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DLS dinamikus fényszoras (Dynamic Light Scattering)
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DPPG 1,2-diplamitoil-foszfatidil-glicerin

DTAB n-dodecil-trimetil-ammoénium bromid

ECM extracellularis matrix

EDC N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid

EO etilén-oxid

FTIR Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia
HA hidroxiapatit

HTAB n-hexadecil-trimetil-ammonium bromid

INH izoniazid

LB Langmuir-Blodgett

LS Langmuir-Schéffer

OCA tengelyszimmetrikus csepp-profil analizis (Optical Contact Angle)
OTAB n-oktil-trimetil-ammonium bromid
PAMAM poli(amidoamin)

PBS fiziologias s6 koncentracioji foszfat puffer (Phosphate Buffered Saline)
PD polidiszperzitas

PEI poli(etilén-imin)

PEO poli(etilén-oxid)
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PLGA tejsav-glikolsav kopolimer

POM poli(oximetilén)

PPO poli(propilén-oxid)

QCM kvarckristaly mikromérleg (Quartz Crystal Microbalance)

SLB szilard feliilet segitségével szétteriild liposzomabol kialakul6 lipid

kettdsréteg (Supported Lipid Bilayer)
TBC tuberkul6zis

TTAB n-tetradecil-trimetil-ammonium bromid
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1. Bevezetés

Napjainkban a természettudomanyos kutatasok jelentds része az egészségiigyhdz
kapcsolodo folyamatok megértésére és az ezen a tudason alapulé fejlesztésre iranyul. A
téma sokszinliségét és bonyolultsagat mindennapi életiinkben is tapasztaljuk a kutatasok
eredményeként megsziileté gyogyszerek, gyodgyaszati segédeszkozok altal. A
gyogyszerek fejlesztését a megjelend rezisztens, multirezisztens fajok is iddszerivé és
stirgdssé teszik. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) is felfigyelt ezekre a
tendencidkra, és jelentds kutatasfejlesztési tdmogatassal kivanja 6sztondzni az eziranyt
vizsgalatokat. Az emlitett okok miatt fontosak azon kutatasok, melyek olyan kdrnyezet
kialakitasat ttizték ki célul, ami a baktériumok ¢és egyéb korokozok szamara
kedvezOtlen, de az Osszetettebb szervezetekre nem gyakorol szédmottevd hatast.
Manapsag a korhdzi rezisztens baktériumfajok altal okozott megbetegedések komoly
problémat jelentenek az orvosoknak. Mivel a gyogyszeres kezelés nehézkes és draga,
egyre nagyobb igény jelentkezik a megelézésre. Bar a megelézésre mar 1847-ben
Semmelweis Ignacnak koszonhetden felfigyelhetett volna a vilag, mégsem lett gyorsan,
sz¢les korben elfogadott a fertétlenitészerek hasznalata. Manapsag a prevencios
modszerek is tovabb fejlodtek, tigymint feliiletkezelés, példaul koérhazi agynemiik,
falak, illetve egyéb szilard feliiletek antibakterialis tulajdonsagainak fejlesztése. Ezek a
fejlesztések sok stlyos betegség kialakulasaért feleldés baktériumok felszaporodasat

gatolhatjak meg [Ignatova, 2012].

Amennyiben mégis kialakul a betegség, hatékony, célzott gyogyszerekre van
sziikség. A korszerli gyogyaszat a lehetd legkevesebb mellékhatassal rendelkezd, az
adott korokozora specialisan kifejlesztett hatoanyagokat részesiti elényben. Az egyik
ilyen globalis megoldasra var6 kor, a fert6zé betegségek koziil is kiemelten, a
tuberkulozis [WHO, 2015]. A betegséget a Mycobacterium tuberculosis baktérium
okozza, mely ellen a XX. szazad kozepén kifejlesztett gyogyszerek eredményesen
vették fel a harcot. A hatékonysaguk ellenére jelentés problémat okoz az elnyujtott
kezelési idd, a paciensek nagymértékil egyiittmiikodésének sziikségessége A tény, hogy
a sikeres kezelés csak kombindlt antituberkulotikumokkal érheté el, valamint a
megjelent  (multi-, poli-, extrém-) rezisztens  baktériumok és  egyéb,

antituberkulotikumokra nem reagal6 baktériumfajok megjelenése is [Caminero, 2010].



Ezen kutatdsok sordn szerzett tapasztalatok nem csak a korokozok elleni
kiizdelemben hasznosithatok. A szervezetbe beépitett gyogyaszati segédeszkdzok, mint
idegen anyagok, komoly valaszreakciot valtanak ki a szervezetben. Egy implantatum
behelyezése utan hosszi az a gydgyulds, amig az idegen anyag feliiletén kialakul a
sziikséges biofilm, mely mar az adott szervezet részét képezi. A biofilm kialakulasanak

segitésével a paciens és a korhaz szamara is eldnyds megoldas sziilethet.

Munkdmban a bakteridlis fertézés elleni hatéanyagjeldltek 0j formulajanak
jellemzésével, illetve a fertézés megelozésével kapcsolatban a  bioaktiv
feliiletkezelésnek  egyszertsitett ~ modellrendszeren  vald  tanulmanyozasaval
foglalkoztam. Remélhetéleg ezen folyamatok megértése hozzajarulhat a hatékony

gyogyszer, illetve megel6z6 védekezés kifejlesztéséhez.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Biokompatibilis, bioaktiv feliiletek

Az orvosi implantatumok, fliggetleniil az anyaguktol, a beiiltetés utan néhany
masodperccel mar nem specifikusan kotddd fehérjeréteggel boritottak. Ez az
adszorbedlt réteg beinditja/aktivalja a védekezé mechanizmust, az idegen test reakciot,
ami végiil Is egy rostos tok kialakulasahoz vezet, ami a szovettdl elvalasztja az eszkozt.
Mas esetekben ugyanez a folyamat membranok, szenzorok poérusait, feliiletét zarja el
(blokkolja), valamint megakadalyozza a hatéanyag felszabaduldst a gyogyszerhordozo
részecskébdl. Sok eszkdz 1ényegében azért nem mitkddik, mert a kornyezd szovetekkel
nincs meg a megfelelé kapcsolata [Meyers, 2012]. Egyre nyilvanvalobb, hogy a sejtes,
molekularis kolcsonhatasoknak a biologiai rendszer —idegen anyag hatarfeliileten
makroszkopikus kovetkezményei vannak. Az implantatumok kovetkez6 generaciojanak
sikere attol fiigg, hogy az eszkdz feliiletének szelektiv modositdsa altal mennyire
lehetséges a bioldgiai kommunikédciot biztositani. A szelektiv feliiletmddositas
hozzajarulhat az implantatum hatékony miikodéséhez, ami a szdvetekkel valod

kompatibilitast, a kivant erds, biztos dsszeépiilést jelenti.

A feliilletmoddositas célozhatja a bioaktiv, illetve a biokompatibilis bevonat
kialakitasat. A biokompatibilitas, vagyis az ¢él6 szervezet miikodésének zavartalan
fennmaradasa nélkiilozhetetlen feltétel. A bioaktivitas ennél tObbet, a hatarfeliileti
kolcsonhatasok iranyitasat jelenti. Implantatumok esetén 4altaldban a természetes
szovettel valdé minél gyorsabb Osszeépiilés eldsegitését varjuk el. Vérrel érintkezo
idegen anyag esetében az a kedvezd, ha olyan modon bioaktiv a feliillete, hogy nem
indukalja a véralvadast, és igy a trombozist [Kiss, 2003]. A szoveti reakcid, amit az
idegen testtel valod érintkezés valt ki, részleteiben jol ismert, feltart folyamat
[Castner, 2002; Meyers, 2012]. A lényege a befogadd és az eszkdz kozotti hatasos
kommunikaci6é hianya, ami a fehérjék nem specifikus megko6tddéséhez vezet. Az €16
szervezet, ezzel szemben, specifikus molekularis markerek rendszerét hasznalja arra,
hogy a sejtek és a kornyezé szovetek kolcsonhatasait szabalyozza. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az implantatum feliiletén a megfelelé6 molekularis markerek hianya
felelds azért, hogy a szervezet az implantatumot idegen testnek tekinti. Ebbdl adodik az

idegen test reakcid elleni kiizdelem kétféle megkdzelitése, amit idealis esetben
9



egyiittesen alkalmazhatunk. Egyrészt meg kell akadalyozni a nem specifikus fehérje
adszorpciot, vagyis ,¢szrevétlenné” kell tenni a feliiletet. Masrészt bioaktiv
komponensek feliilethez vald rogzitésével elérhetjiik a megfeleld biologiai rendszer —
anyag kolcsonhatasokat. A felileten 1évé ,,jelad6” molekulak, vagy molekula
fragmensek hozzajarulnak a bioldgiai kdrnyezetben érvényesiilo természetes funkciok

utanzasahoz.

A feliilethez valo rogzitésnek két fo lehetdsége a kémiai kapcsolas kovalens
kotés kialakitasaval, illetve a fiziszorpci6. Mindkét mddszernek vannak eldnyei és
hatranyai. A kovalens kotéssel rogzitett molekula nem deszorbealodik, hiszen erds
kapcsolata van a feliilettel. Nehézséget jelent ugyanakkor, hogy az eldallitas csak
lépésenkénti kémiai reakcioval lehetséges, €s minden hordozé mas-mas technikat kivan.
A degradécio leginkabb oxidacid vagy hidrolizis altal megy végbe. A kémiai kapcsolas

foként fehérjét nem adszorbeald bevonat kialakitasara hasznalatos.

A fiziszorpcid esetében elektrosztatikus és/vagy hidrofob kdlcsonhatas az, ami a
feliileti réteget a hordozohoz kapcsolja. Jorészt peptidek, fluorofeliiletaktiv anyagok
rogzitésére alkalmazzak. Jellemzdje, hogy alapvetden gyenge kolcsonhatas, de a
nagyobb molekulak, peptidek, fehérjék, mas polimerek méretébdl kovetkezd
tobbszorozodés erdssé teszi azt. Fém, oxid, valamint polimer feliiletek boritadsara
hasznaljak oldatbol valdé adszorpcidval. Stabilitdsa kisebb, mint a kémiai kapcsolas
esetében. A molekuldk deszorbedlodhatnak vagy kémiai bomlason mehetnek at.

Mindkét féle bevonat kialakitasara alkalmas.

Kang és Lee [Kang, 2007] arr6l szamolt be, hogy rozsdamentes acélra ugy
kapcsoltak kémiai kotéssel biokompatibilis polimert, hogy a fémet elektropolirozas utan
perkénsavval kezelték, ami hidroxilcsoportokat alakitott ki a feliiletén. Titan feliilet
aktivalasara is kidolgoztak hasonldé moddszert [Fan, 2006]. Azok az eljarasok, amelyek
nagy energidji kezelést, szerves oldoszert, UV-aktivalast foglalnak magukban,

tobbnyire nem alkalmasak bioaktiv molekuldk feliileti rogzitésére.

A fiziszorpcids stratégia szinte barmilyen anyaghoz megfeleld, altalaban enyhe

koriilmények kozott megy végbe, igy érzékeny biokomponensekre is alkalmazhato.
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2.2. Feliiletmodositas polimerekkel

2.2.1. Peptid tartalmt bevonatok

Az implantitumok természetes szovetekkel valdo Osszeépiilésének eldsegitése,
gyorsitasa elsdsorban fogaszati, ortopédiai, de mas orvosi teriileten is nagy jelentoségu.
Leroviditi a gyogyulasi folyamatot, illetve tovabbi mitéteket eloz meg a biztonsagos

rogziilés miatt.

Az extracellularis matrix (ECM) és a sejtek kolcsonhatdsat tanulméanyozva
feltartdk ennek mechanizmusat. ECM fehérjék sejtmembran receptorokhoz kotddve
befolyasoljak a sejtadhéziot és -szaporodast. Ma mar szamos természetes €s szintetikus
biomolekularol ismert, hogy képes ezt a hatast kivaltani. A sejt-ECM kolcsonhatas
meghatarozo 1épése a csonttal vald Osszeépiilésnek, de érzékeny az implantatum feliileti

Osszetételére és szerkezetére is.

A feliiletmodositas hatékony modja annak, hogy javitsuk a sejt-ECM
kolcsonhatast, és fokozzuk a csont biomechanikai stabilitasat. Ha olyan anyagokbdl
képeznek feliileti bevonatot, mint polilizin, kollagén, €s sejt adhéziot eldsegitd peptidek,
fibronektin, laminin, vitronektin, specifikus peptid szekvencidk, a modositott bioanyag
felillet képes szabalyozni a sejt-ECM kolcsonhatast. Tobb ilyen szekvenciat
azonositottak, amelyek részt vesznek a receptorral valé kdlcsonhatasban: RGD, IKVAV
és YIGSR. Ezek kozil az RGD, amit a fibronektinben fedeztek fel 1984-ben,
valdszintileg a legismertebb integrink6td domén. Az RGD feliileti immobilizalasanak
sok elénye van: konformacio valtozasra nem érzékeny, feliileti stirlisége konnyen

szabalyozhato, orientacidja kedvezd a ligandum-receptor kolcsonhatashoz.

A hidroxiapatitot (HA) széles korben vizsgaljdk mint bevonatképz6t, mivel
kémiailag és biologiailag hasonld a csont és a fog szervetlen anyagahoz. A HA-nak, bar
direkt biologiai szigndl funkcidja nincs, ugy taldltdk, hogy példaul titdn feliileten
fokozza a csontképzddést és javitja a szomszédos csonthoz valo kotddést. Ezért
célszerlinek latszott a HA bioaktiv bevonat tulajdonsagait tovabb javitani RGD feliileti

immobilizalasaval. Yang és munkatarsai kidolgoztak az RGD HA-hoz val6 kapcsolasat
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¢s megallapitottak, hogy a kémiai kapcsolassal kotott RGD nagyobb stabilitast mutat,
mint a fiziszorpcioval kotott [ Yang, 2009].

A fogimplantatumok esetében is nagy jelentdség a titan feliilet csontszdvettel
vald Osszeépiilése, melynek elésegitésére, meggyorsitasara egy masik megkozelités a
bioaktiv peptid kozvetlen rogzitése a szilard feliiletre. Ebbdl a célbol foszfattartalmi
bevonatot tanulmanyoztak, mivel a foszfat nagy affinitast mutat a titanoxid feliilethez.
Bemutattak, hogy foszforilacioval nagyobb mennyiségii peptid volt a feliilethez kdthetd,
mint adszorpcidval, bar a stabilitas az elsé esetben sem volt kielégité [Abe, 2010]. Oya
€s munkatarsai [Oya, 2009] szintén titan feliiletre PEO kémiai kapcsolasaval rogzitették
a molekula masik végéhez kapcsolt RGD tripeptidet, ami a sejtadhéziot segiti eld. A
megtapadt sejtek (MC3T3-E1) szamaban, morfologiajaban, a megindult
differencialédasban nem, de a kalcifikaléddsukban talaltak kiilonbséget, igy arra a

kovetkeztetésre jutottak, hogy a bevonat ndveli a titdn csontszovettel vald

kompatibilitasat.

A szilard feliiletre rogzitett, bioldgiai funkcidval rendelkezd peptidek esetén
megoldand6 probléma az, hogy mikézben a peptid hozzaférhetd a biologiai kozegben
jelenlévd ,partner” komponens szamara, a bioldgiai matrix egyéb molekuldi ne
kotddjenek a felszinhez. Ez a kovetelmény mar a biokompatibilis feliiletek eloallitasanal
felmeriilt. J6 megoldasnak bizonyult szdmos alkalmazéasban a polietilén oxiddal (PEO)

valo feliileti boritas, ami a nem specifikus fehérje adszorpciot eredményesen szoritotta

vissza [Golander, 1988; Bajpai, 2008; Kiss, 2008; Unsworth, 2008].

A masik feladat a feliilethez vald rogzités, ami a kémiai kapcsolas mellett
fiziszorpcioval is megoldhat6. Mivel sok szilard feliilet jellemzéen negativ t6 ltési, igen
elterjedt moédszer a kationos polimerek adszorpcidja. A pozitiv toltésti oldallancot
tartalmazo lizin, poliaminosav formdban megfelel ennek a kovetelménynek, igy a
lehetséges polielektrolitok koziil kiemelkedik a polilizin. Ez a polielektrolit fiziologias
pH-n nagy toltésslirliségii linedris polimer, amely erdsen kotddik iiveg, fém és egyéb
felilletekhez, amelyeken negativ toltésti csoportok alakithatéoak ki. Ezen ,sejt
letapaszto” tulajdonsaga régoéta ismert [Mazia, 1975]. Biologiai mintak, sejtek
elektronmikroszkopos vizsgéalatdhoz rogzitd rétegként alkalmazzak, mivel tobbféle sejt

er6sen tapad és teriil el anélkiil, hogy életfunkcioit elvesztené volna. A polilizin
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modositott valtozatai, tobbek kozott gydgyszer hatdoanyag hordozoként is alkalmazhatok

[Hudecz, 1985; Mezo, 1993; Nagy, 2003; Szabo, 2004].

A két funkciot, a fehérje taszito jelleget és a feliileti kotodést egy molekuldban
egyesitve, titdn felillet peptiddel valdo funkcionalizalasarél szamolt be Tosatti
munkatarsaival [Tosatti, 2003]. A polimer polilizin gerincre fésiiszertien kapcsolt PEO
lancokbol allt, mely a PEO lancok végén tartalmazta a bioaktiv peptid
molekularészletet. A réteg, PEO tartalmanak koszonhetden, rovid idejii fehérjetaszitd
tulajdonsagot mutatott plazma jelenlétében. Az oldallancvégi peptid csoportok pedig
alkalmasak az integrin tipusu sejt receptorokkal valé kolcsonhatasara, ami elGsegiti a

szoveti integraciot.

A feliiletmodositasi gondolat hasonld Meyers és munkatarsai vizsgalataban, amikor is
stent (értagitd hald) feliiletére rogzitettek bioaktiv peptidet tartalmazd réteget
[Meyers, 2011]. A megfeleld stabilitasti felvitelt polimer adszorpcidval valositottak
meg. Az eljaras egyszerl, oldatba martassal kivitelezhetd, ami tekintve a stent bonyolult
geometridjat, gyakorlati eldnyt jelent. A polimer egy oligoaminosav, aminek egyik
végén a szilard feliilethez kapcsolodd szekvencia van, mig a masik vége a biokativitast
mutato részlet. A bifunkcios peptid bevonatot Ugy tervezték, hogy az RGD szakaszt,
ami a vérlemezkék megkotddését is eldsegiti, egy masik peptid szekvenciaval

helyettesitették, ami szelektiven csak az endotelizaciot serkenti.

