêè â îòëè÷èå îò àìèäíûõ òóøàò ôëóîðåñöåíöèþ ðàç-
ëè÷íûõ ôëóîðîôîðîâ (Koblin et al., 1975). Äëÿ ó÷åòà âîç-
ìîæíîãî òóøåíèÿ êîýôôèöèåíò a â âûðàæåíèè (1) îïðå-
äåëÿëè êàê

α i i

I

I
= max

max

,

0

(2)

ãäå I max

0 è I i

max — ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè ðàñòâîðà ïîñëå äîáàâêè TX-100 â îáðàçöå â îò-
ñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ÌÀ ñîîòâåòñòâåííî.

Ê î í ô î ê à ë ü í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ ã è ã à í ò ñ ê è õ
î ä í î ë à ì å ë ë ÿ ð í û õ ë è ï î ñ î ì. Ýòè ëèïîñîìû èçãî-
òàâëèâàëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðìàöèè c ïîìîùüþ Nanion
vesicle prep pro (Ãåðìàíèÿ) (ñòàíäàðòíûé ïðîòîêîë, íà-
ïðÿæåíèå 3 Â, ÷àñòîòà 10 Ãö, 1 ÷, 25 °C). Âèçóàëèçàöèþ
ëàòåðàëüíîãî ôàçîâîãî ðàçäåëåíèÿ ïðîâîäèëè ïóòåì
ââåäåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà ËÐ-ÄÏÔÝ â èñõîäíûé
ëèïèäíûé ðàñòâîð ÄÎÔÕ : ÒÌÊË (50 : 50 ìîëü %) â
õëîðîôîðìå (11 ìÌ). Êîíöåíòðàöèÿ ËÐ-ÄÏÔÝ â îáðàçöå
ñîñòàâëÿëà 1 ìîëü %. Ïîëó÷åííóþ ëèïîñîìàëüíóþ ñóñ-
ïåíçèþ ðàçäåëÿëè íà àëèêâîòû. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñ-
ïîëüçîâàëè àëèêâîòó áåç ìåñòíîãî àíåñòåòèêà. Ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûå îáðàçöû ñîäåðæàëè 100 ìêÌ ÌÀ (áóïèâàêà-
èíà, ìåïèâàêàèíà, ïðîêàèíà èëè òåòðàêàèíà). Ëèïîñîìû
íàáëþäàëè ÷åðåç èììåðñèîííûé îáúåêòèâ 100.0�/1.4
HCX PL â Leica TCS SP5 êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñèñòå-
ìû Apo (Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ). Íàáëþäåíèå ïðå-
ïàðàòîâ ïðîâîäèëè ïðè 25 °C. Ñâå÷åíèå ËÐ-ÄÏÔÝ âîç-
áóæäàëè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 543 íì (ãåëèé-íåîíîâûé
ëàçåð). Èçâåñòíî, ÷òî ËÐ-ÄÏÔÝ â áèñëîå ñ ôàçîâûì ðàç-
äåëåíèåì âñòðàèâàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â æèäêóþ íåó-
ïîðÿäî÷åííóþ ôàçó (Juhasz et al., 2010). Â òî âðåìÿ êàê

òâåðäàÿ óïîðÿäî÷åííàÿ (ãåëü) ôàçà îñòàåòñÿ íåîêðàøåí-
íîé (Muddana et al., 2012).

Îáðàçåö õàðàêòåðèçîâàëè ÷àñòîòîé âñòðå÷àåìîñòè
(pi, %) ãîìîãåííûõ è ãåòåðîãåííûõ âåçèêóë:

p
N

Ni

i= ⋅ 100 %, (3)

ãäå i — òèï ôàçîâîãî ðàçäåëåíèÿ ëèïîñîì (æèäêàÿ íåó-
ïîðÿäî÷åííàÿ ôàçà èëè ñîñóùåñòâîâàíèå æèäêîé è òâåð-
äîé ôàç), Ni — ÷èñëî âåçèêóë â îáðàçöå ñ îïðåäåëåííûì
ôàçîâûì ñöåíàðèåì (îò 0 äî 50), N — îáùåå ÷èñëî ëèïî-
ñîì â îáðàçöå (íå ìåíåå 50 â êàæäîé ñèñòåìå). Äëÿ êàæ-
äîé ñèñòåìû ïðîâîäèëè êàê ìèíèìóì 4 íåçàâèñèìûõ ýê-
ñïåðèìåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè âåëè÷èíû óòå÷-
êè êàëüöåèíà èç áîëüøèõ ìîíîëàìåëëÿðíûõ ÄÎÔÕ ëèïî-
ñîì îò êîíöåíòðàöèè ÌÀ. Âèäíî (ðèñ. 2, à), ÷òî â êîíöåí-

380 Ñ. Ñ. Åôèìîâà è äð.

