DOI:10.14753/SE.2018.2179

Kohleat nanorészecskék biofizikai jellemzése

Doktori értekezés

Dr. Bozo Tamas

Semmelweis Egyetem
Elméleti Orvostudomanyok Doktori Iskola

L/
>
7
Témavezeto: Dr. Kellermayer Miklés S. Z., DSc.,
egyetemi tanar
Hivatalos biralok: Dr. Budai Livia, PhD., egyetemi adjunktus

Dr. Kunsagi-Maté Sandor, PhD.,
egyetemi docens

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Tretter Lasz16, DSc., egyetemi tanar
Szigorlati bizottsag tagjai:  Dr. Ludanyi Krisztina, PhD., egyetemi docens
Dr. Grama Laszl6, PhD., egyetemi adjunktus

Budapest
2018



DOI:10.14753/SE.2018.2179

Tartalomjegyzék
1. ROVIditéseK JeGYZEKe.............ccovviiiiiiiiiiiii e 5
2. BOVEZELES .......ooiiiiiii e 6
2.1 KORICALOK ...t 7
2.1.1. Kohleatok SZerkezete...........ccvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 7
2.1.2. Kohleatok kialakulasa ...........ccccoeiiiiiiiiiiiic e 8
2.1.3. Foszfatidilszerin—Ca® KOICSONNAtas. ...........cc.evverrerreersesssessesseessesssessons 12
2.1.4. Kohleatok eldallitasanak mOdSZErel ..........cevviiiiiiiiiiiiiiciiceee e 15
2.1.5. Kohleatok mint hatéanyag-hordoz6 rendszerek ..........ccoovviiiiiiiiiiiiinenn, 16
2.1.5.1. Amfotericin B és mas hatdanyagok bezarasa............cccoceevvrivcrnniinnnn. 17
2.1.5.2. Hatéanyag, mint kohledtképzd 4gens .........ccocvvvveiiiieniniiicseee 19
2.1.5.3. Kohleatok biofarmaciai tulajdonsagai..........c.cevveeirieniiiiic e 20
2.1.5.4. Immunizalas €S GENtETAPIA ......vverververiieiiiie e 21
2.1.6. A kohleat-szakirodalom kritikus értékelése ............cccoovniiniiiiiiiiiiiiiee 23
2.1.6.1. Mennyire megalapozottak az eddigi publikaciok eredményei? ............ 24
2.1.6.2. Nem ismert a kohleatképzddés részletes mechanizmusa ...................... 25
2.1.6.3. A strukturdlis jellemzés gyakran hidnyos..........ccoccevviiiiiciiicniininns 26
2.1.6.4. A méreteloszlas optimalizaldsa nem megoldott .........cccccvvviveeiiieninnnn. 27
2.1.6.5. A kohleat mintadkban melléktermékek is talalhatoak..............cccccvennes 29
2.1.6.6. A kohleatok és melléktermékeik aggregdtumokat képeznek ................ 30
2.2. Atomierd-mikroszkopia a mikro- és nanorendszerek vizsgalatdban................... 32
2.2.1. Az atomier8-mikroszkop mUKOdESe........ccovvrviviiiiiiiiiiiicicee e 32
2.2.2. Hogyan detektalhatunk atomi eroKet? ...........ccoovvveniiiiiiicniicsecse e 32
2.2.3. Hogyan keletkezik @ KE€P?........cooiiiiiiiiiiicii e 34
2.2.3.1. KONtAKEMOM ...t 34



DOI:10.14753/SE.2018.2179

2.2.3.2. Non-kontakt (tapping vagy tapogatd) mod..........cceevververiieenieeniieneenn 35

2.2.4. Az AFM-mel mért kolesonhatasok képi megjelenitése..........coovvvvviivinnnnnn. 36
2.2.5. Az atomier6-mikroszkdopos képalkotas lehetdségei és korlatai.................... 37
2.2.6. ErOSPEKtrOSZKOPIA ...ecuvviiiieiieiiieeiee st 38

3. CEIKItUZESEK ..........evviiiiiiiiiiie e 40
4. MOASZEIeEK..........cooiviiiiiiiiiicce 41
A1 ANYAGOK ..ot 41
4.2. Multilamellaris vezikuldk elOAIlTtASa..........cecvviiveiiiiiiieiieeee e 41
4.3. Kis unilamelléris vezikulak elOAllTtasa...........ccveriiiiiiiiiiiiiie e 41
4.4, Kohleatok €lOAIITASA ......vveivveeiieiiieiiee e 42
4.4.1. Kohleatok eldallitasa gyors elegyiteéSsel.......cccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 42
4.4.2. Kohleatok eldallitdsa dializisSel .........cccccviiiiiiiiiiiiiieiieecee e 42

4.5. Kohleatok diSZpergalasa.........ccceiiuiiiiiiiiiiiiiiiiii st 42
4.6. Faziskontraszt-miKroSZKOPIa .......c.ccvvvviiiiiiiiiiiciicce e 43
4.7. Atomier6-mikroszkopia €s er0spektroszkopia .........ccocvevvivviiiiiiiniinicnieiens 43
4.8. AFM képek megjelenitése €s analizise...........cooeriiviiiiiiniiiici 44
4.9. A csillamfelszin nedvesedésének vizsgalata ............ccoocevriiiiiiiiiiincnec 44
4.10. Er6gorbék statisztikai analiZiSe ............ceerverviriviiiiiiiiciiecsecsee e 44
4.11. Z&ta potenCial METESE .......ccvvieiriieiiiiiiiieie e 45
4.12. Zéta potencidl adatok elemzZESe ........cuvviiviiiiiiiiiiiiiie e 45
4.13. KiSSZOZU TONEZENSZOTAS ..vvveiuviieiiiiieiiieesiieeesiee e st et e et e s e e sbe e sin e snneesnneees 46
4.14. Infravoros SPEKIrOSZKOPIA ....vvveiiiieiiiieiiee s 47
S. Eredmények...........cccoooiiiiiiiiii 48
5.1. Kohledtok KialaKulasa .........cccuviiuiiiiiiiiiiii s 48
5.1.1. Aggregatumok KEPZOAESE ........evvveivieiiiiiiiieiiie e 48



DOI:10.14753/SE.2018.2179

5.1.2. Feliileti tOIt€S VAILOZASA .......eevueiiiieiiieiee e 50
5.1.3. KOhlCAtKEPZOAES.....cvviviiiiiiiiiiiie s 51
5.1.4. A kohleat formalodas lehetséges atmeneti alakjai...........coovveiiiiiiiininenn, 52
5.1.5. A kohleat minta megvaltoztatta a csillam nedvesedését ............cccovvvvvrnnnnn. 54
5.2. Kohleatok mechanikai JellemZESe .......ccevviiiiiiiiiiiiciiceccee e 55
5.2.1. Egyszeri, illetve ismétlodo terhelés 50 nN erOhatarig.........cccocceeveeiiieninnne 55
5.2.2. A kohleatok nanomechanikai ujjlenyomata ...........cccocverviiininnicninicinenn, 56
5.2.3. A kohleatok merevsége és mechanikai ellenalloképessége..........c.cocovennnnnnn. 58
5.2.4. Kohleatok plasztikus deformacioja ..........cccooveriiiiiiiinieee e 59
5.2.5. Morfologia és erdspektroszkopia vizes kdzegben ..........ccevvvviiciiiiicnnnn 60
5.2.5.1. Mechanikai jellemzés vizes k6zegben............ccceeovriiiiieiiieiiiiienee 61
5.2.5.2. A kohleat membran vonalmenti fesziilts€ge.........ccovvvvvviiriiieniiieninnnn, 63

5.3. Kohledtok diSZpergalasa.........cccivuiiiiiiiiiiiiiiiie ittt 66
5.3.1. A diszpergalt kohleatok hosszutavll stabilitdsa ..........cccevvveeiiieeiiiee e, 68
5.3.2. A citratkezelés hatdsa a kohleatok szerkezetére............cocovvvviiiiiiinininenn. 70

5.3.3. A lipidréteg molekularis valtozasainak vizsgalata FTIR spektroszképiaval 71

6. MegDeSZEIES ..........c.ooiiiiiiiie 74
6.1. Kohleatok szerkezete és kialakuldsa.............ccoovvviiiiiiiiiii, 74
6.2. Kohleatok nanomechanikai jellemzeEse ............coevviiiiiiiiiiiiiic e 78

6.2.1. A kohleatok nanomechanikai ujjlenyomata ..........ccccoeriieniiiiicniciiienen 78
6.2.2. Az erdspektrumok €rvenyessEZe .......covivviiiiiiiiiiiiiie e 79
6.2.3. A kohleatok mechanikai ellenallOKépess€ge .........oovvvviniiiiiiiiiciiiicieen, 81
6.2.4. Kohleatok plasztikus deformacidja ...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiie e 82
6.2.5. Szaraz ¢s vizes kozegl kohleatok Osszehasonlitdsa ..........ccccovveiiiiiiiininnnne 83
6.3. Kohledtok diSzpergalasa.........ccccoviviiieiiiieiieiiee s 85
6.3.1. Alkalmas diSzpergaloszer KETeSESE .........civvurririiirieiiiiiiiieii e 85

3



DOI:10.14753/SE.2018.2179

6.3.2. A citration nem befolyésolja a kohleatok topografidjat............cccceevennnnnn 85
6.3.3. A citration nem perturbalja a membrantekercsek belsd szerkezetét............. 86
6.3.4. A citration diszpergald hatdsdnak molekuldris mechanizmusa.................... 88

7. Kovetkeztetesek .............coooiiiiiiiiiiiii e 90
7.1. Kohleatok KialaKulAsa .........cccvverierieiiiiiiiiiisieieie e 90
7.2. Kohleatok szerkezeti ¢s mechanikai tulajdonsagai ..........ccoccvvvvvieeiiieeiiien e 90
7.3. Kohledtok diSZpergalasa.........ccivuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiesiiie sttt 91
7.4. Uj tudomanyos eredmENYekK ...........cc.ceverrurrreeereeresesessssseeseseessessese s 92
8. OSSZEFOZIALAS.............coovreceeceeieeeceeeeeee e 94
0. SUMIMAIY ..ttt ettt nbe e 95
10. IrodalomjegyzEK.............cccoooviiiiiiiiiiiic e 96
11. Sajat pUbHKACIOK JEGYZEKE..........ovvveeeeeeeeeeeeeeereeeseeeeseeseeseeeee e 105
11.1. A disszertaciohoz kapcsolodo kozlemények .........oocvvvvveiiiiiiiniiiiiciceen, 105
11.2. A disszertacidhoz nem kapcsolddo kozlemények .........oocevveveiiiiiciiiieennn, 105
12. KOszonetnyilvAnItas .............cccoooiiiiiiiiiic e 107
13, MEMIEKIEL..........oooiviiiiiiie e 108



DOI:10.14753/SE.2018.2179

1. Roviditések jegyzéke

AFCo: Finlay kohleat adjuvans (adjuvant Finlay cochleate)

AFM: atomier6-mikroszkop (atomic force microscope)

AmB: amfotericin B (amphotericin B)

ATR-FTIR: gyengitett teljes reflexios — Fourier transzformécios infravoros
spektroszkopia (attenuated total reflection — Fourier transform infrared spectroscopy)
CFU: koloniaformalé egység (colony forming unit)

DOPS: dioleoil-foszfatidilszerin (dioleoyl phosphatidylserine)

DLS: dinamikus fényszorasmérés (dynamic light scattering)

DSPS: disztearoil-foszfatidilszerin (distearoyl phosphatidylserine)

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav (ethylenediaminetetraacetic acid)

FTIR: Fourier transzformacios infravords spektroszkopia (Fourier transform infrared
spectroscopy)

GFP: zold fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

HSV: herpes simplex virus

MIC: minimalis gatlé koncentracié (minimal inhibitory concentration)

MD: molekularis dinamika (molecular dynamics)

MLV: multilamellaris vezikula (multilamellar vesicle)

NMR: magmagneses rezonancia (huclear magnetic resonance)

OAK: oligo-acil-lizil (oligo-acyl-lysyl)

PEG: polietilén-glikol (polyethylene glycol)

PG: foszfatidilglicerin (phosphatidylglycerol)

PS: foszfatidilszerin (phosphatidylserine)

RES: retikuloendothelialis rendszer (reticuloendothelial system)

SAXS: kisszogii rontgenszoras (small-angle X-ray scattering)

SEM: pasztazo elektronmikroszkop (scanning electron microscope)

SLB: hordozofeliilethez adszorbealodott lipid kettdsréteg (supported lipid bilayer)
SUV: kis unilamellaris vezikula (small unilamellar vesicle)

TEM: transzmisszids elektronmikroszkop (transmission electron microscope)

TRIS: trisz-(hidroximetil)-aminometan (tris(hydroxymethyl)aminomethane))
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2. Bevezetés

A foszfolipid alapu folyadékkristalyos rendszerek évtizedek ota a tudomanyos
érdeklédés homlokterében allnak. Koszonhetd ez annak, hogy viszonylag egyszerii
eljarasokkal valtozatos méretli és szerkezetli, biokompatibilis hatéanyag-hordozokat,
valamint sejtélettani folyamatok modellezésére alkalmas mikro- ¢és nano-
kompartmenteket lehet 1étrehozni beldliik. A folyadékkristalyos gyodgyszerhordozok
vilaga mar egyetemi hallgatoként megragadta a fantdzidmat, 6nalldé tudomanyos
kutatomunkam liposzémak és feliilethez adszorbealddott lipid kettsrétegek biofizikai
jellemzésével indult. Témavezetémmel, Kellermayer Miklos professzorral folytatott
beszélgetéseinkben azonban idorél-idoére felotlottek a mielinhiivelyhez  hasonlo
geometriaju  kohledtok, mint kiilonds, tlizetesebb vizsgalatra érdemes mikro-,
nanorendszerek. Amikor alaposabban tanulmanyozni kezdtem a szakirodalmat, feltiint,
hogy — a kezdeti sikerek és biztatd eredmények ellenére — a mai napig nem keriilt
forgalomba, vagy eldrehaladottabb klinikai vizsgalati fazisba kohleat alapti hatbanyag-
hordozoé rendszer. A régota fennalld kivancsisag Osztonzésére 2013 nyaran készitettem
el, és vizsgdltam meg az els6 kohleat mintat. Meglepddve tapasztaltam, hogy a
mintdban egyetlen kohledt sem volt lathato; a kiinduldsi liposzomainkbol
multilamellaris vezikula-aggregatumok keletkeztek. A kisérletet Ujonnan rendelt
alapanyagokkal megismételve tovabbra is csak liposzoma precipitatumot sikeriilt
eléallitanom. Mivel tudtam, hogy a frissen eldallitott liposzoma-preparatumok
rovidebb-hosszabb 1d6 alatt megvaltozhatnak, ezért egy-két hét mulva Gjra a
mikroszkop targylemezére csoppentettem egy mintat, és észrevettem, hogy a korabban
felhdszerli, fehér aggregatumokbol, sotét, tliszerli objektumok allnak ki minden
iranyban. Az atomier6-mikroszkopos vizsgalat hamar megmutatta, hogy a tiiskék
kohleatok. Amit lattam egyrészt megkérddjelezte a kohleatok kialakuldsardl korabban
felallitott modellt, masrészt azonnal ravilagitott arra, hogy a kohleatok gyakorlati
alkalmazasénak egyik korlatja az aggregéacio lehet. Elhatdroztuk, hogy koriljarjuk
ezeket a kérdéseket. Kohleatokkal kapcsolatos kutatomunkam els¢ fazisanak céljaul a
részecskék (1) kialakulasanak megértését, (2) szerkezeti-biofizikai jellemzését, (3)
diszpergalasuk révén gyogyszertechnologiai felhasznélasra alkalmassa tételét thiztiik ki.

Ezeket az erdfeszitéseket és az eredményeket mutatom be doktori értekezésemben.



DOI:10.14753/SE.2018.2179

2.1. Kohleatok
2.1.1. Kohleatok szerkezete

A kohleatok spiralisan feltekered foszfolipid kettSsrétegekbol 4llo, Ca®*-ionok
altal stabilizalt membrantekercsek (1. abra). Elészor Verkleij és mtsai. irtak le
foszfatidilglicerinbél Ca** hozzaadasara keletkezé lipidtekercseket 1974-ben [1],
azonban a kohleatok felfedezését névadojukhoz, Papahadjopoulos-hoz kotik, aki 1975-
ben figyelt meg foszfatidilszerinbél Ca®* hatasara képzédé membrantekercseket [2].
Neviiket a gorog kohliasz (koyliao) sz6 utan kaptak, ami spiralisan tekeredé hazu csigat
jelent. Méretiik a mikro-nano mérettartomanyba esik, jellemzéen néhany mikrométer
hosszliak, és néhany szdz nanométer atmérdjiick. A kohleatokban a rétegek kozotti
ismétlodési tavolsag 5,1 nm [3]. Ez egybeesik a kettosrétegti foszfolipid membran
vastagsagaval [4,5], ami arra utal, hogy a kettOsrétegli lipidmembranok koézvetleniil
egymasnak fekszenek, és a rétegek kozott nem taldlhaté szdmottevd vizes térrész. A
kohleatokat sokaig tomor, bels6 tireg nélkiili tekercsnek gondoltak [6]. Nagarsekar és
mtsai. csak 2014-ben szolgaltattak az els6é kisérletes bizonyitékot arra nézve, hogy a
tekercsek belsejében akar tireg is talalhatd. Ezért inkabb szonyegtekercsként, semmint a

korabban javasolt tomor, szivarszerii objektumként kell elképzelniink a kohleatokat [3].

Cazo
PS kettésréteg _{

vendégmolekula

1. dabra A) Foszfatidilszerin (PS) alapu kohleat membrantekercs szerkezetének sémdja.
Forras: http://'www.matinasbiopharma.com. Letéltve: 2017. mdjus 18. (B) Kohleatok
fagyasztva toréses elektronmikroszkopiaval késziilt képe [6]. A skdla hossza 200 nm. (C)
Kohleat részecske TEM képe, amin kiveheté a réteges szerkezet és a belsé iireg [3].

Nagarsekar és munkacsoportja két fontos megfigyelést tett a kohleatok belsd
iregét illetéen: (1) a telitetlen DOPS molekulabol allo6 kohleatok szélesebb iireget
tartalmaztak, mint a telitett DSPS molekulabol allok; (2) a bels6 iireg atmérdje monoton

novekszik a kohleat kiilsé atmérdjével. Ezen megfigyelések értelmezésére felallitott
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modelljiik szerint a kohleatok teljes belsé energidja harom részbdl tevédik ossze: (1) a

crer

crer

keletkezé tomorodés, illetve fesziilés energiasziikségletébdl. A modellbdl kapott
eredmények viszonylag jol illeszkedtek a kisérleti adatokra, és azt sugalltak, hogy a
kohleatok membranrétegei teljesen relaxalt allapotban vannak. Ez arra utal, hogy a
képzddési lehetdségek kozil leggyakrabban, valoszinlileg egyetlen membran-
kettosréteg tekeredik kohleatta. Feltételezésiik szerint [3] egy ilyen rendszer ugyanis
sokkal konnyebben képes a belsd fesziiltségét onmagéan beliil relaxdlni, mint egy
multilamellaris lemezbdl feltekeredd kohleat, ahol a relaxacid rétegek felhasadasat,
fuzigjat, illetve rétegek kozotti foszfolipid-transzportot igényelne. Az el6z6
munkacsoporttal kozel egy id6ben, eltér6 modszereket haszndlva szolgaltattak
megerdsitd bizonyitékokat a kohleatok belsé iiregének 1étezésére Hollander és mtsai.
[7], illetve sajat csoportunk. Belsé iireg szempontjabol harom szerkezetet lehet
megkiilonboztetni: (1) tomor kohleatokat; (2) kb. allando iiregatmérdjii kohleatokat; és

(3) valtozo tiregatmérdji (konikus) kohleatokat.
2.1.2. Kohleatok kialakulasa

A kohleatok kialakulasanak lépéseit a Papahadjopoulos és mtsai. altal publikalt
modell alapjan mutatom be (Isd. a 2. abra betiikkel jelolt 1épcséfokait). Eszerint a
kohleatok negativ fejcsoporti toltésii liposzomakbol (A) alakulnak ki oly modon, hogy a
liposzomakbol a Ca**-ionok hataséara kihasadassal kettésrétegii foszfolipid lemezek (B)
jonnek létre, amik fuziondlnak egymassal, hogy a szénhidrogén lancok viznek kitett
feliiletét csokkentsék. Az igy képz0do nagy feliiletii membranlemezek (C) feltekerednek
(D), és kohleatokat (E) hoznak létre. A Ca®*-ionok etilén-diamin-tetraecetsavval
(EDTA) valo kivonasa a szerkezet felbomlasahoz, orias lipidvezikulak 1étrejottéhez (F)
vezet. A szerzOk modellje hipotetikus volt, nem szolgéltak kisérletes bizonyitékokkal a
kialakulas koztitermékeire. Megjegyezték viszont, hogy a liposzomak aggregacidja
megeldzheti a fuzidt és felhasadast, illetve, hogy a nagyfeliileti membranlemezekbdl

tobb, akar egymassal asszocidlodva, egyiitt is tekeredésbe kezdhet.
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2. dbra A kohleatok kialakulasanak és felbomlasanak feltételezett lépései [2].
Magyarazat a szovegben.

Feltételezték, hogy a kohleatképzddéshez sziikséges lehet egy bizonyos minimalis
membranlemez méret, de a kialakult kohleat tovabbi ndvekedése mar liposzomak
folyamatos hozzatapadasaval is végbemehet. Ez a kialakuldsi modell a mai napig széles
korben elfogadott. A kohleatok felfedezése utani évtizedekben a legtobb vizsgalat
gyogyszerhordozoként valo gyakorlati alkalmazasukra fokuszalt. Tiizetesebb szerkezeti
analizisiik ¢és kialakuldsuk vizsgalata csak nemrégiben keriilt ismét az érdeklddés
homlokterébe. Pham ¢és mtsai. [8] transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM)
képalkotassal azonositottak a SUV-ok aggregacidja és fuzidja soran keletkezd
nagyfeliiletli planaris lipidlemezeket, ezzel megerdsitették Papahadjopoulos-ék korabbi
elképzelését. Nagarsekar és mtsai. [9] viszont revidealtak Papahadjopoulos-ék
modelljét. Elképzeléseik szerint az elsddleges lipid strukturdk (liposzomak, micellak,
lipid korongok) Ca** hozzdadasara multilamellaris koztitermékekké aggregalodnak,
illetve fuzionalnak (3. abra). Megfigyeléseik szerint ezekb6l — masodlagos struktiraként
— szalagszer(i, kettOsrétegli fragmentumok (,,ribbon”) alakulnak ki. Az &talakulas
hajtoereje, feltételezésiik szerint, a multilamellaris koztitermékekben uralkodo
membranfesziilés lehet, ami a rétegek destabilizalodasahoz, felhasadasahoz vezethet.
Annak érdekében, hogy a képzddott szalagoknak a viz felé exponalt feliilete és élhossza
csokkenjen, a szalagok fuziondlhatnak, illetve aggregalodhatnak egymassal, igy alakitva
ki a harmadlagos struktiraként szamontartott tobbrétegli membranlemezeket (,,stacks”).
A tobbrétegh membranlemezek akar kozvetleniil, akar egymassal aggregalva ¢és
fuzionalva  kohleatokka tekeredhetnek. Ugyanakkor el6fordulhat, hogy a
membranlemezekbdl kialakuld halozatszerti struktira hosszu ideig fennmarad, és

legfeljebb nagyon lassan alakul at kohleatokka.
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3. dbra Kohledtok kialakuldsanak Nagarsekar és mtsai. dltal javasolt modellje [9].
Magyarazat a szovegben.

Szalagszerti képzoddményeket eddig csak Nagarsekar munkacsoportja irt le,
tobbrétegli membranlemezeket azonban mas szerzok is megfigyeltek [10]. Részlegesen
tekeredett lemezeket krio-transzmisszids elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével
Hollander és mtsai. csoportjanak sikeriilt el6szor azonositani [7]. Azt ugyanakkor nem
lehet eldonteni, hogy ezek a kohleat feltekeredés atmeneti alakjai, vagy a mar kialakult
kohleatok részleges széttekeredésével jottek létre. Feltlind volt, hogy a legtdbb esetben
nem egyedi membran-kettosrétegek, hanem sokrétegli lemezek alkottak a tekercseket. A
sokrétegli lemezek feltekeredése ellentmond Nagarsekar és mtsai. azon korabbi
feltételezésének [3], miszerint a kohleatokat egyedi kettdsréteg-tekercsek alkotjak. Ok
az egyedi, kettésréteg-tekercseket tartalmazd kohledtok kialakulasara egy egyszerii
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mechanizmust tételeztek fel. Ennek sordn egy planaris, tobbrétegli lemez felhajlasakor
az n-edik lemez nem onmagaval alkot hengert, hanem az (n+1)-edik lemez élével
fuzional. Ez a mechanizmus alakitja ki a spiralis szerkezetet.

Az eddigi kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a kohleatképzddéshez
elengedhetetlenek a negativ toltésti fejcsoportot tartalmazd foszfolipid molekulak. Ez
alol egy kivétel ismert: metanol-viz elegyben oldva az eritro-szfingozin is képes
tekercsszeri strukturaba rendezédni [11]. A jelenlegi kutatasokban legszélesebb korben
alkalmazott foszfatidilszerin molekulan kiviil mas fejcsoporta foszfolipidek, igy példaul
a legelsoként megfigyelt foszfatidilglicerin (PG) [1,10,12] és foszfatidsav [13] is képes
membrantekercs szerkezetet 1étrehozni. Ugyanakkor az ikerionos, nettd zérus toltési
foszfolipidek  jelenléte  gatolja a  PS-tartalmi  liposzomak  Ca”**-medialta
destabilizalodasat, és igy a kohleatképzodést [14,15]. A koleszterin hatasa a
kohleatképzddésre fligg a koncentraciotol: amennyiben koncentracidja 20 mol% alatt
van, DOPS liposzomak Ca®* hozzaadasara kohleatokat képeznek, azonban ennél
nagyobb koleszterintartalom esetén csak planaris lipidlemezek képzddnek [8]. Egyes
szerzOk szerint szamos kétértéki kation képes kohleatot képezni foszfatidilszerinekkel
[16,17], erre azonban nem szolgaltattak meggy6z6 kisérletes bizonyitékokat. Eppen
ellentétes megfigyelés, hogy a Mgz+, Zn* ¢és Ba* példaul nem hoz Iétre
membrantekercseket DOPS-nel [18]. Ez utobbi arra utal, hogy az ion toltésén kiviil
méretének is fontos szerepe lehet a lipid fejcsoportokkal kialakitott kolcsonhatasban.
Bizonyos polikationos vegyiiletek is képesek lehetnek kohleatképzodést indukalni (1asd
2.1.5.2 fejezet). Foszfatidilglicerin fejcsoport esetén — ellentétben a PS-nel — mind Ca?*
[1,19], mind Mg?* [20] hozzaadasa kohleatképzédéshez vezet. Erdekes médon a PG
lipidek kétértékti kationok nélkiil, pusztan NaCl jelenlétében is képesek kohleatokat
képezni, ha elegendden hosszu ideig alacsony (4-5°C) hémérsékleten tartjak oket
[10,21]. Néhany kisérleti megfigyelés alapjan a sz6jabol extrahalt (85%-os tisztasagu)
PS, illetve szintetikus palmitoil-oleoil-foszfatidilszerin (POPS) nem képezett kohleatot
Ca’*-ionokkal [18]. Mas szerz6k megfigyelése [9] szerint viszont a foszfolipidek
zsirsavlancanak legfeljebb masodlagos jelent6sége van a kohleatok létrejottében.
Amennyiben a Ca** hozzaadasa a lipid fazisatalakulasi hémérséklete folott torténik,
telitett, telitetlen, rovid és hosszu szénlancu foszfatidilszerin molekuldkbol egyarant

1étre lehet hozni kohleatokat [9]. Tovabba minden esetben képzddnek kohleatok, ha a
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foszfolipid alkoholos molekularis oldatdhoz [22] vagy vizes kozegben képzett,
folyadékkristalyos struktaraihoz (pl. micella, kett6srétegii lipid korong, liposzoma, [9])
adjuk a Ca®*-ionokat. Mindebbél arra kovetkeztethetiink, hogy a kohleatképzédés

kulcsa a foszfolipid molekula és a kétértékii kationok kozotti kdlesonhatas.
2.1.3. Foszfatidilszerin-Ca’* kolesonhatas

A foszfatidilszerin molekuldk az eukaridta sejtek legnagyobb mennyiségben
el6forduld negativ toltésii foszfolipidjei. A PS molekula egy glicerofoszfolipid, melyben
a glicerin elsd ¢s masodik szénatomjadhoz ¢észterkotéssel egy-egy zsirsav, mig a
harmadik szénatomjdhoz foszfodiészter kotésen keresztiill egy szerinmolekula
kapcsolodik. A sejtmembranban a flippaz enzim gondoskodik arrol, hogy a
foszfatidilszerinek a membran citoszol fel6li oldalan tartéozkodjanak. Ennek a
jelentésége abban rejlik, hogy a PS molekuldk megjelenése a kiils6 membranlemezben
apoptotikus, fagocitotikus, illetve véralvadasi szignalként szolgal [23]. A kohleatok
membranjat felépitd foszfatidilszerin és Ca?*-ion kozotti kdlcsdnhatasnak meghatarozo
szerepe van a kohleat-szerkezet kialakuldsdban. Szamos kiilonbozé (telitett, telitetlen,
rovid és hosszll) zsirsavlanc PS molekula esetében figyeltek meg Ca®*-indukélta
kohleatképzddést [9], azonban a kozlemények tilnyomo tobbségében DOPS molekulak
alkottak a kohleatok membranjat (4. abra). A DOPS esetén a zsirsavlancokat
egyszeresen telitetlen olajsav molekulak alkotjdk. A kettds kotés jelenléte miatt a
molekula folyadékkristalyos gél-fluid fazisatalakulasi homérséklete (Ty) mindossze
-11°C. A PS fejcsoport a fiziologias pH koriil széles tartomanyban (pH 4-8-ig)

egyszeres nett6 negativ toltést hordoz'.