Nagyszamt munkaban az ilyen feliiletek biologiai tesztelésére 6sszpontositanak,
¢s ritkan fordul eld, hogy a feliileti bevonat eldallitasanak részleteivel, vagy a kialakitott
film fizikai-kémiai jellemzdivel probaljak 6sszefiiggésbe hozni a biologiai viselkedést.
En annak bemutatasara torekedtem, milyen fizikai-kémiai tulajdonsagok, paraméterek

hatarozhatoak meg a feliileti rétegekrdl ehhez az esetleges Osszevetéshez.
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2.2.2. Antibakterialis bevonatok

Az antibakterialis hatéanyagok alkalmazasa torténhet oldott forméaban, mint
ahogy a vizoldhato gyogyszerek, vagy fert6tlenitd, lemosd folyadékok hasznalatakor
megvalosul. Szilard feliiletek tartds fertOtlenitésének masik, célszerti és hatékony
megoldasa az antibakterialis feliileti bevonat kialakitdsa. A pordzus szilard anyagot
érdemes atitatni az antibakterialis anyaggal. Ebben az esetben a kdrokozé pusztulasdhoz
a bioaktiv feliilet baktériummal vald érintkezése vezet. A bevonatoktol tartds hatast
varunk el, igy érthetd, hogy a stabil rogzités meghatarozo jelentdségli. Ugyanakkor ugy

kell megoldani a feliileti rogzitést, hogy a molekula biologiai aktivitasa is megmaradjon.

A nem-oldatos antimikrobialis polimerek fejlesztése megkivanja, hogy a
tulajdonsagokat feliileti bevonatként tudjuk vizsgalni. A szerkezet—aktivitds kapcsolat

megismerése segiti az 0j polimerek tervezését és szintetizalasat [ Ignatova, 2012].

Antimikrobialis tulajdonsdgi polimer anyagok ko6zott vannak szintetikus
polimerek és olyanok is, amelyek szerves €s szervetlen Osszetevokbdl épiilnek fel
[Munoz-Bonilla, 2012]. Szerkezetiikt6l fiiggetleniil a kationos, amfipatikus molekulak
(peptidek, természetes €s mesterséges polimerek) antimikrobialis tulajdonsaguak, és egy
egyediilalld altalanos mechanizmus szerint hatnak. Féként az elektrosztatikus erdk
iranyitjak ezt a mechanizmust, mely az antimikrobidlis molekula kationos csoportja és a
kettOsrétegli lipid membran negativ oldala k6zott alakul ki. Emellett a van der Waals
kolcsonhatas érvényesiil az antimikrobialis molekuldk és a foszfolipidek hidrofob részei
kozott. Ezt az altalinos mechanizmust tobb paraméter befolyasolja, ugymint
() membran  Osszetétel, (i) antimikrobialis molekulak jellege, (iii) kornyezeti
paraméterek (homérséklet, s6 koncentracio, stb.). Az antimikrobidlis szintetikus
polimereket fertétlenitésre €s antimikrobidlis bevonatok kialakitasara ipari teriileteken is
felhasznaljak. Antimikrobidlis polimerek antibiotikumként is hasznilatosak a
gyogyszeriparban, a célorganizmusok skaldjatol, és attol fliggden, hogyan keriilhetd el a
toxicitds (hemolitikus aktivitds, az emldsok vordsvérsejtjeinek elpusztitdsa). Mivel a
szerkezet—tulajdonsag kapcsolatban nagyrészt nincs kiilonbség, a polimereknek harom
feltételnek kell megfelelniiik: (i) a polimernek vizoldhaténak kell legyen, hiszen a
mikrobak vizes kozegben szaporodnak, (ii) a polimer tartalmazzon hidrofob részt,

amivel a sejtmembranhoz tud kotddni és (iii) kationosnak kell lennie, hogy adhézioval a
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mikroba sejtfalaba jusson. Szamos vizoldhato szintetikus polimerrdél bizonyitottak mar
be az antimikrobialis hatast, példaul poli(4-vinil-N-hexilpiridinium bromid) alkilalt,
poli(etilénimin)  (PEI), funkcionalizalt  polimetakrilaitok  [Kenawy, 2003,
Waschinski, 2005; Adelmann, 2009]. A legtobb tanulmanyozott vizoldhatd kationos
antimikrobialis polimer linearis [Gao, 2007]. Az elagazé PEI-alapu polimerek, ideértve
a dendrimereket is, lehetéséget nyujtanak arra, hogy szabalyozzuk a molekula alakjat és
a feliileti kolcsonhatasokat [Chen, 2000; Pasquier, 2008]. A vizoldhat6 hiperelagazasos
polimerek igéretes alternativat jelentenek, mivel amfipatikusak, és néhany jellemz6

peptid tulajdonsagot is hordoznak.

2.3. Hatoanyagok membranaffinitdsa

2.3.1. Lipid monoréteg technika

A lipid monoréteg technika a molekuldris kdlcsonhatdsok meghatarozasara
alkalmas a bioaktiv komponens ¢€s a lipidbdl allo sejtmembran Langmuir-rétege kozott.
A Langmuir-mérlegben létrehozott rendezett lipidréteg a bioldgiai membrannal sokkal
kevésbé komplex rendszer [Maget-Dana, 1999; Brezesinski, 2003], ugyanakkor fontos
¢s jol definialt modell, mivel szamos paraméter, a striiség, a lipid Gsszetétel, az alsd
fazis és a homérséklet valtoztathatdé [Glomm, 2009]. A monoréteg technika az utdbbi
két évtizedben igen elterjedt lett, mivel egyszerii eszkéz alkalmazéasaval értékes
informaciot szolgaltat [Kiss, 2004]. Egyre tobb kozlemény jelenik meg kiilonb6zé
hatdanyagok, gyogyszerjelolt molekuldk biologiai membranhoz vald affinitasdnak

tanulmanyozasarél [ Deleu, 2005; Hac-Wydro, 2005; Dynarowicz-Latka, 2001].
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Az ilyen vizsgélatok gydgyszerészeti, gyogyaszati jelentdésége nagy, mivel
hozzajarulnak ahhoz, hogy a hatéanyag sejtbe jutasanak valdsziniiségét, illetve ennek
modjat fel tudjuk deriteni, valamint megfeleld gyogyszerhordozd rendszereket

fejleszthesstiink.
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A lipid molekuldk viz—levegd hatéarfeliileten kialakitott rendezett rétege, a
Langmuir-film a biolégiai membran legegyszeriibb modelljének tekinthetd
[MacRitchie, 1990; Kiss Eva, 2006]. Mint ahogy a terjedelmes irodalombol kiragadott
néhany példa a tovabbiakban mutatja, ezzel az egyszeri, egyrétegli membranmodellel is
értékes informaciok nyerhetok az egyes hatdanyagok membranszerkezetre,
permeabilitasra gyakorolt hatasardl, a hatéanyag penetracidjarol, a lipidrétegbe vald
behatolas és beépiilés mértékérdl. A keverék filmek kvantitativ analizisébdl pedig
megallapithatd a lipidfilm kompresszibilitdsara, stabilitdsira gyakorolt hatdsanak

jellege.

Jablonowska és munkatarsai dipalmitoil-foszfatidilkolin (DPPC) monoréteg
modellen ibuprofén hatoanyag koncentraciofiiggd hatasat vizsgaltak
[Jablonowska, 2007]. Megallapitottak, hogy a hatéanyag kis koncentracioban
kondenzalja a lipidréteget, mig nagyobb koncentracioban alkalmazva a hatés ellentétes,
a lipidréteg szerkezetét fellazitja, megbontja. Ezeknek a valtozdsoknak fontos szerepe
lehet a membranfunkcioban. Hasonld kdvetkeztetésre jutottak Ronkart és munkatarsai
egy antibiotikum (azitromicin) membrannal valé kolcsonhatasat tanulmanyozva [Fa,
2006]. A molekula beépiilése a lipid monorétegbe a hidrofob lancok koz¢, szélesitette a
fazisdtmeneti tartomanyt, és entalpidjat Iényegesen csokkentette. A membranalkoto
molekuldk rendezettségének és fluiditasdnak ilyen valtozasa a permeabilitast ndveli,
ami Osszefliggésben van az azitromicin endocitézisra gyakorolt hatasaval. Eszerint a
hatdanyag, toltésallapotatdl fliggden a lipidréteg felszinén vagy az alkillancok kozott
helyezkedett el. Az eredményekbdl szamitott paraméterek a lipidfilm rendezettségének
csOkkenésére mutattak. A kisérleti munkak mellett molekuladinamikai szimuldciordl is
beszamolnak, ami szintén a rendezett lipidréteg ¢és a hatdéanyag molekula

kolcsonhatasanak megismerésére iranyult [Pickholz, 2007].

Masrészr6l Jedlovszky és munkatarsai szamitogépes szimulacio soran DPPC

crer

(kloroform, halotan, dietil-éter és enfluran) kolcsonhatasat a lipidréteggel azonos

homérsékleten és kétféle nyomdson vizsgaltdk. Megallapitottdk, hogy a nyomastol

crer

[Fabian, 2015].
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A Langmuir-mérleges modszerben a membran Osszetétele az egykomponensii
lipidfilmhez képest tetszélegesen modosithatd, mialtal a biologiai membran Gsszetételét
kozelité modellrendszerhez jutunk. Zhao és Feng az egyik legelterjedtebben hasznalt
rakellenes szer (paclitaxel) DPPC monoréteggel vald kolcsonhatasat vizsgalta, annak
fliggvényében, hogy a lipidfilm mennyi koleszterint tartalmazott [Zhao, 2006]. A
Langmuir-mérleges eredményekbdl megallapitottak, majd AFM és FTIR vizsgalatokkal
is alatamasztottak, hogy a koleszterinnek kondenzalé hatdsa van, ami gatolja a
hatoanyag behatolast, melynek klinikai kovetkezményei is vannak. Ezzel 6sszhangban
van Banerjee értékes tapasztalata, ami ugyancsak a paclitaxel membranpenetracidjara
vonatkozott [Preetha, 2006]. Az egészséges és rakos sejtek membranjat eltérd
Osszetételi monoréteggel modellezve arra a megéallapitasra jutott, hogy a hatéanyag-
behatolas jelentdsen kisebb a beteg sejteknek megfeleld monorétegbe, mint az
egészséges sejt lipidfilmjébe. Ezt a kiilonbséget a membran Osszetételével, a beteg
sejtmembran nagyobb koleszterin és szfingomielin tartalmaval hozta osszefliggésbe. A
membranmodell komponenseinek megfeleld megvalasztisaval a szelektiv kotddés is
meghatarozhat6. Erre példa egy gombaellenes hatéanyag hatdsmechanizmusanak
felderitése, amelyben a toxikus €s kevésbé toxikus szarmazékok Osszehasonlitasdban

fontos informaciot szolgaltatott a monoréteges technika [Hac-Wydro, 2005].

Annak tanulmanyozasa, hogy a hatdéanyag hogyan ¢€piil be a lipidfilmbe, abbol a
szempontbol is fontos lehet, hogy megfeleld stabilitasu liposzomas gyogyszerhordozot
tudjunk kialakitani. Ismert tény, hogy a rakellenes hatéanyagként szamontartott
miltefozin oralis terapidja stilyos mellékhatasokkal jar. Mivel az allatkisérletek alapjan a
hatdanyag liposzomas alkalmazasa biztatd eredményeket mutatott, részletesen
foglalkoztak a miltefozin, lipid, koleszterin monoréteges keverékrendszerek analizisével
[Mifiones, 2006]. A keverékizotermak analizise segitségével megallapitottak azt az

Osszetételt, amelynél a legnagyobb stabilitas varhato.

A gybgyszerek jobb hatdsanak elérése érdekében a hatdoanyag molekula kémiai
modositasa, illetve specidlis szerepli molekuldval valéo kapcsolasa is igéretes eljaras
[Manea, 2005]. Pignatello és munkatarsai egy modellhatoanyagot kétféle olyan
molekularészlettel kapcsoltak, amelyek varhatdéan megnovelik a membranhoz valod
affinitasat [Pignatello, 2006]. A moddositas hatasat monoréteges, valamint liposzomas

rendszerekben, tovabba differencidl szkenning kalorimetrids modszerrel kovették. A
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konjugatumok viselkedésének Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy nem egyszeriien a
lipofilitasndvelés, hanem az amfipatikus jelleg fokozésa az, ami eldsegiti a membrannal

val6 kolesOnhatast.

A tiidé miikodéséhez nélkiilozhetetlen tiid6 feliiletaktiv anyagnak nevezett
keverék egyik f6 komponense is lipid, a DPPC. Emellett mas fontos fehérje tipusu
komponenseket is tartalmaz. Ezek hatdsat, és a tiidofunkciot befolyasold segitd €s gatld
mechanizmusokat  részletesen  tanulmanyoztdk  Perez-Gil és  munkatarsai
[Serrano, 2006]. A DPPC tiid6beli jelenlétébdl adodik a kovetkeztetés, hogy a
tuberkulézis kezelésére alkalmas hatdoanyagot DPPC-s liposzomas gyogyszerhordozdval
célszerli a szervezetbe juttatni. Ehhez végzett monoréteges modellkisérleteket Banerjee

¢s munkatarsa a monorétegek dinamikus vizsgalataval [Chimote, 2005].
2.3.2. Kettdésréteg modellek

A lipid monoréteg mellett szintén az egyszerlibb membranmodellek kozé
tartoznak az Gn. kettsréteg modellek. A lipid molekulakbol képz6dd kettOsréteg,
melyet két lipid monoréteg alkot, hidrofob felével egymas felé fordulva, a valodi
sejtmembran lipidszerkezetét tiikrozi. A lipid kettdsréteg sik elrendezédésii, amikor
szilard hordozofeliiletén alakitjak ki (SLB), vagy zart, sejtszerti képzOdmény, amit

vezikuldnak vagy liposzomanak neveziink.

A T
e WSS 00
2,7/ NI AR

AN

2. 4bra Liposzéma és hordozon kialakitott lipid kettdsréteg vazlatos rajza

A szilard feliileten elhelyezkedd kettdsréteg hordozoja lehet iiveg-, csillam-,
vagy sziliciumlapka [Zhao, 2012]. llyen modellrendszerekben a lipidréteg polaris
fejcsoportja a hordozo felé néz, mig a szénhidrogén lancok a masodik monoréteg

szénlancaival vannak érintkezésben. Szamos eldénylik van a lipid vezikulakhoz
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hasonlitva. Ezeket a modellrendszereket konnyti eldallitani, és sokkal stabilabbak, mint
a lipid vezikuldk [Loose, 2009]. Szabalyozhat6 a lipid aszimmetria is, vagyis
eléallithato eltérd lipid Osszetételii also és felsd réteg, ami a vezikulas rendszereknél
nehezen érhetd el. Tovabbi elény, hogy mivel ezek a membranszerkezetek szilard
hordozofeliiletén helyezkednek el, feliiletérzékeny modszerekkel példaul atomi erd
mikroszkopiaval jellemezhetéek, ami megint csak egyszeriibb, mint a szabadon usz6
vezikulak vizsgalata [Mingeot-Leclercq, 2008; Goksu, 2009]. Ugyanakkor a klasszikus,
hordozds kettdsrétegek legnagyobb hatranya, hogy nem jeleniti meg a sejtmembran
fluiditasat, mobilitasat. A lipidréteg kozelsége a szildrd feliilethez modosithatja a
rendszer tulajdonsdgait, ami hatidssal van a membrankomponensek mobilitdsara, az
idegen komponens bejutasaban szerepet jatszd molekularis kodlcsonhatasokra. Ezen
probléma megoldasara készitettek olyan hordozos kettGsréteget is, amelyben az els6
lipidréteget alkotd6 molekuldkat tavtartd, flexibilis lancon keresztiil kotik a szilard
hordozohoz [Rossi, 2007]. A hordozds kettdsréteg masik hatranya, hogy gyakran
tartalmaz hibakat, vagyis nem folytonos a kettdsréteg. Ezért a kdlcsonhatasi-vizsgalatok
elott célszerli a kettdsréteg integritasat ellendrizni. Eléallitasuk a Langmuir-Blodgett-

technikaval, vagy a liposzomak Kiteritésével lehetséges.

A kettosréteg  modelleket is alkalmazzdk hatoanyagok, elsdsorban
membranpenetrald természetes ¢s mesterséges peptidek hatdsanak vizsgalatara. A
nyerhetd informacié kevéssé kvantitativ, liposzomak esetén leginkdbb a membran

integritasanak megsziinése, vagyis a liposzéma , kilyukadasa™ detektalhato.

Munkdmban a Langmuir-monoréteg modell adta lehetdségeket akartam
kihasznalni a tenziometrikus mérésekben, valamint a lipidréteg szerkezetvaltozasanak

nagyfelbontast képi tanulmanyozasaban, kettdsréteg-modelleket eddig nem vizsgaltam.
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2.4. Gyogyszerhordozo6 nanorészecskek és az AFM

A nanoanyagokat tartalmazo termékek szama az utobbi évtizedben folyamatosan
novekszik. 2014 elején, egy vizsgalati jelentésben tobb, mint 1800 olyan fogyasztasi
cikket jeloltek meg, amik nanoanyagokat tartalmaznak [Beddoes, 2015]. Ezek a
sporteszk6zoktol, az élelmiszereken at a textil termékekig, gyermekjatékokig terjednek.
A nanorészecskéknek emellett oOridsi jelentdsége van a kiillonbozé orvosbiologiai

alkalmazasokban, mint pl. gyogyszerhordozok, teranosztikumok, szenzorok.

A nanorészecskék taldlkozdsa az €10 szervezettel tobbféle uton lehetséges: a
boron at, a szemben, a légzdszerven, vagy az emésztorendszeren keresztiil. Ezt

szemlélteti a vazlatos alabbi abra.