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü îòíîñèòåëüíîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè (RF, %) êàëüöåèíà, âûòåêøåãî èç ÄÎÔÕ-ëèïîñîì, îò
êîíöåíòðàöèè ÌÀ — àìèäîâ (à: êðèâûå 1—4) è ñëîæíûõ ýôè-

ðîâ (á: êðèâûå 5—7).

Êðèâûå: 1 — ïðèëîêàèí, 2 — ìåïèâàêàèí, 3 — ëèäîêàèí, 4 — áóïèâà-
êàèí, 5 — ïðîêàèí, 6 — áåíçîêàèí, 7 — òåòðàêàèí.



òðàöèîííîì äèàïàçîíå äî 100 ìÌ âñå àìèäû ñëàáî âëèÿ-
þò íà ïðîíèöàåìîñòü âåçèêóëÿðíûõ ìåìáðàí äëÿ
êàëüöåèíà. Áóïèâàêàèí õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëüøåé ýôôåê-
òèâíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèäîêàèíîì, ïðèëîêàèíîì
è ìåïèâàêàèíîì. Â êîíöåíòðàöèè 7 ìÌ áóïèâàêàèí èí-
äóöèðóåò óòå÷êó, ðàâíóþ 16 %, â òî âðåìÿ êàê äëÿ ëè-
äîêàèíà, ïðèëîêàèíà è ìåïèâàêàèíà ñîîòâåòñòâóþùàÿ
âåëè÷èíà ñîñòàâëÿåò îêîëî 5 %. Ñëîæíûå ýôèðû õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ ðàçëè÷íîé ñïîñîáíîñòüþ èíäóöèðîâàòü
âûñâîáîæäåíèå ôëóîðåñöåíòíîãî ìàðêåðà èç ëèïèäíûõ
âåçèêóë (ðèñ. 2, á). Äîáàâêà ïðîêàèíà è áåíçîêàèíà â êîí-
öåíòðàöèè äî 100 ìÌ ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà îòíîñèòå-
ëüíóþ ôëóîðåñöåíöèþ êàëüöåèíà. Çàâèñèìîñòü èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè âûñâîáîæäåííîãî êàëüöåèíà îò
ââåäåíèÿ òåòðàêàèíà èìååò S-îáðàçíóþ ôîðìó (ðèñ. 3, á).
Â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò 0 äî 2 ìÌ òåòðàêàèí íå èç-
ìåíÿåò óòå÷åê è ôëóîðåñöåíòíîãî ìàðêåðà. Äàëüíåéøåå
óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè äî 50 ìÌ ïðèâîäèò ê ðîñòó èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè. Ïðè êîíöåíòðàöèè òåòðàêà-
èíà áîëåå 50 ìÌ ïðîèñõîäèò ïîëíîå âûñâîáîæäåíèå çà-
õâà÷åííîãî ëèïîñîìàìè êàëüöåèíà.