4, abra Dioleoil-foszfatidilszerin molekula natrium sojanak szerkezeti képlete. A kép
forrasa: https://avantilipids.com/product/840035/. Letoltve: 2017. aprilis 13.

! https://chemicalize.com/#/calculation
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A Ca**-ionok és a foszfatidilszerin fejcsoportok kozotti kolcsonhatast elsdésorban
liposzomakon tanulmanyoztak. A PS vezikuldk 1 mM Ca®*-koncentréacio folétt elészor
aggregalodnak majd fuzionalnak [24-26]. A Ca** 1:2 sztochiometriju komplexet képez
a foszfatidilszerin molekulakkal kisérletes eredmények [24,27-30] és molekuladinamika
(MD) szimulaciok tantisaga [31,32] szerint. A Ca?*-ionok foszfatidilszerin iranti
kotodési affinitasa aranylag jelentds, azonban a latszolagos kot6dési allandora széles
hatarok kozott valtozd értékeket (pl. 3900 M [24]; 10°-10* M [33]) talalunk az
irodalomban. Hasonl6 médon nagysagrendi kiilonbségeket (pl. 12 M™ [34]; 35 M™ [35];
10* M™ [33]) mutatnak az intrinszik kotédési allandora kozolt eredmények. A nagy
kiilonbségek az eltérd kisérleti modszertannak, illetve a kisérleti eredmények
értekelésénél alkalmazott elméleti megfontolasok kiilonbozdségének tulajdonithatoak.
A Ca”-ion foszfolipid membranokhoz valo kotédése endoterm, entropiavezérelt
folyamat. A Ca**-ionoknak a PS-hez kotédésekor bekdvetkezd entropiandvekedés
annak a kovetkezménye, hogy egyrészt a fejcsoportokhoz kotédd, masrészt a Ca’*-
ionok hidratburkédban a tombfazishoz képest rendezettebb vizmolekuldk "kiszorulnak" a
kotésbol, igy a rendszer rendezetlenebbé valik [36,37]. A kotédésben tehat nem az
elektrosztatikus kolcsonhatas entalpia-tagja dominal, ami egyébként exoterm folyamatot
feltételezne. Ezt az is megerdsiti, hogy a kotédés mértéke nagyobb, mint amit pusztdn
az elektrosztatikus kolcsonhatasok alapjan feltételezni lehetne [38]. A fent leirtak
onmagéaban a Ca?*-nak a PS-hez val6 kotédésére igazak. Ezzel szemben, ha a Ca?*-ion
erdsen exoterm reakciot tapasztalnak [24]. Ezt azzal magyarazzak, hogy az aggregaciot,
illetve faziot kivalto nagyobb Ca**-koncentracidknal felléphet olyan molekularis
folyamat is, feltehetden a zsirsavlancok kristalyosodasa (Isd. késébb), ami jelentds (5,5
kcal/mol) héfelszabadulassal jar.

Infravords spektroszkopos vizsgalatok eredményei alapjan a Ca®* kotédése a
foszfatcsoport konformaciovaltozasahoz, az észter karbonil-, és a karboxilcsoportok
mozgékonysaganak csokkenéséhez, tovabba az egyes molekularészekhez asszocialt
vizmolekuldk szamanak csokkenéséhez vezet [16,39-43]. A PS molekula
konforméciovaltozasa a zsirsavldncok rendezettségére is szamottevOen kihat: a szénlanc
folyadékkristalyos fluid fazisbol kristalyos allapotba keriil [16,30,39,44]. Ez a

rendezettség olyan nagyfoku, hogy a DOPS-re jellemz0 fazisatalakulasi homérséklet -
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11°C-r6l 120°C-ra emelkedik [45]. A Ca®* két foszfatcsoporttal képez komplexet, az
azonban nem egyértelmii, hogy ezek ugyanazon membranrétegen beliil két szomszédos
lipidmolekula kozott, vagy szomszédos kettdsrétegek foszfolipidjei kdzott alakulnak ki.
A szomszédos membranokat Osszekotd Ca’*-hidak kialakulasat tobb szerzé is
valoszinUsiti [24,46], de egyértelmii kisérletes bizonyitékot, tudomasom szerint, még
nem szolgaltattak a Iétezésiikre. NMR vizsgalatok azt mutattdk, hogy a Ca®*
ami hajlamos a felillethez kozelebb elhelyezkedni [30,47]. Ugyanakkor, Mg
jelenlétében nem tapasztaltak olyan fuzioés jelenségeket, amelyek mogott a Ca®*-hidak
kialakulasat sejtik. Az MD szimulacidk is azt mutattdk, hogy a Ca®* nem teljesen a
felszinen, hanem a membréan felszinétdl kb. 0,5-0,6 nm-re a membranba agyazodva
helyezkedik el [31,48]. A Ca®* kiilsnboz6 modokon kéthet be a membranba, melyek
koziil a legvaldsziniibb esetben két PS-molekulanak egy-egy foszfat, illetve egy-egy

karboxilcsoport eredetii oxigénatomjaval koordinalodik (5. abra).

25lllllllllllllllllllllllllll
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Koordinal6do oxigének szama (PO, - COO)
5. dgbra A Ca’*-ion kiilonbézé kotédési médjainak valbsziniiségi eloszlasa, az MD
szimulaciok alapjan. A vizszintes tengelyen a POy és COO™ csoportokhoz kapcsolodo
oxigénatomok szama olvashato, kotdjellel elvalasztva. A betétabran a legvaldsziniibb
(2-2) méd pillanatképe lathaté. Martin-Molina és mtsai. [31] cikkébdl adaptalva.
Atlagosan 1,8 oxigénatom érkezik a foszfat, mig 2,4 a karboxilcsoport feldl.
Ezenkiviil atlagosan még 2,8 viz eredetli oxigénatom koordindlodik a PS-hez kotott

Ca’*-ionhoz. Ez egyrészt a Ca®*-ion elsd koordinacios héjanak eredetileg 6

vizmolekuldjabol atlagosan 3,2 elvesztését, masrészt a koordinaciés héj enyhe
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expanziojat jelenti. A kotddés soran maga a PS fejcsoportja is részlegesen
dehidratalodik, a Ca®* kotédése utan atlagosan 7,5 vizmolekulat tartalmaz csak. A fenti
eredmények elfogadasaval kapcsolatban Ovatossagra int, hogy Vernier és mtsai. [32]
szerint: (1) a Ca®* inkdbb a PS karboxilcsoportjaihoz koétédik, semmint a
foszfatcsoporthoz; (2) ha kellden nagy foloslegben adjuk a Ca®*-ionokat, akkor azok a
membranfeliileten is megjelenhetnek. Osszességében elmondhatjuk, hogy a Ca®* ésaPS

kozotti kdlesonhatés részletei maig sem teljesen tisztazottak.
2.1.4. Kohleatok eldallitasanak modszerei

A kohleatok el6allitasara szamos modszert dolgoztak ki. Ezek k6zos jellemzéje,
hogy negativ t6ltésti foszfolipidekbdl felépiilé liposzomakat (illetve egyes esetekben a
szolubilizalt, vagy szerves oldoszerben oldott foszfolipideket) elegyitenek Ca*-

ionokkal. A kovetkezd pontokban roviden ismertetem a modszerek f6bb jellemzdit.

(1) ,,Trapping” médszer: DOPS liposzomakhoz kevertetés mellett, cseppenként
adnak hozza CaCl, oldatot. Altaldban 1:1 vagy 2:1 a lipid és Ca®*-ion
molardnya. A kiinduldsi liposzéma kiillonb6zé méretli ¢és rétegszamu
(lamellaritasu) lehet, a keletkez6 kohleat minta tobbrétegli lipidlemezeket is
tartalmazhat [6,49]. A modszer onnan kapta a nevét, hogy a feltekeredd

lipidrétegek csapdaba ejthetik a vizes fazisban jelenlévo anyagokat.

(2) LC (Liposomes before Calcium) dializis modszer: Detergenssel
szolubilizalt foszfolipid oldatbol a detergenst dializissel eltdvolitva
liposzomakat allitanak el6. Ezutan a liposzomakat CaCl, oldattal szemben
dializaljak [50]. A modszer els6sorban hidrofob hatéanyagok bezarasara
alkalmas [6]. Membranfehérjék is jo hatékonysaggal zarhatéoak igy
kohleatokba, s legtobb esetben a nativ konformacidjukat is megtartjak [51]. A
modszer egy varidnsanak tekinthetd, amikor a kiindulasi liposzomakat nem

dializissel (hanem pl. extrudalassal) allitjak el6.

(3) DC (Direct Calcium) dializis médszer: Detergenssel szolubilizalt foszfolipid
oldatot kozvetleniil a CaCl; oldattal szemben dializaljak. Feltételezések szerint

ilyenkor nem keletkezik liposzomalis koztitermék. A DC dializis modszerrel
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képz6dott kohleatok nagyobb atmérdjliek és joval hosszabbak, mint az LC
dializis modszer esetén [50,51], de a membranfehérjék bezarasi hatasfoka
valamelyest kisebb. Az LC és DC modszert eldszeretettel alkalmazzak

fehérjék és DNS kohleatba zarasara [51].

(4) PEG/Dextran emulzios (hidrogél izolaciés) modszer: Kis egyrétegi
(unilamellaris) liposzomakat oszlatnak el 40%-os dextran oldatban, majd ezt
az elegyet 15%-os polietilén-glikol (PEG) oldatba keverik. A dextran nem
elegyedik a vizes PEG polimerrel, hanem cseppek formajaban emulgealodik
benne. Allandé keverés mellett CaCl, oldatot adnak a rendszerhez, ami lassan
a dextranos fazisba diffundal. Ezzel a modszerrel 1 pum-nél kisebb

részecskéket, ugynevezett ,,nanokohleatokat™ lehet elallitani [49,52].

(5) Mikrofluidika-alapa médszer: Foszfolipidek etanolos oldatat mikrofluidikai
cellaban elegyitik CaCl, oldattal. Mikronos nagysagrendii aggregatumok
képzédnek, amelyek szubmikron hosszisagu kohleatokat is tartalmazhatnak.
A keletkez6 aggregatum (vagy ,,mikro-szférikus kohleat kompozit”) mérete és
alakja az etanolos és vizes fazis aranyatdl, az aramlasi sebességtél és a

lipidkoncentraciotol fiigg [22].

(6) Emulgealé-liofilezé6 médszer: PS szerves oldoszeres oldataban szonikalassal
diszpergaljak a CaCl, szacharozt is tartalmazo vizes oldatat, majd az igy
képzOdott mikroemulziot a hatébanyagot és PEG-t tartalmazo vizes oldatban
emulgealjak. A viz/olaj/viz Osszetett emulziot hirtelen -80°C-ra hiitik, majd
liofilizaljak. A liofilizatum rehidralasakor 1 pum-nél rovidebb kohleatok
keletkeznek [53].

2.1.5. Kohleatok mint hatéanyag-hordozo6 rendszerek

A kohleat membrantekercseket nagyon hamar mint potencialis hatéanyag-hordozo
rendszereket kezdték vizsgalni. Joggal feltételezhették, hogy a tekercsek figyelemre
méltd biofarmaciai profilt kdlcsondzhetnek a hatdanyag szamara, hiszen nagyon tomor,
sokrétegli szerkezetiik egyszerre biztosithat kémiai, enzimatikus és mechanikai

védelmet és elnyujtott hatdéanyag-leadast. Ez a tulajdonsag kiilondsen hasznos lehet
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akkor, ha kiils6 hatasokra érzékeny agenseket, példaul nukleinsavakat, peptideket, vagy
fehérjéket szeretnénk a szervezetbe juttatni. Technologiai szempontbdl elonyt jelent,
hogy a kohleatok viszonylag egyszerii modszerekkel eléallithatdoak, hosszu idon
keresztiil  meglrzik  szerkezetiiket,  valamint  liofilizalhatoak  [3,8,51,54].
Biokompatibilitas szempontjabol pedig idealisak, mert szerkezetiiket foszfatidilszerin és
Ca’*-ionok, tehat teljes mértékben szervezetazonos Osszetevok épitik fel. A kohleatok
elsésorban a membranba agyazodd lipidoldékony vagy amfifil, esetleg a
membranrétegek kozé elektrosztatikus kolcsonhatasokkal rogzitett, toltott molekuldk

bezarasara lehetnek alkalmasak [6].
2.1.5.1. Amfotericin B és mas hatéanyagok bezarasa

A legtobb publikacié és szabadalom az amfotericin B (AmB) bezarasaval
kapcsolatban jelent meg. Az AmB — szisztémas gombas fertézések, illetve egyes
protozoon fertézések ellen alkalmazott — makrolid, polién antibiotikum, amely a
gombasejtek membranjaban az ergoszterolhoz kotédve csatornat képez, és felboritja a
sejt homeosztazisat [55]. Toxikus hatasa azon alapul, hogy kis mértékben az allati sejtek
szteranvazas vegyiileteihez, igy a koleszterinhez is kotodik [56]. Rossz oldhatosaga és
biohasznosithatosaga miatt az AmB-t dezoxi-kolattal micella formajaban szolubilizalt
(Fungizone®), illetve liposzomalis hordozéba zart formajaban (AmBisome®™) hasznaljak
fel. Mindkét gyogyszert intravénasan alkalmazzak, és kedvezotlen mellékhatasprofillal
(vese ¢és majkarosodas, kozponti idegrendszeri hatasok, hanyinger, laz stb.)
rendelkeznek. A human felhasznalas soran a hatdéanyag 1-5 mg/ttkg dozisait
alkalmazzak. Az AmB sem Onmagéiban, sem detergenssel, vagy lipid rendszerek
segitségével szolubilizalt allapotaban sem szivodik fel szamottevd mértékben a
gasztrointesztinalis traktusbdl. Sziikséges lenne tehat egy jobb biohasznosithatdsagot,
kedvezobb mellékhatasprofilt, ¢és peroralis alkalmazast biztositdé formulacio
kifejlesztése.

DOPS ¢és koleszterin 9:1 ardny keverékébdl allo6 membranrétegbe az AmB
beépiil, és mintegy 20 mol% koncentraciodig egyenletesen eloszlik. Az AmB molekulak,
a foszfolipidek tengelyével parhuzamosan helyezkednek el [57]. Phamm és mtsai. 54%-
0s [8], mig Mannino és mtsai tobb mint 98% hatékonysaggal zartak kohleatba AmB-t
[58]. A kohleatok 4 honapnyi, 4°C-on valo tarolas soran végig stabilnak bizonyultak: a
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kisérleti eredmények alapjan a hatéanyag szivargasa elhanyagolhato volt [58]. Egy
masik vizsgalat szerint, liofilizalt formaban 6 hénapig 4°C-on tarolva sem valtoztak
meg a jellemzo tulajdonsagaik [8]. In vitro, a kohleatba zart AmB hatékonyan gatolta a
C. albicans novekedését, kisebb, mint 1 pg/ml minimalis gatld koncentracidban (MIC)
[58]. In vivo, az AmB kohleatokat intraperitonealisan, minddssze 0,5 mg/ttkg/nap
dozisban alkalmazva egerek szisztémas kandidiazisanak kezelésére 100%-os tulélést
tapasztaltak a vizsgalat 16 napos id6tartama alatt, szemben az tires kohleatokkal kezelt
csoport 0%-o0s, és az azonos dozist Fungizone-nal kezelt csoport 60%-os tulélési
ratajaval. Az AmB kohleatok ugyanebben a doézisban per os alkalmazva is 100%-0s
tuléléshez vezettek. A kontrollcsoportban 0 %, a Fungizone-nal kezelt csoportban 70%,
mig az Ambisome-mal kezelt csoportban 90% volt a talélés aranya. Az AmB kohleatok
peroralisan alkalmazva dézisfiiggd mddon csokkentették a vese és tiidoszovet CFU
(colony forming unit, koloniaformald egység) értékét. A vizsgalatok soran akar 20
mg/ttkg napi dozis esetében sem tapasztaltak vesetoxicitdst, hemolitikus-, vagy
immunologiai mellékhatasokat [59]. Aspergillus fumigatus okozta szisztémas
gombafert6zés esetén egereknek 15 napon keresztiil napi 40 mg/ttkg dozisban,
intragasztrikusan adagolt AmB kohledt 80%-os tuléléshez vezetett, a maximalis
toleralhato dézisban (4 mg/ttkg/nap) alkalmazott Fungizone 20%-os talélési ratajaval
szemben. Az AmB kohleat d6zisfiiggd mddon, két nagysagrenddel csokkentette a tiido,
a maj és a vese Aspergillus fert6ézottségét [60].

A gombaellenes hatéoanyagokon kiviil antituberkulotikumok ¢€s egyéb
antibiotikumok [6], protozoon-ellenes miltefosine [8], VIll-as véralvadasi faktor
[61,62], antitumoralis hatasu raloxifen [63], illetve gyulladasok és autoimmun korképek
kezelésére alkalmazott ST1959 kisérleti anyag [64] kohleatokba zarasarol és sikeres
alkalmazasarol is olvashatunk a szakirodalomban. Elmondhato, hogy a kohleatba zaras
az esetek tobbségében védelmet biztositott a hatéanyagoknak az enzimatikus- és kémiai
hatasokkal szemben, valamint novelte a hatékonysagot és jelentésen csokkentette a
toxikus hatasokat. Figyelemre méltd, hogy a kohledtba zards lehet6vé tette egyes,
eladdig csak parenteralisan alkalmazhatd, rossz biohasznosithatésagu hatdanyagok

(AmB, raloxifen, ST1959) hatékony és biztonsadgos peroralis alkalmazasat.
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2.1.5.2. Hat6anyag, mint kohleatképzé agens

A kohleatok kiilon valfajat képviselik azok a membrantekercsek, amelyekben a
Ca®* helyett polikationos anyag stabilizélja a tekercsszerkezetet. TSbb polikationos
vegyiiletr6l (pl. polilizin, kitozan) kozolték, hogy Ca** hozzaadasa nélkiil képes
kohleatképzddést indukalni [65,66]. A negativ toltésii membranokat egymashoz régzito
»elektrosztatikus ragasztd” szerepét bizonyos hatdanyagok (pl. tobramicin) is
betolthetik [67]. Az igy kialakulé tobramicint kot lipidszerkezeteket' a human el6bér
fibroblaszt sejtek felvették, antibakterialis hatékonysdguk pedig az Onmagaban
alkalmazott hatéanyaghoz képest kis dozisoknal ekvivalensnek, nagyobb do6zisoknal
enyhén nagyobbnak bizonyult [66]. A polikationos, antimikrobas hatassal rendelkez6
oligo-acil-lizil (Oligo-acyl-lysyl, OAK) peptidekrdl szintén leirtak, hogy képesek
kohleatokat 1étrehozni kiilonboz6 Osszetételii negativ fejcsoporti toltésii lipidekkel
elegyitve. Ezek az oligopeptidek szinergista hatast fejtenek ki kismolekulas
antibiotikumokkal egytitt alkalmazva. A szinergizmus akkor is jol érvényesiilt, ha
kohleat formaban alkalmaztak azokat. Eritromicint OAK-kohleatokba zarva a toxikus
hatasok nagysagrendekkel csokkentek, mig a hatékonysag ndvekedett az dnmagaban
adott hatoanyaghoz képest. Az eritromicin-OAK kohleatok jelent6sen és dozisfiiggd
modon novelték a tulélést multidrog-rezisztens E. coli-val fert6zott egereknél [68,69].
Az OAK-kohleat mintakban a lipidkomponenst altalaban nem PS, hanem kiilonb6z6
lipidek (foszfatidiletanolamin, foszfatidilglicerin, tetraoleoil-kardiolipin stb.) keverékei
alkotjak. A kohleatképzddés hatékonysaga fiigg a lipidek fajtajatol, aranyatol, az
ikerionos lipidek jelenlététél és az OAK molekula szerkezetétdl is. A magasabb
fazisatalakulasi hémérsékleti és kevésbé hidratalt lipidkeverékek gyorsabb
kohleatképzddést, lazabb struktirdt és nagyobb antibakteridlis hatékonysagot
eredményeztek. A hatékonysag novekedésének oka feltehetéen az, hogy a lazabb
szerkezet tobb eritromicin bezarasat tette lehetévé [69]. Az OAK-kohleat mintakban — a
membrantekercseken kiviil — valtozatos alaka és méretii lipidstruktarak (pl. vezikulak,

lemezek) is eléfordultak [70].

L A hivatkozott kozleményben ezeket a szerkezeteket kohleatnak nevezték. Ezt a kifejezést a 2.1.6.3
fejezetben kifejtett okok miatt nem alkalmazom.
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2.1.5.3. Kohleatok biofarmaciai tulajdonsagai

Segarra és mtsai. egereken vizsgaltak a kohleatba zart AmB biodisztribuciojat és
valtozasa egy meredek kezdeti, majd egy lassabb, kozel exponencialis csokkenést
mutatott, amelyek a disztribici6 és az eliminacidé fazisainak feleltethetéek meg. A
kapott adatokat legjobban kétrekeszes modell segitségével lehetett illeszteni. A
farmakokinetikai paraméterek elemzése arra mutatott, hogy a kohleatba zart AmB
sokkal gyorsabban eltlinik a szisztémas keringésb6l, mint a micellaba zart forma
(Fungizone). Az egér szerveiben az AmB szovet/vér megoszlasi hanyadosa a beadas
utani els6 oOraban gyors ndvekedést mutatott, feltchetéen a kohleatoknak a
kapillarisokban valo passziv retencidja miatt. A 2.-t0l a 6. oraig terjedd iddszak soran a
majban ¢és Iépben tovabb ndvekedett a megoszlasi ardny, ami feltehetéen a
retikuloendotélialis rendszer (RES) aktivitasanak koszonhet6. A tiidében és a vesékben
viszont csokkenést tapasztaltak ebben az id6szakban. A 7.-t6l a 24. oraig a vizsgalt
szervekben lassu novekedést, illetve telitddést tapasztaltak, ami az AmB vérkeringés és
a szovetek kozotti megoszlasanak az egyenstlyara utal.

Intravénasan alkalmazott rekombinans véralvadasi VIll-as faktort (rFVIII)
tartalmazé kohleatok biodisztribucidja szignifikansan eltért az azonos lipidosszetételii
rEVII liposzomakétol [62]. A liposzomak 97%-a a beadas utan 4 6raval mar a maj €s
1ép szdveteiben volt megtalalhatd, ami arra utalt, hogy a RES gyorsan kivonta azokat a
keringésbdl. Ezzel szemben a kohleatoknak csak 40%-a keriilt a majba és a Iépbe
ugyanennyi idével a beadas utan. A liposzomak esetében a maj (78%-ban), a kohleatok
esetében a 1ép (31%-ban) akkumulalta nagyobb mértékben a hatéanyag-hordozokat. A
kohleatba csomagolt rFVIII farmakokinetikai profilja — egy kezdeti, a beadas utan kb.
két oraval jelentkezd csucsot kdvetdéen — az onmagaban adott rFVIII-ral megegyez6
diszpoziciot mutatott. A kezdeti ndvekedés késleltetett hatoanyag-leadasi képességre
utal, a szabad hatéoanyagéhoz hasonld kinetikaju vérszint-csokkenés pedig azt
valdszinisiti, hogy a szervezetben a kohleatok nem alakulhattak at liposzomakka. A
rEVIII liposzomak ugyanis a RES clearance-hatasa miatt joval meredekebb eliminacios
fazist adtak volna. A kohleatba csomagolt rFVIII farmakokinetikai gorbe alatti teriilete
joval kisebb volt a szabad hatéanyagéndl. Ez azt jelentheti, hogy a hatdanyag

legnagyobb része nem szabadult fel a hordozorendszerbdl [62].
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Maguknak a kohleat részecskéknek a biodisztribticiojat a *H-koleszterin jeldlés
segitségével vizsgaltak intramuszkularis és peroralis alkalmazas esetén. A jelolo sorsa a
szervezetben nagyban filiggott a beadas modjatol. Intramuszkularis beadasnal elsésorban
a beadas helyén volt mérhetd a jelold aktivitasa, majd 24 ora elteltével az aktivitas
megjelent a tavoli szervekben, elsésorban a majban, vékonybélben és tiidoben. A
peroralis alkalmazasnal 24 6ra multan a jelolé a gasztrointesztinumbol gyakorlatilag
kitliriilt, azonban akkumulaciét mutatott a szérumban, tiidében, majban, lépben,
vesékben és az agyszovetben . Ugyanakkor megfeleld kontroll vizsgalat hianyaban
kérdéses marad, hogy a kapott biodisztribucios profil mennyiben a kohleat-hordozo ¢és
mennyiben az abbdl kiszabadulé koleszterin molekula jellemzdje.

Egy olyan vizsgalatban, ahol a kohleatokat mesterséges gyomornedvben, majd
mesterséges bélnedvben inkubaltak, a struktira jellegzetes valtozasait irtak le [8]. A
gyomornedvben a dinamikus fényszorasméréssel (DLS-sel) mért részecskeméret
jelentésen megnétt, majd bélnedvben csokkent, a morfologiai elemzés pedig a
kohleatok gyomornedvben vald kitekeredését, és bélnedvben vald fragmentalddasat,
micellaképzodését valodszinisitette. Ezzel parhuzamosan a kohleatokba  zart
hatéanyagok (AmB, miltefosin) mesterséges gyomornedvben lassabb (55 perc alatt, kb.
13-15%), bélnedvben pedig gyorsabb (3-5 ora alatt, kb. 80%) kioldodast mutattak. A
hatéanyag kioldodéasa és a gyomornedvben kitekeredett kohleatok késdbbi degradacioja
szempontjabol a mesterséges bélnedv epesav komponenseinek volt dontd szerepe.
Fiziologias pH-ja, 50 mM-os PBS pufferben a kioldodas mértéke 1 ora alatt kisebb,
mint 3%-o0s volt.

Tobb vizsgalat is megerdsitette, hogy kohledtok képesek hatdoanyagukat a sejtekbe
juttatni. Rodaminnal jel6lt kohleatokat kiilonbdz6 sejtek in vitro és in vivo kisérletekben
is képesek voltak felvenni [54,72]. Antigén vagy DNS tartalmi kohleatok erds
immunvalaszt valtottak ki intramuszkularis és peroralis beadast kovetéen (Isd. 2.1.5.4).

A kohleatok és sejtek kozotti kdlecsonhatas részletei azonban nem ismertek.
2.1.5.4. Immunizalas és génterapia

A természetes immunvalaszt kivaltdo fehérjék, peptidek és szénhidratok sok
esetben az azokat hordozé bioldgiai membranok felszinéhez kotddnek. Ezért

kézenfekvé gondolat, hogy az immunizalas soran alkalmazott antigéneket is
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lipildmembranokhoz kotve juttassuk a szervezetbe. A patogének alegységeit hordozé
proteoliposzomakat valdban sikerrel lehet alkalmazni vakcinacios adjuvansként. Ezek
alapjan logikusnak tlint a liposzomaknal stabilabb kohleat rendszerek alkalmassagat is
megvizsgalni [73]. A kohleatba zart fehérjék, peptidek, illetve DNS fragmentumok
képesek voltak antigén-specifikus immunvélaszt kivaltani perordlis, intranazalis €s
intramuszkularis alkalmazas estén egyarant. Hatasukra mind a cirkulalo-, mind a
nyalkahartya-antitestek jelentds mennyiségben és hossza idon keresztiil termelddtek. A
kohle4dt vakcindk peroralis ¢és intramuszkuldris adagolast kdvetden védelmet
biztositottak virusfertézéses tesztekben is [74]. A HIV-1 IIIB virus env, tat és rev
génjeit, valamint Herpes simplex virus (HSV) glikoprotein B kapszidfehérjéjét kodolo
gént tartalmazé DNS plazmidokat 40-80%-os hatékonysaggal zartak kohleatokba. Az
egereknek intramuszkularisan, illetve per os beadott kohleat HIV DNS vektorok a
kontroll csoportokét jelentésen meghaladd sejtszinti valaszokat produkaltak. Egyszeri
intramuszkularis injekcid utan az antigénspecifikus cellularis immunitas legalabb négy
honapig megfigyelheté maradt a kisérleti allatokban. A HSV DNS kohleat vektorok
intranazalis, intragasztrikus, intramuszkularis és intraokularis alkalmazasa egyarant
HSV specifikus IgG ¢és IgA antitestek termelddéséhez vezetett. A kohleat vektor 8-40-
szer hatékonyabbnak bizonyult, mint az dnmagaban alkalmazott DNS molekula. Az
immunizalas védettséget biztositott az allatoknak egy enélkiil letalis hatasu
intravaginalis HSV fert6zéssel szemben [54].