3. abra A nanorészecskék szervezetbe jutasanak fobb utjai [Beddoes, 2015]

A gyogyszerhordozd nanorészecskék esetében is vannak torekvések arra, hogy a
szokdsos szdjon at bevehetd vagy kozvetleniil a véraramba injektalhatd formak mellett
olyan készitményeket, formuldkat is kifejlesszenek, amelyekkel alternativ utat vagy
éppen célzott bevitelt valositanak meg. A tiidé betegségeinek kezelésében kézenfekvd a
légz6szerven keresztiili bejuttatas, megkimélve ezaltal a szervezet egészét. Erre a célra
alkalmaznak aeroszol készitményeket, de folynak kutatasok hatéanyag tartalmu

polimer, lipid és kompozit nanorészecskék kifejlesztésére is.
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Ezeknek a lehetdségeknek a kihasznalasa a nanorészecske pontos megtervezését
igényli. El tudja-e latni megfeleloen feladatat, a hatéanyag hordozasat, a hatéoanyag
védelmét a szervezet kiilonbozé kémiai kornyezetet jelentd részein, a programozott
hatdéanyag felszabaditast, a célba juttatast, valamint azt, hogy a ,kiiiriilt” hordoz6 ne
halmozo6djon a szervezetben, késébbi problémat okozva. Ezek mind a nanorészecske
tulajdonsagaitol, a biologiai rendszerrel valo kdlcsonhatastol fiiggnek. Ezért rendkiviil
fontos a bioldgiai rendszerrel vald kolcsonhatas folyamatanak, Iépéseinek, ennek
molekuldris részleteinek  feltardsa, megismerése. A  nanorészecsék tudatos
alkalmazasaval csaknem egyid0s a nanotoxicitds kérdésének felvetése. Ez nem
meglepd, hiszen ennek megitélésében, a valoban veszélyes rendszerek kisziirésében is a

meghatarozo, az €16 szervezettel vald kdlcsonhatasok megismerése, elemzése.

Amikor a nanorészecske a szervezetbe keriil, feliiletén nagyon rovid id6 alatt
fehérjeréteg alakul ki, aminek mindsége, Osszetétele iranyitja a tovabbi biologiai
folyamatokat. A biokompatibilitas egyik sziikséges, de nem elégséges feltétele éppen
ehhez kapcsolodik. Cél, a nem specifikus fehérje adszorpcid visszaszoritasa,
megakadalyozasa. Ez feliilletmodositassal, tobbek kozott hidrofil polimerrel vald
boritassal oldhaté meg [Stolnik, 2001; Kiss, 2014]. Ugyanakkor a gydgyszerhordozo
nanorészecskének be kell jutnia a sejtekbe, igy kolcsonhatdsba kell lépnie a
sejtmembrannal. Ez a folyamat tobbféle mechanizmus szerint megvalosulhat (4. abra),
de ezek iranyitasdban a méret mellett szerepe van a feliileti tulajdonsagoknak is

[Yameen, 2014].

Phagocytosis ~ Macropinocytosis(>1Hm)
Clathrin-independent
Endocyfosvs (~90 nm)

( . Clathrin-dependent Caveolin-'dependent
) Endocytosis(~120 nm) Endocytosis (~60 nm)

= |
{. ) ff ?\ prS-éAm
\ ¥7// \ipHMMS ) Recyclin endosome
Ea yendosome

4. abra Kiilonboz6 méretli részecskék  sejtbejutdsanak  lehetdségei:  fagocitozis,
makropinocitozis, klatrinfliggetlen és  klatrinkozvetitett, valamint kaveolinfiiggd
endocitdzis [Yameen, 2014]
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A nanorészecskék sejtbejutdsanak biologiai vizsgalata mellett fontosak, bar nem
gyakoriak az egyszerlsitett modellrendszerekkel végzett kisérletek, valamint a
szamitogépes szimulaciok. Molekuladinamikai szimulacioval Choe és munkatarsai
példaul arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy szénjellegli nanorészecskék a tiido
membrankomponensei koziil a fehérjékkel kevésbé, inkabb a lipidkomponensekkel
mutatnak kolcsonhatast [Choe, 2008]. Gyogyszerhordozd nanorészecskék lipid mono-
vagy kettOsréteggel valo kisérleti vizsgalataval kevés munka foglalkozik. Ezek tobbsége
a nanorészecskék méretétdl fliggd hatasra Osszpontosit, elsdésorban a toxicitas
szempontjabdl [Roiter, 2008]. Két ilyen kézleményben a tiid6 lipidosszetételéhez kozel
allo modellel végzett kisérletr6l szamolnak be, amelyben kiilonb6zd méretii
nanorészecskék szerkezetmddositd hatasat hasonlitottak 6ssze AFM-es vizsgalatokkal

[Harishchandra, 2010; Dwivedi, 2014].

Az AFM alkalmas a nanorészecskék méretének meghatarozasara, a tii és a
mintafeliilet kozotti kolcsonhatds mérésének alapjan. A mintat x-y iranyban pasztazva
3D-s képet ad a feliiletr6l. Mivel mitkkddésének alapja az erdmérés, nanorészecskék
felilletén 1évé hatdanyag, stabilizator jelenlétét is megerdsitheti [Fanun, 2010]. A
gyogyszerhordoz6 kolloidok méretmeghatarozasat altaldban fényszoras méréssel
végzik. Ez a modszer azonban nem érzékeli a részecske alakjat, és a méreteloszlasrol is
csak korlatozottan ad informaciot. Az AFM-mel a méretmeghatarozas iddigényes
folyamat, de az egyes részecskék kozvetlen megjelenitését teszi lehetdve, specialis
minta el6készités nélkiil. Célszerlien modositott tiik segitségével a nanorészecskék
feliileti érdességének ¢és polaritasanak jellemzése, a feliileti energia meghatarozasa
kiterjeszti az AFM alkalmazéasat adhéziés problémak, por alaku gyodgyszerek

stabilitisanak megoldasara [Mittal, 2015].

Inhalaciora tervezett porformaji gyogyszerek esetében az alkalmazhatosag és a
hatas, a porszemcsék méretén és alakjan tal, nagyban fiigg a feliileti tulajdonsagoktol is.
Az AFM értékes informaciot tud szolgaltatni, mind a feliilet érdességének, simasaganak
meghatarozdsdban, mind a feliilet kémiai Osszetétele altal meghatarozott feliileti
energiarol. Elonyt jelent az is, hogy tetszéleges koriilmények kozott, pl. kiilonbozd

paratartalom esetén is elvégezheté a mérés [Carvalho, 2015].
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Az AFM megjelenésétdl kezdve hangsulyosan eldnyos tulajdonsagként tartjuk
szamon azt, hogy ,,barmilyen” kdzegben alkalmazhatd, ami tag teret nyit a biologiai
vizsgalatoknak. Az egyik intenziven miivelt irany — a nagy felbontoképességen alapuld
vizsgalat — a molekularis kolcsonhatasok feltarasa, fehérjeszerkezet, aggregacio
kovetése, DNS molekuldk megjelenitése ¢és manipulacioja [Kellermayer, 2011;
Kellermayer, 2012].

Ezzel szemben inkdbb csak az utobbi években taldlunk beszdmolot olyan
kisérletekrdl, ahol szovetekkel, nagyobb biologiai objektumok, sejtek, baktériumok
felilletének AFM-es tanulmanyozasaval foglalkoznak [Guduru, 2011]. Labhasetwar
tobb munkajaban vizsgalta nanorészecskék kdlcsonhatasat sejtekkel, hogy megismerje a
gyogyszerhordozOk  szerepét a hatdoanyag eredményes Sejtbe  juttatasaban
[Panyam, 2003]. A sejtmembran és a nanorészecske kolcsonhatasanak folyamatat AFM
felvételek soraval, mig a sejten beliili eloszlast konfokalis mikroszkoppal kovette
nyomon [Vasir, 2008]. Hangstlyozta, hogy a hatékony szallitdé rendszerek

kifejlesztéséhez fontos ismerni a sejtmembrannal vald kdlcsonhatasukat.

Lamprou ¢és munkatarsai gyogyszerhordozd nanorészecskék allati szovetekben
val6 eloszlasat vizsgaltak 2013-as munkajukban [Lamprou, 2013]. A Kkorabbi
gyakorlattol eltéréen a nanorészecskék észleléséhez nem volt sziikség semmiféle
jelzésre. A kolcsonhatési erd mérése alapjan még a szoveti mechanikai tulajdonsagok
valtozasara is tudtak kovetkeztetni, amit a nanorészecskék esetleges toxicitasaval hoztak
Osszefliggésbe. Egy kozelmultban megjelent részletes attekintés [Lamprecht, 2014]
szerint az atomi er6 mikroszkopia az egyik legnagyobb teljesitményii technika a sejtek
¢s hatdanyagok kolcsonhatdsi mechanizmusanak  feltardsaban, a  korszer
gyogyszerhordozok sejtek altali felvételének megismerésében. Szilard hordozon
kialakitott modell lipid kettdsrétegek valamint azithromycin, enfuvirtide, HIV-1 fusion
inhibitor peptid, poly(amidoamin) (PAMAM) dendrimer antibakterialis hat6anyag
kolcsonhatasat vizsgaltak AFM-mel. Megallapitottdk, hogy a rendezett szerkezet
megbomldsa, a lipidréteg er6zidja, a lipidréteg Osszetételétél fliggdben -eltérd
intenzitassal indul meg a kiillonb6z6 doménekben [Berquand, 2004]. Egy masik
munkédban iddéléptetéses AFM technikaval deritették fel a porusképzd folyamatot,
amelyet toltéssel rendelkez6 dendrimer molekulak idéznek el6 DMPC kettésrétegben
[Hong, 2004].
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Az AFM idedlis eszkdz nanoméretli felilleti mintazat feltarasara is. A feliilet
topografiajat nanométernél is jobb felbontasban tudja megjeleniteni. A nanométerestol
mikrométeresig terjedd tartomanyba esd érdességet meg tudjuk hatarozni AFM
segitségével. Az érdességvizsgalatokban gyakran referencia médszerként is szerepel a

képek kivalo felbontasa miatt.

Ennek a kivalo felbontoképességnek a kihasznalasara j6 példa egy
mikrokristalyositasi technika kifejlesztése a-laktdoz monohidrat részecskék kialakitasara.
A kristalyositasi koriilmények, a hdmérséklet €s a tultelitettség szabalyozasaval nm-nél
finomabb feliileti érdességet (Rg= 0,25 nm) értek el. Az Ra érték is szignifikdnsan
csokkent, 110 nm-rél 25 nm-re, ami a rendkiviil sima nanogdmbdcskék miatt a termék

elényos ,,folyasi” és tapadasi tulajdonsagaihoz vezetett [Mei Jin Tan, 2015].

En szintén ezt a rendkiviili érzékenységet hasznaltam fel, amikor a szilard
feliiletre atvitt, penetraltatott lipidfilm vizsgéalatakor a lipid monoréteg szerkezetének
kovetésére, a felilet morfologiajanak jellemzésére hasznaltam. Emellett
gyogyszerhordozd nanorészecske ¢és modell lipid monoréteg kolcsonhatasat is

tanulmanyoztam, és ennek vizualis megjelenitésére az AFM technikat alkalmaztam.
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3. Célkituzések

A hatarfelilleti  kolcsonhatasok meghatarozo  jelent6ségiick a  biologiai
rendszerekben. Munkdmban ennek két tipusaval foglalkozom.
Az egyik a biologiai rendszerrel, sejtekkel kapcsolatba keriild idegen, szilard feliilet,
ami lehet az él6 szervezetbe iiltetett implantatum, vagy éppen in vitro biologiai
vizsgalatokhoz hasznalt edényzet feliilete.
A masik a sejtmembran és annak kiils6 feliilete, ami a szervezetbe juttatott
gyogyszerhatéanyag molekulaival keriil érintkezésbe, €s elvarjuk, hogy az itt jelentkezd
kolcsonhatasok eldsegitsék a hatdoanyag sejt altali felvételét. Fizikai, kémiai
szempontbdl az elsé szilard/folyadék hatarfeliilet, mig a masodik inkdbb fluid
hatarfeliiletnek tekinthetd6. Ebbdl kovetkezéen a hatarfelilet fizikai, kémiai
elemzéséhez, a kolcsonhatasok megnyilvanulasanak kovetéséhez tobbféle kisérleti
technikat kellett felhasznalnom. Célom egyrészt az volt, hogy a lehetd legrészletesebben
felderitsem azokat a feliileti (kémiai, illetve morfologiai) tulajdonsdgokat, amelyek
befolyédsoljak a szilard feliileten végbemend bioldgiai kolcsonhatasokat. A bioaktiv
feliileti réteg kialakuldsanak valtozataival tobbféle mintat allitottam eld a tovabbi,
részben in vivo bioldgiai vizsgalatok szamara. A kiilonboz6 kémiai Gsszetételli feliileti
rétegeket laboratoriumi koriilmények kozott jellemeztem és hasonlitottam Ossze. A
feliileti bevonatok vastagsaganak, szerkezetének meghatdrozasaban a rontgensugar
fotoelektron spektroszkopia (XPS), a kvarckristdly mikromérleg (QCM) ¢és az

ellipszometria mellett fontos szerepe volt az atomi eré mikroszkopianak (AFM).

A hatéanyagok membranaffinitdsi vizsgélata a lipid monoréteg esetében fluid
hatarfeliilethez kapcsolodik. Ennek eszkéze a Langmuir-mérleg, melynek segitségével
mennyiségi informacié nyerhetd a lipid—hatdanyag kdlcsonhatasrol. Fontos szerepe van
a képi megjelenitésnek a szerkezetvaltozds tanulmanyozasdban, amely kozel
molekuléris felbontdsban az AFM-mel valdsithatdé meg. Ebben a munkaban kapcsolatot
kerestem a lipidrétegbe vald penetracio és a lipidréteg szerkezetének valtozasa kozott.
Kis molekulatomegli hatéanyag, ennek peptid konjugatuma, valamint polielektrolit
tipust, baktériumellenes hatdssal rendelkezé amfipatikus vegyiiletsor voltak a vizsgalt

bioaktiv komponensek.
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Mivel a korszerli gyogyszerformak kozott egyre nagyobb helyet foglalnak el a
kolloidalis gyogyszerhordozok, valaszt kerestem arra is, mi befolydsolja ezek
sejtfeliilettel valo kolcsonhatasat, valamint hogyan segitheté elé a gyogyszerhordozo
feliileti tulajdonsaganak modositasaval a sejt altali felvétel. Ezek megvalaszolasahoz
adaptalni kellett a nanorészecskék esetére az oldott hatoanyagokra kidolgozott

modszereket.

26



4. Kisérleti anyagok
4.1. Altalanos vegyszerek

Langmuir-mérleges mérések  soran a  teritd6 oldat  olddszereként
kloroform:metanol 3:1 (VxV™Y) aranyu, feliiletaktiv szennyezédéstdl mentes
keverékét hasznaltam. Emellett a metanolt a Langmuir-mérleg tisztitasa soran is
alkalmaztam. Kloroform (Merck Kft, Magyarorszag, tisztasag >99,4%), metanol
(Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag, tisztasag >99,9%)

Pufferek készitése soran a kétszer desztillalt viz mellett feliiletaktiv anyagoktol
mentes  dinatrium-hidrogén-foszfatot — (Na;HPO,)  (Sigma-Aldrich  Kift.,
Magyarorszag, tisztasag >99,9%), kalium-dihidrogén-foszfatot (KH,POy,)
(Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag, tisztasag >99%), citromsav-monohidratot
(HOC(COOH)(CH,COOH);, x H,O)  (Sigma-Aldrich Kft.,, Magyarorszag,
tisztasag >99%), borsavat (H3BO3) (Reanal Kft, Magyarorszag, tisztasag: p.a.)
¢s natrium-Kloridot (NaCl) (Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag, tisztasag:
>06%) hasznaltam. A nagy tisztasagu alapanyagokat hevitéssel tisztitottam, a
fosztat sokat 105°C-on tomegallandosagig szaritottam, a NaCl-ot 500°C-on 3

oran keresztul hevitettem.

Citrat puffert (pH=6,0) citromsavbol és dinatrium-hidrogén-foszfatbol
készitettem, melyhez NaCl-ot adagoltam fiziologias mennyiségben
(w=0,9% (mxm™)) [Gomori, 1955]

Sorensen puffert (pH= 7,4) dinatrium-hidrogén-foszfatbol és kalium-dihidrogén-
foszfatbol készitettem, melyhez NaCl-ot adagoltam fiziologias mennyiségben
(w=0,9% (mxm™)) [Gomori, 1955; Sorensen, 1909]

Borat puffert (pH= 8,0) borsavbol és natrium-hidroxidbol készitettem, melyhez
NaCl-ot adagoltam fiziologias mennyiségben (w=0,9% (mxm™)) [Benton, 2000]

Tisztitashoz tomény kénsavat (H,SO,) (Molar Chemicals Kft, Magyarorszag,
tisztasaga: >96%) és hidrogén peroxidot (H,05) 30% (VxV™) (Molar Chemicals

Kft, Magyarorszag, tisztasaga: >96%) hasznaltam.
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4.2. Modell membran alkotoi

e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfo-kolin (DPPC)
(Avanti Polar Lipids Inc., tisztasag >99%)

/\/\/\/\/\/\/\j\ i M= 734,04 g><m01'1
0 o) .
o ~

e 1,2-dipalitoil-sn-glicero-3-foszfo-(1’-sn-glicerin) (DPPG)
(Avanti Polar Lipids Inc., tisztasag >99%)

9 ?  on My= 744,95 gxmol™
/\/\/\/\/\/\/\/ll\o/\s(\o/f~o\)\/o»4
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e Phospholipon® 100H, mely szteraoil-, palmitoil-kolinok 85:15 (mxm™)-0s
keveréke (Nattermann GmbH, tisztasag >99,9%)
My= 783,03 gxmol™

e Mikolsav (a-, metoxi- és keto-mikolsavak keveréke) (Sigma-Aldrich Inc.,

tisztasag > 98%) My= 1100-1300 gxmol™
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4.3. Antituberkulotikumok

e lzoniazid (INH) [Meyer, 1912; Medical Research Council, 1952]

My= 137,4 gxmol™
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e INH-peptid konjugatum, INHredSer (MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport)
Az elballitas soran szilard fazist peptid szintézissel, Fmoc/'Bu stratégiaval

kapcsoltdk 0ssze az INH-bol eldallitott glioxilsav szarmazékot a kivalasztott

epitop szekvenciaval **SEFAYGSFVRTVSLPV'® [Horvati, 2009].

My=1934,0 gxmol™

10
SEFAYGSFVR TVSLPVOH
=
N
N

4.3.1. Membranmodellek az antituberkulotikumok vizsgalatdhoz

Phospholipon® 100H lipidkeveréket hasznaltam (V=87 ul, c= 0,1 mgxml™) a tisztan
lipidbdl all6 monorétegli membran kialakitasdhoz.