Ñîïîñòàâëåíèå ñòðóêòóð ÌÀ è êîýôôèöèåíòîâ èõ
ðàñïðåäåëåíèÿ ìåæäó îêòàíîëîì è âîäîé (Grouls et al.,
1997; Tateuchi et al., 2015) ñ ðåçóëüòàòàìè èññëåäîâàíèÿ
âëèÿíèÿ ýòèõ àãåíòîâ íà ïðîíèöàåìîñòü ÄÎÔÕ ëèïîñîì
ïîçâîëÿåò âûäâèíóòü ïðåäïîëîæåíèå î ñâÿçè èíòåíñèâ-
íîñòè óòå÷êè êàëüöåèíà èç âåçèêóë ñ ãèäðîôîáíîñòüþ ìî-
ëåêóë ÌÀ. Ìîæíî äóìàòü, ÷òî ÷åì ãëóáæå ïîãðóæåíà ìî-
ëåêóëà àíåñòåòèêà â ìåìáðàíó, òåì áîëåå òåêó÷èì ñòàíî-
âèòüñÿ áèñëîé. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîé
äèíàìèêè ïîêàçàíî, ÷òî ïëîñêîñòü àäñîðáöèè òåòðàêàèíà
íàõîäèòñÿ ìåæäó îáëàñòüþ ìåìáðàíû, â êîòîðîé ëîêàëè-
çîâàíû ýôèðíûå ñâÿçè ìîëåêóë ëèïèäîâ, è ðåãèîíîì ìåì-
áðàíû, çàíèìàåìûì èõ óãëåâîäîðîäíûìè öåïÿìè, â òî
âðåìÿ êàê ïðîêàèí è ëèäîêàèí ñîðáèðóþòñÿ â áîëåå ïî-
ëÿðíîé îáëàñòè áèñëîÿ (Zapata-Morin et al., 2014). Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðèëîêàèí è ìåïèâàêàèí ëîêàëèçóþò-
ñÿ â òîé æå îáëàñòè ìåìáðàíû, ÷òî è ëèäîêàèí, à ãëóáèíà
ïîãðóæåíèÿ áóïèâàêàèíà áëèçêà ê ïëîñêîñòè àäñîðáöèè
òåòðàêàèíà. Èçâåñòíî, ÷òî òåòðàêàèí ñïîñîáåí ôîðìèðî-
âàòü ñìåøàííûå ìèöåëëû ñ ëèïèäîì (Fern*andez, 1981;
Frezzatti et al., 1986; Takeda et al., 2009). Ïðè ýòîì ëèäîêà-
èí è ïðîêàèí ïîäîáíîãî äåéñòâèÿ íå îêàçûâàþò (Takeda
et al., 2009). Ýòî äàåò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî óâåëè÷åíèå
îòíîñèòåëüíîé ôëóîðåñöåíöèè êàëüöåèíà â ïðèñóòñòâèè
òåòðàêàèíà ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî íå òîëüêî óâåëè÷å-
íèåì ïðîíèöàåìîñòè ëèïîñîìíûõ ìåìáðàí äëÿ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ìàðêåðà, íî è ðàçðóøåíèåì âåçèêóë ïîñðåäñò-
âîì îáðàçîâàíèÿ ìèöåëë.

Ââèäó âîçìîæíîé ñïîñîáíîñòè ÌÀ ïðîíèêàòü âíóòðü
êëåòêè, à ñëåäîâàòåëüíî, èõ òîêñè÷íîñòè èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿåò èõ äåéñòâèå íà ìåìáðàíû ðàçíîãî ñîñòàâà, â òîì
÷èñëå áèñëîè, èìèòèðóþùèå ìåìáðàíû êëåòî÷íûõ îðãà-
íåëë. Êàðäèîëèïèí ÿâëÿåòñÿ âàæíûì êîìïîíåíòîì âíóò-
ðåííåé ìåìáðàíû ìèòîõîíäðèé, êîòîðàÿ ñîäåðæèò ïîðÿä-
êà 20 % ýòîãî ôîñôîëèïèäà (Hoch, 1992). Èíäóêöèÿ ïðî-
íèöàåìîñòè ìåìáðàí, âêëþ÷àþùèõ êàðäèîëèïèí, ïîä
äåéñòâèåì ÌÀ ìîæåò èìåòü íåîáðàòèìûå ïîñëåäñòâèÿ
äëÿ ñèíòåçà ÀÒÔ â êëåòêå è áûòü îäíîé èç ïðè÷èí âûñî-
êîé êàðäèîòîêñè÷íîñòè íåêîòîðûõ ÌÀ. Íà ðèñ. 3 ïðåä-
ñòàâëåíà çàâèñèìîñòü óòå÷êè êàëüöåèíà èç ñìåñè ÄÎÔÕ
è ÒÎÊË (80 : 20 ìîëü %) ëèïîñîì ïðè ââåäåíèè ìåñòíûõ
àíåñòåòèêîâ. Íà ðèñ. 3, à âèäíî, ÷òî ââåäåíèå â ìåìáðà-
íîîáðàçóþùèé ðàñòâîð êàðäèîëèïèíà ñîïðîâîæäàåòñÿ
ðîñòîì àêòèâíîñòè àìèäîâ. Ìàêñèìàëüíàÿ óòå÷êà êðàñè-