A vakcina adjuvansok kozott kiilon technoldgiai platformmé ndtte ki magat a
Finlay kohledt adjuvdansok (adjuvant Finlay cochleate, AFCo) csoportja [75]. Ezek
stabil, tubularis struktirak, amik baktériumokbol kivont, negativ toltésii lipideket,
fehérjéket és lipopoliszaharidokat tartalmazo proteoliposzoémakhoz Ca”*-ionokat adva
keletkeznek. A Neisseria meningitidis baktériumon alapul6 kohleat adjuvanst AFCo1-
nek [76], a Vibrio cholerae-bél hasonld modszerrel eldallitott antigénhordozot az
AFCo2-nek nevezték el [77]. Az AFCol tovabbfejlesztett valtozata a Neisseria
meningitidis B tisztitott, nem-toxikus LPS molekulait tartalmazza [78]. Mindegyik
kohleat adjuvans a proteoliposzomackat meghaladd immunogenitassal rendelkezett
kiilonboz6 (orr, szaj, rektalis, vaginalis) nyalkahartyakon, vagy akar intramuszkularisan
alkalmazva. Az adjuvans kohleatok az immunizalason tal akar hatéanyagot is

hordozhatnak. Az AFCo 3 sporotrichdzis kezelésére kifejlesztett, AmB-t tartalmazo
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valtozata jelentés mértékben ndvelte a hatdanyag hatékonysagat és csokkentette a
toxikus hatasokat in vitro és in vivo vizsgalatokban egyarant [78].

In vitro hatékonyan tudtak kohleatba zart DNS-sel transzfektalni fibroblaszt
sejteket. In vivo a kohleattal bevitt, 7400 bazispar hosszsagi plazmid kodolta f-
galaktoziddz enzim jelentOs aktivitdsa volt mérhetd egér mdj és 1€p szoveteiben
intranazalis alkalmazast kovetden. Intramuszkularis alkalmazas esetén a beadas helyén
mértek jelentds enzimaktivitast [54]. Zo6ld fluoreszcens fehérje (green fluorescent
protein, GFP) kohleatba zart génjével 4T1 emld adenokarcindma sejtek 19,5+10,1%-at

sikeriilt transzfektalni in vitro [72].
2.1.6. A kohleat-szakirodalom kritikus értékelése

A kohleatok felfedezésének évétél (1975) 2017. oktober 18-ig a PubMed
adatbazisban minddssze 79 olyan taldlatot kaptam ahol a publikiacidk cimében vagy
absztraktjdban szerepel a ,,cochleate” vagy ,,nanocochleate” sz6gyok. A publikacios

tendencia a 2000-es évektdl egyértelmii ndvekedést mutat (6. abra).

-
o

publikaciok szama (db)

1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015
megjelenés éve

6. abra A PubMed adatbazisban talalhato azon publikaciok év szerinti megoszldasa
1975-2017. oktober 18-ig, melyek cimiikben vagy absztraktjuk szovegében tartalmazzak
a ,,cochleate” vagy ,,nanocochleate” szot.

A Medical Subject Headings adatbazis egyaltalan nem tartalmazza a ,,cochleate”
kulcsszot. A Google Patents adatbazisa 58 olyan talalatot ad, ahol az absztrakt

tartalmazza a ,,cochleate” szogyokot. Osszehasonlitisképpen: a kohledtoknal minddssze
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tiz évvel koradbban felfedezett, szintén foszfolipid alapu liposzomak kb. tucatnyi
torzskonyvezett készitményben szerepelnek hordozérendszerként [79], és éves szinten
t5bb ezer publikacio® foszerepldi.

Nincs tudomasom arrdl, hogy barhol a vildgon torzskonyvezésre keriilt volna
kohleat-alapt hatdéanyag-hordoz6 rendszer. A Food and Drug Administration honlapjan
keresztiil hozzéaférheté adatbazisok nem tartalmazzadk a ,.cochleate” kifejezést. Az
Europai Gyodgyszeriigynokség honlapjan keresztiil elérhetd adatbazisokban egyetlen
helyen szerepel a ,,cochleate” kifejezés: egy vakcina adjuvansokrol sz616 anyag modern
gyogyszerformakat listazo felsorolasaban [80]. Ismereteink szerint jelenleg kizarolag a
New Jersey-beli Bridgewater székhelyli Matinas Biopharma nevii cég foglalkozik
kohleat alapu hatoanyag-lead6 rendszerek kifejlesztésével’. Honlapjuk tantisiga szerint
az AmB-kohleat gyogyszerjeloltjilk sikerrel teljesitette a fazis |. human klinikai
vizsgalatokat, jelenleg a fazis Il. vizsgalatok elOkészitése zajlik. Ezenkiviil tobb
hatoanyaggal (amikacin, ibuprofen, kaperomicin, meropenem, atovaquone, valamint
vakcinak és antiviralis szerek) végeznek kohleat-formulacios vizsgalatokat. A Finlay
technologiaval késziilt vakcina adjuvansok koziil az AFCol egy 2013-as dsszefoglald
szerint elérehaladott nem-klinikai fejlesztési stadiumban, a fazis I. klinikai vizsgalatok
elészobdjaban jart [75]. Osszességében azt lathatjuk, hogy a kohledtok mint hatéanyag-
hordoz6 rendszerek, igéretes tulajdonsagaik ellenére, egyelore nem futottak be fényes
karriert a publikaciok, szabadalmak, illetve kiilonosen a torzskonyvezett készitmények
szamat tekintve. Azt gondoljuk, hogy ez a viszonylagos sikertelenség jol azonosithatd
szakmai hianyossagokra ¢és technologiai problémakra vezethetdé vissza, melyek
megoldasa eléremozdithatna a kohleat alapu hatéanyag-hordozo rendszerek fejlesztését.
A mindmaig megoldatlan kihivasok a kohleat szakirodalom kritikus értékelése soran

azonosithatoak. Ezeket igyekszem roviden 6sszefoglalni az alabbiakban.

! Példdul a PubMed adatbazis 2121 darab a ,liposome” szogyokot cimében vagy absztraktjaban
szerepeltetd publikaciot tart szamon csak a 2016-0s évbol.

2 A Matinas Biopharma (www.matinasbiopharma.com) 2015 januarjaban vasarolta fel a bizonyos kohleat
formulacios technoldgidkat birtokld Aquarius Biotechnologies vallalatot. Az akviziciotol azt remélték,
hogy a koradbban hosszi éveken keresztiil stagnald termékfejlesztések elérelendiilését, az AmB-kohleat
esetén a fazis I1. klinikai vizsgélatok elindulasat fogja eredményezni [1].
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2.1.6.1. Mennyire megalapozottak az eddigi publikiciok eredményei?

A hatéanyagok kohleatba zarasanak és alkalmazasanak egyes aspektusait csak
olyan 0sszefoglalo kozleményekben olvashatjuk, amelyek a kisérleti modszertant és a
kapott eredményeket nem részletezik kelléképpen (Isd.: [6,49,54,73,74,82]). Ezek az
Osszefoglalok tobb fontos megallapitasukat konferencia poszterekre vagy készités alatt
allo, illetve kozlésre benyujtott kéziratokra hivatkozva fogalmazzak meg. Olykor egy-
egy — modszertani leirassal meg nem tdmogatott — részeredményt mutatnak be a késziild
munkakbol. Mivel a posztereken bemutatott eredmények javarészt nem hozzaférhetdek,
az emlitett kéziratok tobbsége pedig végiil nem jelent meg, a rajuk hivatkozva tett
megallapitdsok oOvatosan kezelendok, nem tekinthetdek kellden alataimasztottnak.
Gyakori jelenség a kohleat-irodalomban, hogy egy eredeti kozlemény eredményei és
abrai jol-rosszul hivatkozva Gjra és ujra felbukkannak a kés6bbi 6sszefoglalokban, majd
ezeket egészitik ki a szerzOk a nem publikdlt kisérleteikb6l szdrmazo
részeredményekkel, kovetkeztetésekkel és elméletekkel. Emiatt a teriilet amugy is
szlikOs szakirodalma meglehetdsen sok redundancidt tartalmaz, és a szokasosnal is

jobban keverednek benne az igazolhato adatok a hipotetikus allitasokkal.
2.1.6.2. Nem ismert a kohleatképzodés részletes mechanizmusa

A kohleatokra vonatkozd kozleményeket elolvasva, arra jutottam, hogy a
kohleatképzddés mechanizmusa maig sem pontosan ismert. Nem teljesen azonositottak
a membrantekercsek kialakuldsanak koztes allapotai, nem ismert a képzddés soran
keletkez6 strukturak szerepe €s a kohleat-képzddés termodinamikai hajtdereje (Isd. 2.1.2
fejezet). Papahadjopoulos, Phamm és Nagarsekar kiilonféle transzmisszids és pasztazo
elektronmikroszképos technikdkkal késziilt képek elemzése alapjan alkotta meg —
egymasnak részben ellentmondé — kohleatképzddési modelljét. Elképzeléseiket némi
ovatossaggal kell fogadnunk, hiszen nem zéarhatjuk ki annak lehetdségét, hogy a
mintaelOkészités egyes 1épései (pl.: feliilet-inkubalas, dehidratacio, szaritas, fagyasztva
szaritas, vakuumgo6zolés, kontrasztozas) soran miitermékek is keletkezhettek.

Mindossze részleges eredményeket ismeriink arra vonatkozédan, hogy miként
befolyasoljak a preparaldsi modszerek a kohleatok képzddését, kiillonbozo Osszetételek
esetén. Nincs tudomédsom a gyakorlatban alkalmazhatd olyan egyszerli modszerrdl,

amelynek segitségével a kohleatképzddés hatékonysagat szamszerlisiteni lehetne. Az
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eddigi kutatasok, kimondva-kimondatlanul, f6 célja a kohleat-alapt hatéanyag-hordozo
rendszerek kifejlesztése volt. Azonban egyeldre sem az eddigi preparalasi tapasztalatok,
sem a képzOdési mechanizmusokra javasolt modellek nem teszik lehetévé, hogy

racionalisan tervezziink kohleat-alapt gyogyszerhordozo-rendszereket.
2.1.6.3. A strukturailis jellemzés gyakran hianyos

Altalanosan elmondhatd, hogy a legtobb vizsgalat a kohleatok alkalmazasara
fokuszal, és elhanyagolja a minta koriiltekintd strukturalis jellemzését. Olykor
egyaltalan nem, vagy alkalmatlan modszerrel azonositjdk a kohleatok jelenlétét és
paramétereit. Egyes esetekben felmeriilhet a kérdés, hogy a kozlemények szerzdinek
valoban kohleat rendszert sikeriilt-e eldallitaniuk. El6fordul, hogy egyszeriien nem
kozolnek képeket a kohleatokrol [50,59,60,62,64,69,71,72,83,84]. Mas esetekben
képzddésiiket szemmel (precipitacid), ¢€s optikai mikroszkopidval (hosszikas
objektumok jelenléte) ,,allapitottak meg” [53,78,85,86]. Kritikusan nézve az el6z6 két
modszer egyike sem alkalmas arra, hogy a keletkezé strukturak finomszerkezetét
felbontsa, és igy a kohleatképzddést igazolja. Adjuvans Finlay kohleatokrol elvétve
kozoltek nagyfelbontasu elektronmikroszkopos —felvételeket. Egyetlen részecske
egyetlen részletét abrazold kép hivatott bemutatni az AFCol jellemz6 geometriajat [77],
a részecskesokasagot bemutatd képen pedig a részecskék inkabb szalas, mint tekercs
szerkezetlinek latszanak [75]. Az AFCo2 részecskék szintén nem tekercshez, hanem
vesszokoteghez hasonld strukturdnak latszanak, és minddssze egyetlen, aprd, rossz
felbontasu képen valdsziniisithetd spiralis szerkezet jelenléte [85]. A Ca®* helyett
tobramicin vagy polilizin hozzdadasara kialakult struktarak, noha kohleatnak nevezték
azokat, a nagyfelbontasu pasztazo elektronmikroszkopos képeken valdjaban egyaltalan
nem mutattak kohleatokra utald morfologiai tulajdonsagokat [66]. Kitozan-
nanokohleatok TEM felvételén kohleatok helyett valojaban multilamellaris vezikula
(MLV) aggregatumokat lehet azonositani [65]. Raadasul a Ca**-alapu és kitozanos
mintakrol késziilt kép valdjdban egy ¢és ugyanazon felvétel kiilonbozé mértékben
nagyitott valtozata, ami alapjaiban kérdéjelezi meg a publikacio hitelességét. Az OAK-
kohleatok vizsgalata soran fénymikroszkdpos analizissel, tehat a hosszukas objektumok
relativ mennyiségének becslésével allapitottdk meg, hogy egy-egy adott Osszetételil

minta mennyire kohleatképz6 tulajdonsagu [70]. Az igéretesnek tartott Osszetételekrdl

26



DOI:10.14753/SE.2018.2179

mindossze egy-egy fagyasztva toréses elektronmikroszkopos képet mutattak be. Ez
azonban legfeljebb annak alatdmasztasara elegendd, hogy megallapithassuk, az adott
mintdban voltak-e egyaltalan kohleatok. Egy-egy mintardl kozolt néhany
nagyfelbontasu, reprezentativ felvétel mar onmagaban is segitené az egyes kohleat-
Osszetételek alapvetd értékelését. A minta Osszességének koriiltekintd jellemzése pedig
mennyiségét, a melléktermékek jellemzését és relativ aranyat. Egyes tanulmanyok
bemutatjak ugyan az altaluk vizsgalt kohleatok méreteloszlasat, azonban azokban az
esetekben, amikor a méreteloszlas vizsgalatat optikai vagy fluoreszcencia mikroszkopos
modszerrel végezték [61,85], bizonytalannak tekinthet6, hogy a struktirak valoban
kohleatok voltak-e. A mikroszkop feloldasi hataranal kisebb méretii részecskéket pedig
eleve nem vehették figyelembe a méretmeghatarozasndl. A megbizhatobb, egész
részecske sokasagot figyelembe vevl méreteloszlas-vizsgalatokat elektronmikroszkopos
modszerek segitségével végezték [3,22]. Ily modon lehetévé valt mind a kohleat
szerkezet azonositdsa, mind a részecskék hosszanak és atmérdjének meghatarozésa.
Kiilonosen megbizhatonak tekinthetéek azok a vizsgalatok, melyekben a
nagyfelbontast képalkotd eljarasok koziil parhuzamosan tobbet is alkalmaztak (pl.
TEM, SEM, krio-TEM), vagy a képalkotast mas szerkezetvizsgalo eljarassal (pl. SAXS)
egészitették ki [3,9,22].

2.1.6.4. A méreteloszlas optimalizalasa nem megoldott

Béarmely multipartikularis hatdéanyag-hordoz6é rendszer formuldldsakor fontos
kovetelmény, hogy reprodukdlhatdé modon biztositani tudjuk a technoldgiai
eljarasoknak, illetve az alkalmazasnak megfeleld részecskeméret-eloszlast. A
részecskék mérete dontéen befolyasolhatja a hordozérendszer szervezeten beliili sorsat,
¢s igy a terapia sikerét. Intravénds alkalmazis esetén példaul, az emboliaveszélyt
elkeriilendd, sem a részecskék hossza, sem atmérdje nem haladhatja meg a néhany pm-t
[87]. A legtobb esetben a kohleatok minddssze néhany szaz nm atméréjiiek, ugyanakkor
jo néhany um hosszaak, tehat intravénas alkalmazasra kozvetleniil nem lennének
alkalmasak. Nem zarhato ki, hogy ezek a hosszu és vékony strukturak topikalis vagy
peroralis alkalmazas esetén — hasonldan a tiis kristalyokhoz — akar szoveti irritaciot is

kivalthatnak. Részecskeméretiik csokkentése tehat mindenképpen indokolt lenne. A
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kohleatok (elsésorban) hosszméretének csokkentésére eddig otféle eljarast publikaltak.

(1) A hidrogél izolaciés modszerrel 1 um-nél rovidebb részecskéket, igynevezett
»,hanokohleatokat™ lehetett eldallitani (lasd 2.1.4 fejezet). Az igy eldallitott
kohleat mintak DLS-sel meghatarozott ,,mérete” kiilonb6z6 tanulmanyokban
[8,63,88] 230 és 407 nm kozott valtozott'. A nanokohleatokrol kozolt
elektronmikroszkopos képeken néhol valoban mikronnal révidebb [8,82],
néhol azonban tobb mikrométer hosszu részecskéket is lathatunk [63]. Nagy
felbontasi SEM képek alapos elemzésével a ,nanokohleatok” dontd
tobbségének hossza az 1-5 pm tartomanyba esett [22]. Ez ugyan mind a hossz,
mind a polidiszperzitds csokkenését jelentette a trapping moddszerrel késziilt
kohleatokhoz képest, azonban tovabbra is legfeljebb a részecskék atmérdje

esett a szubmikronos nagysagrendbe.

(2) A hidrogél izolacios modszer egyszerisitett valtozatanak tekinthetd, amikor a
Ca®*-ionokat tartalmazo oldatot dextranba kevert liposzomakhoz adtdk. A
dextranos oldatban az alkotorészek diffuzidja csokken, igy lassul a tekercsek
novekedése [61].

(3) Egy masik kisérletben a mar kialakult, normal méretli kohleatok méretét
egymas utani fagyasztas-olvasztasos ciklusokkal igyekeztek csokkenteni [61].
A két utobbi modszer segitségével kapott kohleatok ,,atlagos mérete” DLS-
mérések alapjan ,,500 nm-nek vagy kisebbnek™ adodott. Az idézett kozlemény
azonban nem tartalmazott alatamasztd képet vagy DLS-gorbét. Tovabbi
kritikaként fogalmazndm meg, hogy a mérés elétt 0,45 pum-es porusméretii
szirdén is atpréselték a mintat, ami Oonmagéaban is kizarja az 500 nm-nél
nagyobb részecskék jelenlétét. Ezek alapjan a modositott hidrogél izolacios és
a fagyasztas-olvasztiasos eljarasok alkalmassaga a kohleatok méretének

csOkkentésre nem tekinthetd kelléen bizonyitottnak.

1 A DLS-sel végzett méretmeghatarozas egy nem-szférikus részecske esetén annak a hipotetikus, tomor
gombnek a sugarat adja meg, ami éppen olyan sebességgel diffundalna az adott kozegben, mint ahogy azt
a vizsgalt részecske teszi [2]. Az igy nyert “méret” valdjaban nem sokat arul el egy henger alakd
részecske hosszarol és atmérdjérdl. A szférikus alaktol, illetve nem tomor szerkezettdl eltérd esetekre
korrekcids szamitasokat kellene végezni.
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(4) Az emulgealo-liofilizaldé modszer 1ényege, hogy — a hidrogél izolaciohoz
hasonléan — a Ca®*—PS kolcsonhatdas minél kisebb kompartmentekben
jatszodjon le. Az igy nyert kohleatok ,,mérete” DLS-sel meghatarozva 0,8 um-
nek adodott. A szerzok ugyanakkor utaltak arra, hogy ez az érték kisebb, mint
az optikai mikroszkdpban lathatd hossz. A mintat nagyfelbontasu képalkotd
modszerrel nem vizsgaltak, az altaluk publikalt optikai mikroszkopos képen a
kohleatok azonositasa a kép gyenge mindsége miatt gyakorlatilag lehetetlen
[53].

(5) Az eddigi legigéretesebb és jol dokumentalt modszer azon alapul, hogy a
foszfolipidek etanolos oldatat mikrofluidikai cellaban elegyitik CaCl, oldattal
(2.1.4). Ennek a technikanak a hatuliitéje, hogy a bizonyos esetekben valoban
szubmikron hosszisagi kohleatok, néhany pm atméréjii  szférikus
aggregatumokka (a szerzOk nomenklaturajaval: ,,kompozitokka™) allnak Ossze,

melyek egymassal is hajlamosak agglomeralddni [22].

A fentiek tiikrében megallapithatjuk, hogy a kohleatok méreteloszlasdnak
optimalizaldsa mindmaig megoldatlan. Sziikséges tehat megfeleld eljaras kidolgozasa a
részecskék nanonizalasara, akar specialis eldallitdsi modszer, akar méretcsokkentés

segitségével.
2.1.6.5. A kohleat mintakban melléktermékek is talalhatoak

Tovabb neheziti a kohleatokrol szerzett ismeretek értelmezését, hogy a
kohleatként vizsgalt mintak valdjaban heterogén, melléktermékeket is jelentds
mennyiségben tartalmaz6 rendszerek. A melléktermékek kozott eléfordulhatnak pl. uni-
¢s multilamellaris vezikulak, lipidlemez kotegek, szabalytalan alaka lipid-kation
komplexek. Azokban a kdzleményekben, amelyekben az abrakon bemutatott latomezé
elegendden nagy, és az alkalmazott felbontas megfeleld, jol kivehetdek a nem-kohleat
struktirdk is. A melléktermékek jelenléte alapjaiban kérddjelezi meg az Osszes
analitikai, valamint in vitro és in vivo hatékonysag, toxicitas, farmakokinetikai és
biodisztribcios vizsgalatokbol levont kovetkeztetéseket. Mivel a szerzOk nem
torekedtek a kohleatok ¢és a melléktermékek szétvalasztasara, a kapott eredmények a

heterogén lipid-kation komplexek egylittesét, nem pedig magukat a kohleatokat
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jellemzik. Raadasul a kohleatok és egyéb Ca**-lipid rendszerek jellemz@en t5bb tiz vagy
akar tobb szaz mikrométeres nagysagi aggregatumokat tartalmaztak (Isd. 2.1.6.6
fejezet). Mivel ez a méret boven az emboliahatar felett van, a ,.kohleatok™ intravénas
alkalmazasrol szolé beszdmolok kiilonosen zavarba ejtéek. A fentiek fényében
kijelenthetd, hogy a kordbbi vizsgdlatok eredményeibél nem allapithatdé meg
egyértelmiien a kohleat-alapi hatdanyag-hordozoknak a sejtekkel vald kdlcsonhatasa,
biodisztriblciodja, toxicitasa és hatékonysaga sem. A kohleatok, mint hatéanyag-hordozo
rendszerek alkalmassaganak vizsgalatahoz feltétleniil sziikséges lenne, hogy diszpergalt,

a melléktermékektdl elvalasztott, homogén kohleat mintaval rendelkezziink.
2.1.6.6. A kohleatok és melléktermékeik aggregatumokat képeznek

Gyakorlatilag az 0sszes, a 2.1.6.3 pontban targyalt, méretmeghatarozo eljaras
érvényességét megkérddjelezi az, hogy a kohleatok és nem kohleat melléktermékek
egymassal szorosan aggregéll(')dva1 talalhatéak a mintdkban. A polimorf struktara és az
aggregacio minden olyan publikacioban lathato, ahol a kialakult részecske-sokasagrol is
kozdlnek képet [2,3,7,9,14,16,22,49,51,54,58,61,63,66,68,70,75,78,82]. Ennek ellenére
a tanulmanyok szévege ritkan emliti az aggregacid jelenségét. Az aggregacié oka, hogy
a kohleatképzédéshez nélkiilozhetetlen elektrolit (Ca®*-ion, esetleg polielektrolit
hatéanyag) nem csak a membrantekercsek belsd szerkezetét stabilizalja, hanem a
részecskék feliileti toltését is megvaltoztatja (illetve, egyes elképzelések szerint, a
szomszédos részecskék feliiletét is Osszekapcsolhatja egymassal). Meggy6zddésem,
hogy az aggregacid nem csak a méreteloszlas megbizhat6 meghatdrozasat neheziti meg,
hanem a kohleatokbdl eldallithatd hatéanyag-hordozd rendszerek fejlesztését is
alapvetden gatolta az elmult évtizedekben. Létezik egy szabadalom, ami megoldast
javasol az aggregacié megsziintetésére olyan modon, hogy kazeint, tejet, kiilonb6zo

tejtermékeket vagy metilcellulozt elegyit a kohleatokhoz [91]. A fehérje természetli

1A részecskék csoportosulasat az Osszetarto kolcsonhatisok laza vagy szoros jellege alapjan az
»aggregacio” és ,,agglomeracio” szavakkal kiilonbozteti meg a szakirodalom. Sajnos nem egyértelmdl,
hogy melyik szd, melyik esetet jelenti. A nomenklatira ugyanis nem egységes, a kiillonbozo
kozlemények, szakkonyvek, mi tobb a nemzeti ¢és nemzetkdzi standardként hasznalatos
gyogyszerkonyvek is egymasnak ellentmond6 definiciokat fogalmaznak meg [3]. Disszertaciomban az
»~aggregal”, ,aggregatum” kifejezéseket alkalmazom a részecskék — altalanos értelemben vett —
csoportosulasara.
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segédanyagok alkalmazdsa azonban szamos problémat vet fel. Csokkenhet az
eltarthatosag ideje, immunreakciok 1éphetnek fel, és megvaltozhat a hatéanyag-hordozé
farmakokinetikdja. A metilcelluléz, és a szabadalomban felsorolt tobb tucatnyi,
alkalmasnak vélt polimer (pl. kiilonféle cellulézszarmazékok, keményitdk stb.)
alkalmazhatdsagara azota sincsenek egyértelmii kisérletes bizonyitékok. Kivanatos
lenne tehat hatékony aggregacio-gatlo, vagy az aggregatumokat szétvalaszto eljaras

kidolgozasa.
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2.2. Atomier6-mikroszkéopia a mikro- és nanorendszerek vizsgalataban

Az atomier6-mikroszkép miikddésének kiilon fejezetben vald bemutatasat a
technika viszonylagos ujszerlisége, ¢és a disszertdcioban bemutatott eredmények

(kiilondsen az er6gorbék) értelmezhetéségének megkonnyitése indokolja.
2.2.1. Az atomier6-mikroszkop miikodése

A mikroszkop kifejezés a gorog mikron (uixpov, kicsiny) €s szkopein (oxomeiv,
nézni) szavak Osszetételébdl szarmazik, €s olyan berendezést jelol, ami képes lathatova
tenni a szabad szem felbontasi hataranal kisebb strukturakat. A képalkotas altalanosabb
definicidja alapjan egy képet ugy allitunk eld, hogy a vizsgalt objektum egy kivalasztott
fizikai tulajdonsagat pontrol-pontra “letapogatjuk”, majd a meghatarozott, esetleg
transzformalt értékeket a pontok térbeli/sikbeli helyzetének megfeleléen abrazoljuk. Az
atomier6-mikroszkép (atomic force microscope, AFM) esetében olyan eszkozrol
beszélhetiink, amely az atomok szintjén jelentkezd kolcsonhatdsokat (atomi erdket)
képes detektalni, és ezek segitségével alkot képet a vizsgalt targy feliiletérél. A modszer
a pasztdzd probamikroszkdpok csaladjaba tartozik, kozvetlen elddjének a pasztazod
alagutaram mikroszkop (Scanning Tunelling Microscope, STM) tekinthetd, amelyet
1981-ben fejlesztett ki Gerd Binnig és Heinrich Rohrer [92] (1986-ban Nobel dijban
részesiiltek [93]). Az els6 AFM-et Binnig, Quate és Gerber épitették 1986-ban [94].

2.2.2. Hogyan detektalhatunk atomi erdket?

Az AFM segitségével észlelt atomi er6k az atomok pozitiv toltésti magjanak,
illetve negativ toltésti elektronfelhdinek egy masik atom elektronfelhdjére illetve
magjara kifejtett elektrosztatikus vonzasabol, illetve taszitasabol szdrmaznak. A vonzo
¢s taszitd kolcsonhatdsok egyszerre vannak jelen, ezek mértéke elsésorban a
kolcsonhatasba keriild atomok tavolsagatdl fiigg. Nagyobb tavolsagoknal a vonzd
kolcsonhatasok dominalnak, tehat elsdsorban az atommag ¢és a masik atom
elektronfelhdje kozti vonzd Coulomb-erék érvényesiilnek. Az atomokat olyan
kozelségbe hozva, ahol az elektronfelhdik nagyon megkdzelitik egymast, atlapolodni
kezdenek, az atommag- és elektronfelhd parok kozti taszitas dominanssa valik. Az AFM

berendezésben az ugynevezett ,ti” (tliszonda vagy proba) segitségével tapogatjuk le a
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vizsgalandoé feliiletet. A tli csticsanak gorbiileti sugara altalaban kisebb, mint 10 nm. A
fent leirtak szerint, a thegynek ¢és a mintafeliiletnek az egymashoz legkdzelebb keriild
atomjai kozott tavolsagfiiggd, atomi szintli, vonzo és taszitdo kdlcsonhatasok 1épnek fel.
Nagy (tobb tiz nanométer) tavolsagban ezek a kolcsonhatdsok gyakorlatilag
mérhetetlentil kicsivé véalnak. Ha a tiit a felszin mindossze néhany nanométeres
kozelségébe vissziik, akkor eldszor eredd vonzo-, majd tovabb kozelitve eredd taszitd
kolcsonhatas 1ép fel. Ahhoz, hogy ezeket a vonzd/taszitdé kolcsonhatasokat, azok
valtozasat detektalhassuk a tiit egy miniatlir laprugoé (vagy rugolapka) végére rogzitjiik

(7. A ébra).