A Mycobacterium sejtfalanak jellemz6 komponensével bévitve a modellemet
DPPC+mikolsav keverékfilmeket is készitettem, és hasznaltam a penetracid

mérésekhez.
4.4. Antibakterialis polimermolekuldk

Az antibakterialis polimereket prof. M. Moller iranyitasaval az Aacheni Egyetem
Interaktiv Anyagok Leibnitz Intézetében tervezték ¢és szintetizaltak. Ennek a
vegyliletcsoportnak, melyek kationos, amfifil polimerek, a gerincét elagazo poli(etilén-
imin) (PE1) (M= 25.000 gxmol™, BASF, Németorszag) alkotja, melyre ,grafting-to”
technikdval kvaterner ammonium csoportokat és valtozd hosszisag alkilldncokat

kapcsoltak. A kétlépéses szintézis rovid attekintése a kovetkezo [Pasquier, 2007]:
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() Alkil és kvaterner ammonium csoportok szubsztiticidja etilénkarbonatokat
eredményez. Az eldallitott ciklikus karbonatokat Osszesitettem (1. tablazat). A
sorozat magaba foglalja a kiilonb6zd lanchossziusagi termékeket, melyek az
alkillanchossz alapjan (An, n= 8, 10, 12, 14, 16) lettek jelolve. A kvaterner
ammonium jodid séja (QI), a poli(etilén-oxid) (PEO) (My=25.000 gxmol™)
szarmazék (J). A legtobb esetben a karbonatok szubsztiticids szintézise (2-0X0-
1,3-dioxalan-4-il)metilfenil ~karbonattal (dikarbonat kapcsoloszer) indul,

melyhez a megfelelé amint adagoltak.

(if) Harom ilyen szubsztitualt karbonatot a PEI gerinchez egyszerre adtak, és a
reakcid soran a primer amin csoportokkal stabil uretan kotéseket kaptak

(5. 4bra).

A szubsztitualt PEI sorozatot PEI-QI-An-J képlettel jeloljik. A PEI primer amin
csoportjaira atlagosan 60% alkil, 20% kvaterner ammonium és 20% PEO jut.

1. tablazat Funkcionalis, ciklikus karbonatok szerkezetei
0]
Yo
o 0

A N

! n

Molekula neve/ jele n | My/ gxmol®
(2-0x0-1,3-dioxolan-4-il-metil)-oktil-karbamat (AS8) 6 273,32
(2-0x0-1,3-dioxolan-4-il-metil)-decil-karbamat (A10) 8 287,35

(2-0x0-1,3-dioxolan-4-il-metil)-dodecil-karbamat (A12) 10 301,38

(2-ox0-1,3-dioxolan-4-il-metil)-tetradecil-karbamat (A14) | 12 315,40

(2-ox0-1,3-dioxolan-4-il-metil)-hexadecil-karbamat (A16) | 14 329,43
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5. abra Szintézisvazlat a hidrofob polikationok eldallitasahoz, funkcionalis etilénkarbonatok
¢és PEI felhasznalasaval

A kationos polimerek vizsgalatdhoz Gsszehasonlitd anyagokként a kationos tenzid sorozatot
valasztottuk, melyet a 2. tdblazatban tiintettem fel.

2. tablazat Antibakterialis tulajdonsagt kationos tenzidek

\ 7
R
=~ N\
Br
Molekula neve/ jele n | M/ gxmol®

n-oktil-trimetil-ammonium bromid (OTAB) 6 252,23
n-decil-trimetil-ammonium bromid (DeTAB) 8 280,29
n-dodecil-trimetil-ammoénium bromid (DTAB) 10 308,34
n-tetradecil-trimetil-ammonium bromid (TTAB) 12 336,39
n-hexadecil-trimetil-ammonium bromid (HTAB) 14 364,45
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4.4.1. Membranmodellek az antibakterialis polimerek

vizsgalatahoz

Az antibakteridlis polimerek membranaffinitasi vizsgalatdhoz DPPC

monoréteget, valamint DPPC ¢s DPPG 3:1 molaranya keverékfilmjét hasznaltam.
4.5. Sejtndvekedést segitd polipeptid molekulak

A bioaktiv polilizineket az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportjaban Dr.
Mez6 Gébor iranyitasaval tervezték és szintetizaltdk. A polilizin gerincre (pLys)
oligoalanin oldallancokat kapcsoltak (AK), melyek végére szerin aminosavat (SAK)
kotottek. Ezekhez az elagazd gerincen 1évd szerinekhez kapcsoltak a ciklikus RGD

peptidet (SAKCRGD) (6. és 7. abra) [Mezo, 1997; Markoé, 2008; Madarasz, 2011].

M
H NH,
) : /g

o) N

(0]
HN
NH

(6] H

N

(6]
/ OH
o

6. abra ciklo[Arg-Gly-Asp-D-Phe-Cys] tovabbiakban cRGD peptidszakasz képlete

N NH
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DL-Ala

DL-Ala DL-Ala
DL-Ala DL-Ala
DL-Ala DL-Ala
I I L-Lys I I L-Lys
DL-Ala DL-Ala
DL-Ala DL-Ala
DL-Ala DL-Ala
DL-Ala
poli(Lys); pLys poli[Lys(D/L-Alan)]; AK
NH-CO-CH,-S
DL-Ala DL-Ala
DL-Ala DL-Ala DL-Ala pL-Ala
DL-Ala DL-Ala pL-Ala DL-Ala
DL-Ala DL-Ala pDL-Ala pDL-Ala
I I L-Lys I I L-Lys
DL-Ala DL-Ala DL-Ala DL-Ala
DL-Ala DL-Ala DL-Ala DL-Ala
DL-Ala DL-Ala DL-Ala pL-Ala
DL-Ala D-LS/:'?
S-CH,-CO-NH
poli[Lys(Seri-D/L-Alan-)]; SAK poli[Lys(c[RGDfC]; -Seri- b/L-Alam)];
SAKcRGD

7.abra A polilizin és szarmazékainak szerkezete, ahol m=2,7, i=0,9, j=0,3 [Tatrai, 2013;
Mohai, 2013]

4.5.1. Bioaktiv molekula rogzitése szilard feliileten

45.1.1. Sejtnovekedést segité molekulak feliileti reakcidihoz

hasznalt vegyiiletek

e 3-aminopropil-trietoxi-szilan (APTES) (Sigma-Aldrich Kft., tisztasag >99%)

N0 ANTNH,

s My=221,4 gxmol™
s i
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e Pentan-1,5-dial (Glutaraldehid) (Sigma-Aldrich Kft., p.a.)

NP M= 100,1 gxmol™

e tetrahidropiran-2,6-dion (Glutarsavanhidrid)
(Sigma-Aldrich Kft., tisztasag >99%)

Z\AI\ Mw=114,1 ngol'1
07 >0 o

e N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC)
(Sigma-Aldrich Kft., tisztasag >97%)

d Mu= 155,2 gxmol™
N
cZ

45.1.2. A hordozo feliilet tisztitasa

Az tiveg feliileteken 1év0 kevés szerves szennyezddést frissen készitett *piranha
oldattal’ tavolitottam el. Az oldat 2:1 térfogataranyu cc H2SO, : H,0, (30% (mxm™))
elegye.

45.1.3. Hordozo6 funkcionalizalasa

A feliilet primer aminnal torténd funkcionalizdlasait APTES reagenssel,
gazfazisu reakcidval végeztem. Az el6zbleg ’piranha oldattal’ megtisztitott hordozot
(4.5.1.2)) exszikkatorba helyeztem. Az exszikkatort vizlégszivattyuval leszivattam, és
az Uveg csonkra gomblombikban 1 ml folyékony APTES-t tettem. 140°C-o0s
szaritoszekrénybe helyeztem (8. abra). Miutan az exszikkator is felmelegedett az
APTES daramlasat szabaddad tettem az exszikkator csapjanak elforditdsaval. 2 ora
elteltével az exszikkatort kivettem, a csapot elzartam és szobahdmérsékleten hagytam
kihiilni. A szililezés utolsd 1épéseként éter, 96%-0s alkohol, desztillalt vizes mosasi
sorral eltavolitottam a feliileten maradt szililezd szert. Ezutan megszaritottam a hordozo

lapokat, és vakuumban taroltam a felhasznélasig.
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NH,

+APTES
(IDH Cl)H c|>H - > o/l\

I I

8. abra Hordozo feliilet és az APTES kozotti reakcio

45.14. Polipeptidek fiziszorpcioja

Az el6z6leg ’piranha oldattal’ megtisztitott iiveget (4.5.1.2) a megfeleld toménységii
peptid oldat 5 cm®-jét tartalmazé szcintillacios iivegbe helyeztem. Az 1 éras adszorpcios
id6 elteltével, mely id6 alatt intenziven razattam az edényt, 3x5 percig vizzel mostam,

majd exszikkatorban szaritottam.
4.5.1.5. Polipeptidek kemiszorpcidja glutaraldehiddel

A 4513. fejezetben leirtak alapjan elkészitett funkcionalizalt hordozét 5 cm’
1% (mxm™)-os glutaraldehid oldatba meritettem. Az intenziv razatas mellett a 2 6rés
reakcio felénél kis mennyiségti NaBH3CN-ot adtam az oldathoz. A reakci6 végeztével a

hordozokat 3x5 percig oldoszerrel mostam, majd exszikkatorban szaritottam (9. abra).
4.5.1.6. Polipeptidek kemiszorpcioja glutarsavanhidriddel

A 45.1.3. fejezetben leirtak alapjan elkészitett funkcionalizalt hordozot 5 cm®
0,01 mg><ml'1 glutarsavanhidrid oldatba meritve, 15 o6ran keresztiil intenziven razattam,
majd olddszerrel 3x5 percig mostam a feliiletet. Ezt kovetden 5cm?® olddszerhez Y4
spatuldnyi EDC-t adtam. 1,5 6ra razatas utan a hordozokat 3x5 percig desztillalt vizzel

crer

oras reakcido utan 3x5 percig olddszerrel mostam, majd exszikkatorban szaritottam

(10. abra).
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peptid

NN
NN

NH, A\ Y .
+glutaraldehid § +peptid §
— —
o s 7N <IN
9. abra Kemiszorpcio glutaraldehiddel
peptid
OH 0
o o}
(¢] o}
NH;
+glutasavanhidrid /" NH
/ EDC +peptid
> .
o N N N

e R —

10. abra Kemiszorpcio glutarsavanhidrid/ EDC-vel
4.6. Nanorészecskék

4.6.1. Nanorészecskéket felépité molekulak

e poli(bL-tejsav/glikolsav) (PLGA), 50% tejsav, 50% glikolsav tartalommal,
M= 50.000-75.000 (Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag)

e clagaz6 poli(etilénimin) (PEI), primer : szekunder : tercier amino csoport 1:2:1
arannyal jellemezhet6, M= 25.000, pK, az amino csoportokra 4,5, 6,7, 11,6
(Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag)
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e poli(etilénoxid)/poli(propilénoxid)/poli(etilénoxid), vagyis PEO-PPO-PEO
triblokk-kopolimer  (Pluronic® F-127), M,=12.700, a kozponti hidrofob
PPO blokk (M= 3.248) és a 70%-0s PEO tartalommal jellemezhetd a polimer
(BASF Kft., Magyarorszag)

e Pluronic® F-127-amin, végcsoport modositassal eléallitva Pluronic® F-127-bbl.
[Kiss, 2014, Gyulai, 2016]

4.6.2. Nanorészecskék eloallitasa

A PLGA nanorészecskék eldallitasa nanoprecipitacioval, olddszer cserével
tortént. Aceton oldészerrel 10 mgxml™ koncentraciojo PLGA oldatot készitettiik. Ezt
lassan csepegtettiik (3 plxs™) a stabilizalé polimer (Pluronic vagy PEI) vizes oldatahoz
500 rpm sebességii kevertetés mellett. A vizes és a szerves fazis térfogataranya 1:10
volt. A nanorészecskék kialakulasa tovabbi egy €jszakés kevertetés mellett zajlott. Ez
1d6 alatt az aceton teljes mennyisége elparolgott az oldatbol. A nanorészecske
szuszpenziot ’centrifugds llepitéssel’ tisztitottuk: 15 perces centrifugalas (12.000g) utan
a feliiluszot eltavolitottuk, majd az iiledéket ujra diszpergaltuk kétszer desztillalt vizzel.
Ezt az eljarast haromszor ismételtilk meg. Végiil a rediszpergalt részecskéket 4°C-on
taroltuk. Az eldallitott nanorészecske a tisztitdst kdvetden tobb mint 70%-0s hozamu

volt. A vizes szuszpenziok kémhatasa a pH= 4-5 tartomanyba esett.
4.6.3. Membranmodell a nanorészecskék vizsgalatdhoz

A nanorészecskék kolcsonhatasat lipidréteggel Langmuir-mérlegben vizsgaltuk,
ahol a membranaffinitasukra a részecskék lipidréteghe valo adszorpcidja és/vagy
penetracidja utal. A természetes baktérium negativ  toltésli  sejtfalanak
lipidosszetételéhez hasonloan 75% DPPC és 25% DPPG foszfolipidbdl all6 monorétegii
modellt hasznaltunk.
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5. Kisérleti modszerek

5.1. Dinamikus fényszoérds mérés (DLS)

Az altalam hasznalt dinamikus fényszorasmérdé késziilék (DLS) (Brookhaven
Inst., USA) egy BI-200SM goniométert és egy BI-900AT digitalis korrelatort tartalmaz.
Fényforrasként Ar-ion lézert hasznal (488 nm), mely vertikalisan polarizalt fényt bocsat
ki (Omnichrome, model 543AP) (11. abra).

termosztalhato

kollimator kiivetta

szorodasi szog

. 67 kollimator
. :\\ fotonelektron
sokszorozo

autokorrelator

szamitogép

11. abra Dinamikus fényszoras mérd késziilék sematikus abraja

A vizsgalt szuszpenzidban (c= 0,1 mgxml™) talalhato részecskékrél szér6do fény a
fotoelektron sokszorozo segitségével kialakult jelét az autokorrelator dolgozza fel. A
részecskék hatasara fluktuald fény intenzitds—intenzitas autokorrelacios fliggvényének
segitségével olyan adatsorhoz jutunk, melybdl a részecskék méretét, polidiszperzitasat
tudjuk kiszamitani. Vizsgalataim soran 25°C-ra termosztalva, 90° szérodasi szognél

mértem.

5.2. Atomi eré mikroszkopia (AFM)

alkalmas technika [Binnig, 1986; Birdi, 2003; Kutnyanszky, 2012]. Az altalam hasznalt
késziilék tipusa Park Systems, XE-100 (Dél-Korea).
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Négyosztatl Tiksr \
detektor

\
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\

S-jel
Z-jel
-

TG tartd
konzol

Piezelektromos
pasztazo rendszer

Vezerld/ Szabalyozo
YT Szam
Surlddas

Z-iranyhoz tartozo
segéd rendszer

Topografia

XY-iranyhoz tartozo
togép segéd rendszer

PC

12. abra A késziilék vazlata és valos képe
A késziilék fObb részei:
[ ]

A laprugd, melynek minta feléli részén a kb. 10 nm gorbiileti sugart, piramis

alaku th talalhato, a hatoldalan pedig fényreflektald aluminium bevonat. Az erre

juto lézerfény segitségével kovethetd a laprugd é€s igy a tli mozgasa.
[ ]

A reflektalodott fény a detektorba jut, ami egy 4 szegmensre osztott pozicid

érzékeny fotodidda. Feladata, hogy a mechanikus mozgast elektromos jellé
konvertalja.
[ ]

A visszacsatoldo vagy segédrendszer, mely mérési modtol fliggden, a minta

feliiletének lekovetésében, az erdhatdsok kompenzaldsaban jatszik szerepet,
jelentds befolyassal lehet a mérési hatarokra, pontossagra.

e A piezo mozgato rendszer, mind a minta vizszintes, mind a t{i fliggdleges iranyu

fesziiltséggel

mozgatasaért felelés komplex rendszer. A {0 egysége egy piezokristaly, mely a
rdadott aranyos

mddon, 0,01 nanométeres pontossaggal,
fokozatmentesen, rendkiviil gyorsan, jo ismételhetdséggel és nagy teherbirassal
valtoztatja méretét.
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o Vezérld/adatgyiijté szamitogépen keresztiil a felhasznalo adhatja meg a mérési

utasitasokat.

Az atomi erd mikroszképia esetén 2 6 mérési modszert kiilonitink el, a

kontakt (13/A. abra) és a nem-kontakt (13/B. abra) modot.

- ﬂf q/;"uu“\,m’/
hr " . d o

.
[P A AP AN,
— —I e

A B

13. abra A) Kontakt moda mérés B) Nem-Kontakt modi mérés sematikus abraja

A kontakt mod esetén mechanikai kontaktus van a minta és a ti kozott. A
késziilék pasztazas kozben az elmozdulasokat elektromos jellé alakitja, és ezt
morfologiai képként jeleniti meg. Az altalam hasznalt allando erejli kontakt moda mérés
soran a késziilék egy visszacsatolo segédrendszerrel a tli és a minta kozotti
kolcsonhatési erdt tartja allandéan. A 13/A. abrén a vilagos, meghajlott laprugok azt a
pillanatot abrazoljak, melyben a feliileti objektum magassagkiilonbsége miatt valtozas
all be. A mérés soran a visszacsatold rendszer ezt az allapotot a piezo mozgatorendszer
segitségével megsziinteti, és a laprugdt, ezaltal a tit is, az eredeti terheltségi allapotaba
allitja vissza. Az ekdzben tortént valtozasok lesznek a feliileti objektum magassagaval
aranyos fizikai paraméterek. Az abran szereplé szaggatott vonallal a tii mozgasi vonalat
kivantam szemléltetni. E mérési tipus nagy részletgazdagsagu képet ad a jelentds
morfoldgiai kiilonbségekkel rendelkez6 mintarol. Fontos viszont szem elott tartani,
hogy a mechanikai kontaktus a mérés soran roncsolhatja a puha mintakat. Ennek
kikiiszobolésérealkalmazhatunk hosszabb, ¢és ezaltal érzékenyebb laprugdju kontakt
mérésre alkalmas tiiket, vagy vélaszthatjuk a mas elven miikodé nem-kontakt mérési

modot is.

A nem-kontakt mod esetén a laprugd a minta felett, de még kolcsonhatasban a
feliileten 1évé molekuldkkal, a sajatfrekvencidja kozelében 1évé frekvencian rezeg. A
13/B. dbran a szaggatott vonal a tii mozgasi vonalat szemlélteti. A mérés soran a feliileti

objektum miatt valtoztatni kell a mozgasi vonalon. Emiatt, mérési modtol fiiggden,
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vagy a mozgasi amplitddoé [Binnig, 1986] vagy a frekvencia [Albrecht, 1991] fog
megvaltozni. A visszacsatold rendszer ezt kompenzédlja. A magassagtol fliggd
elektronikai jelet rogzitjik, melyet a kiértékeld szoftver fog megfeleltetni a
magassagértékkel. Az altalam hasznalt késziilék esetében a laprugd amplituddja széles
skalan beallithaté, igy a szakirodalombol ismert Tapping® és True Non-contact” mod is
hasznalhato. Mig a laprugd a Tapping®” mod esetében néhanytol néhany szaz
nanométerig tartd tartomanyban 16v6 amplitadoval rezeg, addig a True Non-contact”™
mod esetében ennek a tizedével. Ebbél a kiilonbségbdl adodik, hogy a Tapping” mod
mozgasi kozépvonala a mintatdl tavolabb esik, mint a masik mod esetében, valamint
érzékenyebb visszacsatolast tesz lehetévé a kisebb amplitidoju True Non-contact® mod,

vagyis még kevésbé roncsolhatja a mintat, még részletgazdagabb képet kapunk a mérés
soran [ParkAFM, 2015].