òåëÿ ñîñòàâëÿåò 13 è 20 % ïðè êîíöåíòðàöèè ìåïèâàêàè-
íà è áóïèâàêàèíà 7 ìÌ ñîîòâåòñòâåííî. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî
ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ àìèäíûå àíåñòåòèêè
ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåíû, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áîëü-
øåå èçìåíåíèå ïðîíèöàåìîñòè ëèïîñîì èç ñìåñè ÄÎÔÕ
è ÒÎÊË (80 : 20 ìîëü %) ïî ñðàâíåíèþ ñ ÄÎÔÕ-âåçèêó-
ëàìè ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ îòðèöàòåëüíîçàðÿæåííûõ ÒÎÊË-ñîäåðæàùèõ
ìåìáðàí ñ ïîëîæèòåëüíîçàðÿæåííîé ôîðìîé ÌÀ. Êàê è
â ñëó÷àå ÄÎÔÕ-ìåìáðàí, ïðîêàèí íå âëèÿåò íà ïðîíè-
öàåìîñòü ëèïîñîì èç ÄÎÔÕ è ÒÎÊË (80:20 ìîëü %)
äëÿ êàëüöåèíà (ðèñ. 3, á). Ïðè ýòîì íàëè÷èå êàðäèîëèïè-
íà â ñîñòàâå áèñëîÿ ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ çàâèñèìîñòè
îòíîñèòåëüíîé ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè òåòðàêà-
èíà. Äîáàâêà òåòðàêàèíà ê ñîäåðæàùèì êàðäèîëèïèí
ìåìáðàíàì äî êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ íå âûçûâàåò èçìå-
íåíèÿ îòíîñèòåëüíîé ôëóîðåñöåíöèè êàëüöåèíà. Ïîâû-
øåíèå êîíöåíòðàöèè àíåñòåòèêà äî 20 ìÌ ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ ðîñòîì óòå÷êè ìàðêåðà äî 100 %. Óâåëè÷åíèå ïîðî-
ãîâîé êîíöåíòðàöèè òåòðàêàèíà â ñëó÷àå ìåìáðàí,
âêëþ÷àþùèõ êàðäèîëèïèí, ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî âû-
ñîêîé îòðèöàòåëüíîé ñïîíòàííîé êðèâèçíîé ýòîãî ëèïè-
äà, êîòîðûé â îòñóòñòâèå äðóãèõ ëèïèäîâ è àíåñòåòèêîâ
îáðàçóåò èíâåðòèðîâàííûå ìèöåëëû (Israelachvili et al.,
1980).
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü îòíîñèòåëüíîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè (RF, %) êàëüöåèíà, âûòåêàþùåãî èç ëèïîñîì, íà îñíî-
âå ñìåñè ÄÎÔÕ è ÒÎÊË (80 : 20 ìîëü %), îò êîíöåíòðà-

öèè ÌÀ.

à — ìåïèâàêàèí (êðèâàÿ 1) è áóïèâàêàèí (2); á — ïðîêàèí (3) è òåòðà-
êàèí (4).



Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ÌÀ íà ôàçîâóþ ñåãðåãàöèþ
ìåìáðàí èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíóþ êîíôîêàëüíóþ
ìèêðîñêîïèþ. Íà ðèñ. 4 ïîêàçàíû òèïè÷íûå ìèêðîôîòî-
ãðàôèè ëèïîñîì, ñîäåðæàùèõ êàðäèîëèïèí, â îòñóòñòâèå
è â ïðèñóòñòâèè 100 ìêÌ ÌÀ. Â îòñóòñòâèå ÌÀ âñå ëè-
ïîñîìû, ñîäåðæàùèå êàðäèîëèïèí, ñîäåðæàò íåîêðàøåí-
íûå äîìåíû íåïðàâèëüíîé ôîðìû (ðèñ. 5). Ñ áîëüøîé äî-
ëåé óâåðåííîñòè èõ ìîæíî îòíåñòè ê îáðàçóåìîé ÒÌÊË
ãåëü-ôàçå (so). Äîáàâêà ê ôàçîðàçäåëåííûì ëèïîñîìàì
100 ìêÌ ìåïèâàêàèíà è ïðîêàèíà âûçûâàåò ïîÿâëåíèå
ãîìîãåííî îêðàøåííûõ âåçèêóë (8 è 5 % ñîîòâåòñòâåííî).
Ââåäåíèå â ëèïîñîìíóþ ñóñïåíçèþ áóïèâàêàèíà ñîïðî-
âîæäàåòñÿ á*îëüøèì ðîñòîì ÷èñëà ãîìîãåííî îêðàøåí-
íûõ âåçèêóë (13 %) (ðèñ. 5). Äîáàâêà 100 ìêÌ òåòðàêàèíà