A B
poziciéérzékeld I

dioda ' eltérilés

lézer

&

pasztazas

AFM ta* minta feliilete

rugdlapka ==~

7. dbra (A) Tiiszonda-rugolapka rendszer SEM képe. A kép forrdsa a gyarté weboldala
(http://probe.olympus-global.com), letoltve 2017. julius 7-én. (B) Az atomierd-
mikroszkop miikodésének sémaja.

A tlire hat6 vonzas, illetve taszitds a laprugd elhajlasat okozza. Ezt a minddssze
néhany nanométeres elhajlast gy tessziik mérhetéve, hogy a rugoélapka feliiletét vékony
fényvisszaverd fémréteggel vonjuk be, és a lapka végére keskeny lézerfény-nyalabot
fokuszalunk (7. B abra). A visszaver6d6 fénynyalab egy négyosztati pozicidérzékeld
diddara esik, amelynek kvadransain a fényintenzitassal ardnyos fotodram keletkezik.
(Valdjaban egy optikai emel6t hozunk 1étre: a laprugd pardnyi elhajlasat a 1ézersugar a
didda feliiletén sokkal nagyobb eltériilésként képezi le.) A kvadransokrol, ellenallasok
kozbeiktatasaval, fesziiltségjeleket vezetiink el, melyek elemzésével a lézersugar

crcr

kalibracio elvégzése utdn — megadhat6 a rugdlapka elhajlasanak (4/) mértéke. Ebbdl a
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rugdlapka rugoallandojanak (K) ismeretében a tithegyre hatdé F eré6 a Hooke-térvény

értelmében egyszeriien kiszdmithato:

F=k-AL

A tiit is tartalmazo rugdlapkak anyaga jellemzéen szilicium vagy szilicium-nitrid. Ezek
hatulja, olykor mindkét feliilete vékonyan fémgdzolt. A rugdlapka hossza a néhany um-
tdl a tobb szaz um-ig terjed, sz€élességiik altaldban néhany 10 um. A ti alakja valtozatos
(tetraéderes, konuszos, hengeres stb.) lehet. A kereskedelmi forgalomban szamos
kiilonbozo alaku és méretii rugdlapka kaphatdo. A megfeleld rugolapka kivalasztasat

els@sorban a vizsgalandd minta és a képalkotas paraméterei szabjak meg.
2.2.3. Hogyan keletkezik a kép?

A képalkotas a vizsgalando feliilet atomjai és a tithegy kozott kialakuld vonzo és
taszitd kolcsonhatdsoknak a — feliilet kiilonb6z0 pontjaiban torténd — detektalasan
alapul. A tiivel a minta sikjanak egyik tengelye mentén pasztazunk, majd erre a
tengelyre mer6legesen, csekély elmozdulast kovetden, az elézd egyenessel
parhozamosan végziink pasztazast. Pontrdl pontra haladva a minta teljes feliilete
letapogathat6. A pdsztazas sordn egy visszacsatolt szabalyozasi mechanizmus (feedback
aramkor) feladata az, hogy alland6 értéken tartsa a tii és a felszin kozotti kdlcsonhatés
biztositja. Ily moédon, megfeleld kalibracios eljaras utan, a pasztazott minta feliiletének
(xy-sik) minden egyes (X,y) koordinatijahoz hozzarendelhetjiik pl. a magassag
informaciot hordozé z-koordinatat is. Amennyiben a mért kolcsonhatasok csak a feliilet
Z-iranyu valtozdsanak kovetkezményei, az (X,y,z) adathdrmasokbol rekonstrudlhatd a
minta domborzati képe. A képalkotas alapvetéen két lizemmodban végezhetd: kontakt-

és non-kontakt modban.
2.2.3.1. Kontaktmod

A kontaktméd (vagy mas néven konstanser6-mod) Iényege az, hogy a képalkotas
megkezdése elott a rugolapkat addig kozelitjiikk a felszinhez, amig a tlire taszitd erok
nem kezdenek hatni, vagyis (makroszképos megfogalmazassal) a tii hozzaér a

felszinhez. A taszit6 erdk hatdsara a rugolapka enyhén visszahajlik.
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A 2 X Zngmi“ 1

8. dbra (A) Kontaktmodu és (B) Non-kontakt modu pasztizas sematikus dabrdzolasa. A
fekete nyilak és betiik a rugolapka elmozdulasanak iranyadt mutatjak. Pirossal jeloltiik a
tithegy nyomvonalat.

A

A visszacsatold aramkor feladata ebben az esetben az, hogy alland6 értéken tartsa
a tlire hatdé erét. Ezt a rugdlapka elhajlasanak allando értéken valo tartasaval lehet
biztositani. Ahhoz, hogy a rugodlapka elhajldsa akkor se valtozzon, ha a pdsztizas
kozben a tii egy feliileti mélyedéshez vagy emelkedéshez érkezik, a rugolapka z-
elmozdulasokbdl szarmazik majd a magassagi informacié (8. A abra). (A kontakt
képalkotasi mod hasonld a lemezjatszd mitkodéséhez: a tiit a felszinre helyezziik, majd
a lemez elmozduldsa soran a tii fel-le mozgadsa koveti a felszin bardzdainak
nyomvonalat.) A kontakt képalkotdsi mod hatranya, hogy a tii kozvetleniil érintkezik a
felszinnel a pésztazas soran. Ekkor nem csak vertikalis, hanem horizontalis eréhatast is
kifejt a mintdra, mintegy végigkarcolja a felszint. Ez a képlékeny mintak
deformaciojahoz, a gyengén adszorbealt részecskék '"lesOpréséhez" ¢és a ti

szennyezOdéséhez vezethet.
2.2.3.2. Non-kontakt (tapping vagy tapogaté) mod

Non-kontakt modban a rugdlapkat a rezonanciafrekvencidjahoz  kozeli
frekvenciaértéken rezegtetjik. Ha a rezgd rugdlapka-ti rendszert a felszinhez
kozelitjiik, a tlihegyre hatd vonzd vagy taszitdo kolcsonhatas miatt a rezgési amplitado
valtozik. Az amplitudo-valtozas mértéke a kdlcsonhatds nagysagatol, tehat végsd soron
a tlihegy ¢és a felszin tdvolsagatol fiigg. A feedback feladata ebben az esetben az, hogy a
rezgési amplitudot egy elére meghatarozott (a szabad rezgési amplitidohoz képest
altalaban 20-50%-kal kisebb) értéken tartsa: ehhez a feedback sziikség esetén korrigalja

a rugodlapka magassagat. Ily modon nyeriink az (X,y)-koordinatakhoz tartozd (z)

35



DOI:10.14753/SE.2018.2179

magassagi informaciot (8. B abra). (Ez az eljaras hasonld ahhoz, ahogy a vak ember
kozlekedik: botjaval litemesen tapogatja a jarda feliiletét, és ha a bot akadalyba iitkozik,
gazdaja kitérve folytatja utjat.) A modszer elénye, hogy a minta és a tithegy kozti
kontaktus atmeneti és gyenge, ily modon a vertikalis eréhatds minimalizalhato, a

horizontalis pedig elvben teljesen kikiiszobolheto.
2.2.4. Az AFM-mel mért kolcsonhatasok képi megjelenitése

A pasztazéds soran regisztralt adatokbdl alapvetden két-, illetve haromfajta kép
rekonstrualhatd. A magassag-kontraszt kép az (x, y) feliileti koordinatakhoz tartozo
magassag informaciot jeleniti meg szinskalazas segitségével (9. A abra). A magassag-
kontraszt képbdl — bizonyos korlatozasok mellett — a térbeli feliilet topogréfiai
rekonstrukcioja is elkészithet6. A masodik képfajta a feedback hibajat, vagyis az elére
meghatdrozott elhajlastol, illetve rezgési amplitidotol valo eltérések feliileti eloszlasat
abrazolja szinskalazassal. Az igy abrazolt képeket nevezik elhajlas-kontraszt, illetve
amplitido-kontraszt képnek a kontakt-, illetve a non-kontakt modi mérések esetén (9. B
abra). Ezekbdl a képekbdl magassdg adatok nem nyerhetdek, viszont az emberi szem
szamara érzékletesebb modon jelenitik meg a feliilet relativ magassagviszonyait. A non-
kontakt képalkotas esetén egy harmadik képtipust, a fazis-kontraszt képet is hasznaljak.
Ez a rugdlapkat gerjeszté rezgés és a rugdlapka kényszerrezgése kozotti
faziskiilonbséget rendeli hozza minden (X, y) poziciohoz (9. C abra). A
faziseltolodasokbol a minta adhézids, illetve rugalmas-viszkézus tulajdonsagaira

kovetkeztethetiink.

9. dbra Nanocsovel ésszekotott B-limfocitak egyidoben, non-kontakt modu pasztazas
soran rogzitett (A) magassdag-kontraszt (B) amplitudo-kontraszt és (C) fazis-kontraszt
AFM képe. A képek mellett jobbra talalhato szinskalak kodoljak a magassagertékeket, a
kivant kilengési amplitudotol valo eltérést, illetve a faziskiilonbséget. A szerzo sajat
felvételei [95].
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2.2.5. Az atomieré-mikroszkopos képalkotas lehetoségei és korlatai

Az AFM feloldasi hatara vertikalis iranyban szubangstromas (<10'10 m, mig
horizontalis irdnyban szubnanométeres (<10 m) nagysagrendii. Figyelembe véve, hogy
egy hidrogénatom van der Waals atomsugara 120 pm-nek, mig kovalens sugara 31 pm-
nek felel meg, az AFM felbontasa akar egyedi atomok leképezését is lehet6vé teszi. A
felbontast meghatarozo legfontosabb tényez6 a tii mérete és alakja. Minél hegyesebb a
tli, annal kevesebb atom egyiittes hatasat detektaljuk, ezért annal kisebb részleteket
tudunk megkiilonboztetni. A laterdlis felbontast a gyakorlatban a tithegy gorbiileti
sugara €s a tli nyilasszoge hatdrozza meg. Az AFM-mel vizsgalhaté objektumok
horizontalis (a letapogatasi sikon 1évé) mérete a szubnanométerest6l a tobb tiz pm-ig
terjed. Egyardnt lehetséges tehat egyedi molekulak, nanorészecskék vagy akar sejtek,
mikropartikulumok vizsgalata. A hasonld felbontast biztositd elektronmikroszkdpos
eljarasokhoz képest az AFM jelentds eldnye, hogy a mintdk fixalasi vagy festési
eljarasok alkalmazasa nélkiil, kozvetleniil is vizsgalhatoak. A modszer tehat
gyakorlatilag mentesiil a mintaeldkészités miitermékeitdl. Rdadasul a pasztazas mind
gaz, mind folyadék kozegben végezhetd, igy biologiai mintak pufferben torténd
vizsgalatat is lehetdvé teszi. Ennek koszonhetden €16 sejtek, nativ szerkezetll
biomolekuldk is vizsgalhatéak. A képalkotds kozben a kozeg Osszetétele és
hémérséklete modosithato.

Az AFM-es képalkotas limitacidja, hogy a pasztazas viszonylag lassu folyamat.
Egy kép elkészitése, méretétdl fiiggden, néhany masodperctdl akar tobb tiz percig is
eltarthat. Az AFM topografiai képet allit eld, azaz a keletkezd kép a felszinrdl hordoz
informaciot. A fénymikroszkoppal ellentétben, nem a vizsgalt pont alatti struktirak
szummacios képét detektaljuk, vagyis nem ,latunk keresztiil” a mintan. Az elézéekben
bemutatott mindkét felvételi technikdhoz (kontakt és non-kontakt) sziikség van arra,
hogy a minta jol adszorbealddjon a hordozofeliilethez (szubsztrathoz). Ugyanakkor az is
lényeges, hogy az adszorpcid ne valtoztassa meg a minta mérendd tulajdonsagait. Ha a
feliilethez vald kotddés nem elég stabil, a mintat a pasztazas kozben lesodorhatjuk a
felszinrdl. Ezért dontd jelentdségli az adott mintdhoz a megfeleld hordozo feliilet
megtalaldsa. Figyelembe kell venniink, hogy a szubsztrathoz vald kotddés egyes
esetekben moddosithatja a minta tulajdonsagait. A pasztazds soran a rugodlapkat, a

mintara meréleges iranyban, csak néhany pm-t mozgathatjuk. Igy az ezt meghaladd
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magassag-eltérések esetén az objektum egészérdl — egyetlen felvételen — nem tudunk jo
felbontast képet késziteni. Altalanos AFM-es alapelv, hogy minél laposabb a minta

annal konnyebb rola képet késziteni.
2.2.6. Erospektroszkopia

Az AFM - a képalkotason til — lehetévé teszi a minta néhany mechanikai
tulajdonsaganak vizsgalatat is. A tii segitségével mechanikai manipuldcionak vethetjiik
ald a minta feliiletének barmely pontjat, és ekdzben detektalhatjuk a rugoélapkara hato
erOket. (Ahhoz hasonlit ez az eljards, mint amikor egy makroszkopikus targy
mechanikai tulajdonsagait, a targyat ujjunkkal megérintve-benyomva-visszahuzva
vizsgaljuk meg. Rogton érzékelhetd, hogy a targy kemény vagy puha, rugalmas vagy
viszkozus, illetve hogy ragacsos-e.) Az erdspektroszkopia soran a rugolapka tiijét adott
sebességgel a feliilet egy adott pontjdba nyomjuk, majd, esetleg némi varakozas utén,
visszahtizzuk. (10. abra). Az er6gorbén altalaban a kovetkezé szakaszokat tudjuk

megkiilonboztetni:

(a) Amig a tii nem éri el a feliiletet, a rugdlapka elhajlasa zérus, vagy egy allando
érték.

(b) A feliilet kbzelében a vonzo kdlcsonhatasok enyhe adhézios erét fejtenek ki a
tlire, a rugdlapka lehajlik.

(c) Tovabbkozeledve a felszinhez, a taszitd kolcsonhatasok valnak dominanssa, a
tl eléri a felszint, a rugdlapka visszahajlik. Ilyenkor ndvekvo erejii nyomasnak
tessziik ki a mintat. Egy elére meghatéarozott erd, vagy tavolsag elérésekor a
kozelités megall, és

(d) azonnal, vagy egy bizonyos varakozasi id6 utan emelni kezdjiik a rugolapkat.
Ennek soran egyre kisebb erdt fejtiink ki a mintara, csokken a lapka elhajlasa.

() Amikor elemelnénk a tiit a felszinr6l, az adhézios kolesonhatas még altalaban
visszatartja, ami a rugolapka lehajlasahoz, negativ er6cstcshoz vezet.

() Amikor ez a kdlcsonhatas megsziinik, a lapka visszatér a nyugalmi allapotaba.
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10. abra Idealizalt eréspektrum. A piros vonal a benyomasi, a kék a visszahuzasi gorbét
jeloli. A betétabrak a rugolapka mozgasat és elhajlasat mutatjak az erégorbe felvétele
soran. Magyarazat a szovegben.

crer

fliggvényében regisztraljuk a rugolapkara hatd erdket. Az igy nyert erdgorbe vagy
erdspektrum alakjabol kovetkeztethetiink a minta mechanikai tulajdonsédgaira, belsd
szerkezetére, illetve a perturbacid soran a mintaban keletkezett torzulasokra. A
bemutatott példaban a tiit végteleniil merevnek tekintett feliiletbe nyomtuk bele, igy az
erdgorbén kizarolag a rugolapka deformacidjabol (elhajlasabol) szdrmazd valtozasok
lathatéak. Az ily moédon kapott erdgorbe felszalld részének meredeksége a lapka
merevségének (rugoallanddjanak) felel meg. A minta és a rugolapka egyiittes
erdvalaszait Ugy tekinthetjiik, mintha tovabbi, eltéré rugodallandoju rugdt sorosan
kapcsolnank a lapkahoz, s ezt a kapcsolt rendszert irnank le. A Hooke-torvényt
alkalmazva erre a sorosan kapcsolt rendszerre, meghatarozhatjuk a minta sajat
Lrugoallandojat”, azaz merevségét (Kn). A vizsgalt részecskék nanomechanikai
perturbacidja soran a minta sajat merevsége (Kyn) egyszerli esetben a kovetkezd

képletbdl szamithato ki:
1 1 1

= -|——'
kg km k
ahol a ky az erdégorbe felszallo aganak meredeksége, a k pedig a rugolapka
rugo6allandoja.
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3. Célkitiizések

Munkdm soran a kohleat rendszerek tulajdonsagainak mélyebb megismerésére,
valamint olyan technologiai megoldasok kifejlesztésére torekedtem, amelyek a
kohleatok hatoanyag-hordozoként vald alkalmazéasat segitik eld. Célkitlizéseimet az

alabbiakban foglalom 0ssze:

(1) Kohleatok kialakulasi mechanizmusanak pontosabb megismerése: Célom
volt feltdrni, milyen mechanizmussal alakulnak ki a kohleat
membrantekercsek. Ezért elhataroztam, hogy, kiilonboz6, jol kontrollalt
kisérleti feltételeket alkalmazva, DOPS liposzomak és Ca®*-ionok
elegyitésével kohleat rendszereket hozok létre, és atomierd-mikroszkoppal

kovetem a kohleatok kialakulésat.

(2) Kohleatok mechanikai tulajdonsagainak és szerkezetének jellemzése: A
korabbi DSC és IR vizsgalatok alapjan egyértelmiinek gondolhatd, hogy a
kohleatok képzodése soran a fluid folyadékkristalyos allapotu foszfolipidek
rigid, kristalyos allapotba keriilnek (Isd. 2.1.3 fejezet). Ugyanakkor nem all
rendelkezésre adat arra vonatkozodan, milyen konkrét kovetkezményekkel jar
ez az atalakulas a foszfolipid kettGsrétegek, illetve a részecske egészének
mechanikdjara. Elhataroztam, hogy feltirom a membrantekercsek mechanikai
tulajdonsagait és AFM képalkotas, valamint er6spektroszkopia segitségével
egyedi részecskék szintjén jellemzem a kohleatok topografidjat és belsd

szerkezetét.

(3) Aggregalt kohleatok diszpergalasa: A kohleatok képzddésiik kozben
nagymértékben és erdsen aggregalddnak, ami a kohledt hatéanyag-hordozéd
rendszerek kifejlesztésének, vizsgalatanak ¢és alkalmazéasanak elsé szamu
akadalya (Isd. 2.1.6.6 fejezet). Ezért célul tliztem ki, hogy az aggregalt
kohleatok diszpergalasara alkalmas, a kohleatok szerkezetét nem roncsolo

modszert dolgozok Ki.
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4. Modszerek

4.1. Anyagok

A dioleoil-foszfatidilszerint  (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-L-Serine],
DOPS) az Avanti Polar Lipids, Inc.-t61 (Alabaster, Alabama, USA) vasaroltuk. Az
Argon 5.0 és nitrogén 5.0 gézokat a Linde Gaz Magyarorszdg Zrt. (Budapest,
Magyarorszag) szallitotta. Az ultraszirt, ioncserélt vizet egy Milli-Q Integral 3 Water
Production Unit viztisztitoval (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) allitottuk eld, és
legfeljebb egy héten beliil hasznaltuk. A Kerek csillampala lemezkéket a Ted Pella, Inc.
(Redding, CA, USA) szallitotta. A Whatman Nuclepore membranfilterek (d=100 nm,
track-etched membranes), celluloz dializaléd cs6 (1 cm atmérd, atlagos MWCO=14000),
trisz-(hidroximetil)-aminometan (TRIS), kloroform, natrium-azid, 1 M kalcium-klorid
oldat, 0,01%-o0s polilizin és minden mas, kisérleteinkben hasznalt anyag és eszkoz a

Sigma Aldrich Kft.-t61 (Budapest, Hungary) szarmazott.
4.2. Multilamellaris vezikulak eléallitasa

A MLV-ket lipidfilm hidratacios technikaval allitottuk el6. Egy tiszta iivegcs6
kloroformos oldatabdl a szerves oldoszert lassan, nitrogéngdz dramaban elparologtattuk.
Az oldoszernyomokat a csovecske 30 perces vdkumozasaval (kisebb, mint 20 Hgmm
nyomason) tavolitottuk el. A lipid vékonyréteget az 5.1 és 5.2 pontban bemutatott
kisérletekhez 2 mM NaNj; oldattal, az 5.3 pontban bemutatott vizsgalatokhoz 100 mM
TRIS pufferrel (pH 7,4) hidraltuk, 100 pl-es részletekben, erdteljes keverés mellett 1 ml
hozzaadott térfogatig. A képzédott MLV szuszpenzido kb. 10 mg/ml (12,6 mM)

cres

4.3. Kis unilamellaris vezikulak eloallitasa

A kis unilamellaris vezikulakat (Small Unilamellar Vesicles; SUV) MLV
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szuszpenziobol allitottuk eld extrudalassal [96]. Az MLV szuszpenziét 41 alkalommal®
préseltiik at kézi erével egy 100 nm porusméretli Whatman Nuclepore membranon egy
AvantiPolar Mini Extruder (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL, USA) berendezés

segitségével.
4.4. Kohleatok eldallitasa
4.4.1. Kohleatok eloallitasa gyors elegyitéssel

Natrium aziddal (2 mM) tartositott 12,4 mM CaCl, torzsoldatot rétegeztiink
ovatosan a 12,4 mM lipid koncentraciojc  DOPS SUV szuszpenziora 1:1
térfogataranyban, majd 3x1 masodpercig kevertiik. Az igy késziilt mintakat az 5.1 és 5.2

pontban bemutatott kisérletekhez hasznaltuk.
4.4.2. Kohleatok eldallitasa dializissel

A SUV szuszpenziot 100 mM TRIS pufferrel (pH 7,4) 1:1 aranyban higitottuk,
majd ebbdl 400 pl-t helyeztiink dializalo zsakba, és 100 ml lassan kevertetett, 6,2 mM
CaCl; tartalma 100 mM TRIS pufferbe (pH 7,4) meritettiik. 24 ora elteltével a mintat
eltavolitottuk a dializalo zsakbol. A keletkezett szuszpenzid névleges DOPS és Ca*
koncentracioja 6,2 mM volt. Az igy késziilt mintakat az 5.3 pontban bemutatott

kisérletekhez hasznaltuk?.

A mintak eldallitdsanak minden 1épését 25+1°C-on fénytdl védve végeztik. A

Y A porusmérettel kozel egyezd liposzomaméret-eloszlas eléréséhez, korabbi tapasztalataink szerint
nagyszamu (kb. 20-40) atpréselés sziikséges. A paratlan szamu extrudalast az indokolja, hogy egy
porozus membran egyik oldalardl indulva, mindkét oldalan egy-egy fecskenddbe préseljiik at (oda-vissza)
a mintat, s igy a paratlan szamu ciklus végén az ellenoldali, végsé minta, a legkevésbé tartalmazhat
visszamaradt, nagyobb liposzomakat.

2 Elészor a kialakulasi és szerkezeti-nanomechanikai vizsgalatokat végeztik el (5.1 és 5.2 pont),
amelyekhez az egyszeriibb, gyors elegyitéses modszerrel allitottuk el6 a kohleatokat. Id6kozben
megfigyeltiik, hogy dializissel nagyobb termelékenység érhet el, ezért a diszpergalasi kisérletekhez (5.3
pont) mar igy eléallitott kohleatokat hasznaltunk. A nagyfelbontasi AFM képalkotas azt mutatja, hogy
mind a két esetben kohleatok jonnek létre. A kiilonb6z6 modszerekkel eldallitott kohleatok hasonlo
topografiaja a dolgozat abrain is jol megfigyelhetd. A 11., 13., 17.B, 20.B, 22.B,C, és 23. abrak gyors
elegyitéssel késziilt, mig a 32. 39. és 40. abrak dializissel eldallitott kohleatokat mutatnak. A kiilonb6z6
modszerekkel eldallitott kohleat mintdk Osszehasonlitd vizsgalata 6nallo, jelenleg is folyd kutatasi
program része, igy errdl nem teszek emlitést az értekezésben.
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kohleat mintdkat a felhasznalasig 1égmentesen zard polipropilén csdovecskében, fénytdl

védve, 25+1°C-on taroltuk.
4.5. Kohleatok diszpergalasa

A diszpergalasi kisérletekhez dializissel eldallitott 6,2 mM névleges DOPS és
Ca?*, illetve 100 mM TRIS koncentracioju (pH 7,4) kohleat mintat hasznaltunk. A
vizsgalt lehetséges diszpergaloszerek (natrium-acetat trihidrat; natrium-tartarat dihidrat;
TRIS pufferrel (pH 7,4) készitettiik el. A diszpergal6 oldat 10 pl-ét hozzaadtuk 10 pl
kohleat mintdhoz, majd a pipetta hegyén 50-szer oda-vissza atpréselve alaposan
osszekevertiik. A kontroll kisérleteket Ca**-mentes puffer oldattal végeztiik.

Stabil kolloid rendszer létrehozasahoz az igy keletkezd oldathoz azonnal 80 pl
100 mM-os TRIS puffert (pH 7,4) kevertiink, majd 5 percig centrifugaltuk (Heraeus
Biofuge Pico asztali centrifuga, Life Technologies Magyarorszag Kft., Budapest,
Magyarorszag) 12800 g-n. A feliiluszot dvatosan eltavolitottuk, és az tiledéket 90 pl 100
mM TRIS pufferben (pH 7,4) szuszpendaltuk. Ezt a tisztitasi eljarast 3-szor ismételtiik
meg.

Amikor a Ca**-ionnak a stabilizalt kohleatokra kifejtett hatasat vizsgaltuk, az
tiledéket a diszpergalas utolso tisztitasi [épésénél 6,2 mM CaCly-ot tartalmazé 100 mM-

os TRIS pufferben (pH 7,4) szuszpendaltuk.
4.6. Faziskontraszt-mikroszkopia

A faziskontraszt-mikroszkopos vizsgalatokat és felvételeket egy uEye Ul 1220 LE
digitadlis kamerdval (IDS Imaging Development Systems GmbH, Obersulm,
Németorszag) felszerelt Nikon Eclipse Ti-U inverz mikroszkdppal (Auro-Science Kft.,
Budapest, Magyarorszag) végeztiik, 20-szoros, illetve 40-szeres nagyitasa Nikon S

Planfluor faziskontraszt objektiveket alkalmazva.
4.7. Atomier6-mikroszkopia és erospektroszkopia

A vizsgalando kohleat minta 10 pl-ét 50 ul 100 mM-os TRIS pufferrel (pH 7.4)
higitottuk, majd frissen hasitott csillampala lemezre cseppentettiik. 1 perc varakozast

kovetden a minta ki nem tapadt feleslegét ultrasziirt, tisztitott vizzel 6vatosan lemostuk
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a csillamrol. Amikor a mintakat vizes kdzegben vizsgaltuk a mosas végeztével 100 ul
ultrasziirt, tisztitott vizet cseppentettiink a mintara. A nem vizes kozegben (levegdben)
vizsgaland6 mintdk esetén a feliiletet a lemosas utan nagytisztasaga (5.0) nitrogéngaz
lassi aramaval megszaritottuk. A diszpergalt kohledtok esetén a csillamlemezeket
elézetesen 20 percen keresztiil, 100 pl 0,01%-os polilizin oldattal kezeltiik szobahdn. A
mintak kicsOppentése elott a polilizin oldatot ultrasziirt, tisztitott vizzel lemostuk és a
felszint nitrogéngdz 4ramaban megszaritottuk. A mintdkat Cypher atomierd-
mikroszkoppal (Asylum Research, Santa Barbara, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) 0,5-
2,5 Hz vonalpésztazasi frekvenciaval vizsgaltuk. A képalkotast non-kontakt méodban
végeztiik, a szilicium rugolapkékat (OMCL AC-160TS, Olympus, Japan; illetve Arrow
UHF ¢és UHF AuD) a rezonanciafrekvencidjukon rezegtetve.

Az erdspektrumokat kontaktmodban, a kordbban pdasztizott teriiletek jol
meghatarozott pontjaiban rogzitettilk. A gorbék felvétele soran a tiit allando, 1 um/s
sebességgel kozelitettiik a minta felé, és ugyanezzel a sebességgel huztuk vissza. A
rugblapkak rugodallanddjat a hoérezgési modszer (thermal method [97]) segitségével
hataroztuk meg. A képalkotast és az erdmérést az AFM tizemi hoémérsékletén (29+1°C-

on) végeztiik.
4.8. AFM képek megjelenitése és analizise

A képalkotas soran 512 x 512 vagy 1024 x 1024 pixel felbontast felvételeket
készitettiink, melyeket az AFM vezérléprogramjaba (IgorPro, WaveMetrics Inc., Lake
Oswego, Oregon, Egyesiilt Allamok) épitett algoritmusok segitségével analizaltunk. A
dolgozatban, hacsak kiilon nem jeldljiik, amplitiddo-kontraszt képeket mutatunk be. A
méretek és magassagok megallapitdsahoz a magassdg-kontraszt képeket vettiik alapul.