3. tablazat Meéréseimhez hasznalt laprugok (tik) és jellemz6 paramétereik
[Mikromash, 2015]

Rezonancia Rugo-
. Hosszusag/ Szélesség/ Vastagsag/
L . frekvencia/ allando/
aprugé
kHz Nxm™ um um um
CSC38A 20 0,09 250 325 1,0
CSC38B 10 0,03 350 325 1,0
CSC38C 14 0,05 300 325 1,0
NSC36A 90 1 110 325 1,0
NSC36B 130 2 90 325 1,0
NSC36C 65 0,6 130 325 1,0
NSC15 325 40 125 30 4.0

Az atomi er6 mikroszkopos mérésekbdl kapott informacidink egyrészt a minta
vastagsagértékei, masrészr6l a hordozok, a feliileti filmek érdességadatai

[Whitehouse, 2011; De, 2012].

Az érdességi adatok tobbféleképpen is megadhatok. A leggyakrabban hasznalt
érdességadat, az atlagos érdesség (Ra), mely a mérési kdzépvonaltol vald abszolut
értékek atlagos eltérését mutatja (1. egyenlet).
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Atlagos érdesség (Rougness Average):

1 N
Ra=7 El|zj|, 1)
]:

ahol N a mérési pontok szama, Z; a kozépvonaltol valo eltérés.

A négyzetes kozépérték hasonld az atlagos érdességhez, de a négyzetes tag miatt

érzékenyebb a kiugro értékekre (2. egyenlet).

Négyzetes kozépérték (Root Mean Square (RMS) Roughness):

(2)

Végezetiil az érdességmagassag az abszolut szélsdértékek alapjan ad egy atlagértéket.
Ezt 6sszehasonlitva eldonthetd, hogy a maximum vagy a minimum iranyba és milyen

mértékben talalhatoak a szélsdértékek.
Erdességmagassag (Average Maximum Height of the Profile):
1 10 10
R: =15 ZH,-—ZLk , (3)
j=1 k=1

ahol X132, H; a 10 legnagyobb mért érték Gsszege, Y32, Ly a 10 legkisebb mért érték

0sszege.

Az érdességadat atlagosan <£5% pontossaggal volt megadhatd. A mérések kiértékelését

a XEl 1.6, 1.7, 1.8 (Park Systems, Dél-Korea) programokkal végeztem.
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5.3. Langmuir-mérleges technika

A Langmuir-mérleg folyadékfelszinen 1évé vékony molekularéteg eldallitasara és
vizsgalasara alkalmas eszkoz. A Langmuir-mérleg 6 egységei: egy sekély teflonkad,
mozgathaté POM (polioximetilén) gat, Wilhelmy-lemezes (0,05 mNxm™ pontossagi)
feliileti fesziiltség mérd és elektronikai eszkdzokbol all. A Wilhelmy-lemezes feliileti
fesziiltség mérési modszer 1ényege, a mérendd folyadékba belemartunk egy erdmérore
fliggesztett szenzort. A lemezkére hato erd (F) a lemez sulyabol, a felhajtdoer6bol és a

nedvesedési fesziiltségbdl szarmazik:

F = (pplwt) x g — (p hwt) X g + 2(t + w) X y;/ycos6 @)

ahol Fp a lemez stlya, pp a lemez stirlisége, | a lemez magassaga, W a szélessége,
t a vastagsaga, g a nehézségi gyorsulas, Fg a lemezre hato felhajtoerd, p. a folyadék
stirtisége, h a lemez a folyadékba meriilt részének a hossza, y,,, a folyadék feliileti

fesziiltsége, 0 a peremszog, valamint 2(t + w) a peremvonal hossza (14. abra).

magassag, /

peremszog,

14. abra Wilhelmy-lemezes feliileti fesziiltség méréshez sziikséges adatok

Mivel a lemez stlyara (Fp) tarazzuk a mérleget, és a 0 bemeritési mélységnél Fg = 0,
csak az egyenlet harmadik tagjaval kell szdmolnunk, amelyben a szenzor tokéletes
nedvesedése miatt § = 0°, igy cos 0 = 1.

F=2(t+w)xy,y ©6)
Szenzorként a szokasos platina lemez helyett egyszer hasznalatos Wilhelmy-lemezként
szlrdpapir lapot (Whatman Chrl kromatografias sziir6papir) alkalmaztam. Ez

nedvesedés utan szintén 0°-os peremszoget mutat, igy alkalmas a mérés elvégzéséhez.
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A teflon kad és a POM gat tisztitdsa rutinszertien metanollal és kétszer desztillalt vizzel
tortént, melyeket egyes esetekben diklormetannal torténd tisztitds is kiegészitett. A
méréseket tobb, de allandé homérsékleten végeztem. A méréseimhez kétféle késziiléket
hasznaltam. A KSV-Minimicro Langmuir-mérleget, mely két szimmetrikusan mozgo
gatat és egy Wilhelmy-lemezes elektromérleget tartalmazo eszk6z. Nagy elonye, hogy a
teflon kad onalldan is termosztalhatdo. A masik késziilék hazi tervezésii és gyartasu
(MTA, Miszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet), melybe két NIMA ST9000
elektromérleg van beépitve. Ez a késziilék egy gattal tizemel, de a gat mindkét oldalan

folyamatosan méri a feliileti fesziiltséget (15. abra).

filmlift

elektromérleg

- elektromérleg
A ,
/ J/Wﬂhehny-lemez
@\,

‘ ¢ /
Y

alsofizis — 7 T - -

teflon kad \,

Wilhelmy-lemez

15. abra A Langmuir-mérleg két eréméré és egy mozgathatd gat 6sszeallitasban

A mérés kezdetén a teflon kadat feltoltom az also fazissal (viz, puffer, sth.). EKkor a gat
segitségével a feliileti szennyezOket tomoritem, és vizlégszivattytival megtisztitom a
folyadékfelszint. Ezutan az id6kézben termosztalt alsofazis méréskész allapotba kertil.
Ekkor meghatarozom az alsé fazis feliileti fesziiltségét. Végsd 1épésként kiilonbozd
modon a feliiletre, vagy az als6 fazisba injektdlom a vizsgalt oldatomat, és a gat
segitségével tomoritem a feliileti réteget. Ekozben a gatpozicio, vagyis a folyadékfelszin
teriiletének fliggvényében detektalom az oldalnyomast (7), ami a tiszta also fazis feliileti

fesziiltsége (yo) és a filmmel boritott teriileten mért feliileti fesziiltség (y) kiilonbsége:

=Yoo~V (7)
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5.3.1. Izoterma meghatarozas

A méréskész also fazis feliiletére Hamilton fecskendovel (15. abra 1. fecskendo)
a vizsgalt anyag alsofazisban nem old6do, illékony oldoszerével készitett oldatat
csepegtetem. Az olddszer elparolgasara 15 percet hagyok, mely utdn a gat folyamatos
mozgatasaval (v=0,7683 Azxmolekula'1Xmin'1) felveszem az oldalnyomas-teriilet
izotermakat. Me¢érésenként legalabb haromszor ismétlem meg a

komprimalasi/expandalasi ciklust.
5.3.2. Stabilitas-, illetve penetraciomérés

A méréskész alsd fazis feliiletére Hamilton fecskenddvel (15. abra 1. fecskendd) a
vizsgalt anyag oldatat csepegtetem. Az oldoszer elparolgdsat kovetden a gat
mozgatasaval kialakitom az adott tomorségi filmet, amit az oldalnyomas értékével
azonositok.

A ’Stabilitasmérés’ esetén a gat ezutdn mar nem mozdul, és idoben kovetem a film
oldalnyomas valtozasat 1 6ran keresztiil.

A ’Penetraciosmérés’ esetén a gat ugyancsak nem mozdul. 10 perc elteltével az alséd
fazisba injektdlom a vizsgalt anyag als6 fazis anyagéval késziilt oldatat (15. abra

2. fecskendd), majd az oldalnyomas-valtozasat 1 6ran keresztiil detektalom.
A penetracio mértékét (Am) az alabbi médon adom meg:

Am = Miipid+hatéanyag — Tlipid > (8)
ahol Am az oldalnyomds valtozas, Tipig+natéanyag @ penetraciosmérés soran felvett

oldalnyomas €rt€k, 7,4 a lipid stabilitas mérésekor felvett oldalnyomas érték.
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5.3.3. Langmuir-Blodgett- (LB) és Langmuir-Schiffer- (LS)

technika

A Langmuir-filmeket szilard hordozora kétféleképpen  vihetjik  at:
Langmuir-Blodgett- (LB) (16/A. abra), a Langmuir-Schiffer- (LS) (16/B. abra)
technikaval.

Levego Hordozo ' Levego

Monoréteg \

— = 3 * — .
SE% W ......................
l|_|_|,|.|.|_|,|.|,|,1.\_\,\\\\ ’///u1_|‘|_|_|,I,I,I,IJ.Il lIJ,I_IJ,I_U \ ”'““'UI
M . Gat
Thnaret
Alsofazis Hordozo Alséfazis onoréteg
A B

16. abra Langmuir-film szilard hordozéra valéd atvitelének vazlata Langmuir-Blodgett- (A) és
Langmuir-Schéffer- (B) modszerrel [Biolinscientific,]

A modszerek segitségével sikeriilt muszkovit csillamra és livegre atvinni a Langmuir-

filmeket.
5.4. Kvarckristaly mikromérleg (QCM)

A kvarckristaly mikromérleg nagy pontossagu, tOmegvaltozas méréseket tesz
lehetové. A mérés lényege, hogy az érzékeld feliiletére rakodo, vagy onnan tavozo
anyagmennyiség hatdsara a kvarckristdly rezgési frekvencidja megvaltozik

[Bacskai, 1991; Michielin, 1998; Edvardsson, 2009].

Anyagok adszorpciojat, ennek kinetikajat vakuumban, levegén vagy folyadék
kozegben vizsgalhatjuk a kvarckristaly mikromérleggel. Az altalam hasznalt QCM-200
(Stanford Research Systems, USA) késziilék, egy 1 inch (25,4 mm) atmérdji, AT-
vagast, arany elektrodos kvarckristaly korongot haszndl szenzorként, melynek
alapfrekvenciaja 5 MHz (Inficon, Svajc). A mérések soran a kristalynak mindig csak
egy oldala érintkezett a mérendd kornyezettel, és a késziilek az elsé rezgési

felharmonikust mérte. A rogzitett értékek a frekvencia és a mozgasi ellenallas. Ezen
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adatok felhasznalasaval, kiilonb6zé modellek segitségével kiszdmolhatjuk a feliileten

megkotddott anyag mennyiségét.

A disszipacio, a kristaly terhelés hatasara torténd csillapitott, harmonikus rezgésérdl ad
informaciot, mas komplexebb késziilék (Q-Sense E4, Svédorszag) kozvetleniil megadja
ezt az adatot. Az altalam hasznalt QCM-200 késziilékkel mérheté mozgasi ellenallast
meg kell feleltetniink a disszipacio értékének, melyet az alabbi egyenlet alapjan

tehetiink meg [Johannsmann, 1992]:

84e2,
— R 9)
dzZ,m ™
1/2
0 = (oan) o)

ahol D a disszipacid, R,, a mozgasi ellenallas, A a kristaly érzékeld feliilete, e, a
piezoelektromos egyiitthato, d, a kristdly vastagsaga, p, a kvarc slirlisége, u, a kvarc

nyirasi modulusa, Z, az AT-vagasu kvarckristaly akusztikus impedanciaja.

Kvarckristaly mikromérleges méréseket a polipeptidek fizi-, illetve kemiszorpcidjanak
vizsgalatai soran alkalmaztam. A méréseket termosztalt, zart folyadékcellaban
25+0,2°C hémérsékleten végeztem. A kozeg folyamatos aramoltatisa mellett
(0,28 mlxmin™) stabil alapvonalat (+0,5 Hzxmin™) 50-60 perc utin kaptam. Ezutan

1-1 6rés idokozonként cseréltem az oldatokat a mérési tipusnak megfeleléen.
5.4.1. Sauerbrey-kozelités

Torténetileg az elsd és ezaltal a legegyszeriibb kozelités a kristaly feliiletén
megkotodott anyag mennyiségére a Sauerbrey-kozelités [Sauerbrey, 1959]. Olyan
korlatozé feltételezést tartalmaz, miszerint a rétegiink monomolekularis és a kdrnyezet
vakuum. Bér ez az elmélet gadzok adszorpciojanak vizsgélata soran kivaloan miikodik,

kozelitésként altalaban QCM-mel torténd mérés soran meg szokas adni.

2f
Af = —Z—quf (11)
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ahol Af a mért frekvenciavaltozas, f,, a terhelés nélkiili kristaly rezonancia frekvencia,

Amg, Ady a film tomeg-, illetve rétegvastagsag valtozasa a filmmentes kristalyhoz

képest, pra film stirisége.

A korlatozé feltevések miatt a film valodi rétegvastagsaga és stirlisége nem hatarozhatd
meg a Sauerbrey-féle kozelitésben. A kozelités tovabbfejlesztéseiben a kozeg és a
viszkoelasztikus réteg striiségét és viszkozitasat, valamint csak a réteg esetében az

elaszticitast is figyelembe vevé modellek sziilettek.
5.4.2. Voinova-kozelités

A Voinova-modell az anyagi rendszer fizikai paraméterei fel61 kozelitve épiti fel
rendszerét, mely Voight-féle viszkoelasztikus elemként tartalmazza a réteg reologiai
tulajdonsagat [Voinova, 1999; Voinova, 2015]. Kifejtve és atalakitva csak az elsd
rezgési felharmonikusra, newtoni folyadék kozegben és egyrétegli viszkoelasztikus

adszorbealt rétegre a Voinova-kozelitést az alabbi képletek adjak meg:

A tiszta newtoni folyadék kozegre:

1
= — / 13
Af 21p,d, NkPrTjo (13)
1
AD = ——— [n.peTt (14)
ﬂfopqdq NkPxT]o

A newtoni folyadék kozegre és az egyrétegii viszkoelasztikus filmre:

1
Af =— NPT fo + dppp2mfy (15)
2mpgdg
77f(27Tf0)2 >
—2d T
MkPfo Ut + (2mfy)n?
1 U2ty >
AD = ———( Jnepertf, + 2d m , (16)
ﬂfopqdq< NiPrTfo MiPrTfo '“/% n (Zﬂfo)zmzc

ahol Af a mért frekvenciavaltozas, AD a mért mozgasi ellenallasbol szamitott

disszipaci6 valtozas, f, a terhelés nélkiili kristdly rezonancia frekvencia, p, a kvarc
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stirlisége, d, a kristaly vastagsiga, my py a kdzeg viszkozitasa és siirlisége, d; a film

vastagsaga, [ a film nyirdsi modulusa.
5.4.3. Johannsmann-kozelités

Johannsmann a kvarckristaly piezoelektromos leirasat tartalmazo képleteket
kivanta megfeleltetni az anyagi rendszer fizikai adatainak valtozasaval. Eszerint
komplex frekvencia valtozasként (Af) kezeli a frekvencia (Af) és a mozgasi ellenallas
(AR,,) valtozasat [Martin, 1991; Johannsmann, 1992; Chagnard, 1996].

/ mS

1 terheletlen

L F
7}
vt
5] terhelt

ND) -
|

}

'
-

P

vezetok

frekvencia/ MHz

17. abra A QCM mérés soran fellépd frekvencia és amplitido valtozas

Af = Af +iAT (17)
r'=Fm d2 2Z,m

ahol T a félértékszélesség, R, a mozgasi ellenallas, A az effektiv teriilet a kristalyon,
e, piezoelektromos koefficiens, d, a kristaly vastagsaga, Z, a AT-vagasu kvarckristaly

akusztikus impedanciaja.

Két allapot k6zott az alap frekvencidara normalt komplex frekvenciavaltozas a

kovetkez6:

Af _f—fo,  4Aess (Rm f Ro), (19)

l —
fo fo ngqT[ fo
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ahol a terheletlen kristaly frekvenciaja f;, és ellenallasa R,,.

Altalanos folyadék kozegre a Kanazawa-Gordon egyenlet:

A~ .
f_fﬂ%zq . (20)

Zy = \ 12T foNiPrs (21)

ahol a kozeg viszkozitasa 7, stirlisége py, akusztikus imedancidja Z,.

Newtoni folyadék esetén a viszkozitast csak az egyenlet valos része tartalmazza. Ily

modon megkapjuk az eredeti Kanazawa-Gordon egyenletet [ Kanazawa, 1985]:

Af = _fos/z PrMk (22)
TtPqlq

A newtoni folyadék kozegre és egyrétegii viszkoelasztikus filmre alkalmazott teljes

egyenlet:

% = n;Zq lzk +iZ;dok; (1 - i—]’g)l (23)
ahol a film vastagsaga d, hullimszam kg, és az akusztikus impedancia jaruléka Z.
Sauerbrey-kozelités felhasznalasa a filmre:

Zedeke~2mfodeps (24)
Sauerbrey-kozelités korrekcidja vagyis a *missing mass’:

2fodspy Z (25)

korrekcid =
Zq Z]?

A Johannsmann-modell levezetése utan newtoni folyadék kozegre és viszkoelasztikus

filmre a kovetkez6 egyenletet kapjuk:
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Af i . Z}

Tehat a 26. egyenlet a Kanazawa-Gordon tagbol (kozeg), a Sauerbrey-tagbol (szilard

film) és a korrekcios tagbol (viszkoelasztikus korrekcio) all.
5.5. Spektroszkopiai ellipszometria

Reflektald hordozon taldlhatdo kiilonb6zd torésmutatdju  feliileti rétegek

spektroszkopiai ellipszometriaval vizsgalhatoak.