âûçûâàåò ðàçðóøåíèå so-äîìåíîâ ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ ëè-
ïîñîìàõ. Òàêèì îáðàçîì, äàííûå êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè ãèãàíòñêèõ ëèïîñîì, ìîäèôèöèðîâàííûõ ÌÀ,
õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ïðè
èçìåðåíèè óòå÷êè êàëüöåèíà èç ëèïîñîì, è ñâèäåòåëüñò-
âóþò îá óâåëè÷åíèè òåêó÷åñòè ìîäåëüíûõ ëèïèäíûõ
ìåìáðàí â ïðèñóòñòâèè ÌÀ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 15-34-20356), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ñòèïåí-
äèè ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÑÏ.69.2015.4).
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Ðèñ. 4. Ìèêðîôîòîãðàôèè îäíîëàìåëëÿðíûõ ëèïîñîì, ñôîðìèðîâàííûõ èç ýêâèìîëÿðíîé ñìåñè ÄÎÔÕ è ÒÌÊË â îòñóòñòâèå
(êîíòðîëü) è â ïðèñóòñòâèè â ñóñïåíçèè 100 ìêÌ ÌÀ (ìåïèâàêàèíà, áóïèâàêàèíà, ïðîêàèíà èëè òåòðàêàèíà).

Ïðî÷åðêè ñîîòâåòñòâóþò ìàëîé ÷àñòîòå âñòðå÷àåìîñòè âåçèêóë ñ äàííûì òèïîì ôàçîâîãî ðàçäåëåíèÿ (ìåíåå 8 %). Æèäêàÿ íåóïîðÿäî÷åííàÿ ôàçà
îêðàøåíà ñåðûì öâåòîì, òâåðäàÿ óïîðÿäî÷åííàÿ ôàçà íå îêðàøåíà.

Ðèñ. 5. Äèàãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ îòíîñèòåëüíîãî ÷èñëà îäíîëàìåëëÿðíûõ ëèïîñîì èç ýêâèìîëÿðíîé ñìåñè ÄÎÔÕ è ÒÌÊË, äå-
ìîíñòðèðóþùèõ îòñóòñòâèå ôàçîâîãî ðàçäåëåíèÿ (ld) è ñîäåðæàùèõ òâåðäûå óïîðÿäî÷åííûå äîìåíû (so), â îòñóòñòâèå (êîíòðîëü)

è â ïðèñóòñòâèè â ñóñïåíçèè 100 ìêÌ ÌÀ (ìåïèâàêàèíà, áóïèâàêàèíà, ïðîêàèíà èëè òåòðàêàèíà).
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INCREASING OF THE FLUIDITY OF MODEL LIPID MEMBRANES UNDER THE

INFLUENCE OF LOCAL ANESTHETICS
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We have studied the effect of local anesthetics on the permeability of phospholipid liposomes of various
composition to calcein. We have tested amides (lidocaine, prilocaine, mepivacaine and bupivacaine) and ester
anesthetics (benzocaine, procaine and tetracaine). The permeability of large unilamellar liposomes to calcein
has been determined by measuring the relative fluorescence intensity of calcein released from the phospholipid
vesicles. We have shown that all tested amide anesthetics have little of feet on the leakage of calcein from dio-
leoylphosphocholine (DOPC) liposomes. The most effective amide was did bupivacaine. Substitution in the
membranes of 20 mol % DOPC on tetraoleoylcardiolipin (TOCL) was did accompanied by increased activity of
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amides. Benzocaine and procaine at concentration up to 100 mM practically did not change DOPC liposome
permeability. Addition of tetracaine up to concentration of 2 mM did not affect the permeability of vesicl. Fur-
ther increas in the anesthetic concentration up to 50 mM led to increase in the intensity of calcein fluorescence
and, at a concentration of 100 mM, a complete engagement of fluorescent marker was observed. In the case of
vesicles including 20 mol % TOCL, the threshold concentration of tetracaine and the concentration that corres-
ponded to 100% leakage of calcein were been 7 and 20 mM, respectively. Using confocal fluorescence micros-
copy of giant unilamellar vesicles formed from an equimolar mixture of DOPC and tetramyristoylcardiolipin
(TMCL), we have shown that anesthetics destroy solid ordered domains, and this ability increases in the order:
procaine d mepivacaine < bupivacaine n tetracaine. The revealed differences in the effect of local anesthetics
might be caused by different depth of immersion of the anesthetics into the membrane.

K e y w o r d s: local anesthetics, liposomes, calcein, permeability, lipid phase segregation, membrane orde-
red domains.
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