A magassaglépcsok elemzésekor 8 egyedi kohleat magassagadatait vizsgaltuk.
4.9. A csillamfelszin nedvesedésének vizsgalata

Azt AFM mérésekhez higitott mintabol 5 pl-t cseppentettiink frissen hasitott
csillamra, és egy digitalis kamera segitségével videon és fényképfelvételen rogzitettiik a

mintacsepp szétteriilését.
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4.10. Erégorbék statisztikai analizise

Az er6gdrbék a mintakon mérhetd erdket abrazoljak az AFM-tli és a minta (vagy a
csillimlemez) felszine kozotti tavolsdg fliggvényében. Ezeken az Un. 4tszarasi
gorbéken, kozelitéleg periodikusan valtozo erdket mértiink a gorbék két (,,b-vel és ,,d”-
vel jelzett) szakaszan (Isd. az 5.2.2 fejezetben). A kozel periodikus eré-valtozasok
maximumai kézotti tdvolsagot (amit a felszinhez képest mériink) nevezziik cstics-csucs
tavolsagnak. Az atszlrasi gorbék ,,b” és ,,d” régioinak csiicsszam-analiziséhez kizarolag
olyan gorbéket vettiink figyelembe (n=18), ahol az atszaras mind a négy Szakasza
megfigyelhetd volt. Ugyanezen erdgorbéket hasznaltuk a csucs-csucs tavolsagok
elemzéséhez ¢és az atszarasi erd hisztogramok készitéséhez. A merevség
meghatdrozasdhoz azonban mindazokat az erégdrbéket (n=40) figyelembe vettiik,

amelyek teljes ,,a” és legalabb részleges ,,b” régiot tartalmaztak.
4.11. Zéta potencial mérése

DOPS liposzémdk zéta potencialjanak méréséhez 0,4 mg/ml (0,504 mM) DOPS

cre

koncentracioju  szuszpenziot elegyitettiink, 1:1  térfogataranyban, kiilonb6zo
TRIS pufferrel (pH=7,4) késziiltek. A méréseket egy Zetasizer Nano ZS késziilékkel,
hajlitott kapillaris mérdcelldkat hasznalva (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire,
Egyesiilt Kiralysag) végeztiik, kozvetleniil a liposzoma szuszpenzionak a Ca**-ionokkal
valé Osszekeverése utan. A berendezés a fényszorasmérésen alapulva elsddlegesen a
részecskék sebességét hatarozza meg egy (4 mW teljesitményti, 633 nm hullamhossz)
koherens lézernyaldbpar segitségével. A szort fényintenzitds autokorrelacios-
fliggvényébdl szamitja a részecskék elektroforetikus mobilitasat (Ue), amelybdl a

Henry-egyenlet felhasznalasaval hatarozhatdé meg a zéta potencial:

u v 2&{f(Ka)
e — E - 37’ )

ahol v a részecskék sebessége, E az alkalmazott elektromos térerésség, ¢ a kozeg

dielektromos allanddja, { a zéta potencial, n a kdzeg viszkozitasa, f(Ka) a Henry-féle

fliggvény, melyet a miszer kiértékeld szoftvere a részecskék méretétdl és az

ionerdsségtol fiiggden 1,0 vagy 1,5 értékekkel kozeliti [98]. Minden minta esetén harom
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parhuzamos mérést végeztiink, 25°C homérsékleten.
4.12. Zéta potencial adatok elemzése

Az ionok liposzoémafeliiletre valo kotddése megvaltoztatja a liposzomak zéta
potencialjat. A mért zéta potencial ¢és annak valtozasa jol leirhato a Langmuir-

Freundlich izoterma segitségével [99]:

(K- c)"

(=10 +A(max'mf

ahol " a mért zéta potencial, {p a nulla Ca**-koncentracional mért zéta potencial,
Almax @ z€ta potencial maximalis megvaltozasa, K a belsé (intrinszik) kotédési allando, ¢
a Ca’*-ion koncentracidja, és n az ionkotédés kooperativitasat leird heterogenitasi

paraméter.
4.13. Kisszogii rontgenszoras

A kohledt mintdk kisszOgli rOntgenszorasos  vizsgalatait az MTA
Természettudomanyi Kutatdintézetének CREDO SAXS berendezésével végeztik,
amelyben a rontgensugarakat GeniX®® Cu ULD mikrofékusza rendszer (Xenocs SA,
Sassenage, Franciaorszag) allitja el és egy kétdimenzios Pilatus-300k CMOS hibrid
pixel detektor (Dectris Ltd., Baden, Svajc) detektalja [100,101]. A berendezés vezérld
szoftvere a rogzitett szorasi képeket azonnal korrigalja a kiilonb6z6 hattérzajok, a mérés
geometridja, valamint a minta rontgenabszorpcidja altal okozott torzitdsok
kikiiszobolése érdekében. A vizsgalandd mintdkat enyhe centrifugalas utan kb. 1 mm
kiilsé atmérdjii és 10 um falvastagsag borszilikat livegkapillarisokba helyeztiik. A
mintakat 5 perces expozicioknak tettiik ki, O0sszesen mintegy 2 oOran keresztiil, ami
lehetové tette a mintdk és a berendezés iddbeli stabilitdsanak nyomon kovetését is. A
korrigalt szorési képek mintankénti atlagaibol azimutdlis atlagoldssal nyert szorasi
gorbék abszcisszdjan az tigynevezett szordsi valtozo (() értékei szerepelnek, amit az
alabbi képlet szerint kaphatunk meg:

_4-7T-sin9
q_ /—{ )

ahol 20 a szoras szoge, és A=0,154 nm a rontgencsé réz anddjanak Ko
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karakterisztikus cstcsahoz tartozd hullamhossz. A q érték kalibracidja mezoporusos
szilicium dioxidra (SBA1S5 tipusu) torténik. Az ordinatan szerepld differencidlis szorasi
hataskeresztmetszet (cm™-sr™?) értékeket a beiitésszamokbol szarmaztattuk egy korabban
kalibralt tiveges szén minta segitségével. A rétegek kozti ismétlodés tavolsagat (d) a

Bragg-egyenlet segitségével szamoltuk:

n-A=2-d-sinb,

ahol a 6 szoget az n = 1 elhajlasi rendnek megfelelé Bragg-csucshoz tartozé g

értékbol hataroztuk meg.
4.14. Infravoros spektroszkopia

Az ATR-FTIR (gyengitett teljes reflexios — Fourier transzformacids infravoros)
spektrumokat egy ‘GoldenGate’ egyszeresen visszaverd ATR gyémanttal (Specac Ltd.,
London, UK) felszerelt Varian 2000 FTIR Scimitar Series spektrofotométer (Varian
Inc., Palo Alto, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) segitségével rogzitettiik
szobahOmérsékleten. A vizsgalatokhoz 5 pl mintdt cseppentettink az ATR
gyémantkristalyra. A friss és a kristalyon a viz elparolgasaval filmet képzé mintak
spektrumait is felvettiik. A spektrumok felvételekor az adatgylijtési szam 128, a
felbontas 2 cm™ volt, és minden adatgyiijtés utan ATR korrekcidt végeztink. A
spektrumok elemzését a GRAMS/32 programcsomag (Galactic Industries Inc., Egyesiilt

Allamok) segitségével végeztiik.
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5.  Eredmények

5.1. Kohleatok kialakulasa
5.1.1. Aggregatumok képzodése

A kohledtok eldallitasnak Iényege, hogy a nettd negativ toltéssel rendelkezd
DOPS molekulakbol késziilt liposzomakhoz Ca’*-ionokat adunk. Erre két eljarast
alkalmaztunk: (1) a 4.4.1 pontban leirt gyors elegyitést, illetve (2) a 4.4.2 pontban
részletezett dializist. Mindkét esetben azt tapasztaltuk, hogy a liposzomakat tartalmazo
enyhén opalos oldat és a viztiszta CaCl, oldat elegyitésekor csapadék képzddik. A
keletkezett csapadék fehér, laza szerkezetli, faziskontraszt-mikroszkoppal vizsgalva
szabalytalan alaku, tobb tiz mikrométer atmér6jii aggregatumokbol all (11. A abra). A
kohleatok kialakuldsénak és szerkezeti-nanomechanikai tulajdonsagainak jellemzését a
gyors elegyitéssel késziilt kohleatokon végeztiik. Ily mdodon lehetdség nyilt az elegyités
utan kozvetlenlil megvizsgélni a minta tulajdonséagait, amit az elhuzdodé dializis, vagy
trapping modszer nem tett volna lehetdvé. Az aggregatumok finomszerkezetét optikai
mikroszkopiaval nem tudtuk lathatéva tenni, azt azonban egyértelmiien
megallapithattuk, hogy a diffrakcios limitnél nagyobb, hossziikas struktardkat nem
tartalmaznak. Atomierd-mikroszkopos képalkotds sordn vilagossd valt, hogy az
aggregatumok valtozatos méretli vezikuldkbdl allnak, megnyult, kohleatra emlékeztetd
strukturakat nem vagy legfeljebb elvétve talaltunk benniik (11. B abra). Figyelemre
méltd, hogy a vezikuldk mérete tobbszorosen meghaladta a kiindulasi liposzomaméretet
(d=100 nm), feliiletiikon pedig gyakran egyenetlenségek, réteghatarok voltak
megfigyelhetéek, ami multilamellaris szerkezetre utal. Ezeket a méréseket a feliiletre
csOppentés utan kiszaritott mintakon végeztiik, azonban a vizes kozegben végzett
erdspektroszkopidhoz késziilt képeken is ugyanilyen szerkezeteket figyelhetiink meg

(lasd 5.2.5 fejezet).
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6V

11. abra Gyors elegyitéssel késziilt kohledat mintdk faziskontraszt (felso sor) és AFM amplitudo-kontraszt (also sor) képe a gydrtds utdin
kozvetleniil (A és B), 1 hét mulva (C és D), illetve 1 honap mulva (E és F). A piros nyilhegyek a hosszikas objektumok azonositasat segitik.
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5.1.2. Feliileti toltés valtozasa

Ca®* hozzdadasa soran a DOPS liposzomak feliileti toltésének abszolut értéke
lecsokkent. A liposzomak zéta potencialja az erésen negativ tartomanybol az enyhén

negativ tartomanyba novekedett (12. abra). A zéta potencial mérése soran a liposzomak

crcr

aggregacio nem okozott szadmottevd zéta potencial-valtozast.
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153 : -
- p,‘i%--s}-ﬁé
25 %5
-30-5 3 -

35 J oS

2

Zeta potencial (mV)

-45 3

0.01 0.1 1 10
[Ca*] (mM)

12. dbra DOPS SUV-ok zéta potencidljdnak fiiggése a Ca®* koncentrdciotol. Az iires
korok mutatjak a mért értékek datlagat (n=3), a hibasavok a szordst (SD), a szaggatott
piros vonal pedig az adatokra illesztett Langmuir-Freundlich izotermat. A sziirke sav
azt a Ca?* koncentraciotartomanyt jeloli, ahol a liposzomak a mérés idotartaman beliil
aggregalodtak. A kontroll liposzomdk zéta potencidlja - 44,2 = 2,4 mV volt.

A mért adatokra illesztett Langmuir-Freundlich izotermabdl szarmaztathatd
intrinszik kotédési allandd 7995 M™-nak (pK,=3.,9), a heterogenitési index 1,98-nak
adodott. Ez utobbi arra utal, hogy a Ca®*-ionok bekotése eldsegiti tovabbi Ca®*-
ionoknak a feliilethez val6 adszorpciojat.

Meg kell jegyezniink, hogy a mérési modszer 5 nm-10 pm méretii részecskék
zéta-potencial értékeinek meghatarozasara alkalmas. Mivel a keletkezd aggregatumok
kozott nagy szdmmal taldlhatdoak 10 pm-nél nagyobb atmérdjliek, a megadott zéta
potencidl értékek csak 3 mM-nal kisebb Ca®" koncentraciok esetén tekinthetéek

megbizhatonak.
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5.1.3. Kohleatképzédés

Féaziskontraszt-mikroszkoppal megfigyeltiik, hogy a kezdetben szinte csak
vezikulak alkotta aggregatumokban idovel (napok-hetek alatt) egyre tobb hosszikas
struktara jelent meg (11. C és E abrak)'. Ezeknek a hosszukas struktirdknak a
nagyfelbontasi AFM-topografiai képe megfelel a kordbban — fagyasztvatoréses
elektronmikroszkopos vizsgalatok eredményei alapjan — javasolt kohleat modellnek [2].
Henger alaku, fokozatosan valtozo atmérdji strukturaként jelentek meg, amelyek
felszinén szdmos magassaglépcsd futott korbe, tobbnyire a hossztengelyiikre
haréantiranyban (11. D és F abrak). Osszesen négyféle szerkezetet tudtunk azonositani:
(1) hosszu, szivar alak®, valtozé vastagsagi, a végein fokozatosan elkeskenyedd
kohleatokat; (2) rovidebb fragmentumokat; (3) egyik végén hengeres, a masikon
részlegesen ellapult struktrakat; (4) hosszanti irdnyban red6zott lipidstruktarakat (13.
abra). A kohledtokhoz gyakorta asszocialodtak lipid vezikulak.

A fent leirt kisérleteket tigy végeztiik, hogy a vizes kozegli kohleat preparatumbol
bizonyos 1d6 elteltével vett mintdkat vizsgaltuk. Amikor a kozvetleniil preparalds utan
csillamlemezre szaritott mintat két hét mulva Ojra megvizsgaltuk, tovabbra is csak
vezikula aggregatumokat figyelhettiink meg, semmilyen morfologiai atalakulds nyomai
nem latszottak (lasd Melléklet, 38. 4abra). A kiszaritott mintdban tehat nem képzddtek
kohleatok.

1 A 11. 4bran bemutatott faziskontraszt illetve AFM felvételek ugyanabbol a preparatumbdl, egyidében
vett mintakrol késziiltek. Természetesen a mintak nem azonosak a két Kiilonb6z6 mikroszkopos technika
eltérd igényei miatt.
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13. abra Kohleatok morfologidja. (A) Szivarszerii lipidtekercs hozzatapadt vezikulakkal
(fehér nyillal jelezve). (B) Rovidebb kohledt részecske. A feliileten jol kivehetdek a
korbetekeredo, lépcsozetes lipid rétegek. (C) Egyik felen (piros nyillal jelolt) ellapult,
masik felén (fekete nyillal jelolt) hengeres szerkezetii kohleat. A fehér nyil aggregalt
liposzomakra mutat. (D) bardzdalt felszinii lipidstruktura.

5.1.4. A kohleat formalédas lehetséges atmeneti alakjai

Néhany esetben részleges tekeredettséget mutatd kohleat részecskéket
figyelhettiink meg (14. abra). JOl kiveheté a képeken, hogy maga a tekereddé lemez is
allhat tobb rétegbdl (14. A ¢és C abrak). Ezt meger6siti, hogy a tekeredd rétegek
magassaga megkdozelitleg a kettdsrétegli foszfolipid membran vastagsaganak (kb. 5

nm) tobbszordse (Isd. a 14. abran lathatd magassagprofilokat).
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14. dabra Részleges tekeredettséget mutato kohleatok AFM amplitudo-kontraszt képe. A
szaggatott fehér vonal mentén mert magassagprofilt a képek alatt jelenitettiik meg.
Egyes aggregatumok koriil jellegzetes, lapos, elagazd6 képzédmény volt
megfigyelhetd a hattérben (15. abra). A struktira magassaga kb. 5 nm volt, ami jol
megfelel egy foszfolipid kettdsréteg vastagsaganak. Ezek az elagazd képzddmények
ritkdn voltak lathatoak, és egyarant eléfordultak a friss, csak vezikuldkat és a tobb

napos, mar kohleatokat is tartalmazo aggregatumok koriil.

15. dbra Egy aggregatumot koriilvevo elagazo feliileti képzodmény AFM magassag-
kontraszt képe. A képtdl jobbra lathaté skdla mutatja a magassag értékek szinkddoldsdt.
A szinkodolast a hattér mintazatanak megjelenitéséhez optimalizaltuk, ezért a 6 nm-nél
magasabb objektumok a képen fehér foltnak latszanak. A kép alatt a szagQatott fehér
vonal mentén mért magassagprofil lathato.
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5.1.5. A kohleat minta megvaltoztatta a csillim nedvesedését

Az atomieré-mikroszkopos vizsgalatok el6készitése soran érdekes megfigyelés
volt, hogy a vizzel higitott kohleat mintakat a frissen hasitott csillamra cseppentve azok
el6szor szétteriiltek, majd 1-2 masodperc mulva Osszehtizodtak, jelentds peremszogi
cseppet hozva létre a feliileten (16. abra). Az igy kialakul6 peremszg nem 6nmagaban
a Ca%**-iont koté foszfolipid membran, hanem a hordozon kialakuldo — kohleatokkal,
vezikulakkal és membran-kettGsrétegekkel csak részlegesen boritott — vegyes
tulajdonsagu feliilet nedvesedését jellemzi. Emiatt a peremszog pontos értékének
meghatarozasat nem tartottam indokoltnak. Mivel a kohleat mintaéval azonos
bemutatott peremszog-ndvekedést nem a Ca®*-ionoknak a csillamhoz val6 adszorpcioja

okozza.

16. abra Kohleat minta szétteriilése a csillam felszinén. A bal felsé kép mutatia a minta
feliiletre cseppentésének pillanatat, a tobbi kép jobb felsé sarkaban jeloltiik a feliiletre
cseppentestol eltelt idot. Az utolso képen jeloltiik a hozzdvetoleges © peremszoget.
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5.2. Kohleatok mechanikai jellemzése

A kohleatok nanomechanikai jellemzését csillamfeliiletre szaritott (levegd
kozegii) kohledtokon végeztiikk (Isd. 5.2.1-t6l 5.2.4 részek). Kiilon alpontban (5.2.5
fejezet) mutatjuk be a vizes kozegli és szaraz kohleatok mechanikai paramétereinek

0sszehasonlitasat.
5.2.1. Egyszeri, illetve ismétl6do terhelés 50 nN eréhatarig

Egyedi kohleat részecskéket vetettiink ald mechanikai vizsgalatoknak oly modon,
hogy az AFM t{ijét 1 um/s sebességgel fiiggblegesen mozgatva, elére meghatarozott
pontokon a felsziniikbe nyomtuk, majd azonnal visszahuztuk. A visszacsatolt
szabalyozd kor lehetové teszi, hogy a méréseket egy a rugolapkaban ébredé maximalis
eroig, terhelésig végezziik. Amikor ezt a terhelést 50 nN-ban maximaltuk, reverzibilis
erdvalaszt tapasztaltunk. Ezekben az esetekben nem jelentkezett hiszterézis a benyomasi
¢€s a visszahtzasi er0gorbék kozott (17. A dbra). Az egyedi erdgorbék felvételének ideje

kb. 10 ms volt.

erd (nN)
bt
_ers ()

10_E ' 'tév'ols'ég ('nm) 2
0
] N TR [ T L [T R R :
-10 0 10 20 30

tavolsag (nm)

17. abra (A) Benyomdasi (voros) és visszahuzasi (kék) erovalasz, a kohleat feliiletétol
valo tavolsag fiiggvényében, legfeljebb 50 nN terhelésig. A betétabra ugyanazon a
helyen végzett ismétlodo mechanikai manipulacios sorozat (balrol jobbra haladva) 1.,
20., 40., 60., 80., és 100. benyomasi gorbéjét mutatia. A spektrumokat a jobb
kovethetoség kedvéért fokozatosan eltoltuk a tengelyek mentén. (B) Aggregatumba
agyazodott kohleat részecske az erégorbék felvétele elott (bal oldalt), illetve utan (jobb
oldalt). A fehér keresztek jelzik azokat a pontokat, amikre 100 egymdast koveté ciklusban
legfeljebb 50 nN erdt fejtettiink ki.
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Az ismételt terhelés hatasdnak vizsgalatdhoz a részecskéket ugyanazon pontban
végzett, 100 egymast kovetd nyomasi-visszahtizasi ciklusnak vetettiik ald. Ezek soran a
gorbék felszallo szakaszdnak a meredeksége nem valtozott, hiszterézis megjelenését,
vagy ujabb eré-atmenetek feltlinését nem tapasztaltuk (17. A betétabra). Feliileti
deformaci6 sem volt lathato a részecskéken az eréspektroszkdopids mérések utan (17. B

abra).
5.2.2. A kohleatok nanomechanikai ujjlenyomata

A maximalis terhelést egy kritikus érték folé novelve jellegzetes atmenetek
jelentek meg a terhelési gorbéken. Tovabbd a nyomasi és visszahtizasi gorbe kozott

szamottevé hiszterézis jelentkezett. A jellemz6 er6spektrumot a 18. dbra mutatja.

L ! IIIII'I"l "'l""l""-
0 50 100 150 200 250 300
tavolsag (nm)

18. dabra Reprezentativ erdspektrum. A vérés vonal a rugolapka kézelitése, mig a kék a
tavolitasa soran rogzitett erdket dbrazolja a csillamfelszintél valo tavolsag

fliggvényében.

A benyomasi gorbe 6t jol elkiilonithetd szakaszra oszthatd, melyeket a 18. &bra
felsé vizszintes tengelye folé irt betiikkel és szammal jeloltiink. A szakaszhatarokat a
fliggbleges szaggatott kék vonalak jelzik. A ,,0” szakaszban nem hat er6 a rugolapkara.
Az ,,a” szakaszban az er6 meredeken, linearisan novekszik, ami egy ponton, a ,b”
szakasz kezdeténél, fiirészfogszerii er6csucsok sorozataba megy at. A ,,c” szakaszban az
el6z6 szakasz fiirészfogainal kisebb erdkkel jelentkezd és kevésbé strukturalt rész
kovetkezik, amit a ,,d” szakaszban ismét egy erdcsucsok sokasagabol allo rész kovet. A
»d7 szakasz végén az erd hirtelen, meredeken megnd. A visszahuzasi gorbe

meglehetdsen jellegtelen. Egyes esetekben a ,,c” szakasz nem volt azonosithato, a ,,b” és
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,,d”7 szakaszok Osszeolvadtak, mas esetekben az itt bemutatott Osszetett erdvalasznak
csak egy részét tudtuk kimérni.

A kisérletek soran felmeriilt az a kérdés, hogy az erdgorbék felvétele soran a
kohleat részecskéket teljes egészében atszurtuk-e, vagy sem. Ennek eldontésére az
erdspektrumokbdl szarmaztathatd un. kontaktus magassagot dsszevetettiilk a mechanikai
manipuldcié helyén a magassag-kontraszt képekrdl leolvashatd topografiai
magassaggal. A kontaktus magassag azt a tavolsagot jelenti, amelyet a tii a részecskével
val6 érintkezéstdl a hordozofeliilet eléréséig tesz meg, tehat a 18. &bran lathato
erdgorbén az ,,a” szakasz kezdetétdl a ,,d” szakasz végéig. A kétféle magassag kozott
nagyon erds Oszefiiggést talaltunk; a gorbe meredeksége kozel 1, a korrelacios
egyiitthatd értéke: r=0,9942 (19. A abra). Kevésbé szoros korrelaciot (r=0,7650), de
ugyanugy egyhez kozelitd meredekséget szamoltuk a ,,b” és ,,d” szakaszban taldlhatd

erdcsucsok szamanak Gsszehasonlitasakor (19. B abra).
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topografiai magassag (nm) “b” csucsok szama

19. dbra (A) A kontaktus- és topografiai magassag (n=29), valamint (B) az dtszurasi
erégorbe “d” és ‘D7 szakaszdban talalhato erdcsiucsok szama (n=18) kozotti
korrelacio.

A szomszédos erdcsticsok kozotti (cstics-csues) tavolsagok multimodalis eloszléast
mutattak, kb. a 2,5 nm egész szamu tobbszoroseinél jelentkezé6 maximumokkal (20. A
abra). A kohleatok felszinén tapasztalhato 1épcsdzetes magassagvaltozasokat elemezve,
ugyancsak tobb maximummal rendelkez6 eloszlas adodott (20. B-E abrak). Ebben az
esetben a maximumok megkozelitéleg 5,5 nm, 9,5 nm ¢és 14,5 nm-es

1épcsémagassagoknal jelentkeztek.
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20. dbra (A) Az erdgorbék kiilonbozo szakaszaiban mért csucs-csucs tavolsagok
eloszlasa (ny=356, Ng=313). A piros nyilak 2,5 nm-enként helyezkednek el. (B) Kohledt
részecske amplitudo-kontraszt képe. A fehér szaggatott vonal jeloli azt a részt, melynek
magassagprofiljat a (C) panel mutatja. A téglalappal kiemelt rész lathato a (D) abran
kinagyitva és az alapvonali meredekségre korrigalva. A piros nyilak a feliilet
lépcsozetes magassagvaltozasaira mutatnak. Az (E) panel ezen lépcsomagassdagok
hisztogramjat mutatja (n=166), piros nyilak jelélik a maximumokat.

5.2.3. A kohleatok merevsége és mechanikai ellenalloképessége

A kohleatok mechanikai paraméterei koziil azok merevségét (rugodallandojat),
illetve atszardssal szembeni ellenalloképességét elemeztik. Az erdgorbe kezdeti,
linearis szakaszdnak meredeksége felel meg a membrantekercs merevségének (vagy
rugoallanddjanak), a rugalmas alakvaltozasra vonatkozd Hooke-torvény értelmében [8].
A kiilonb6z6 kohleatokon mért merevség-eloszlast a 21. abra A panelje mutatja. Az
atszurassal szembeni ellendlloképesség az atszurashoz sziikséges erdk értékével, vagyis
az erdgorbe ,,b” €s ,,d” szakaszainak csucsaihoz tartozo erdkkel jellemezhetd. Ezek

eloszlasat a 21. abra B részén abrazoltuk.
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21. dbra (A) Kohledtok merevségének hisztogramja (n=40). (B) Atsziirdsi erdesiicsok
hisztogramja (n,=373 és ng=330).

5.2.4. Kohleatok plasztikus deformacidja

A plasztikus deformacié vizsgalatara kohleat részecskéket ugyanazon pontban
vizsgaltuk tobbszor egymas utan, maximalisan 500 nN erével terhelve azokat. Az
ismételt eréspektroszkopia soran minddssze az elsé terhelési ciklusban regisztraltuk a
kohleatokra jellemzd, a 18. abran bemutatotthoz hasonld erdgorbét. Az ezt kovetd
ciklusok er6gorbéi jelentésen kiilonboztek az els6tdl: nem voltak tettenérhetéek a

jellegzetes eréatmenetek és szamottevo hiszterézis sem (22. A abra).

C

eré (nN) >

0 5 100 150 200
tavolsag (nm)

22. abra Kohledtok plasztikus deformdacioja. (A) Egymast kéveté nyomasi erégorbék. A
gorbék a pirostol (els6 benyomas) a lilaig (utolso benyomds) iddrendi sorrendet
kovetnek. Nanomechanikai perturbdcionak aldvetett kohledtok a vizsgalat eldtt (B) és
utana (C). Az erdspektroszkopiat a fehér kereszttel jelzett pontokban végeztiik. A
strukturalis valtozasokat nyilhegyekkel jeloljiik. A piros nyilhegy membranrétegek
kitiiremkedését mutatja, a fehér nyilhegyek feliileti benyomoddasokat jelolnek. A sarga
nyilhegy egy, a vizsgalat soran elmozdult részecskére mutat.
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Az erdspektroszkopia utan pasztizva a vizsgalatnak alavetett részecskéket,
megfigyelhetdvé valtak a mechanikai perturbacido kovetkezményei. Jol lathatd volt,
hogy a plasztikus deformacid a réteges szerkezet megvaltozasahoz vezetett: jellemzden
az AFM ti lenyomatdt mutatd benyomodasok és olykor a rétegek oldalirdnya
torlédasanak, esetleg a ti kihuzasa kozbeni felszakadasanak kovetkeztében kialakuld

kitiiremkedések voltak megfigyelhetéek (22. B és C abrak).

5.2.5. Morfoldgia és erospektroszkéopia vizes kozeghen

tulajdonsagait AFM segitségével. Erre a célra egy olyan AFM rugo6lapkat (Arrow UHF)
valasztottunk, aminek létezik két azonos geometriai és mechanikai paraméterekkel
rendelkezd valtozata, melybdl az egyiket levegd, mig a masikat vizes kdzegben végzett
mérésekre tervezték. Vizes kozegben a képalkotas kihivast jelentett, mivel a részecskék,
az AFM-ti pasztdzd mozgasdnak hatdsara, jellemzéen elmozdultak eredeti
poziciojukbdl. Ez arra utal, hogy vizes kozegben a kohleatok gyengén adszorbealddnak
a csillamfeliilethez. Részben ez, részben a rugdlapka rovidsége és az elézdekben
bemutatott mérésekhez hasznaltétol eltéré geometriai paraméterei okozhattdk, hogy a
vizes kozegli méréseknél rosszabb képmindséget tapasztaltunk, mint levegében. Ennek
ellenére megallapithattuk, hogy a kohledtok ¢és kialakuldsi melléktermékeik
morfologidja vizes kozegben és szaraz formajukban gyakorlatilag megegyezik (23.

abra).