Fényforras Detektor

Polarizator Analizator

Forgo kompenzator

7~

nem polarizalt

7

linearisan polarizalt

N

elliptikusan polarizale

Minta

18. abra Spektroszkopiai ellipszométer felépitése

Az ellipszometria miikodési elve szerint, a fényforrasbol érkezé fényt polarizaljuk, majd
a minta feliiletét elérve a kiilonbozo torésmutatdju kdzegek hatérfeliiletén a polarizacio
megvaltozik. Az ellipszometriaval torténéd mérés soran ebbdl a polarizaciovaltozasbol
tudjuk megmondani a filmek rétegvastagsagat ¢és komplex torésmutatojat
[Tompkins, 2005; Petrik, 2011; Kiss, 2015]. A fény elektromos komplex térer6sség
vektora (E) a beesési sikkal parhuzamos (E,) ¢és arra merdleges (Es) komplex térer8sség

vektorra bonthato.

E, = Esoei(“’”‘ss)e_iw%r (27)
, @
Fy = Bgetriane ot 29

ahol @ a sikhullam frekvencidja, § a fazisa, n =n —ik a komplex kozegbeli

torésmutatd, ¢ a vakuumbeli fénysebesség és EQ és Eg az amplit(dot jeloli.

Ebbdl a polarizacios egyiitthato, mellyel a sikhulldim polarizacios allapotat
jellemezhet;jiik:
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(29)

=
Il
mm% I

Mindezt felirva a beesé (i) és a visszavert (r) sugarra is, majd hanyadost képezve, a
teljes fénysugarrél kapunk informaciot, melyet egy aranyszdmmal fejezhetiink ki, és
komplex reflexios egylitthatonak (p) nevezziikk. Az egyiitthatd értéke megegyezik a
Fresnel-reflexios egyiitthatok hanyadosaval [ Tompkins, 2005].

.
_ X 3 1
p = T‘r = _rs = _l p = :p
Xl # _T S TS
EL,S El S
_ _ (31)
p= )g = @e"(ar‘ai) =tan¥ x e&
xn lxl
Tehat az amplitado valtozas:
_ _ (32)
tan¥ = lX_rl = @
FARA
és a faziseltolodas:
(33)

A=6,—-6; = (Sr,p - Sr,s) - (6i,p - 61’,5) = (6r,p - 6i,p) - (6r,s - 6i,s)
= Ap — A

A ¥, A ellipszometriai szogek fliggetlen, a mintara jellemezé paraméterek, és a minta
rétegvastagsagara, komplex torésmutatdjara, mikroszerkezetére kovetkeztethetiink

beldliik. A mérések kiértékelését modellek segitségével, szoftveresen végeztem.

A mérésekhez az MTA Miszaki Fizikai és Anyagtudomany Kutatointézet
Ellipszometria Laboratériumanak J. A. Woollam M-2000DI (J. A. Woollam Co., USA)
spektroszkopiai ellipszométerét, az adatgyiijtéshez, kiértékeléshez CompleteEASE
(J. A. Woollam Co., USA) programot hasznaltam. A széles hullamhossz tartomanya
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(190-1700 nm) fényforras valamint a tobbcsatornas detektor alkalmassa teszi a

késziiléket folyadékkozegben in situ mérések elvégzésére.

19. abra A spektroszkdpiai ellipszométer folyadékcellaja és a termosztalast biztositd eszkozok
fényképe

A késziilékhez tartozo gyari kiivetta méretei tul nagyok voltak, emiatt az Ellipszometriai
Laboratorium munkatarsaival kozosen a folyadékcella fejlesztésébe fogtunk. El6zdleg a
cellaba helyezhet6 minta méretét sikeriilt 's-dra csokkenteni. Emellett a kiilonb6z6
hémérsékleteken torténéd méréshez megoldottam a termosztalast is, melyet az
aluminium burkolat piezoelemmel t6rténd fiitésével, az egyenletes és stabil hoelosztast
hoétiikorrel valositottam meg. A minta kdzvetleniil az aramlo kézeggel érintkezik, igy a
kozeg termosztalasat az aluminium talapzatba fart lyukakba fiizott csovekben torténd

aramoltatassal sikeriilt kivitelezni (19. abra).

Az ellipszometriai mérések adatgyijtését és kiértékelését a CompleteEASE (J. A.

Woollam Co., USA) programmal végeztem el.
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5.6. Rontgen-fotoelektron spektroszkdpia (XPS)

Adott vékony rétegek feliiletérzékeny kémiai analizisére szolgalé modszer a rontgen-

fotoelektron spektroszkopia (XPS) [Bertoti, 2003].

/-_p-\

analizator
lencserendszer rontgen elektron-
forras sokszorozo

a minta
ultravikuumban

XPS spektrum

20. abra XPS késziilék sematikus abraja [Tampere, 2015]

A mérés soran a minta feliiletét lagy, tipikusan 1486,6 eV (Al K,), illetve 1253,6 eV
(Mg K,) energiaju rontgensugarral gerjesztik. A rontgenfotonok néhany mikrométerig
hatolnak az anyagba, de az ionizdcid0 hatdsdra a tdvozo elektronok csak néhany
molekula vastagsagu rétegbdl tudjak elhagyni a minta feliiletét. Emiatt az XPS mérést
feliiletérzékeny technikanak tekintjik. A mérés kezdetekor a mintat ultravakuumba
helyezziik, majd a megfeleld rontgensugarral ionizaljuk. Az ekkor kiszabadulo
elektronokat az analizatoron és elektronsokszorozon keresztiil vezetve detektaljuk. Az
igy kapott XPS spektrum az anyagbdl tavozo elektronok energiajat, végsd soron kotési
energiajat tartalmazza. A kotési energia fligg az anyagi mindségtdl, az atom oxidacios

allapotatol és kémiai kornyezetétdl. AZ XPS mérések pontossaga <10%.

Ezeket a méréseket az MTA-TTK Anyagtudomanyi Intézetében 1évé Kratos XSAM
800 késziilekkel Dr. Bert6ti Imre és Dr. Mohai Miklos egyiittmiitkodésével végeztiik.
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6. Eredmények és kiértékelésiik

6.1. Bioaktiv polimerek feliileti rétege szilard hordozon

Feliileti réteg kialakitasara az MTA-ELTE Peptid Kémiai Kutatdcsoportja altal
eléallitott polipeptideket hasznaltam. A vizsgalt peptidek gerincét egy polilizin lanc
alkotta. A lizinek oldallancan talalhat6 primer aminon keresztiil funkcionalis csoportok
kialakitasara nyilt lehetdség. Az ilyen modon funkcionalizalt polilizin szdrmazékokat
vizsgaltam, melyek szerkezetét és eldallitasat a 4.5. fejezetben részleteztem. A jelen
fejezetben az ott bevezetett jeloléseket hasznalom. Az el6z6leg megtisztitott és sziikség
szerint kezelt szilard feliileten két eltér6 modon, fizi- és kemiszorpcioval rogzitettem a
polimereket. A fiziszorpcid esetén a megkotddott mennyiséget az oldatkoncentracio
fliggvényében vizsgaltam. A kemiszorpcido esetén két kémiai kapcsolasi reakciot
tanulmanyoztam. Mindkettéhoz elészor APTES-sel kezeltem a SiO, feliiletet, ezaltal
létrehozva egy 1j, funkcionalis réteget. Az els6 esetben az igy eldallitott primer-amin
csoportokkal boritott feliilethez bifunkcids glutaraldehid segitségével kapcsoltam az
amino csoporttal rendelkezd poliaminosavat. A masodik esetben a kémiai rogzitést az
amino feliilethez glutarsavanhidrid/ EDC reakci6 segitségével végeztem. Felteheto,
hogy a felillethez tobb ponton kémiai kotést kialakitdé makromolekula stabilan,

irreverzibilis moédon kapcsolodik.
A feliiletek jellemzését az alabbi modszerekkel végeztem el:
e Rontgen-fotoelektron spektroszkdpia (XPS)
o A feliileti réteg kémai 0sszetételének megallapitasa.
e Atomi er6é mikroszkdpia (AFM)

o Rétegvastagsdg mechanikai Giton torténd meghatarozasa (szaraz réteg).
o Részletes morfologiai kép a minta és a péasztazo tli kozotti kolesdnhatas
alapjan.

o A minta feliileti érdességének meghatarozasa.
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e Kvarckristaly mikromérleges modszer (QCM)

o Adszorpciods feliiletegységre es6 tomeg meghatarozasa (nedves réteg).
o Rétegvastagsag meghatarozasa elektromechanikai adatok alapjan

(nedves réteg).
e Ellipszometria

o Rétegvastagsag optikai uton térténd meghatarozasa kiilonb6z6 modellek

segitségével (nedves réteg).

6.1.1. Rontgen-fotoelektron spektroszkdpia (XPS)

Az XPS segitségével a feliileti réteg atomi Osszetételét tudjuk meghatdrozni. A
szilard hordozd — iliveg és szilicium lapka esetén — sziliciumot €s oxigént tartalmaz
legnagyobb mennyiségben. Ezen f6 elemekhez képest a polipeptid bevonatban uj
elemként szén és nitrogén, valamint nagyon kis mennyiségben kén jelenik meg. Az 1j,
vagyis a polimert képviseld elemek koziil a mennyiségi meghatarozashoz a nitrogént
valasztottuk. Ennek jele a spektrumokban elegend6en nagy (>1 N atom%) a kvantitativ
értékeléshez. A szén jele is alkalmas lenne, de ezt kevésbé tekintik megbizhatonak az
esetleges széntartalmi szennyezddések miatt, igy ha van mas lehetéség, mint a mi

esetiinkben a nitrogén jele, ez adja a kvanatitativ analizis alapjat.

A polipeptid bevonatok esetében az XPS altal meghatarozott nitrogén tartalom a feliileti
rétegben aranyos a rogzitett polipeptid mennyiségével. Mivel a feliiletet funkcionalizald
APTES altal elenyész0 mennyiségli nitrogént juttattunk a vizsgalt mintara, igy a mért
nitrogén jel lényegében a polipeptid réteghez rendelhetd. Uveg hordozd esetében az
XPS éaltal vizsgalt réteg szilicium tartalma azt mutatja, milyen vastag rétegben fedi le a
hordozot a polipeptid. Minél kisebb a Si atom%, annal nagyobb mennyiségli a
polipeptid a feliileten, hiszen sziliciumot csak a hordozé tartalmaz. Ez a korrelacio jol
érvényesiil a fiziszorpcids mintdknal (21. dbra). A kémiai kapcsolas esetében mas az
Osszefliggés, hiszen ott a hordozo6 takarasahoz nem csak a polipeptid jarul hozza, hanem

a kapcsolo vegyiiletek is.
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21. dbra Uveg feliiletre fiziszorpcioval rogzitett polipeptid mintak XPS mérésébol kapott N és
Si atom% értékek kozotti osszefliggés

A 21. dbran bemutatott N és Si atom% értékek kozotti Osszefliggés altal igazolddott,
hogy a filmiink azonos tendenciaval mutatja a novekvé N és csokkend Si jelét. Ez
alapjan megallapithatjuk, hogy a minta egyenletesen fedett a kialakitott polimer
réteggel. A feliileti réteg kialakitdsdhoz sziikséges ¢és elégséges koncentracio
meghatarozast XPS-sel kovettem pLys, AK, SAK esetében. A vizsgalatok korai
fazisdban a jelentds anyagigényt figyelembe véve nem dolgoztam a SAKcRGD
célvegyiilettel. Ennek feliileti immobilizalasara akkor keriilt sor, amikor a tobbi

anyaggal végzett vizsgalatok alapjan kialakultak az optimalis kapcsolasi koriilmények.
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5 -
m 001 g<dm?
=\=4 T Hatfal g m
3
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0

pLys AK SAK SAKcRGD

22. 4bra A fiziszorpciodval tliveg feliileten eldallitott polipeptid rétegek XPS-sel meghatarozott
nitrogén tartalma (N atom%) az oldatbeli koncentracio fiiggvényében
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23. abra A fiziszorpcidval tiveg feliileten eldallitott polipeptid rétegek XPS-sel meghatarozott
szilicium tartalma (Si atom%) az oldatbeli koncentracié fiiggvényében

A 23. abran lathatd, hogy jelentés eltérések nem figyelhetéek meg a kiillonbozo
koncentracidju oldatbol torténd adszorpcid esetén. Ennek alapjan kismértékii folosleget
a 01 g><dm'3 koncentracioji oldattal kivantam megvaldsitani, hiszen hasonlo
mennyiségl, fiziszorpcid altal kotott polipeptidet eredményezett a feliileten, mint a 10x
toményebb oldat, de kevesebb anyagfelesleggel. Ennek a megfigyelésnek az
eredményét mar a SAK adszorpcidja soran is alkalmaztam, igy az 1,00 gxdm™ oldattal
nem végeztem el a SAK adszorpcidos vizsgalatat. A vizsgalt polipeptidek
molekuldnként, illetve monomeregységenként eltér6 szamu nitrogén atomot
tartalmaztak (4. tablazat). Ez alapjan célszerli az XPS mérésekbél nyert N atom%
értékeket Lys egységek nitrogén tartalmara normdlni, midltal a molekularis
boritottsaggal aranyos mennyiséget kapunk. Ezeket az adatokat tiintettem fel a
24. 4bran.

4. tablazat Kiilonboz6 polipeptidek monomerjeinek nitrogén tartalma

N/monomer 2,0 45 55 8,0
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24, abra A fiziszorpcioval liveg feliileten eldallitott polipeptid rétegek XPS-sel meghatarozott,
a monomeregységek nitrogéntartalmaval normalt nitrogén tartalma (N, atom%) az
oldatbeli koncentracio fliggvényében

A 24. abran megfigyelve megallapithatjuk, hogy mig a pLys nagy mennyiségben
adszorbealodik a feliileten, addig az oldallancainak modositasaval eldallitott
polipeptidek egyre kisebb mértékben kotddnek fiziszorpcidval a feliilethez. Ez
feltehetden arra utal, hogy a kationos polipeptidek megkotddésében fontos szerepe van
az elektrosztatikus kdlcsonhatasnak. Mivel a toltésstirliség a polilizinben a legnagyobb,

ez kotédik a legnagyobb mértékben.

A kemiszorpcid esetében hasznalt polipeptid koncentracié a mar eldzdleg meghatarozott
0,1 g><dm'3 volt, dsszhangban a fiziszorpcional hasznalttal. A polipeptid filmek XPS
méréseinek eredményét a haromféle eldallitasra Osszehasonlitva az Hiba! A
hivatkozasi forras nem talalhato.5. tablazat mutatja. Mindkét kémiai reakcid soran,
melyekben a polipeptideket kovalens kotéssel rogzitjiik a feliilethez, nagyobb nitrogén
tartalmu film alakul ki, mint a fiziszorpcio altal. A kétféle kémiai kapcsolasnak hasonlo
eredménye volt a felileti polipeptid mennyiségét tekintve. Ugyanakkor a
glutarsavanhidriddel végzett reakcid megbizhatobb reakciotipus. Mig a glutdraldehid
alkalmazasakor nagy a veszélye annak, hogy az esetleg foloslegben maradt aldehid a
feliilettd] fuggetleniil keresztkotéséket alakit ki a polimerrel, addig a savanhidrid/EDC
kapcsolasban ez a reakcid nem valosul meg. Ezért és az XPS altal mutatott nagyobb
feliileti boritottsag miatt a késdbbiekben csak az savanhidrid/EDC reakciot hasznaltam a

kemiszorpci6 kivitelezéséhez.
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5. tablazat Uveg feliileten fizi-, illetve kemiszorpcidval rogzitett polipeptid filmek XPS
analizisének eredménye (c= 0,1 gxdm™)

Hordozo: iiveg Fiziszorpeit Kémia’i kapcs?lzis Kéll}iai kapc§ola:ts
(glutaraldehid) (glutarsavanhidrid)
Polipeptid N atom% N atom% N atom%
pLys 3,6 6,1 4,0
AK 5,8 7,1 9,5
SAK 3,3 9,5 10,3
SAKCcRGD 5,0 - 13,3

A megfeleld koncentracid és reakciotipus kivalasztasa utan a SAKcRGD-vel is
eléallitottam a megfeleld mintdkat, melyek XPS analizisébdl kapott eredményeket

szintén 5. tablazatban tuntettem fel.

6.1.2. Atomi eré mikroszkopia (AFM)

Az atomi eré mikroszkopot a hordozofeliileten létrehozott polipeptid filmek
vizualis jellemzésére, a rétegvastagsdg meghatarozasara hasznaltam. A 1égszaraz filmek
vizsgalata soran mért vastagsagok a filmek folyadéktartalmabol adodo hasonlosadg miatt
O0sszehasonlithatoak. Emiatt az AFM-es méréseket szaraz filmeken, CSC38-as tiivel

’Soft Contact’ modban hajtottam végre.

A film rétegvastagsaganak meghatarozasi modjat a SAKcRGD példajan mutatom be.
Ehhez jol definialt, reprodukalhaté modon karcot ejtettem a feliileten, majd ezen a
helyen pasztazva a feliiletet AFM képet készitettem a mintardl, amint az a 25. dbran

lathat6. A keresztmetszeti profil gérbérdl leolvashato a 1épcsd, vagyis a film vastagsaga.
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25. abra A SAKcRGD film vastagsaganak meghatarozasa a karc képének AFM felvételén

Az atomi eré mikroszkoppal 3 kiilonboz6 helyen elvégzett rétegvastagsag mérés atlag
értékeit (0,5 nm) a 26-28. abran foglaltam Gssze. Emellett feltiintettem az XPS
adatokbol szarmazo nitrogén atom%-ot is, mely a normalt egységekre vonatkozik, €s a

filmet alkotd polimer mennyiségével aranyos.

B Nm/ atom%

3 H rétegvastagsag/ nm

pLys AK SAK SAKcRGD

26. abra A fiziszorpcioval eléallitott filmek N, atom% és rétegvastagsag/ nm értékei
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27. abra A kemiszorpcioval (glutaraldehid) eléallitott filmek Ny, atom% és rétegvastagsag/ nm

értékei
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0
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28. abra A kemiszorpcioval (glutarsavanhidrid/EDC) eléallitott filmek N, atom% és
rétegvastagsag/ nm értékei

Az AFM mérések mindharom szorpcidos mddszer esetében a teljes minta feliiletén
hasonld vastagsag-értékeket mutattak, igy megallapithatjuk, hogy a polipeptid rétegek
egyenletesen boritjdk be a hordozdt. A rétegvastagsagok 1,5 és 4,5 nm kozottiek a
fiziszorpcidval, mig 4 és 7 nm kozottiek a kemiszorpcioval képzett polipeptid filmeken.
A rétegvastagsag-értékek alakulasa megerdsiti az XPS eredmények 4ltal mutatott
tendenciat. Fiziszorpcidval kevesebb polipeptid volt rogzithetd, mint kemiszorpcidval.
Ez Osszhangban van az adott mintdk esetén az AFM-mel mért kb. kétszeres

vastagsaggal.

Ezen tul a kiilonb6zd Osszetételll polipeptid rétegek vastagsadga is hasonld tendenciat
mutat, mint az XPS-sel mért Ny, atom% értékek. Fiziszorpcio esetén a molekula
toltéssiirtiségének csokkentése jelentdsen mérsékli a megkdtott mennyiséget, és ez

mindkét mérésbdl hasonloan latszik. Ugyanakkor az is egyértelmi, hogy ennek a kémiai
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kapcsolasok  esetében  kisebb a  jelentdésége. A csokkend  tendencia
a pLys> AK> SAK irdnyaban érvényesiil, de a kiilonbség mértéke, kiilondsen a

glutarsavanhidrid/EDC reakci6 alkalmazasakor nem haladja meg a 15-20%-ot.

A kemiszorpci6 ¢és a fiziszorpcid Osszehasonlitasdhoz jo lehetdséget biztosit az XPS
altal mért N atom% ¢és az AFM altal mért rétegvastagsagok abrazolasara
kemiszorpcio:fiziszorpcid aranyok képzése mellett (29. abra).

3,5 -
3,0 -
2,5 Pe
2,0 .
1,5

1,0 4

aranyok AFM-bdl/ (nm/ nm)

0,5 1 7

0,0 T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
aranyok XPS-bdl/ (N atom%/ N atom%)

29. abra Az AFM és XPS mérésekbdl szarmazé filmvastagsag és nitrogén tartalom aranyok
abrazolasa, ahol glutaraldehid: fiziszorpci6 (M), glutarsavanhidrid/EDC: fiziszorpcid (A),
y=x fliggvény (szaggatott vonal)

A pLys és SAK rétegek estében azt mondhatjuk, hogy az XPS N atom%-bol szdmitott

aranyok megkozelitdleg megegyeznek az AFM rétegvastagsag mérésbdl szamitott

aranyokkal. Ebbol az kovetkezik, hogy a feliileti réteg szerkezete hasonldo a két
polipeptid esetében. Emellett az §sszes abrazolt arany >1, vagyis a kemiszorpcid esetén
tobb anyagot sikeriilt a felszinen megkdtni, mint fiziszorpcioval. Ez a SAK polipeptidre
kiilonosen igaz, hiszen itt az aranyszamok 3 koriiliek. Az AK esetében a megkotott

mennyiség az XPS N atom% arany alapjan 1-1,5 értéket mutat, de emellett a

rétegvastagsagb6l szarmazo arany 3 korili, vagyis ebben az esetben egy lazabb

szerkezetll réteget kaptam.
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6.1.3. Kvarckristaly mikromérleges mérések (QCM)

A QCM késziilék segitségével in situ, folyadékkal érintkezésben
tanulmanyozhattam a polipeptid filmek kialakulasat a szilard hordozon. Mivel az
altalam hasznalt adszorpcid, kemiszorpcid szobahdomérsékleten zajlo folyamat, a
kvarckristaly mikromérleges méréseket is 24°C-on végeztem el. A késziilék jo
kozelitéssel a feliileten megko6tott molekulak okozta tomegvaltozast méri adott rogzitett
kornyezeti valtozok esetén, ezért a modellek segitségével feliiletegységre vonatkozo

tomegvaltozast tudok szamitani.
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30. abra A pLys PBS-ben torténd adszorpcidjanak QCM mérése
(1) alapvonal, (2) polipeptid adszorpcioja, (3) pufferrel torténd oblités

A QCM mérés soran frekvenciat (F) és ellenallast (R) tudok rogziteni. A 30. abra els6
szakasza a mérés azon részét mutatja, amikor a kvarckristdly mar a kozeg altal
csillapitott frekvenciaval és ellenallassal rezeg. Ebben az 4llapotban még egyéb hatas
nem ¢éri, ezért ezt terhelésmentes alapvonalnak nevezziik, ami eltér a levegdn mért
sajatfrekvenciatol. A masodik szakasz a polipeptid adszorpciojat mutatja. A harmadik

szakasz a pufferrel torténd Oblités soran kialakult frekvencia és ellendllas értékeket

mutatja.
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A polipeptid molekuldkrol feltételezhetd, hogy az adszorpcid soran olyan laza
szerkezetben kotddnek a feliileten, hogy a réteg mind viszkdézus, mind elasztikus
tulajdonsaggal rendelkezik. A méréseket az irodalombol ismert harom modell szerint
értékeltem ki. A Sauerbrey-féle, kronologiailag az els6 QCM mérések kiértékelésére
szolgalé modell, mely a frekvencia valtozast a kristalyon megkotddott merev filmmel
feliiletegységre jutd tomegnovekedésével azonositja. Mivel merev rétegnek tekinti a
filmet, se a kozeg, se a film viszkoelasztikus tulajdonsagait nem veszi figyelembe. Ezzel
szemben a Voinova- és a Johannsmann-modellek a frekvencia és disszipacidé mért
értékeit hadrom tag vatozasdval azonositjadk. Tehat figyelembe veszik a kozeg
tulajdonsagait, a merev film tomegét (Sauerbrey-tomeg) és a viszkoelasztikus

korrekcids tagot.

Amennyiben mind a hairom modell hasonl6 eredményt ad, tigy a kozeg és a korrekcids
tagok elhanyagolhatok, vagyis a polipeptid rétegek viszkoelasztikus tulajdonsagokat

kevéssé mutatnak.

6. tablazat A fiziszorpci6 végén, valamint zarojelben a pufferes mosas utan adodoé feliileti
koncentracio értékek
pLys AK SAK SAKCcRGD
modell . . . .
(c/ngxmm™) (c/ngxmm™) (c/ngxmm™) (c/ngxmm™)
Sauerbrey 5,2 (3,4) 3,0(2,8) 3,2 (2,7) 6,9 (6,5)
Voinova 6,0 (4,1) 3,9 (3,4) 3,9 (3,7) 7,4 (6,9)
Johannsmann 5,5 (3,4) 3,0(2,8) 3,2(2,9) 7,2 (6,7)

A 6. téblazat adatait megvizsgalva megallapithatjuk, hogy bar a rétegiink nem egy
szorosan illeszkedd, merev unimolekulds réteg, mégis csak kis eltérés mutatkozik a
viszkoelasztikus modellek felhasznalasaval szamitott értékekben a Sauerbrey-modellhez
képest. A pufferes mosas a pLys-n rétegen kiviil a tobbi réteget alig valtoztatta, mely
erds, stabil adszorpciot feltételez. A SAKcRGD esetében 3 kiilonbozé kémhatasu
pufferben is megvizsgaltam az adszorpciot. Citrat pufferben (pH= 6,0), PBS (pH= 7,4)
valamint borat pufferben (pH= 8,0).
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7. tablazat SAKCcRGD fiziszorpcio végén mérhetd, valamint zardjelben az adott pufferrel
torténd mosas utani értékek

Sauerbrey 4,6 (3,8) 6,9 (6,5) 1,8(1,9)
Voinova 4,8 (3,9) 7,4 (6,9) 2,1(2,2)
Johannsmann 4,6 (3,8) 7,2 (6,7) 1,8(1,9)

Ahogy a 7. tablazathol is latszik, a pH= 8,0-es borat pufferben csekély mértékii volt az
adszorpcid, mig a legnagyobb tomegvaltozas a pH= 7,4-es PBS-ben mutatkozott
feliiletegységenként. Mivel a Voinova-modell alkalmas a feliiletegységre jutd tomeg
meghatarozasan kiviil a rétegvastagsdg meghatarozasara is, igy a modellbdl szamitott

rétegvastagsag értékeket a 8. és a 9. tablazatban hasonlitottam Ossze.

8. tablazat Polipeptidek fiziszorpcidja végén, és a PBS pufferes 6blités utan mérhetd
rétegvastagsag a Voinova-modell alapjan

Voinova 51 (3,4) 3,2(2,9) 3,5(3,3) 6,5 (6,1)

9. tablazat SAKcRGD fiziszorpcidja végén, és adott pufferrel valo oblités utdn mérhetd
rétegvastagsag a Voinova-modell alapjan

Voinova 4,2 (3,4) 6,5 (6,14) 1,8 (2,0)

A polimer 6sszetételt tekintve feltiind a PBS-bdl adszorbedlodé SAKcRGD nagy

feliileti koncentracidja és a 6 nm koriili rétegvastagsaga.
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Bar az 0Osszehasonlitas csak 3 ko6lonbozé kémhatasu pufferben tortént, mégis a
kirajzolodo pH fliggés arra utal, hogy a polimer toltésstiriségének és oldatbeli
konformacidjanak egyiittes hatasa érvényesiil. A polaris feliileten valo fiziszorpcidhoz
nyilvan hozzajarul a disszociabilis csoportok toltésallapota. Legkisebb az adszorpcid
mennyisége és a rétegvastagsag a ligos kdzegben a kis toltésstirliség miatt. Ebbdl az
kovetkezne, hogy csokkend pH-val nd az adszorbedlt mennyiség. Ez ellen hat, hogy
nagy toltésstriségnél a molekula megnyultabb lesz, és igy a feliiletegységre jutd

adszorbealt mennyiség csokken a legkisebb vizsgalt pH esetében (31. abra).

31. abra Polikationos polimer adszorpcio pH fliggésének sematikus abraja

A kemiszorpcid vizsgalata QCM késziilékben bonyolultabb, hiszen a kristaly
feliiletén kellene a kémiai reakciot végrehajtani. Ez a cellaban nem lehetséges, de az
elore elkészitett réteg vizsgalhatd oly mdédon, hogy a folyamat soran kialakuld réteget
eldszor 1égszarazra kell szaritani, majd a QCM késziilékben az adott pufferrel hidratalni.
Ennek az eljarasnak az az eldénye, hogy az egyéb vizsgalatra készitett mintakkal azonos
modon késziil, hatranya viszont, hogy csak egy értéket, a hidratalas utani értéket tudjuk
meghatarozni. Ez viszont a fiziszorpcid utdni oblitett és a kemiszorpcid utani hidratalt
réteg Osszehasonlitdsara kivaloan alkalmas. A 10. tablazatban a kemiszorpcidval

eldallitott polimer filmekre kapott értékeket hasonlitottam Gssze.

A kiilonb6z6 modellekkel szamitott feliileti koncentracio értékek hasonloak,
nincs lényeges eltérés, ami ugyancsak azt mutatja, hogy a polipeptid rétegek
kemiszorpcid esetében is megfelelden leirhatoak a merev filmet feltételzd
Osszefliggéssel. Feltin, ¢és a fiziszorpcioval képzett rétegekhez hasonld, hogy a
kémiailag kapcsolt SAKcRGD Iényegesen vastagabb, mint a pLys film. A
fiziszorpcidval és kemiszorpcioval a feliilletre rogzitett SAKcRGD feliileti

koncentracidja 7 ngxmm, mig pLys esetében ez joval kisebb, 2-3 ngxmm’,
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10. tablazat A kemiszorpcio végén adodo feliileti koncentracio értékek

pLys SAKcRGD
modell ’ ’
(c/mgxmm™) (c/mgxmm™)
Sauerbrey 2,5 7,1
Voinova 2,9 7,8
Johannsmann 2,5 7,2

Osszefoglalva a feliileti polipeptid filmek nedves allapotban, QCM-mel végzett
vizsgalatat, azt mondhatjuk, a tanulmanyozott 4 polipeptid koziil mindkét szorpcios
folyamatban a SAKcRGD kotddott a felillethez a legnagyobb mértékben, mely
5-10 nm-es vastagsagu réteget alakitott ki. A legnagyobb mértékben a pH= 7,4-es (PBS)
kozegben végzett fiziszorpcid soran, valamint a kémiai kapcsolassal kotodott a
SAKcRGD. A pufferes 6blités hatasara a fiziszorbealddott peptidek a feliiletrél nem,
vagy csak kis mértékben ( <10%) tavoztak. Ezalol kivétel a pLys, amelynek az 6blitési
folyamatban 30%-nal nagyobb mennyisége tavozott. Ezzel parhuzamosan alakul a
rétegvastagsag is. A SAKCRGD-re 6 nm koriili érték a ,,stabilan kotott” rétegvastagsag,
mig a tobbi polipeptidre ez kozelitéleg 3 nm. Jellegzetes az is, hogy a SAKCRGD
adszorpcioja pH optimumot mutat. 7,4-es pH-nal a legnagyobb a kotott mennyiség, mig

ennél savasabb, vagy lugosabb kdzegben 1ényegesen kisebb.
6.1.4. Ellipszometria

Az ellipszometriai mérések soran a helyes kiértékelés végett preciz termosztalasra volt
szilkség. A biologiailag relevans 36°C-os folyadék kornyezetet csak ebben a
késziilékben tudtam megvalositani. A pontos kiértékeléshez a késziilek altal mért
optikai paraméterek segitségével meg kellett hatdrozzam a pufferek és a kiilonbozd
rétegek torésmutatojat. Ezen adatok birtokaban meg tudtam hatdrozni a filmek
rétegvastagsagat. Haromféle, a rétegre vonatkozo térésmutatd kivalasztasi koncepcidom

volt:

e SiO; réteg kiterjesztésének tekintem a polipeptid réteget, igy a hordozé adatait

hasznaltam a kiértékelés soran (SiOy).
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e Sziraz allapotban hatdroztam meg a peptid réteg optikai paramétereit és ezt

hasznaltam az adszorbealt réteg kiértékelése soran (Szaraz).

o A kiértékelés soran az optikai paramétercket és a rétegvastagsagot egyszerre

illesztettem a mért értékekre (Nedves).

I sio2 I sio2
g 20- [ Szaraz £ 20- [ széraz
S I Nedves c I Nedves
15+ 154
10 104
5 5
0- o4
pH=6,0 pH=7.4 pH=8,0 pH=6.0 pH=7.4 pH=8,0

32. abra A fiziszorpcioval A), illetve kemiszorpcioval B) eléallitott pLys réteg ellipszometiaval
meghatarozott vastagsag (h) adatai 36°C-on

A 32. dbran polilizin polipeptid feliileti megkotddését vizsgalva megallapithatjuk, hogy
fiziszorpcid soran kialakult rétegvastagsag kiilonb6z6 kémhatasa pufferek hatasara
2-2,5 nm a peptidfilm vastagsaga. A kemiszorpciot kovetéen a citrat puffer (pH= 6,0)
esetében Kis rétegvastagsag valtozast, de a PBS (pH= 7,4) és a borat puffer (pH= 8,0)

esetében mar jelent6sen megvastagodott réteget figyelhetiink meg (5-7,5 nm).

I sio2 I Sio2
20 4 [ Szaraz £ 20- [ Szaraz
I Nedves L=

g | P

pH=6,0 pH=7,4 pH=8,0

pH=6,0 pH=7 4 pH=8,0

A B

33.4bra A fiziszorpcioval A), illetve kemiszorpcioval B) eldallitott SAKcRGD réteg
ellipszometidval meghatarozott vastagsag (h) adatai 36°C-on
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A SAKcRGD polipeptid esetében a 33. abran lathaté tendencidk alapjan kijelenthetjiik,
hogy az eltéré pufferes kozegben nincs szamottevd valtozas a rétegvastagsagban.
Emellett megfigyelhetd a pH= 6,0 (citrat puffer) esetében a kiértékelés soran fellépd
hiba is a SiO, modellt tekintve. Ugyanez a polipeptid a kémiai kotés soran vastagabb
filmet eredményezett. Feltiinden sokat valtozott a pH=6,0 (citrat puffer) esetében
12-18 nm, mig a pH= 7,4 (PBS) kdzegben 6-12 nm vastagsagot mérhettiik. A pH= 8,0
(borat puffer) esetében egy kisebb méretii ndvekedést figyelhetiink meg (7,5-14 nm). A
kiilonb6zé kiértékelésekkel kapott vastagsagok arra utalnak, hogy a ’SiO,” modell a
legtobb polipeptid film vastagsagot alabecsiili. Elvi értelemben a legjobb értéket a

’Nedves’ modell adja. Ehhez eleggé hasonld a ’Szaraz’ modszer eredménye is.

A rétegvastagsagokat egybevetve megallapithatjuk a 36°C-0s mintakrol, melyek
folyadékkal telitett allapotban voltak vizsgalva, hogy a fiziszorpcié soran vékonyabb
filmek alakulnak ki, mint a kemiszorpcié soran. Mindkét polimerre igaz, hogy kétszer,
haromszor olyan vastag a kémiailag kotott réteg. Ugyanakkor a SAKcRGD film minden
esetben vastagabb, mint a pLys.

A pH hatasat tekintve az adodik mindkét vizsgalt polipeptidre, hogy a fiziszorpcioval
rogzitett réteg vastagsaga az adott tartomanyban nem érzékeny a kémhatéasra. A kémiai
kotéssel rogzitett SAKCRGD esetében jellegzetes az eltérés, a kisebb pH-ju kozegben
nagyobb rétegvastagsdg mutatkozik. Ez magyarazhatdo azzal, hogy a polimerlanc
maradék disszocidbilis csoportjai toltéssel rendelkeznek, igy egy lazabb, nagyobb
kiterjedésti réteg alakul ki. A tobbi filmmel 6sszehasonlitva, ahol nincs ilyen egyértelmii
valtozas, az latszik valosziniinek, hogy ahhoz, hogy ez a pH hatés érvényesiiljon, van
egy sziikséges filmvastagsag. A fenti példak alapjan ez a hidratalt filmre kozelitdleg

10 nm.
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6.2. Bioaktiv polimerek kolcsonhatasa lipid monoréteggel

A fluid hatérfeliileti vizsgalatok arra irdnyultak, hogy bioaktiv komponensek
lipidréteggel valo kdlcsonhatasat tanulmanyozzuk. A bioaktiv komponens polielektrolit
tipustt vegyiilet, illetve vegyiiletcsalad. Tagjai a PEI vazhoz kapcsolt alkillancok
hosszaban térnek el (C8-C16), de mindegyikiik rendelkezik kationos csoportokkal is.
Mivel a vizsgalt anyagok elektrosztatikus toltése meghatarozd, annak vizsgalatara,
milyen szerepet jatszik a membran affinitasban az elektrosztatikus kolcsonhatés, a
szokasos DPPC lipid modell mellett egy masik, keverék lipidfilmet is hasznaltam a
penetracios mérésekben. Ez DPPC ¢és negativ toltésti fejcsoporttal rendelkezé6 DPPG

3:1 moélaranyu keveréke volt.
6.2.1. Izoterma vizsgalat

A lipidkeverékbl — Langmuir-mérlegben torténd méréshez — 3:1 (VxV™?)

aranyu kloroform:metanol eleggyel c= 1 mgxml™ koncentracioja oldatat készitettem el.