23. dabra (A) szdarazon és (B) Vizes kozegben pasztazott kohleatok AFM amplitudo-
kontraszt képe. A (B) kép erdspektroszkopias vizsgdalatok utan késziilt. A fehér nyilhegy
a kohleathoz asszocialodott vezikula aggregatumra, a piros nyilhegyek az AFM tiije
okozta feliileti benyomdddasokra mutatnak.
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5.2.5.1. Mechanikai jellemzés vizes kozegben

A szaraz és a vizes kozegli kohleatok mechanikai tulajdonsagait
erdspektroszkopids mérések segitségével hasonlitottuk Ossze. A szdraz és a vizes
kozegli kohleatok erdspektrumai, kiilondsen azok benyomasi erdgorbéinek kezdeti
szakaszai, nagyfoku hasonlosagot mutattak (24. abra). Az erégorbe szakaszait a 18.
abraval azonos logika szerint jeloltiik. A kontaktus pont elérése (,,0”szakasz és ,,a”
szakasz hatara) utan egy meredek, linearis eréndvekedés volt lathatd (,,a” szakasz),
majd erd flrészfogak (,,b” szakasz) kovetkeztek. A 18. é&bran lathato ,c” ¢és ,,d”
szakaszra jellemz6 valtozasokat nem regisztraltunk. Ehelyett egy folyamatosan novekvé
eroket mutatd, de strukturdlatlan szakasz (,,x-szel jelolve) kovetkezett. A visszahlizasi
gorbék eltértek a benyomadsi gorbéktdl, egy széles, negativ adhézios cstestol eltekintve

meglehetésen jellegtelenek voltak. A két gorbe kozott jelentds hiszterézist

tapasztaltunk.

.u||-||-||||||||u.|||||-|
-500 -400 -300 -200 -100 O 100

tavolsag (nm) tavolsag (nm)

24. dbra (A) szaraz és (B) Vizes kozegii kohledt erdspektruma Arrow rugdlapkaval
mérve. A piros gorbe a benyomas, a kék a visszahuzas soran mert erdket mutatja. A
tavolsdagot a kohleat felszinétol mérve abrazoljuk.

A szaraz ¢és a vizes kozegli kohleatok erdgorbéinek elemzései sordn nyert 6
mechanikai jellemzok (I. tablazat) nagysagrendi egyezést mutatnak a korabban, masik
kohle4at mintan, masik (AC 160) rugdlapkaval mért értékekkel (Isd. 5.2.2 ¢és 5.2.3
fejezet). A szaraz illetve vizes kozegli kohledtok merevsége és az erdcsucsok kozti
tavolsagértékek eloszlasa (25. A és D, illetve C és F abrak) valamint atlaga hasonld

egymashoz.

61



DOI:10.14753/SE.2018.2179

L tablazat. Szdraz és vizes kozegii kohleatok mechanikai jellemzdi (atlag+SD)

Szaraz kohleatok Vizes kozegii kohleatok
Merevség 5,08+3,69 N/m 5,17£6,61 N/m
Atsziirasi er6k 81,23+18,77 nN 63,76£38,63 nN
Csucs-csucs tavolsagok 15,22+7,16 nm 17,79£10,05 nm
A 1, B 7o, C 2,
g n=31 & 601 ;\ n=256 & n=238
& ° 5 ] 5"
© @ 10 RN <
o410 . D — 0 Jﬁé ~, 0
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25. dbra Szaraz (A), (B), (C) valamint vizes kozegii (D), (E), (F) kohleatok jellemzo
mechanikai paramétereinek hisztogramjai.

A membranréteg-atszarasi erék atlaga valamelyest kiillonbozik a szaraz, illetve a
vizes kozegli kohleatokra (I. tablazat). Az atszlrési erd eloszlasok maximuma mindkét
minta esetén kb. 78 nN-nal jelentkezik, vizes kdzegben azonban egy tovabbi maximum
is megjelenik kb. 21 nN-nal (25. B és E abrak). Ezek a kisebb er6k megfelelhetnek a
vizes kozegben esetlegesen a tlire tapadd membran-kettdsrétegek atszurasi
erdatmeneteinek. Liposzémakon és feliilethez adszorbedlodott lipid kettdsrétegeken
végzett korabbi erOspektroszkopids kisérleteinkben gyakran tapasztaltunk ilyesfajta
mitermékeket. Ett6l a jarulékos hatastol eltekintve, a {6 atszurasi erdkre illesztett
Gauss-eloszlasok csucsa 79,2 ¢és 77,6 nN-nal jelentkezett a szdraz, illetve vizes kozegli
kohleatokra. Ez arra utal, hogy a két minta kozott nincs szamottevd kiilonbség az
atszurashoz sziikséges erdk tekintetében. Tehat az atszarasi erd atlagok kiillonbozdsége
(I. tablazat) csupan a vizes kozegli kohleatok bimodalis eloszlasanak kdvetkezménye.
felvétele utan mintegy negyedoraval is jol megfigyelhetéek maradtak (23. B 4bra).
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5.2.5.2. A kohleat membran vonalmenti fesziiltsége

Figyelemremélté hogy az atszurasi erdcsucsok egy folyamatosan, jobbrol balra
novekvo erdvalaszra szuperponaldodnak (24. abra). Ennek az oka az, hogy a tlinek nem
csak a kovetkezd kettdsréteg atszarasahoz, hanem a mar atszart membranrétegen
keletkezett porus tagitdsdhoz is munkat kell Végezniel. Egy poérus keletkezését,
méretének novelését, ugy is felfoghatjuk, mint egy olyan folyamatot, aminek sordn a
membranban vonalhibat’® hozunk létre. A membran vonalmenti fesziiltsége (A) az
egységnyi hossziisagh ¢l kialakitasdhoz sziikséges munkanak felel meg®, igy ennek
figyelembe vételével a vonalhiba létrehozasahoz sziikséges munkat egyszeriien

kiszamithatjuk:

dWw = 21-dl,

ahol dl a kivaltott infinitezimalis vonalhiba (diszlokacio) hossza, dW a sziikséges
munka. A kérdés az, hogyan valtozik a vonalhiba hossza, a beszuras mélységének (dz) a
valtozasaval. (A kovetkezOkben az egyszerliség kedvéért ezeket a diszlokaciokat
roviden "¢1"-eknek fogom nevezni.) Az ¢l hossza megegyezik az AFM-tii keriiletével az
adott magassagban; a tli cstcsatol szamitott tavolsag pedig a beszuras mélysége

(26. abra). A keriilet kiszamitasa egyszeri, amennyiben kup alaka kozelitést

! Ha az atszhrt rétegeken a porusok hatarvonalanak a ndvelésére nem kellene munkat befektetni (nem
1épne fel az un. él-ellenallas) a kohleaton athaladva mindig csak a soron kdvetkez6 membran-kettdsréteg
atszarassal szembeni ellenallasat kellene legy6znie a tlinek, ami egy megkdzelitdleg azonos eréknél
jelentkez6 atszlrasi er6cstics-sorozathoz vezetne. Pontosan ilyen jellegii erdspektrumot mértek tobbrétegii
membranok henger alakii AFM-szondaval valo atszarasakor [4]. Henger alaku t{i esetén a mar atszart
membranrétegeken keletkezett porus mérete nem né tovabb a szonda mélyebbre haladasaval, igy nem 1ép
fel ellenallas sem. Legfeljebb a henger oldala és az &6t koriilvevd €l kozti strlodds moddosithatja az
atszarasi erdket.

2 Vonalhibanak (diszlokacionak) nevezzik azt a jelenséget, amikor egy kristalyracs sikjanak
folytonossaga megszakad, illetve amikor egy része racstavolsagnyira eltolodik a tobbihez képest [5].
Vagyis a kristalyracs rendezettsége egy vonal mentén sériil. Altalanosabb megfogalmazasban egy sik (pl.
egy kohleat membran-kettosréteg) folytonossaganak megszakadasat értjiik vonalhiba alatt.

¥ Masként fogalmazva, a foszfolipid membranok vonalmenti fesziiltségén a membranon keletkez6 ¢l
hatarmenti energiajat értjik [6]. Angol szakkifejezéssel: line tension. Mértékegysége: N (J/m). A
keletkez6 hatarvonalat jelenti. Hasonlé modon, vonalmenti fesziiltség jelentkezik a membran-kettosréteg
kornyezet felé exponalt élein, mint amilyen példaul egy porus nyildsa, vagy egy feliilethez asszocialt
membran-kettdsréteg széle.
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alkalmazunk az AFM-tii hegyére'. Legyen a kup fél-nyilasszoge o.

membran
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y

26. dbra Magyardzat egy membrdn-kettsréteg datszurdsa sordan keletkezé él vonalmenti
fesziiltségének szarmaztatasahoz. Az dbra nem méretardnyos.

Ekkor, ha a beszaras mélysége dz, a sugar ennél a mélységnél: dr = tan a - dz, és
igy a kertilet, azaz az ¢l hossza dl = 2m - tana - dz. Ennek a dl-hossztsagu élnek a
kialakitasahoz sziikséges erd (F;) a befektetendd munka és a beszuras mélységének a

hanyadosaként szamithato:

F _dW_)l-dl_/’l-Zn-tana-dZ
&7 dz T dz dz

Fg =A1-2m-tana

Ezek alapjan egyetlen membran atszirdsakor az (éldiszlokacio kialakitasdhoz
sziikséges) AFM-mel mért erd, mindig ugyanakkora jarulékot ad. Ez a jarulék csak a ti
geometriajatol és a membran vonalmenti fesziiltségétél (A) figg. Mivel az Fg a
membran-kettdsréteg  €ldiszlokacié kialakitdsaval szembeni ellendlldsaként is
felfoghato, a tovabbiakban ¢l-ellendllasnak nevezziik. A fenti levezetés minden egyes
rétegre igaz, ezért az erdk a rétegek szdma szerint 6sszegzddnek; ha az atszurt rétegek
szama n, akkor az atszarasi erén kiviil sziikséges erd-jarulék a rétegek szédmaval
linearisan novekszik. Azaz a tii n.-dik rétegbe vald behatoldsdhoz sziikséges (az

erégorbén n.-dik atszurasi erdcsucsként megjelend) erd:

Ey = Fyesp. + - Fy

1 A mechanomanipulacié soran alkalmazott tii valojaban tetraéder alak(i. Geometrigjat, az egyszeriibb
leiras kedvéért, o=30° félnyilasszogl kappal kozelitjik.
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Az ¢l-ellenalldas szamitdsdhoz az els6 ¢és az utolsd6 (n.-dik) mért erdket

hasznalhatjuk:

Fn_Fn=1=Fétsz.+n'Fél_(Fétsz.'I'Fél)

Fn_Fnzl

Fél: (n—l)

Az ¢l ellendllds ismeretében lehetdségiink nyillk a membran biofizikai

jellemzésére felhasznalhatd vonalmenti fesziiltség meghatarozasara:

__ Fa
21 - tana
Mivel az F;; mind a szaraz, mind a vizes kozegli kohleatokra ugyanolyan értéki
volt (atlag=SD: 4,5+1,9 nN, illetve 4,5+2,8 nN), az igy nyert vonalmenti fesziiltség
mindkét mintara megkdzelitéleg 1,2 nN-nak adddott. Meg kell jegyezni, hogy az él-
ellenallas szarmaztatdsdra fentebb bemutatott gondolatmenet egymadsutdni, egyedi
membran-kettdsrétegek atszurasat feltételezi. Azaz, nem szdmol azzal az eshetdséggel,

hogy egyszerre tobb réteg is atszakadhat.
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5.3. Kohleatok diszpergalasa

A kohleatok kiindulasi anyagiul szolgdlo DOPS vezikuldk kitlind kolloid
stabilitdssal rendelkeznek. Kalciumionok hozzdadésakor azonban révid idén beliil
kicsapodnak. Az aggregatumban taldlhatdé kohledtok és vezikuldk erdsen kotddnek
egymashoz, legaldbbis higitassal és intenziv rdzassal nem, vagy legfeljebb kis

mértékben diszpergalhatoak (27. abra).

21. abra Pufferrel (100 mM TRIS pH:7,4) 1:1 aranyban higitott és eroteljesen kevert
kohledt minta. (Fdziskontraszt-mikroszkopos felvétel).

Az aggregiciot az okozza, hogy a Ca**-ionok a liposzoméak felszini toltését
megvaltoztatjak [105], hasonléan ahhoz, mint amit a sajat méréseink mutatnak SUV-ok
esetén (Isd.: 5.1.2 fejezet). Ezért kézenfekvonek tiinik, hogy a Ca**-ionok eltavolitasaval
az aggregatumoknak szét kellene esnilik az azokat alkotd részecskékre. A Ca?*
kivonasanak azonban nem kivant kovetkezményei is lehetnek, hiszen épp ez a kétértékii
kation az, ami feltétleniil sziikséges a kohleatok szerkezetének kialakulasahoz és
stabilitasuk fenntartdsdhoz. Mar a kohleatok felfedezése oOta ismert, hogy az erdsen
Ca?*-kotd EDTA hozzaadasara a kohleatok elvesztik stabilitisukat, és igen rovid id6
alatt tobb tiz mikrométer atmérdjii vezikulakka (un. orids vezikulakka) alakulnak [2].
Mi abbdl a feltételezésbol indultunk ki, hogy a kohleat membrantekercsek belsd rétegei
kozott talalhatd Ca®*-ionok nehezebben hozzaférhetéek a kelatképzok szdmara, mint a
felszini fejcsoportokhoz kapcsolodok. Amennyiben ez igaz, akkor lehetséges, hogy egy
EDTA-nal kisebb Ca®*-affinitassal rendelkezé molekula csak a részecskék felszinérél
tavolitja el a Ca®*-ionokat. Ez eléidézné az aggregatumok szétesését, de nem érintené a

kohleatok szerkezeti stabilitasat. Ezen hipotézis vizsgalatara szisztematikus elemzésnek
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vetettilk ala az ecetsav, borkésav és citromsav natriumsdinak az aggregatumokra
kifejtett hatdsat. Ezek a savak 7,4-es pH-n teljes mértékben disszocidlt formajukban
vannak jelen, és Ca?" irdnti asszoci4cios konstansuk a karboxilcsoportjaik szamaval

egyiitt novekszik (I1. tablazat).

Il. Tablazat. Néhdany karboxilsav Ca**-ra, illetve H'-re vonatkozé asszocidciés
konstansa.

pK, (Ca?") Ref. pKa (HY' Ref.
Ecetsav 0,53* [106] 4,75 [107]
Borkdsav 1,8%* [108] 3,04; 4,37 [107]
Citromsav 3,17* [106] 3,13; 4,76; 6,40 [107]
EDTA 10,75% [109]  0,0;15;2,0;2,68  [110]

* 25°C-on és 0,15 M ionerdsségnél.
** 25°C-on és cca. 0,2 M ionerdsségnél.
7 Csak a karboxilcsoportokra vonatkozik, 25°C-on és 0 ionerdsségnél.

A diszpergalasi kisérletekhez dializissel eldallitott, képzddés kozben
aggregaldodott kohleatokat hasznaltunk (27. abra és a Melléklet 39. abraja). Az
acetationok még 500 mM koncentracioban sem tudtak szétbontani az aggregatumokat
(28. A abra). A tartaratot 500 mM-0s koncentracioban alkalmazva az aggregatumok

csak részlegesen estek szét (28. B abra).

27 AU ;
A 1~ 0
=y o A

28. dbra (A) 500 mM acetation és (B) 500 mM tartaration kohledt aggregatumokra
kifejtett hatasa. A minta névleges DOPS és Ca** koncentracicja 3,1 mM volt.

Ezzel szemben a citrationok koncentraciofiiggd modon diszpergaltak a
kohleatokat (29. abra). A 0-150 mM natrium-citrat koncentraciotartomanyban az

aggregatumok legfeljebb részlegesen estek szét, 200 és 212,5 mM koncentracidknal a
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kohleatok egyenletesen diszpergalt allapotban voltak jelen, mig ennél nagyobb
koncentracioknal egyre kevesebb kohleat és egyre tobb oOridsi vezikula volt

megfigyelhetd.

29. dbra Citrationok hatisa a kohleat aggregdatumokra. A ndtrium-citrat

koncentrdciojat az egyes képek bal felsé sarkaban jeloljiik. A DOPS és Ca** névleges
koncentracioja 3,1 mM volt.

5.3.1. A diszpergalt kohleatok hosszutavi stabilitasa

Amennyiben a kohleatokat hosszabb ideig inkubdltuk az optimalis
koncentracioban alkalmazott Na-citrattal, alapvetd szerkezeti valtozasoknak lehettiink

tanti. A 30. A abra egy citrattal frissen diszpergalt kohleat minta képét mutatja. A 30. B
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abra ugyanazt a mintat mutatja, de 24 6ra elteltével. Ezen egyetlen kohleat sem lathato,
ehelyett Orias vezikuldk laza aggregatumai figyelhetéek meg. Masként viselkedett a
vizsgalt rendszer, ha a diszpergalas utdn a citrationokat eltavolitottuk. Ezt ugy értiik el,
hogy a frissen diszpergalt mintat centrifugaltuk, majd az iiledéket citrat- és Ca®*-mentes
pufferben (100 mM TRIS) szuszpendaltuk. Ekkor a kohleatok nem alakultak at
vezikuldkka. A részecskék iddvel ugyan kiiilepedtek az eppendorf-csé aljara, de

vortexeléssel vagy pipettazdssal konnyen ismét szuszpendalhattuk azokat, és még egy

hénap multan is, a frissen diszpergalt mintdhoz hasonldé megjelenést mutattak (30. C

abra).

30. d@bra Citrationnal kezelt kohleatok faziskontraszt-mikroszkopos képe. (4) 212,5 mM
natrium-citrattal frissen diszpergalt kohleatok. (B) Ugyanazon minta 24 ora elteltével.
(C) Az (A) felvételnek megfelelé minta, melyet a diszpergdlas utan azonnal
centrifugdltunk, és tiledékét 100 mM TRIS pufferben (pH=7,4) szuszpendaltuk. A (C)
kép 1 honappal a diszpergdlas utan késziilt. A DOPS és Ca** névleges koncentracidja
3,1 mM volt.

Ha a citrationok eltavolitisa utan Ca®*-ionokat tartalmazé oldattal szuszpendaltuk

a centrifugalt iiledéket, a részecskék Gjra aggregalddtak (31. dbra).

31. abra Natrium-citrattal diszpergalt, majd azonnal centrifugdlt kohleatok iiledéke, 6,2
mM Ca®*-iont tartalmazé 100 mM TRIS pufferrel (pH=7,4) szuszpendalva.
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5.3.2. A citratkezelés hatasa a kohleatok szerkezetére

A citrationnal diszpergélt mintak szerkezetét nagyfelbontasi AFM képalkotés és
kisszogli rontgenszoras segitségével vizsgaltuk. A diszpergalt kohledtok AFM képei
(32. abra) semmilyen strukturalis kiilonbséget sem mutattak a kontroll mintak
kohleatjaihoz képest. Mindkét esetben a szamos moddszerrel alatdmasztott kohleat
szerkezeti modell [2,7] jellemzdit figyelhettiik meg. Nevesiil: (1) a mintak hosszikas
részecskéket tartalmaztak, melyek atméréje hossztengelyilk mentén 1épcsdzetesen
valtozott, (2) a membranrétegek szélei jol megfigyelhetéek voltak a részecskék
felszinén. Ezen tulajdonsagok szényegtekercs-szerti elrendezésre utalnak. Egyetlen
igazan szembeszoko kiilonbséget allapithattunk meg a kontroll és a diszpergalt mintak
kozott: mig a kontroll mintakban a kohleatok tobbnyire nagyobb aggregatumok
részeiként voltak megfigyelhetéek (lasd Melléklet, 39. abra), addig a citrattal kezelt
mintakban, mint kiilonallé részecskék, a szubsztratfelszinen elszortan helyezkedtek el

(32. C 4bra és a Melléklet 40. 4braja).

32. abra Citrationnal diszpergalt kohleatok AFM amplitudo-kontraszt felvételei.

A rontgenszorast a foszfolipid kettOsréteg vastagsdganak és rendezettségének
megfeleld szorasi intervallumban (0,3 - 6 nm™) vizsgaltuk, sszesen 6tféle mintan: (a)
DOPS multilamellaris vezikulakon, (b) aggregalt kohleatokat tartalmazo kontroll
mintan, (c) 100 mM, illetve (d) 212,5 mM citrationt tartalmazo6 kohleat mintan, és (e) 50
mM EDTA-t tartalmazé kohledt mintan. 100 mM citrat-koncentracional az
aggregatumok csak részlegesen estek szét, 212,5 mM Kkoncentracional teljesen
diszpergalt kohleat mintat kapunk (29. dbra), mig 50 mM EDTA hatasara a kohleatok
pillanatszeriien atalakulnak oriasi vezikulakka (lasd Melléklet, 41. abra). A DOPS MLV

rendszer egy széles szorasi csicsot mutat 0,5 nm™ < q < 3 nm™ kozott (33. abra, a
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spektrum). A kontroll kohleat mintak diffrakcios spektruman ehhez képest drasztikus
valtozasokat figyelhetiink meg. Eles Bragg-csucsok jelentek meg 1,2; 2.4 és 3,77 nm™-
nél (33. abra, b spektrum). Citration hozzaadasara a csucsok pozicidja lényegében
valtozatlan maradt, de intenzitasuk csokkent (33. abra, ¢ és d spektrumok), valamint
212,5 mM citration koncentracional a SAXS jel monoton ndvekedést mutatott a
kisszogl tartoméany fel¢ haladva. EDTA hozzdadasa ugyancsak jelentds valtozasokat
okozott a kontroll mintdhoz viszonyitva (33. abra, e spektrum). Egyetlen éles Bragg-
csucs jelentkezett 0,92 nrn'l-nél, amely az MLV spektrumon lathatohoz hasonldan,

széles szorasi csucsra szuperponalodott.

relativ intenzitas

Cc
: df
. > S A‘M—P'
; e et

LR ULELE LR EEULALE R R I LR I R
05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45
q (nm’)

33. dbra (a) DOPS MLV, (b) kontroll kohleatok, (C) kohledtok + 100 mM citrdtion, (d)
kohleatok + 212,5 mM citration, (e) kohleatok + 50 mM EDTA SAXS diffrakcios
spektrumai. A spektrumokat a jobb kovethetdség kedvéért onkényesen eltoltuk
egymashoz képest a relativ intenzitas tengely mentén.

5.3.3. A lipidréteg molekularis valtozasainak vizsgalata FTIR spektroszkopiaval

Az infravords spektrumok harom tartomanyat elemeztiik részletesebben: a foszfat
(1250-1000 cm™, 34. A 4bra), a metilén (3000-2800 cm™, 34. B 4bra), és az észter
karbonilcsoport (1760-1690 cm™, 34. C 4bra) nytjtasi rezgéseit. A POy csoport
aszimmetrikus és szimmetrikus nyujtasi savjai, amelyek a 1219, illetve 1065 cm™-nél
talalhatoak, nem mutattak kiilondsebb jellegzetességeket a DOPS SUV rendszer esetén
(34. A abra, a spektrum).
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34. abra A DOPS molekula (Isd. 4. dbra) FTIR spektrumanak (A) foszfat, (B) C-H és
(C) észter karbonil nyujtdasi rezgéseinek tartomanyai. A puffer spektrumat elozoleg
kivontuk. Az egyes spektrumokat az abszorbanciatengely mentén onkényesen eltoltuk
egymdshoz képest a jobb kovethetéség érdekében. A kiilonbozd mintdk spektrumait
kisbetiikkel jeloljiik az alabbiak szerint: (a) DOPS SUV, (b) kohledtok; (C) kohledtok +
100mM citration, (d) kohledtok + 212,5 mM citrdtion; (€) kohleatok + 50 mM EDTA.

A kontroll kohleatoknal a PO,  aszimmetrikus nyujtasi savja 1219 cm*-r8l 1236
cm™-re tolodott, és a szimmetrikus POy nyujtasi sav négy komponensre hasadt fel
(1111, 1102, 1075 és 1063 cm™, 34. A 4bra, b spektrum). 100 mM-os citration
koncentraci6  alkalmazdsa nem okozott szamottevd valtozadst ebben a
hulldmhossztartomanyban (34. A abra, ¢ spektrum). A citration optimalis diszpergald
koncentraciojanal (212,5 mM) a PO2- nyujtasi sdvok komponenseinek relativ
intenzitasai megvaltoztak (34. A abra, d spektrum), pozicidjuk azonban nem valtozott.
(Osszehasonlitva pl. a 1236 és a 1065 cm™ hullamszamnal mért relativ intenzitisokat a
b és a d spektrumokon, lathatdé a valtozas.) Jelentds valtozast tapasztaltunk viszont,
amikor 50 mM EDTA-t adtunk a kohleatokhoz: a jellegzetes, felhasadt PO, nyujtasi
savok eltlintek (34. A abra, e spektrum).

A DOPS SUV-ok antiszimmetrikus (vasCH2) és szimmetrikus (vsCH;) metilén
nyGjtasi rezgései 2924 és 2854 cm™-nél jelentkeztek (34. B 4bra, a spektrum). A
kohleatok esetén a metilén nyujtasi savok kismértékben eltolodtak a kisebb
hullamszamok felé (34. B abra, b spektrum). Amikor a kohleatokhoz 100 mM citrationt
adtunk nem tapasztaltunk jelentés spektralis valtozast (34. B abra, ¢ spektrum). A
diszpergald citrat-koncentracional (212,5 mM) azonban mind az aszimmetrikus, mind a
szimmetrikus nyujtasi rezgés savja a nagyobb hullamszamok fel¢é mozdult el,
megkozelitve a liposzomakra mért értékeket (34. B abra, d spektrum). Amikor a
kohleatokhoz 50 mM EDTA-t adtunk, a szimmetrikus metilén nyujtasi rezgések tovabbi

enyhe hullamszam novekedést mutattak.
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A DOPS liposzémak esetén az észter karbonilcsoport (vC=0) rezgésére jellemz6
tartomany egyetlen széles savként jelentkezik, ami két (kb. 1736 cm™-nél, illetve kb.
1725 cm™-nél talalhato) csticsra bonthato fel (34. C 4bra, a spektrum). Ezek a két
karbonilcsoport kiilonb6zé mértékben hidratalt alpopulacidinak feleltethetéek meg
[111]. A kohleatok esetében négy vC=0 nyujtasi sav valt lathatova 1745, 1729, 1720 és
1704 cm™-nél (34. C 4bra, b spektrum). A citration 100 mM-os koncentraciéjanal nem
tapasztaltunk szamottevd spektralis valtozast (34. C éabra, ¢ spektrum). A citration
diszpergald koncentracidjanal (212,5 mM) azonban a keskeny vC=0 sdvok intenzitasai
csokkentek, és az 1729 és 1720 cm™nél talalhatd csucsok egyetlen széles savva
olvadtak ossze, ami 1729 cm™-nél mutatott maximumot (34. C 4bra, d spektrum).
EDTA hozzéadasara a kohledtok spektruma a DOPS liposzémakéhoz valt hasonldéva
(34. C abra, e spektrum).

Amikor a mintakat az FTIR kristadlyra széritottuk, a fentiekkel megegyezd
spektralis valtozasokat tapasztalhattunk. Emlitésre mélto, hogy az észter karbonilcsoport
nyljtasi rezgéseinek tartomanyaban a DOPS—Ca®" kolcsonhatasra jellemzé keskeny

savok 212,5 mM citrat-koncentracional is dominansak maradtak (35. abra, d spektrum).
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35. dbra Beszaritott mintdk infravorés spektrumanak észter karbonil nyujtasi
tartomanya. A puffer spektrumat elézéleg kivontuk. Az egyes spektrumokat az
abszorbanciatengely mentén onkényesen eltoltuk egymdshoz képest a jobb kévethetoség
érdekében. A kiilonbozd mintak spektrumait kisbetiikkel jeléljiik az alabbiak szerint: ()
DOPS SUV, (b) kohledtok; (c) kohleatok + 100 mM citration, (d) kohleatok + 212,5
mM citration, (e) kohleatok + 50 mM EDTA.
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6. Megbeszélés

6.1. Kohleatok szerkezete és kialakulasa

Az atomier6-mikroszkopos képek megerdsitették azt a szerkezeti modellt, amit
korabban fagyasztva toréses elektronmikroszkopos vizsgéalatok eredményei alapjan

javasoltak. Méréseink nyoman ehhez két kiegészitést tehetiink:

(1) Az egyik végiikon hengeres, masik végiikon ellapult tekercsek (pl. 13. C abra)
arra utalnak, hogy a kohleatok rendelkezhetnek belsd vizes tireggel. Ezt az
erdspektroszkopias eredmények is megerdsitik (Isd. késobb). Kordbban azt
gondoltak, hogy a kohleatok tomor tekercsek. Csak a kozelmultban, veliink
kozel azonos idében szolgaltak erre cafolattal, kiilonb6zé modszerek

segitségével, Nagarsekar ¢s mtsai. [3], illetve Hollander és mtsai. [7].

(2) Szamos képen ugy tlnik (pl. 14. abra), hogy nem egyedi membran-
kettdsrétegek, hanem tobbrétegli membranlemezek tekerednek kohleatokka.
Ez egybecseng Hollander ¢és munkatarsainak  kozelmultban  tett

megfigyelésével [7]. Ezt a késobbiekben részletesebben elemzem.

A kohleatok spiralisan tekeredd, tobbrétegli membranszerkezete az idegsejtek
axonjat burkolé mielinhiivelyhez hasonlé geometridju. A kohleatszerkezet kialakulasa, a
membran-kettdsréteg tekerccsé formalddasa bonyolult topoldgiai problémat vet fel. A
mielinhiively esetében a membrantekercset az oligodendrocitak, illetve Schwann sejtek
membrannyalvanyai alakitjdk ki a sejt sajat molekularis gépezetének aktiv
kozremikodésével [112,113]. A kohleatok esetében azonban passziv moédon, kiilsé
alakformalo tényezOk kozrejatszasa nélkiil, a lipid-kalcium-viz rendszer fizikai-kémiai
tulajdonsagai és kolcsonhatdsai altal meghatirozottan torténik ez a hatalmas topoldgiai
atalakulas, melynek részletei maig nem tisztdzottak. A kohleatok kialakulasara a
felfedezésiikkor javasolt modell [2] mindmaig érvényben van. Ehhez a kézelmultban
Nagarsekar és mtsai. tettek kiegészitéseket [9]. Ezek értelmében (Isd. 2.1.2 fejezet) a
liposzomék a kalciummal vald reakciojuk sordn fuzionalnak, kettdsrétegli foszfolipid
lemezekké roppannak Ossze. Ezt kdvetden a lemezek dnmagukban, vagy egymadssal

asszocialodva bejglihez hasonld geometridju tekercsekké tekerednek fel, tigy, hogy a
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szerkezetet — a szomszédos rétegeket elektrosztatikus kolcsonhatasokon keresztiil
sszetarté — Ca®*-ionok stabilizaljak. A kisérletek soran meglepddve tapasztaltam, hogy
a Ca’*-ionok és a DOPS liposzomak elegyitésekor a fenti modell 4ltal sugallt
membranlemezek, illetve tekercsszeri struktirdk, legfeljebb elvétve taldlhatdéak a
mintaban. Ehelyett a kiindulasi unilamellaris liposzomak méreténél sokszorta nagyobb,
multilamellaris vezikulakbol allé aggregatumokat figyelhetiink meg (11. A és B abrak).
abszolut értékének jelentds csokkenése (12. dbra). Ugyanakkor, az egymast megkdzelitd
vezikulak foszfolipid fejcsoportjainak Ca**-ionokkal torténé keresztkotése sem zarhatd
ki. A kohleatok kialakulasa érdekes modon csak az aggregacios folyamatot kdvetden

ment végbe (11. abra). Az érési folyamatrol a kovetkezé megallapitasokat tehetjiik:

(1) A kohleatok az aggregatumokban jelennek meg. Ez arra utal, hogy nem az
esetlegesen szabadon 1Uszkalé lipid membranlemezek, hanem az

aggregatumokat alkotd vezikuldk lehetnek a kohleatok eldalakjai.

(2) Egyre kevesebb vezikula és egyre tobb kohleat lathatd a mintaban a napok
multaval. Ez megerdsiti, hogy valoban a vezikuldk alakulnak at valamilyen

mechanizmussal kohleatokka.

(3) A kohleat/vezikula arany folyamatos novekedése arra utal, hogy a kohleat
forma energetikai szempontbol kedvezdbb, mint a multilamellaris vezikula

szerkezet.

(4) A vezikula—kohleat atalakulas csak vizes kézegben megy végbe. A csillamra
cseppentett, megszaritott aggregatumok vizsgdlatakor nem tapasztaltunk
kohleatképzddést (lasd Melléklet, 38. abra). Ez valosziniisiti azt, hogy az
atalakulasban szerepe van a vizmolekulédknak, illetve a lipid—Ca®* rendszer

vizzel vald kolcsonhatasanak.

(5) A feliileti toltésstiriiség csokkenése (12. abra) arra utal, hogy a foszfolipidek
erbsen negativ toltését a Ca**-ionok (legalabb részlegesen) arnyékoltik. A
kohleatokkal kezelt csillamfeliilet nedvesedési peremszdgének ndvekedése

(16. abra) azt mutatja, hogy a kalciumionokat kotott DOPS kettésréteg (és igy
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a kohleatok) feliilete a kiindulasi liposzomahoz képest joval kevésbé hidrofil.

(6) A részlegesen tekeredett kohleatok esetén jol lathatd, hogy tobbszordsen
rétegzett lemezek feltekercselédése alakitja ki a kohleat struktarat (14. abra).
Ugyanakkor a képekbdl nem lehet megallapitani, hogy (1) eldszor tobbrétegii
membranlemezek képzddtek-e az aggregatumokbol, és azok tekerednek
kohleatta, vagy (2) valamilyen mas mechanizmussal az aggregatumbol
kozvetleniil jottek létre a kohleatok, amelyek késobbi részleges felnyilasa

hozta létre ezeket a strukturakat.

(7) Egyrétegli membranlemezeket nagyon ritkan, egyes aggregatumok kortil
fedeztiink fel (15. abra). Ezeknek azonban egyrészt sohasem volt részlegesen
tekeredett része, tehat vélhetden nem, vagy csak kevés esetben vesznek részt a
kohleatok kialakitdsaban. Masrészt ilyen jellegli struktirak SUV-okbol feliileti
adszorpcioval, felhasadéssal, majd 0sszefolyassal képz6dé melléktermékek is
lehetnek [114,115]. A kiilonss, agas szerkezet feltehet6en gy alakul ki, hogy
az egyes kohleat-MLV aggregatumok feliiletéhez asszocidlodott vezikuldk a
minta feliilletre cseppentése utdn adszorbedlédnak a csillimhoz, és a

visszahuz6do folyadékmeniszkusz (Isd. 16. abra) huzoerdt gyakorol rajuk.

Megfigyeléseink alapjan gy gondoljuk, hogy a kohleatok kialakuldsat leird
modell jelentés modositasokra szorul. Véleményiink szerint a DOPS liposzomak a Ca®*
hozzdadasara el6szor multilamellaris vezikulakka fuzionalnak, és ezek a vezikulak
aggregalodnak egymassal. A multilamellaris vezikuldk a tobbszords fuziok miatt
feltehetden nem szabdlyos rétegzettségliek €s szerkezetiiek; az egyes rétegek a felszinen
¢s belill is folytonossagi hidnyokat tartalmazhatnak. Az igy képz6d6 MLV-k
tartalmazhatnak valamennyi vizet a rétegeik kozé szorulva. A korabbi SAXS mérések
nagyon szoros pakolast, mig az FTIR vizsgéalatok nagyfoku lipid fejcsoport
dehidrataciot mutattak (lasd 2.1.1 és 2.1.3 fejezetek). Mindketté arra utal, hogy a
membrantekercs szomszédos rétegei kozott gyakorlatilag nincs vizes térrész. A zeta
potencial csokkenése €és a nedvesedési peremszog novekedése arra utal, hogy a
membranrétegek hidrofobicitasa megnétt. Feltételezhetd, hogy az MLV-k szerkezete — a
belsejébe csapdazott vizzel egylitt — metastabil. Ebbdl a metastabil szerkezetbdl, kisebb-

nagyobb belsd szerkezeti atrendezddések révén, idovel a viz az egyedi membranrétegek
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koziil kiszorulhat. Ezek soran el6fordulhat, hogy az MLV megreped, felnyilik,
atmenetileg tobbszords rétegzettségli lemezt alkot, majd szorosabb pakolast biztositd
tekercses szerkezetté zarul vissza. Az MLV-kohleat atalakulds koztes allapotait nem
sikeriilt egyértelmiien azonositanunk. Feltehetden olyan gyorsan lejatszodé folyamatrol
van sz0, amely az AFM-mérések 1doskaldjan nem felbonthatd. Ez latszolag
ellentmondasban all azzal a megfigyeléssel, hogy a kohleatok lassan, napok-hetek alatt
szaporodnak fel a mintdban. Az ellentmondas feloldhato, ha feltételezziik, hogy az
MLV—kohleat atalakulas igen gyors, egyirany, ¢és véletlenszerien lejatszodo
folyamat. Ebben az esetben — hasonléan a radioaktiv magok bomlasdhoz — a
részecskesokasag atalakuldsa egy meghatarozott kinetikat kovet, azonban az egyes
részecskék elére meg nem josolhatod idGpillanatban, hirtelen alakulnak at. A kohleatok

képzddésének alaposabb megértéséhez tovabbi vizsgalatok elvégzését tervezziik.
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6.2. Kohleatok nanomechanikai jellemzése
6.2.1. A kohleatok nanomechanikai ujjlenyomata

A 18. 4bran bemutatott Osszetett erdspektrum a kohleat nanorészecskék
mechanikai ujjlenyomataként értelmezhetd. A spektrumok ugyanis mind a kohleatok
kiilonleges szerkezetérdl, mind a mechanikai tulajdonsagaikrol informaciokat tarnak fel.
A mechanikai perturbacié soran rogzitett eréspektrumok egyes szakaszainak

értelmezését segiti a 36. abra.

d: ¢ b ao B

reverzibilis (elasztikus) irreverzibilis (plasztikus) fazis
fazis

24

36. dbra (A) A 18. abra ismétlését a B részen lathato modell kénnyebb megértése miatt

e rer

el ——

2T

d visszahuzas

T T T ‘I
0 50 100 150 200 250 300
tavolsag (nm)

abrarészek alatti betiik az (A) abran abrazolt szakaszoknak felelnek meg. A (B) dbra
nem méretardanyos.

A ,,0” szakaszban az AFM tiije kozelit a felszin felé, de még nem éri el azt, nincs
kozottiik mérhetd nagysagli kolcsonhatds, igy a tiire hatd eréhatds zérus. Amint a ti
eléri a felszint, nyomast kezd kifejteni a mebrantekercsre, a rugélapka visszahajlik,
meredeken novekvo erdt regisztralunk (,,a” szakasz). Ezen szakasz linearitasa arra utal,
hogy a kohleat — a Hooke-torvényt kovetd — kozel idealisan rugalmas viselkedést mutat.
Az idealisan elasztikus viselkedést az ebben a szakaszban tapasztalt reverzibilitas is
meger6siti (17. A abra). A ,,b” szakasz egymast kdvetd csucsai feltehetden az egymas
alatt fekvo lipid kettOsrétegek atszurasanak feleltethetéek meg. Amint azonban a tii a
legbelso réteget is atszakitja és eléri a mebrantekercs belso liregét, a rd hatd ellenallas
lecsokken, ezért tapsztaljuk az eré csokkenését és ezért valik jellegtelenebbé a gorbe
,»C~ szakasz). A bels6 liregen athaladva ujra jelentés er6ndovekményt és ismétlodo
erdcstcsokat lathatunk, ami arra utalhat, hogy a tii elérte az als6 membranrétegeket, €s

azokat is egyenként szakitja at (,,d” szakasz). Amikor a tli az utolso rétegen is athalad, a
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csillamfelszinbe litkozik, az er6 meredeken megnd. Ebben az esetben tehat a teljes
kohleat tekercset atszurtuk. Mas esetekben a reprezentativ eréspektrum csak egy
részletét tudtuk mérni, ami arra utal, hogy a tii csak behatolt a kohleatba, de nem haladt

2

at rajta teljesen. Azokban az esetekben, ahol a ,c” szakasz nem volt kivehetd,
feltételezhetden a membrantekercs nem rendelkezett szamottevé méretii belsd tireggel,
vagy az iireg teljesen eltlint, mikozben a tii egymasnak préselte a felso és also rétegeket.
A ,,¢” szakasszal rendelkezd er6gorbék viszont egyértelmiien utalnak rd, hogy a
kohleatok rendelkezhetnek belso tireggel.

Kiilonleges figyelmet érdemel, hogy az Aatszurasi erd-atmenetek egymadstol
fliggetlen csucsok sorozataként jelentkeztek, ami arra utal, hogy a kohleat
membranrétegei mechanikai értelemben nincsenek egymdshoz csatolva. Ez azonban
felveti azt a kérdést, hogy a Ca?*-ionok a tekercs belsejében vajon valoban keresztktik-
e a szomszédos foszfolipid kettdsrétegek fejcsoportjait egymdassal. Ha egy henger alaku
tl segitségével szurndnk at szomszédos, de egymadssal csatolasban nem 4ll6 foszfolipid
kettosrétegeket, akkor egymast kovetd, azonos erdknél jelentkezd, azonos nagysagu
fiirészfogak sorozatat kapnank [102]. Ehhez képest a kohleatok er6gorbéi mindossze
annyiban kiilonboztek, hogy a kozel azonos nagysagu fiirészfogak egy folyamatosan
novekvo erdvalaszra szuperponalodtak. Ennek az az oka, hogy a kohleatok esetében a
kettosrétegeket tetraéderes, a hegyétdl a talpa felé folyamatosan szélesedd tiivel szurjuk
at. Igy, az atszlras soran a tii alatt fekv réteget vertikélis ervel terheltiik, mig a mar
atszuart rétegek horizontalis erdt fejtenek ki a tiire. Ez utdbbibdl fakado €l-ellenallés (Isd.
6.2.5 fejezet) az atszart rétegek szamaval aranyosan novelte a tiire hato er6t.

A visszahlUizési gorbén nem voltak jellegzetes atmenetek azonosithatdak, és
jelentds hiszterézis mutatkozott a nyomasi és a huzasi gorbék kozott. Ez arra utal, hogy
a kohleat plasztikus alakvaltozast szenvedett, és a tii visszahizasanak kb. fél
masodperces idOtartama alatt nem tortént mérhetd strukturalis visszarendezddés. Tehat a

masodperces idéskalan a plasztikus deforméaci6 irreverzibilis.
6.2.2. Az eréspektrumok érvényessége

A kontaktus magassag ¢s topografiai magassag nagyon erds egyezése (kozel 1-es
meredekség, lasd a 19. A 4bran) aldtdmasztja azt, hogy az erdspektrum valoban azon

molekularis események lenyomata, amelyek akkor kdvetkeznek be, amikor a rugélapka
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tiije egy kohleat részecske valamennyi rétegén keresztiilhalad. Ez ugyanakkor nagyban
valoszinlsiti, hogy koriilbeliill megegyezd szamu atszarasi erdcsucsot kellene kapnunk a
,b” €s ,,d” szakaszban. Ugyanis a tekercs — elvileg — ugyanannyi membranréteget kell
tartalmazzon a felso és az also felében. Ezt megerdsiti, hogy 1-hez kdzeli ardnyossagot,
¢s aranylag erds korrelaciot talaltunk a ,,b” és ,,d” szakasz csucsainak a szama kozott
(19. B abra). Azt, hogy ez a korrelaci6 nem adodott ennél is szorosabbnak,
magyarazhatja az, hogy az atszuras soran olykor egyszerre tobb rétegen is atszaladhat a
ti. Ilyenkor, az egyszerre atszart rétegek erd-csticsai helyett egyetlen erd-csucs
jelentkezik. Ez a jelenség mind a felsd, mind az also rétegek esetén eléfordulhat.

Annak eldontésére, hogy a ,,b” és ,d” szakasz csticsai valoban membran-
kettosrétegek atszarasabol szdrmazd erdatmenetek-e, megvizsgaltam a szomszédos
csucsok kozti tdvolsagokat. Az er6csticsok kozti tavolsagok eloszlasa mind a ,,b”, mind
a ,,d” szakasz esetében multimodalis (20. A ébra). A legnagyobb relativ gyakorisag 5
nm-nél jelentkezett, ami jol megfelel a foszfolipid kettGsréteg vastagsaganak [4,5].
Eszerint a legtobb erdcsucs forméjaban jelentkezd atmenet egyetlen membran-
kettosréteg atszurasanak feleltethetd meg. Az ettdl eltérd csucs-csucs tavolsag értékek
két okra vezethetéek vissza. Egyrészt arra, hogy az atszrds sordn maga a tekercs is
alakvaltozast szenvedhet (6sszenyomodhat), ami miatt a ti altal megtett Gt nagyobb
lehet, mint ami csupan a membran-Kettdsrétegen valo athaladashoz lenne sziikséges.
Masrészt arra, hogy nem minden esetben membran-kettdsrétegek szakadnak at. Utobbit
tamasztja ala, hogy a hisztogramon (20. A abra) tovabbi maximumok voltak
megfigyelhetéek a 2,5 nm egész szamu tobbszordseinél, amely arra utal, hogy egyedi
foszfolipid rétegek, illetve rétegkombindciok atszarasa is megtorténhetett a mechanikai
manipulacié soran. Ez a megfigyelés megerésiti azon feltételezésiinket, miszerint a
szoros korrelaciotol valo eltérést, amelyet a csucsszam analizis soran tapasztaltunk (19.
B é4bra) a tobbszoros atszlrdsi események magyarazhatjak.

Az eldz6 bekezdésben az atszurasi erdcsucsok valtozasairdl megallapitottuk, hogy
az ismétlédési tavolsaguk megfelel a foszfolipid kettdsréteg vastagsaganak. Vizsgalni
kivantuk azt, hogy az erdkre vonatkozd ismétlddési minta megfelel-e a kohleatok
topografiai magassagvaltozasainak. Ezen hipotézis vizsgdlatdra részletes analizist
végeztiink a kohleatokrol késziilt magassag-kontraszt képeken (20. B-E abrak). A feliilet

magassagvaltozasainak hisztogramja egy fomaximumot mutatott 5,5 nm-nél. Ezen kiviil
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két kisebb maximum is jelentkezett 9,5 és 14,5 nm-nél. Ez az eloszlas és a
maximumértékek kitind egyezést mutatnak az erd-csucsok kozotti tavolsagok
eloszlasaval (20. A abra). Ez megerdsiti azt, hogy valdban a foszfolipid kettdsrétegek,
illetve kombinécidik szakadnak 4t a kohleatok mechanikai manipulacidja soran.
Osszességében az erdspektroszkopids mérés sordn regisztralt gdrbék valdban a
kohleatok mechanikai ujjlenyomatanak tekinthetdek (18. 4bra), a részecskék elasztikus
deformaciot a kohleatot alkot6 membranrétegek egyenkénti, vagy tobbszoros,

sorozatban torténé atszurasa okozza.
6.2.3. A kohleatok mechanikai ellenalloképessége

A kohleat elasztikus vagy plasztikus alakvaltozasahoz sziikséges erdk tiikrozik a
struktira mechanikai tulajdonsagait és szoros Osszefliggésben éallnak a nanorészecske
stabilitasaval. A kohleatok esetében tapasztalt merevség meglepden nagy (8,2+1,5 N/m,
Isd. 21. A abra). Ez az érték nagysagrendekkel tobb, mint példaul az iires
viruskapszidok, liposzomak, feliiletasszocidlt lipid kettdsrétegek vagy éppen

mikrotubulusok merevsége (II1. Tablazat).

III. Tablazat. Nanoméretii biomolekularis rendszerek mechanikai paraméterei.

Rugoéallandé (N/m)  Atszirasi eré (nN) Hivatkozasok

Ures viruskapszidok 0,11-1,03 0,6-53 [116-120]
Liposzémak 0,01-0,12 06-11 [121,122]
Hordozofeliileti lipid 0,01-1 04 -36 [123-125]
kettosrétegek™

Mikrotubulusok 0,074-0,1 0,3-0,5 [126,127]
Kohleatok 42-125 45 — 278**

*Merev hordozofeliilethez adszorbedlodott kettosrétegii foszfolipid membranok. A
nemzetkozi szakirodalomban hasznalt elnevezésiik: supported lipid bilayer (SLB), illetve
supported planar bilayer (SPB).

** A kohledtok felsé membranrétegeit figyelembe véve (v.0.:21. B dbra).

Réaadasul a kohleatok membranrétegei akar tobb szaz nN erdnek is ellen tudtak
allni anélkiil, hogy atszakadtak volna (21. B abra). Osszehasonlitasképpen egy egyedi
kovalens kotés felszakitasahoz sziikséges eré minddssze néhany nN (1,4+0,3 nN a S-Au
kotésre, és 2,0+0,3 nN a Si-C kotés esetén) [128]. Nagyfoku rendezettséget mutato
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fehérjestrukturak, mint a mikrotubulusok, vagy a viruskapszidok néhany szadz pN,
illetve legfeljebb néhany nN er6 hatasara Osszeroppannak. Még a merev
hordozofeliilethez adszorbealddott lipid kettdsrétegek is atszirhatoak legfeljebb néhany
tiz nN erével (III. Tablazat). Az extrém mechanikai ellenalloképesség arra utal, hogy a
kohleatokban a Ca®*-ionok foszfolipidekhez vald kotddésének hatasara egy tobbréteg,
nagyon szorosan pakolt, gyakorlatilag kristalyos szerkezet jon létre. Ezek alapjan a
kohleat struktara a folyadékkristalyos foszfolipid molekuldk egy 0j fazisat kell, hogy
jelentse.

6.2.4. Kohleatok plasztikus deformacioja

Figyelembe véve a zsirsavlancoknak a Ca’'-ionok okozta kristalyosodasat azt
varnank, hogy a kohledtok plasztikus deformacidja soran a membranrétegek eltolasat
nem koveti visszarendez6dés; tehat a deformacié irreverzibilis kell, hogy legyen. Ezt a
feltevést ugyanazon pontban tobbszér ismételt erdspektroszkopias vizsgalattal
ellendriztiik. Ennek soran csak az els6 benyomasi ciklus soran tapasztaltunk a kohleat
réteges szerkezetése jellemzd eréatmeneteket. A tovabbi ciklusok jellemzd atmenetek
nélkiili benyomadsi gorbéket és minimalis mértékii hiszterézist mutattak csak (22. A
abra). Ez arra utal, hogy az erdspektroszkdpia néhany masodperces iddtartama alatt a
szerkezet nem rendezddik vissza, tehat a kohle4tok, amennyiben a terhelés egy bizonyos
hatart meghalad, plasztikus, irreverzibilis deformaciot szenvednek. A perturbacionak
alavetett részecskéket a vizsgalat utan ujra pasztazva jellegzetes feliileti valtozasoknak
lehettiink tanui (22. B és C abrak), amelyek bizonyitjak, hogy a deformacié eredménye
hoszabb, jo par perces, akar oras idotdvon is maradando. Ez figyelemremélté annak
fényében, hogy a foszfolipid alapi rendszerek (pl. liposzomdk, feliilethez
adszorbealodott lipid kettdsrétegek) esetén a kettOsrétegli membran atszirasat
masodpercnél rovidebb id6 alatt bekovetkezd, spontan regeneralodas koveti [129]. A
permanens, plasztikus deformacié a szilard anyagokra, illetve a kiilonlegesen nagy
viszkozitasu folyadékokra (pl. iiveg, bitumen) jellemzd. A kohleatok esetén tehat az
eredetileg nagyfoku lateralis mozgékonysaggal rendelkezd foszfolipid molekulak
valoszinlileg egy sokkal rendezettebb, erdsebb kolcsonhatdsokkal —stabilizalt
struktiraban helyezkednek el. Vagyis a plasztikus deformécio irreverzibilitdsa kdzvetett

modon alatdmasztja, hogy a foszfolipidek a kiindulasi folyadékkristalyos fazisbol a
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kalciumionokkal valé kolcsonhatas eredményeképpen szilard, kristdlyos fazisba

keriiltek.
6.2.5. Szaraz és vizes kozegii kohleatok osszehasonlitasa

A szaraz és a vizes kozegli kohleatok mechanikai paramétereit egy az eldzéektol
fliggetlen kisérletsorozatban, masik kohledt mintan, masik rugodlapkat alkalmazva (Isd.
lentebb) végeztiik. A szaraz és a vizes kozegli minta kohleat-MLV aggregatumai kozott
nem volt figyelemreméltd morfologiai kiillonbség (23. abra). Megfigyelhet6 volt, hogy
mindkét minta benyomasi er6gorbéi kevésbé voltak strukturaltak, kevesebb er6-
fiirészfogat tartalmaztak, mint a 18. dbran bemutatott eréspektrum (24. ébra). Ennek a
méréshez hasznalt rugoélapkak kiilonbozosége az oka. Azokat a méréseket, amelyek
segitségével a kohleatok mechanikai jellemzését végeztik egy tetraéder alaku tiit
hordoz6 rugdlapka (AC 160, Olympus) segitségvel végeztilk szdraz kohleatokon. A
szaraz és Vvizes kozegli kohleatok mechanikai paramétereinek Osszehasonlitasahoz
hasznalt rugélapka par (Arrow UHF) ugyanolyan alaki, de szélesebb nyilasszogl tiit
hordoz (37. abra).

Arrow 9

AC 160 Arrow
tl sugar 7 nm 10 £2 nm
tli magassag 14 um 3+1um
eliils6 szbg 0x1° 20£1°
hatsé szdg 35+1° 35+1°
oldalsoé szdg 15+ 1° 30 +1°

37. dabra (4) Olympus AC 160 és (B) NanoWorld Arrow rugolapkak részletének
scanning elektronmikroszkopos felvétele. A lapkak végeén jol lathato a tetraéderes tii. A
képeket azonos nagyitasnal mutatom be, igy a tik alakjaban és méretében jelentkezo
kiilonbségek jol érzékelhetoek. (C) A rugolapkdk tiinek adatai. Az eredeti képek és a
specifikacio forrasa a forgalmazo weboldala volt:
https://afmprobes.asylumresearch.com. Letoltve: 2017. aprilis 7-én.

Minél szélesebb a tii nyilasszoge, annal nagyobb mértékben surlddik a tii oldala az
altala ttott lyuk széléhez az erdspektroszkopia benyomasi ciklusa soran. Az igy
keletkezd, un. él-ellenalldas hozzdadddik az egyedi membranrétegek atszirasaval
szembeni ellenallasahoz, mi tobb hamarosan meghaladja annak mértékét. Emiatt az

egyedi membranrétegek atszrasara jellemzd eré-atmenetek egyre elkentebbekke, végiil
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pedig kozel linedrisan ndvekvod jellé valnak. Az atszart membranrétegek ¢€lének
ellenallasa fontos adatokkal szolgal az egyedi kettOsrétegek tulajdonsagairdl. Az él-
ellenallasbol szamolhatd vonalmenti fesziiltség érték teljesen azonosnak, a=1,2 nN-nak
adodott mind a szdraz, mind a vizes kozegli kohledtokra. Ez az egyezés megerdsiti azt,
hogy az egyedi membranrétegek szintjén nincs strukturalis kiilonbség a szaraz és a vizes
kozegli minta kozott. Figyelemre méltd, hogy a kohleatok Ca**-stabilizalta membréan-
kettdsrétegeinek vonalmenti fesziiltsége mintegy két-harom nagysagrenddel haladja
meg a lipid kettésrétegekre jellemzd, tipikusan a néhany pN nagysagu értékeket
[104,130,131]. Ez a kettésrétegii foszfolipid membrannak a Ca®* hatasara bekovetkezé
kristalyosodasanak lehet a kovetkezménye.

A szaraz ¢és vizes kozegli kohleatok merevség, atszarasi erd és csucs-Csucs
tavolsag eloszlasai meglehetésen hasonldak voltak egymashoz (25. abra), ami azt
mutatja, hogy a részecskék f6 mechanikai paraméterei kiszaradva és folyadékban
megegyeznek egymassal. Ez arra utal, hogy a vizes kozegnek a mar kialakult kohleatok
szerkezetének stabilizalasa szempontjabol nincs jelentésége. Korabban megfigyelték,
hogy a kohleatok liofilizalhatoéak [8,82,132]. Eredményeink tanusaga szerint azonban a
kohleatok szerkezete nem csak a kiméletes fagyasztva szaritas, hanem az egyszeri
szaradas sordn is ép marad. Mi tobb, nem csak a kiilsé megjelenésiik marad véltozatlan,
hanem a mechanikai tulajdonsagaik is, ami a bonyolult belsé szerkezetiik
megtartottsdgara utal. Az erOspektroszkopia soran a vizes kozegli kohleatok is
plasztikus deformaciét szenvedtek, €s a deformécid jo par perces idéskalan sem relaxalt
(23. B 4bra). Osszességében tehat a foszfolipidek Ca**-ionokkal valo kolesonhatasa
kovetkeztében kialakuld kohleat szerkezet mar kozelebb 4ll tulajdonsagaiban a szilard,
kristalyos fazisu allapothoz, mint a folyadékkristalyos fazishoz. Mérési eredményeink
kozvetett mechanikai bizonyitékat szolgaltatjak a Ca**-ionok kettosrétegi DOPS

membranokat kristalyosité hatésara.
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6.3. Kohleatok diszpergalasa
6.3.1. Alkalmas diszpergaloszer keresése

Az acetat- és tartarationok még meglehetésen nagy (500 mM) koncentracidban
sem, vagy legfeljebb részlegesen tudtak szétbontani az aggregatumokat (28. abra). A
citration ellenben hatékonyan diszpergalta a kohledtokat. A diszpergalo hatéds fiigg a
koncentraciotol (29. abra): a kisérletekben alkalmazott lipid és kalciumkoncentraciok
esetén az optimalis diszpergalo hatast 200-212,5 mM a natrium-citrattal értiik el. Ennél
kisebb citrat-koncentracidknal az aggregatumok legfeljebb részlegesen estek szét, mig e
folott a kohleatok orids vezikuldkkd alakultak. Tehat a citration, egy viszonylag sziik
koncentracié tartomanyban alkalmazva, a kohleat-vezikula-aggregatumok hatékony
diszpergald agenseként hasznalhato.
kohleat mintat hosszabb ideig allni hagyjuk, a kohleatok membrantekercs-szerkezete
felbomlik és a részecskék orias vezikulakka alakulnak (30. B abra). Ez azért torténhet,
mert a feleslegben jelen 1évd citrationok lassanként hozzaférnek a membranrétegek
kozott talalhaté, a szerkezetet stabilizalo Ca**-ionokhoz, és komplexaljak azokat.
Amennyiben a részecskék diszpergalasa utan eltavolitjuk a rendszerbdl a citrationokat, a
kohleatok tekercses szerkezete megtartott marad, mi tobb, a részecskék, noha
tilepedhetnek, de hossza id6 (napok, hetek) alatt sem fognak wjra aggregalodni (30. C
abra). Ha a diszpergalt majd citration-mentesitett rendszerhez Gijra Ca®*-ionokat adunk,
ismét aggregacio 1ép fel (31. abra). Ez a megfigyelés megerdsiti, hogy a citration a
diszpergalé hatdsat a Ca?*-ionoknak a részecskék feliiletérdl torténd eltavolitasaval
fejheti ki. Ezért marad a rendszer szerkezetileg és aggregacios tekintetben is hosszi
idén keresztiil stabil, ha a diszpergalds utdn mind a Ca®-, mind a citrationokat

eltavolitjuk a kohleatok melldl.
6.3.2. A citration nem befolyasolja a kohleatok topografiajat

Joggal meriilhet fel a kérdés, hogy a diszpergalasra megfelelé koncentracioban és
ideig alkalmazott citration befolydsolja-e a kohleatok szerkezetét. Elso
megkozelitésként feltételezhetjiik, hogy nem, mivel a diszpergalt mintak faziskontraszt-

mikroszkopos képein (29. és 30. A dbrak) ugyanolyan, néhdny mikrométer hossziisagu
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rudacskakat figyelhetiink meg, mint amilyenek a kontroll mintdk aggregatumaibol
allnak ki, illetve olykor az aggregatumok kozott szabadon is felfedezhetéek (27. abra).
KézenfekvOnek tlinik, hogy ezek a diszpergalt rudacskdk az aggregatumokbol
felszabadul6 egyedi kohleatok. Az alkalmazott felbontds azonban nem elegendé annak
megallapitasara, hogy ezek az objektumok valoban kohleatok-e, ezért a mintakon AFM
képalkotast végeztem. Megallapitottam, hogy a diszpergalt mintdk valoban kohleatokat
tartalmaznak, melyeken a kontroll minta kohleatjaihoz képest (39. abra) semmilyen
szembeszOko topografiai kiilonbség nem volt megfigyelhetd (32. és 40. abrak). Jol
latszott, hogy a citrattal kezelt mintadk kohleéatjai egyedi részecskékként, nagyjabol
egyenletesen eloszolva boritjak a felszint. Ezzel ellentétben, a kontroll minta kohleatjai
donté tobbségben aggregatumokat alkottak. Mindez arra utal, hogy a citration,
megfeleld koncentracioban alkalmazva, képes az aggregalt kohledtok hatékony
diszpergalasara anélkiil, hogy azok szerkezetét karositana. Erdekes jelenség, hogy mig a
kontroll, aggregélt kohledtok jol tapadtak az enyhén negativ toltésii csillamfeliiletre,
addig a diszpergalt kohleatok egyaltalan nem. Ez utdbbiak vizsgalatahoz a polilizinnel
boritott, pozitiv toltésti csillimfelszin bizonyult alkalmas szubsztratnak. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy mig az aggregalt minta részecskéinek feliileti toltése pozitiv,
a diszpergalt¢ mar negativ lehet. A feliileti toltés valtozasa alatdmasztja azt az
elképzelésiinket, hogy a diszpergalas és stabilizalas alapja a Ca**-ionoknak a feliiletré]
torténd kivonasa. A Ca**-ionokat a feliiletr8l eltavolitva, a negativ tSltésti lipid-

fejcsoportok elektrosztatikus arnyékolasa nagymértékben gyengtil.
6.3.3. A citration nem perturbalja a membrantekercsek belsé szerkezetét

A kontroll és citrationnal diszpergalt kohleatok topografiai hasonlosaga nem zarja
ki annak lehetdségét, hogy belsd, finomszerkezeti kiilonbségek legyenek a mintdk
kozott. Ezért a kohledtok belsd szerkezetének vizsgalatara kisszogli rontgenszoras
(SAXS) vizsgalatokat végeztiink. A SAXS moddszerei képesek feltarni a citrationnak a
szomszédos membranrétegek rendezettségére és egymassal valod térbeli csatoltsagara
(korrelacidjara) kifejtett esetleges hatasait [133]. A DOPS-bdl készitett MLV minta
diffrakcios spektruman jelentkezé nagyon széles, diffiz szorasi cstcs (33. abra a
spektrum) a jorészt nem korrelalt, multilamellaris rendszerekre jellemz6 [133]. MLV-

6l 1évén szo, a korrelacid hianya elsé meggondolasra meglepdnek hathat, azonban
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tekintetbe kell venniink, hogy a DOPS az alkalmazott pH-n erésen negativ feliileti
toltésti kettOsrétegeket alkot, melyek taszitjak egymast. A Ca®" hozzaadésa a szerkezet
jelentés megvaltozasahoz vezet. A kontroll kohleat minta azonos tavolsagban 1évo
Bragg-csucsai (33. abra, b spektrum) nagyfoka rendezettséget mutatd, periodikus,
lamelléris allapotra utalnak. A rétegek ismétlddési tavolsaga 5,15 nm, ami j6 egyezést
mutat a Nagarsekar és mtsai. altal kohleatokra mért 5,1 nm-es értékkel [22]. Ez a
tavolsag egy foszfolipid kettdsréteg vastagsaganak felel meg [4,5]. A citrationt
tartalmazé mintakban a Bragg-csticsok helyzete gyakorlatilag nem valtozott (33. abra, ¢
¢és d spektrumok), az ismétlddési tavolsag ezeknél 5,18 nm-nek adddott. A minddssze
0,03 nm kiilonbség nem szamottevd. Ez azt jelenti, hogy a citration nem befolyésolta a
kohledt nagyfokt rendezettségét. A cstcsok intenzitascsokkenésének feltehetdleg
méréstechnikai oka van. (A mintdkat ugyanis a mérdkapillarisba vald betoltés utdn
centrifugaltuk. Mivel a mintdk kiilonb6z6 méretli részecskéket, egyes esetekben
aggregatumokat is tartalmaztak, igy kiilonb6z6 mértékben iilepedtek le. Ennek
kovetkeztében a kapillarisok alsé részén, ahova a rontgennyaldbot fokuszaltuk,
kiilonb6z6é mennyiségii lipid helyezkedett el az egyes mintak esetén.) A nagyobb
tapasztalt monoton novekedése (33. abra, d spektrum) az aggregatumoknal kisebb
részecskék jelenlétére utal. Ez a dezaggregiaciés folyamat soran felszabadulo
kohleatokat és lipid vezikuldkat egyarant jelentheti. A jelenség a kontroll és a kis
aggregatumok szordsa nem jarul hozza ehhez a régidhoz.

Az EDTA-t tartalmazo minta diffrakcids spektruma egy széles, elkent csucsot
mutat a 2 nm™-nél kisebb értékek felé, amire egy hatarozott, 0,91 nm™-nél jelentkezé
Bragg-csucs szuperponalodik (33. abra, e spektrum). El6bbi az MLV minta diffrakcios
spektruman tapasztalthoz (33. abra, a spektrum) hasonlo jellegzetesség, ami
korreldlatlan kettOsrétegi membranok jelenlétére utal. Utobbi pedig rendezett
multilamellaris struktarak jelenlétét valosziniisiti. Az ezekhez tartozd periodicitas 6,8
nm, ami a kohleatokénal (5,15 nm) szamottevOen nagyobb. A kettdsrétegek pakolasa
tehat joval lazabb ebben a rendszerben, mint a kohledtokban. Ez logikus kdvetkezménye
annak, hogy az EDTA nem csak a kohleatok feliiletérdl, hanem a belsejiikbdl is kivonja

a Ca’*-ionokat, aminek hatasara a kohleatok szorosan pakolt tekercsszerkezete
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megbomlik, ¢és kiilonbozé szamu, valtozatos mértékben korrelalt kettOsrétegii
membranokbol allo vezikulak jonnek 1étre, ahogy a 41. abran is latszik.

A SAXS mérések tanlsaga szerint a citrationok nem valtoztattdk meg sem a
kohleatok lamellaris rendezettségét, sem a membranrétegeik kozti ismétlédési
tavolsagot. Tehat, a kohleatok belsé szerkezete nem szenved valtozast, ha a
citrationokat rovid ideig, és legfeljebb az optimdlis diszpergald koncentracioban

alkalmazzuk.
6.3.4. A citration diszpergalé hatasanak molekularis mechanizmusa

A citration diszpergald hatdsanak molekularis mechanizmusat felderitendd
infravorés — spektroszkopias méréseket végeztink. Az infravorés — spektrumok
munkankban bemutatott hiarom régidja a foszfat, metilén, illetve észter
karbonilcsoportok nyujtasi rezgéseit tikrozi (34. abra), melyek a foszfatcsoport
hidrataltsagarol, a zsirsavlanc rendezettségérdl, illetve a glicerin csoport hidrataltsagarol
nyujtanak informacidt. A foszfatcsoport rezgései nagymeértékii valtozast szenvedtek,
amikor a DOPS SUV-ok Ca®* hataséara kohleatokka alakulnak (34. A 4bra, b spektrum).
Az aszimmetrikus nyujtasi sav eltolédasa és a szimmetrikus nyujtdsi sav négy
képzOddésére utal [39]. A kohleatokban a metiléncsoportok nyujtasi rezgéseinek a
liposzomaknal tapsztalthoz képest kisebb hulldmszamok felé valo tolddasa (34. B abra,
b spektrum) a zsirsavlancok szorosabb pakoldsara utal, ami logikus kovetkezménye a
lipid fejcsoportok és Ca**-ionok kozti szoros kolcsonhatisnak. Az észter
karbonilcsoport rezgési savjainak keskenyebbé véldsa is a mozgasi szabadsag jelentds
csokkenésére utal, mig a kisebb hullamszamok felé valod eltolodasuk (34. C abra, b
spektrum) 0 hidrogénkotések kialakulasanak kovetkezménye lehet [41,42]. Citration
hozzaadéasara kisebb koncentraciondl nem tapasztaltunk érzékelhetd valtozast sem a
foszfatcsoportok, sem a metiléncsoportok, sem az €szter karbonilcsoport rezgéseiben
viszont a Ca®*-foszfat kolcsdnhatasra jellemzé nyGjtasi savok relativ intenzitisa
csokkent (34. A 4bra, d spektrum), ami arra utal, hogy a Ca**-foszfat komplexek egy
része felhasadt. Ezzel parhuzamosan a zsirsavlancok rendezettsége csokkent, a

glicerinvaz hidrataltsdga és mozgasi szabadsaga pedig nétt, ahogy a metiléncsoportok
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nyujtasi rezgéseinek a nagyobb hullamszamok felé vald eltolodasabol (34. B abra, d
spektrum), illetve az észter karbonil-savok rezgéseinek szélesedésébdl  és
intenzitascsokkenésébdl (34. C abra, d spektrum) kovetkeztethetd. A beszaradt mintan
az észter karbonilcsoport keskeny savjai hatarozotabban jelentkeztek (35. abra, d
spektrum). Mivel a kisebb viztartalomndl mért spektralis jellemzOk joval
specifikusabbak a kozvetlen molekularis kolcsonhatasokra, a keskeny savok jelenléte
alatamasztja, hogy a minta, ennél a citration koncentracional is, jelentés mértékben
tartalmaz kalciumot kotott foszfolipid populaciot. Amikor 50 mM EDTA-t adtunk a
kohleatokhoz, a foszfatcsoport felhasadt savjai teljesen eltintek (34. A 4bra, e
spektrum), vagyis teljesen megszint a Ca**-ion és a foszfatcsoportok kozti
kolcsonhatas. A szimmetrikus metilén nyujtasi rezgések hullamszdm-novekedése (34. B
abra, d spektrum) a zsirsavlanc rendezettségének csokkenésére, a kiindulasi
liposzomakéhoz hasonlo allapot elérésére utal. Erre utal az észter karbonilcsoport
spektrumanak DOPS liposzéma spektrumahoz hasonlé megjelenése is.

Osszefoglalva, az FTIR spektroszképia eredményei arra utalnak, hogy az
optimalis diszpergalo koncentracidoban alkalmazott citrationok csak egy részét tavolitjak
el a Ca?"-ionoknak a kohleatokbol. Ugyanakkor a SAXS mérések szerint a kohleatok
belsé szerkezete nem szenved valtozast ennek hatasara. Ez a két kisérleti eredmény arra
utal, hogy a Ca**-ionok elvonasa elsGsorban a részecskék feliileti lipid fejcsoportjait
érintheti, de a tekercsek belsejében kétott Ca**-ionok koncentracidja nem, vagy csak kis
mérteékben csokken. Természetesen nem zarhaté ki, hogy a kohleatoknak a
citrationokkal vald Osszekeverésekor atmenetileg az egyensulyindl nagyobb citration

koncentracio 1ép fel lokalisan, ami néhany kohleat felbomlasdhoz vezethet.

89



DOI:10.14753/SE.2018.2179

7. Kovetkeztetések

7.1. Kohleatok kialakulasa

A kohleatok kialakulasat leir6 kiilonféle modellek (Isd. 2.1.2 fejezet)
kiegészitésekre szorulnak. Az unilamellaris liposzéméak Ca®*-ionok medialta fuzidja és
aggregacioja elsésorban nem planaris foszfolipid kettdsrétegekhez, vagy multilamellaris
kettdsréteg halmokhoz vezet, hanem multilamellaris vezikula aggregatumok
kialakuldasdhoz. Mivel az aggregatumokban kezdetben egyaltaldn nem, vagy legfeljebb
elvétve, néhany nap mulva azonban nagy szdmban taldlunk kohleatokat, azt
feltételezhetjilk, hogy a multilamellaris vezikuldk alakulnak &t valamilyen
mechanizmussal membrantekercsekké. Tekintve, hogy a kohledtok viszonylag lassan
szaporodtak fel a mintdban, ugyanakkor atalakulasi koztitermékeket nem sikeriilt
egyértelmiien azonositanunk, azt feltételezhetjiikk, hogy az MLV—kohleat atalakulas
igen gyors, egyiranyu, véletlenszeriien lejatszodo folyamat. A részlegesen tekeredett
szerkezetek elemzése ramutatott, hogy legtobbszor nem egyetlen, hanem tobb
parhuzamos foszfolipid kettOsréteg tekercselddése alakitja ki a kohledtszerkezetet. Az,
hogy a minta kiszaritasaval ledll az MLV-k kohleattd alakulasa, azt mutatja, hogy a
vizes kozegnek fontos szerepe van a kohleatképzodésben. Az atalakulds pontos

mechanizmusanak megértéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
7.2. Kohleatok szerkezeti és mechanikai tulajdonsagai

Az atomieré-mikroszkop kivaldan alkalmasnak bizonyult a kohleat topografia és
belsO szerkezet néhany specialis tulajdonsaganak nagyfelbontast vizsgalatara. Az AFM
képek megerdsitették a kohleatok korabban felallitott szerkezeti modelljét, és
megmutattak, hogy a tekercsek tartalmazhatnak belsd ilireget. Az erdspektroszkopias
mérések segitségével egyedi részecskéket vizsgalva azonosithatdé a kohleatok
nanomechanikai ujjlenyomata, melynek segitségével feltarhaté a részecske belsd
szerkezete ¢€s mechanikai tulajdonsdgai. A membrantekercsek mas biomolekularis
rendszerekhez képest anomadlisan nagy, kb. 1-15 N/m rugéallandoval (merevséggel)
rendelkez6 struktirak. Kiugréan nagy erdk (tobb tiz, akar néhdny szadz nN) sziikségesek
a tekercs atszarasahoz, ami azonban — a mérések idéskalajan irreverzibilis — plasztikus

alakvaltozashoz vezet. Mivel a szaraz ¢és vizes kozegli kohleatok mechanikai
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paraméterei azonosak, a vizes kozeg nem jatszik szerepet a mar kialakult
membrantekercsek stabilizalasaban. Az egyedi membranrétegek vonalmenti fesziiltsége
(1,2 nN) nagysagrendekkel haladja meg a folyadékkristalyos allapotu foszfolipidekeét.
Ez, valamint a foszfolipidek atszaras utani visszarendezddésének hidnya bizonyitja a
kettosrétegek kristalyos allapotat. Az atszards sordn az egyes membranrétegek
fliggetleniil viselkednek, vagyis nem allnak mechanikai csatolasban egymassal, ami két
dolgot jelenthet. (1) Elképzelhetd, hogy a szomszédos lipid kettsrétegek fejcsoportjai
nem Ca*-hidakkal kotédnek egymaéshoz. A nagyszamu Ca*'-keresztkotés ugyanis
nagyon erds csatolast kellene, hogy biztositson a rétegek kozott, ami nem vezethetne
egymastol fiiggetlen, azonos erejii atmenetekhez. Kivéve, ha azt feltételezziik, hogy a
Ca®* keresztkotések dinamikus atrendezédésre képesek. Ebben az esetben viszont
szamithatnank az atszlrt rétegek legalabb részleges visszarendezddésére is a perturbaciod
utdn, amit nem tapasztalunk. Lehetséges, hogy a Ca®* csak az egyes rétegeken beliili
szomszédos fejcsoportokat koti keresztbe, és az igy kialakuld, nagyrészt dehidralt,
toltésarnyékolt fejcsoport-rétegek van der Waals vagy hidroféb kolcsonhatasokon
keresztiil asszocialédnak egymashoz. (2) Lehetséges, hogy a rétegek egymason vald

elmozdulésa nem a fejcsoportok, hanem a zsirsavlancok kozotti sik mentén torténik.
7.3. Kohleatok diszpergalasa

A citration koncentraciofiiggben hatott a kohledt aggregatumokra. Kis
koncentracioknal lazitotta a szerkezetiiket. Megfeleld koncentracioban alkalmazva
diszpergalta azokat, mig ennél nagyobb toménységben hasznalva a tekercsek felnyiltak.
Ez a hatés annak tulajdonithat6, hogy a citration képes arra, hogy az oldatban talalhato
szabad Ca**-ionok egy részét megkosse, igy csokkentve azok koncentracidjat. A kisebb
szabad Ca’* koncentracio a PS-Ca*" kotddést a disszociacio iranyéba tolja el. EbbSl a
szempontbdl a kohleatok PS-Ca** komplexei két részre oszthatok: (1) egy feliileti,
konnyen hozzaférhetd és (2) egy belsd, takarasban' 1évé hanyadra. A Ca?* PS

------

! Altalanosit6 megfogalmazas. Azt, hogy a Ca*"-ionok belsé rétegekbdl valo kisramlasat a sztérikus
takaras, a rétegek kozti vizes kozeg hidnya, a membran-kettGsrétegek Ca?*-ionokkal, illetve az
alkalmazott diszpergaloszerekkel szembeni kis permeabilitasa, vagy esetleg mas tényezok milyen
mértékben befolyasoljak, nem allt médomban megéallapitani.

91



DOI:10.14753/SE.2018.2179

sebességét a kohleat és az oldat kozti kémiai potencialgradiens nagysaga hatarozza meg.
A citration Ca®* iranti asszociacios konstansa (pK4=3,17) egy nagysagrendbe esik és
valamivel kisebb a PS molekuldénal (pK;=3,9). A citrationok ¢és a PS fejcsoportok
versengenek a szabad Ca?*-ionokért. A citrationokat a PS-nél nagyobb koncentracioban
kellett alkalmaznunk ahhoz, hogy annyi szabad Ca®*-iont megkdssenek, ami a kémiai
potencidlgradienst megfeleld mértékben tolja el ahhoz, hogy az inkubacié viszonylag
rovid ideje alatt a konyebben hozzaférhetd feliileti PS-Ca®* komplexek disszocialjanak.
A mérsékelt kémiai potencidlgradiens nem teszi lehetdvé, hogy a belsé rétegek Ca?'-
ionjainak is legyen idejiik kidramolni, még mieldtt a diszpergaloszert puffercserével
eltavolitanank. Ha nem torténik puffercsere, az optimalis diszpergald koncentracioban
alkalmazott citration hosszabb 1d¢ alatt természetesen a tekercsek belsejébdl is kivonja a
Ca**-ionokat.

A joval nagyobb Ca®" iranti asszocidcids konstanssal (pKz=10,75) bir6 EDTA a
szabad Ca*-t nagysagrendekkel nagyobb affinitdssal koti meg, pillanatszer(i, hatalmas
névekedést okozva a Ca”*-ionok kémiai potencialgradiensében. Ez olyan mértékben
tolja el a PS-Ca?* komplex egyensulyat a disszociacio felé, és gyorsitja fel a Ca**-ionok
kiaramlasat a kohleat belsejéb6l is, hogy a jellegzetes tekercs-szerkezet szinte
pillanatszeriien bomlik fel. A joval kisebb asszociacios konstansu borkésav (pKa=1,8)
és ecetsav (pKs=0,53) azonban még viszonylag nagy koncentracidban alkalmazva sem

tud elég Ca®*-iont kivonni a részecskékrdl, ezért nem is képes diszpergalni azokat.
7.4. Uj tudomanyos eredmények

(1) Megallapitottam, hogy — a korabban gondoltaktol eltéréen — a kohleatok
unilamellaris liposzomakbol vald képzddése soran elészor multilamellaris
vezikula-aggregatumok keletkeznek, és ezek alakulnak 4t néhany napos hetes
id6tartam soran membrantekercsekké. Az atalakulas csak vizes kozegben

megy végbe.

(2) Atomieré-mikroszkopos erdspektroszkopia segitségével azonositottam a
kohleatok nanomechanikai ujjlenyomatat, ami jol jellemzi az egyedi
membrantekercsek szerkezeti és mechanikai tulajdonsédgait. A kohleatok —
mas rendezett biomolekuléris struktirdkhoz viszonyitva — anomaélisan nagy

merevséggel, kimagaslo  atszurdssal  szembeni  ellendlloképességgel
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rendelkeznek. A  kohleatok kettOsrétegi membranjainak vonalmenti
fesziiltségét 1,2 nN-ban allapitottam meg. Ez igen nagy érték, ami, a
mechanikai  perturbacié  soran jelentkezé irreverzibilis,  plasztikus
deformécioval egyiitt kdzvetett bizonyitékot szolgaltat a foszfolipid membran
kristalyosodasara. A kohledtok membranrétegei nem allnak mechanikai
csatolasban egyméssal. Ez felveti annak lehetSségét, hogy i.) a Ca®*-ionok
csak ugyanazon kettdsrétegen beliil 1étesitenek keresztkitéseket a foszfolipid
fejcsoportok kozott; ii.) a szomszédos rétegeket van der Waals és hidrofob

kolcsonhatasok rogzitik egymashoz.

(3) Modszert dolgoztam ki kohledt aggregatumok diszpergalasara, ami azon
alapul, hogy a citrationokat megfeleld koncentracidoban, puffercserével kell
alkalmazni. A kidolgozott mdodszernek megfeleld eljarasban a citration nem
karositja a kohleatok jellegzetes membrantekercs-szerkezetét. A kohleat-
struktiira megOrzését szolgald diszpergalas molekuldris hattere az, hogy a
Ca’*-ionokat csak a kohleatok feliiletérél kell eltavolitani, anélkiil, hogy a

tekercs belsd rétegeit stabilizalo Ca?*-ionokat is kivonnank.
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8. Osszefoglalas

A kohleatok negativ  toltésti  foszfolipidek Ca**-ionokkal stabilizalt
membrantekercsei amelyek geometriaja a mielinhiivelyre emlékeztet. Egyes vizsgalatok
szerint  biokompatibilis mikro-nanoméretii  gyogyszerhordozoként szolgalhatnak,
azonban mindmaig keveset tudunk képzdédésiik mechanizmusardl és mechanikai
tulajdonsagaikrol. Fejlesztésiiket, vizsgalatukat és alkalmazasukat erdsen akadalyozza,
hogy hajlamosak az aggregaciora. Doktori kutatdmunkam célja a kohleatok (1)
szerkezetének és képzddésének vizsgalata, (2) mechanikai tulajdonsagaik jellemzése, és
(3) az aggregalt kohleatok diszpergalasara alkalmas modszer kifejlesztése volt. Egyedi
kohleatok szerkezeti ¢és nanomechanikai jellemzését végeztem el atomierd-
mikroszkopos képalkotas és erdspektroszkopia segitségével. Megallapitottam, hogy a
Ca?*-ionok hozzdadéasara a kiindulasi unilamellaris liposzomak elészor multilamellaris
vezikuldkat képeznek, €és késobb ezek alakulnak 4t membrantekercsekké. A vezikuldkat
koriilvevo vizes fazis eltavolitasaval a kohleatképzddés leall. Rogzitettem a kohleatok
nanomechanikai ujjlenyomatat, aminek elemzése megmutatta, hogy a kohleatok, mas
biomolekularis rendszerekkel Osszehasonlitva, anomélisan nagy merevséggel &és
mechanikai ellenalloképességgel birnak. A szdraz ¢és vizes kozegli részecskék
mechanikai paramétereiben nem mutatkozott kiilonbség, ami arra utal, hogy az
eredetileg folyadékkristalyos lipidrendszer dehidralt, kristalyos struktirava alakult a
Ca’*-ionok hozzdadasara. A kohleatok szilardnak mondhato membranrétegei
mechanikai értelemben fiiggetlenck egymastol, ami valosziniisiti a rétegek kozti Ca?'-
keresztkotés hianyat. Az egyedi kohleat-rétegek kozotti mechanikai csatolas hianya
lehetdséget adhat a kohle4dtokok bizonyos foku alakvaltozasara. Eljarast dolgoztam ki
kohleat aggregatumok diszpergéldsara, melynek 1ényege, hogy a kohleatokat rovid ideig
eltavolitjuk a Ca*'- és citrat-ionokat. Ez az eljarés sem a részecskék alakjat, sem a belsd
szerkezetét nem valtoztatja meg; a citration csak a kohleat feliiletén 1évo, a foszfolipid
fejcsoportokhoz kotott, Ca**-ionokat tavolitja el. Ez az eljaras utat nyithat a kohleat
hatéanyag-hordozok  melléktermékektél  valé  elvalasztdsa,  méreteloszlasuk
szabalyozasa, feliileti modositasuk, valamint sejtekkel valdé kolcsonhatasuk és

biodisztribuciojuk vizsgélatdhoz.
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9. Summary

Cohleates are spirally curving membrane rolls formed from negatively charged
phospholipid membranes stabilized by Ca** ions. Several studies have suggested that
they may serve as potential biocompatible micro-nanoscale drug delivery vehicles.
However, still little is known about the mechanism and driving forces of their formation
and their mechanical properties. Furthermore, their propensity to aggregate severly
hinders production development, physico-chemical analysis and pharmaceutical
application. The aims of my doctoral studies were to (1) follow the formation of
cochleates, (2) assess their mechanical properties, and (3) develop a method to disperse
aggregated cochleates. | carried out topographical and structural-nanomechanical
characterization of individual cochleate particles by atomic force microscopy imaging
and force spectroscopy. It was observed that when Ca®*-ions were added to unilamellar
liposomes, multilamellar vesicles form first, then these aggregated vesicles transform
into membrane rolls. Drying the vesicles stopped cochleate formation. | recorded the
nanomechanical fingerprint of cochleates which revealed that cochleates exhibit
extreme stiffness and mechanical resistance compared to other ordered, nanoscale
biomolecular systems. Mechanical parameters of dry and hydrated cochleates are
similar, indicating that the originally liquid crystalline lipid system transforms into a
dehydrated, crystalline structure upon calcium addition. Solid-like membrane layers of
cochleates are mechanically independent of each other, thus allowing for shape changes
and slow dynamics. | developed a method to disperse aggregated cochleates, the essence
of which is to add citrate ions at a proper concentration to cohleates, incubate for a short
time, then remove Ca®* and citrate ions from the ageous phase by buffer exchange.
Citrate ions applied transiently and in appropiate concentration do not modify either the
shape or the internal structure of cochleates. Citrate removes Ca’* ions from
phospholipid headgroups of the surface of cochleates, but it does not affect the Ca®*—
lipid interaction stabilizing the inner membrane layers of cochleates. This method may
facilitate the development of cochleate drug delivery systems by enabling several
technological and analytical advancements (e.g., separation of cochleates from
byproducts, controlling size-distribution, surface modification, studying cell-interaction,

and biodistribution) that were hitherto hindered by aggregation.
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teremtésétol fogva alkotasainak értelmes vizsgalata révéen meglathato. Ennél fogva

nincs mentSégiik- " Rémaiakhoz irt levél 1,20
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13. Melléklet

38. dbra Gyors elegyitéssel késziilt kohleat mintik AFM amplitudo-kontraszt képe. A
mintakat kozvetleniil a gydrtds utdn cseppentettiik a csillamfeliiletre, majd ultrasziirt
tisztitott vizzel mostuk, és Ny gdz lassu dramdval megszaritottuk. A képek a
mintaelokészités utan két héttel késziiltek.
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39. d@bra Dializissel eléallitott kohleatok AFM amplitudo-kontraszt képei.
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40. dbra Citrationnal diszpergalt kohleatok AFM amplitudo-kontraszt képei.
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25 um

—

41. dbra 50 mM EDTA hatasa az aggregalt kohleatokra (faziskontraszt-mikroszkopos
felvétel). A DOPS és Ca®* névieges koncentrdacidja 3,1 mM volt.
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