354
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34. dbra DPPC:DPPG (3:1) lipidkeverék izotermaja (M) Osszehasonlitva a tiszta DPPC
izotermajaval (M) (t=23°C)

A 34. abran lathat6é, hogy a DPPC és a DPPC+DPPG izotermdk ezen a
hémérsékleten jelentdsen nem térnek el egymadstdl, igy nagy biztonsaggal jelolhetek ki
két oldalnyomast, melyen a penetraciot kivanom elvégezni. Az egyiket a platd szakasz
végénél (7= 8 mNxm™), mely a kolcsonhatasokat tekintve 2D-s folyadék analog
allapotu, a masikat a meredek szakaszon (7= 20 mNxm™) valasztom ki, ahol a 2D-s

folyadék-szilard atmenet érvényesiil.
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6.2.2. Penetracidos mérések

Viz als6fazison kialakitott tipikus penetraciomérési gorbét mutatok be a

35. abran.

1
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5. injektalas
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35. abra PEI-QI-A8-J polimer penetracioja DPPC:DPPG (3:1) lipidkeverékbe 7= 8 mNxm™
(W) és 20 mNxm™ (M) kezdeti oldalnyomasnal (t= 23°C)

A PEI-QI-An-J polimerekkel végzett penetracios mérések mindegyikére jellemzd, hogy
az oldalnyomas novekedés rendkiviil nagymértékii volt. Mind a tomor illeszkedésti,
mind a folyadékanalog allapott lipidfilmmel erés kolcsonhatast mutattak a polimerek.
Ez a kolcsonhatds, amint a 35. 4abra mutatja, elég gyorsan, néhany percen beliil
Kialakult, ezutan csak kismértékii, lassi novekedés volt megfigyelheté az
oldalnyomasban. A varakozasnak megfeleléen a 8 mNxm™-es oldalnyomésu filmbe

nagyobb mértékii volt a penetracio, mint a tdmdrebb, 20 mNxm™-es filmbe.

Az elektrosztatikus kolcsonhatds bemutatasara a DPPC és a DPPC+DPPG lipid
monorétegbe (8 mNxm™) torténé penetracidkat a 36. abran foglaltam ossze. Az
elektrosztatikus vonzasnak koszonhetéen a DPPC+DPPG lipidréteggel erdsebb a

kolcsonhatés. Az eltérés szignifikdns, és a vizsgalt polimersorozat minden tagjara igaz.
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36. abra Antibakterialis polimerek penetracija m=8 mNxm™(A) DPPC (B) DPPC+DPPG
lipidfilmbe vizes szubfazis esetén

Az igen nagymértékii és gyorsan kialakuld oldalnyoméas-valtozas a lipidhez torténd erds
affinitast mutatja. Az eredeti PEI viselkedésével (An< 5mNxm™) &sszehasonlitva
egyértelmil, hogy ez a nagy membranaftinitds a modositott polimerszarmazék hidrofob
jellegével van kapcsolatban. A molekuldkhoz kapcsolt alkillincok lényegesen
megnovelik a lipidréteggel vald kolcsonhatast, akar a DPPC, akar a kevert lipidfilmet
tekintjiik (37. 4bra). A 8 és 20 mNxm™-es lipidfilmbe valé penetracid mértéke a

varakozasoknak megfelelden alakul.

A kevésbé tomér filmbe valamivel nagyobb mértékii a pentracio, mint a 20 mNxm™-rel
jellemzett tomor illeszkedésti rétegbe. Ez azt valoszinlisiti, hogy a membranaffinitas az

alkillancoknak a lipid molekulak koz¢ valo bejutasaval, ,,beékelédésével” valosul meg.

Az is figyelemre méltd, hogy PBS alsé fazis esetén mar nem tapasztalhatd a nagyobb
mértékii  penetracid6 a toltéssel rendelkez6é lipidfilmbe (DPPC+DPPG). Az

elektrosztatikus kolcsonhatas visszaszorul az elektrolit jelenléte miatt.
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37. abra A PEI-QI-An-J polimerek penetracioja PBS szubfazisbol
DPPC (A) n=8 (M), =20 mNxm™ (@) é DPPC:DPPG (3:1) (B) filmbe == 8 (m),
=20 mNxm™ (M)

Amennyiben a hidrofobitast tekintjik a PEI szarmazékok membranaffinitasa o
hajtéerejének, a 1anchossz novekedésével novekvd penetracio a varhato tendencia. Ezt a
megallapitast figyelembe véve jabb kérdés meriil fel. Az oldallancokként szerepld,
kiilonb6zd szénatomszamu linearis alkillancok Onmagukban is hasonld tendenciat
mutatnak a penetracid soran, vagy a polikationos gerinccel egyiitt alakul ki a 37. dbran

megfigyelt penetracios tendencia.

A kérdés megvalaszolasa végett megfelelé szénatomszamu n-alkil-trimetil-ammonium
makromolekuldhoz hasonloan, amfifil jellegick. A fejcsoportjuk egyszeres pozitiv
toltésti kvaterner ammonium ion. Az apolaris rész C8-tol kettesével C16-ig ndvekvo
szénatomszami n-alkillincok. A kationos tenzidek penetracidos koncentracidjat ugy
valasztottuk meg, hogy az alkil-ammonium bromid molekuldk szama megegyezzen a

PEI-QI-An-J molekulakban 1évé alkillincok szaméaval.

A 8 mNxm™-es lipidfilmbe torténd penetracid eredménye a 38. abran jol tikrozi azt,
hogy a lanc hosszaval a kismolekulds penetracioé ellentétes tendenciat mutat, mint amit a
makromolekuldk esetében tapasztaltam. A kismolekulas kationos tenzidek penetracioja
annal nagyobb mértékii, minél hosszabb az alkillanc. Ez a tendencia a feliiletaktivitast

koveti.
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38. abra n-alkil-trimetil-ammonium bromidok penetraciéja 7= 8 mNxm™ DPPC lipidfilmbe

Mivel az n-alkil-trimetil-ammonium bromid penetracidja soran olyan koncentracidt
valsztottam, mely megegyezik az n-alkil-trimetil-ammoénium oldallancot tartalmazé PEI
molekuldkon 1évé oldallancok koncentraciojaval, a penetracid abszolut értéke is
Osszehasonlithat6. A 37. és 38. abrat Gsszehasonlitva megallapithatjuk, hogy az alkil-
ammonium bromid amfipatikus molekuldk lényegesen kisebb oldalnyomas névekedést
okoznak, mint a moédositott PEI molekulak. A PEI szarmazékok nagyobb mértékii
penetracidja feltételezhetéen a polimer jelleggel van kapcsolatban. Az alkillancok
penetracidéjaban kooperativitds érvényesiilhet: a modositott PEI esetében egy par
oldallanc penetracidja mar orientalja a tobbi oldallancot a lipidfilm iranyaba, ezaltal
segitve azok penetraciojat. Természetesen az Osszehasonlitdsban nem hagyhat6
figyelmen kiviil a PEI-QI-An-J molekulak tobbi része sem. A két ellentétes tendencia, a
penetracidés  tulajdonsadgokat tekintve, lehetOséget biztosit a makromolekula

finomhangolasara, amennyiben a molekula szerkezeti tulajdonsaga befolyasolja ezt.

kerestem a magyardzatot. Apolaris fluoreszcencids indikator jelenlétében (pirén)
készitettem el a vizes oldatokat. Ezeknek a fluoreszcencia spektrumat vettem fel a
polimer koncentracidjanak fliggvényében. A kritikus micellaképzddési koncentracid
meghatarozasara kidolgozott modszert kovettem [Kalyanasundaram, 1977]. Ennek
lényege, hogy a pirén fluoreszcencia spektruma megvaltozik attdl fliggden, hogy polaris

vagy apolaris kdrnyezetben van a molekula. A spektrumot a 373 és 383 nm-en mérhetd
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emisszié intenzitds ardnyaval szoktak jellemezni. Az aggregalddas kezdetét, az apolaris

kornyezet kialakulasat az I37./13s3 csokkenése jelzi.
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39. abra A PEI25-QI5 -J5-Anl5 (n=8 - @, n=10 - ®, n=14 - 4, n=16 - ¥) molekulak pirénes
kozegii fluoreszencia mérésének eredményei

A 39. abran a pirén 373 nm és 383 nm-nél 1€vo intenzitds csticsainak aranyat abrazoltam
a koncentraci6 fliggvényében. A goOrbe hasonlo lefutast, mint egy kismolekulas
micellaképzddési folyamat esetén torténne. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy adott
koncentracio felett a polimer oldatban is aggregacio torténik. Emellett a kiilonbozo
szénatomszamu oldallancot tartalmazdé polimereket megfigyelve, az aggregacio elotti
koncentracidtartomanyban kiilonbséget lathatunk a szénatomszamtdl fliggden. Ez a
varakozassal ellentétes, hiszen az lenne feltehetd, hogy az azonos polaritast, de kis
Ezzel szemben, a mérések szerint a szénatomszam fliggvényében mar az egyedi polimer
molekuldknak is kiilonb6z6 konformacidja alakul ki. Mig a PEI-QI-A8-J] a leginkabb
polaros, addig a PEI-QI-Al16-J ett6l eltéréen, némiképp hidroféb kornyezetet tud
kialakitani a pirén szdmara. Ez a tapasztalat magyardzatot nyujt a penetracios
viselkedésnél mért tendencidra. Vagyis azért nem a PEI-QI-Al6-J penetral a
legerdsebben, mert az mar annyira amfifil, hogy a hidrofob részeit ,.elrejti”, mintha
onmagaban egy micella lenne. Emiatt nem érvényesiil a hidrofobitasa a penetracio
soran. Ez a viselkedés, amit a vizsgalt 4 polimer pirénes spektruma mutatja, fokozatosan
érvényesiil, a hidrofobitds egyre nagyobb mértékben vezet a vizes oldatban az

unimolekulas micellak kialakulasahoz.
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6.2.3. Feliilet morfologiai jellemzése atomi erd mikroszkdppal

(AFM)

A feliileti morfologia meghatarozasahoz hasznalt AFM esetén a Langmuir-filmet
szilard hordozoéra (muszkovit csillam) Langmuir-Blodgett-technikaval vittem at az 1
oras penetracié végeztével. A kiilonbozé filmek AFM képeit az alabbi abrakon mutatom

be.

40. dbra 7= 8 mNxm™ oldalnyomasa DPPC lipidfilm AFM-es képe

Ahogy a 40. abran megfigyelhetjik, a tiszta lipidfilm inkdbb sima feliileti. A
karakterisztikus doménvastagsag 1,2 nm, mely Osszhangban 4ll a lipid oldallancok
film feliiletén. A polimer penetracioja lerombolja a lipidfilm rendezettségét és a film 10-

20 nm kiemelkedéseket tartalmazé egyenldtlen feliiletiivé valik.

41.4bran= 8 mNxm™ oldalnyomasi DPPC lipidfilmbe torténd PEI-QI-Ag-J polimer
penetréacidja utan kialakulo felszin AFM-es képe
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42.4bram= 8 mNxm™ oldalnyomasa DPPC lipidfilmbe torténé PEI-QI-Ag-J polimer
penetracioja utan kialakul6 felszin AFM profil képe

A 20 mNxm™ oldalnyomasu lipidfilm AFM-es képe, a Langmuir-mérlegben rogzitett
izotermaval Osszhangban, tomor szerkezetet mutat. Az elézéleg megismert szigetes
szerkezetet szinte folytonos lipidfilm valtotta fel, melyet arkok szabdalnak.
Kialakulasuk feltételezhetéen a szigetek torloédasaval magyarazhat6. A film
rétegvastagsaga 1is megndétt 2 nm-re, mely a lancok fliggdleges iranyu
kiegyenesedésével, a lipidlancok rendezddésével, orientdcidjuk megvaltozasaval

magyarazhato.

43. abra n= 20 mNxm™ oldalnyomasti DPPC lipidfilm AFM képe

A tomorebb film esetén is jelentds valtozas tapasztalhaté a penetracid soran. A
polimerrel val6 kdlesonhatas kdvetkeztében a tomorebb film rendezettsége megbomlik.

A penetrald molekula teljesen atalakitja a lipidfilm feliiletét. Erdemes figyelemmel lenni
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arra, hogy a megjelend szigetek magassadga a 2 nm tobbszordse. Valoszinisithetd, hogy
a lipidréteg penetracid soran torténd atrendezddésével 2-3 rétegli lipidfilmek is

kialakultak a felszinen.

44. abra m= 20 mNxm™ oldalnyomast DPPC lipidfilmbe torténé PEI-QIl-Ag-J polimer
penetracioja utan kialakulo felszin AFM képe
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45.abra n= 20 mNxm™ oldalnyomasit DPPC lipidfilmbe torténé PEI-QIl-Ag-J polimer
penetracidja utan kialakul6 felszin AFM profilképe

Osszegezve, a penetracio mindkét oldalnyomason drasztikus véltozasokat okozott a
lipidfilm szerkezetében. Ennek a kvantitativ értékelésére meghataroztam az egyes

feliiletekre az érdesség értékeket.
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11. tablazat

Erdességadatok 10 pm’-es feliileten meghatarozva

DPPC DPPC
DPPC =8 mNxm"* DPPC =20 mNxm"
=8 mNxm" penetracio 7=20 mNxm penetracio
PEI-QI-Ag-J PEI-QI-Ag-J
Ra/ nm 0,08 2,86 0,14 2,28
Rg/ nm 0,11 3,73 0,17 3,22
Rz/ nm 0,08 28,38 0,73 23,58

Figyelembe véve, hogy a mind a 8, mind a 20 mNxm™ oldalnyomasi DPPC film
esetében az atlagos érdesség (Ra) a film teljes vastagsdganak 7%-ara tehetd, igy
kijelenthetjiik, hogy sima, a szigeteken beliil, Osszefiiggd filmet képez a DPPC a
hordoz6 feliiletén. Ez dsszhangban van az AFM-es 3D-s képek Osszhatasaval is. Ha a
négyzetes kozepet nézziik, vagyis hatarozottabban figyelembe vessziik a lokalis
minimum és maximum értékeket, akkor a 8 mNxm™ jelii DPPC film esetében 9%, mig
a 20 mNxm’-es esetében 8%-ra modosultak az érdességértékek. Amennyiben az
érdességmagassagot (Rz) értékeljiik, akkor azt érdemes az atlagos érdességtol (Ra) valo
eltérésként értékelni, mivel akkor redlisabb képet kapunk a szélséértékek nagysaganak
hatasarol is, €s 0ssze tudjuk hasonlitani a penetralt filmek értékeivel is. Ezalapjan az Ra-
hoz képest Rz 1%-os csokkenést mutat a kevésbé tomoér DPPC film, mig a tomorebb
esetén 426%-0s novekedés volt. Ha figyelembe vesszilk a 3D-s képen lathato
szerkezetet, akkor valoszinli, hogy a domének kozotti sdvon kiviil - melyet az érdesség
meghatarozasakor nem vettem figyelembe - van még legalabb 10 darab olyan mély,
akdr a hordozoig tartdé lyuk a lipidfilmben, mely ezt a kiugréan magas
érdességmagassag értéket adja. Bar még ezt az Rz értéket tekintve is simanak és
egyenletesnek lehet tekinteni a tomorebb tiszta DPPC filmet is, mégis a kiértékelés

hibjanak tekintem ezt a kiugro értéket.

A penetraltatott filmek esetében mar az Ra és az RqQ értékek is jol mutatjak, a film
szerkezete jelentdsen megvaltozott. Az érdes felszineket lokalis szélsdértékek tarkitjak,
de az igazi, szembetiing kiilonbséget az érdességmagassag (Rz) mutatja. A 8 mNxm™

oldalnyomésu DPPC filmbe torténd penetracid utan, 894%-os ndvekedést tapasztalunk
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az érdességmagassag (Rz) értékében az atlagos érdességhez (Ra) képest. Ugyanez a

20 mNxm™ oldalnyomésu film esetén 933%-os novekedés volt.

Tehat barmelyik érdességadatot is tekintjiik, egyértelmii, hogy az eredeti lipidrétegek
simabbak (R< 1 nm), mig ehhez képest a PEI szarmazékokkal val6 kdlcsonhatas
nagysagrendi valtozasokat. Kiilondsen a penetralt filmen mért Rz értékek nagyok, amik
azt mutatjak, hogy a felszinen jelentds mértékii kiemelkedés taldlhatod, az eredeti

lipidfelszin drasztikusan degradalodott.
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6.3. Bioaktiv molekuldk kolcsonhatasa lipid monoréteggel

Az eddigi fejezetekkel ellentétben, ahol makromolekuldk lipid monoréteggel torténd
kolcsonhatédsait vizsgaltam, ebben a fejezetben kis molekuldji antituberkulotikumok

vizsgalatat fogom bemutatni.
6.3.1. Egyszerii modell membran
Egyszerli membranmodellként tisztan foszfolipidet tartalmazé rendszert hasznaltam.
6.3.1.1. Penetracios mérések

A membranaffinitis tanulmanyozasat 15 és 20 mNxm™ oldalnyomasa Phospholipon
lipidfilmekbe torténd penetraciés mérésekkel 23°C és 36°C-on, a 5.3.2. leirtak alapjan

végeztem el (46. abra).

Azl mNxm”

T T T T T T T T T T T T
0 600 1200 1800 2400 3000 3600
t/s

46. dbra 36°C-on az INH-redSer n= 15 mNxm™ (®),7= 20 mNxm™ (M) oldalnyomast lipid
monorétegbe torténd penetracidja
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12. tablazat Az INH-peptid konjugatum penetracids képessége n=15 és 20 mNxm™, 23°C és
36°C-os lipid monorétegbe

Penetricié A lipidfilm oldalnyomas-valtozasa
ideje/ s 23°C 36°C
15 mNxm™ | 20 mNxm™ | 15 mNxm? | 20 mNxm™
0 0,0 0,0 0,0 0.0
10 2,6 18 13 16
20 3,1 2.0 16 19
30 3,6 23 15 23
40 4,0 24 14 24
50 4.6 24 14 21
60 49 25 15 29

A 12. tablazatot megfigyelve lathatjuk, hogy az injektalas utan (0. perc) 23°C-on
15 mNxm™ oldalnyomast lipidfilm esetén, az oldalnyomas az elsé periodusban gyors
novekedést mutat, de késobb a novekedés sebessége csokken, ami 1 6ra utan sem éri el
az egyensulyi allapotot. A tobbi esetben a penetracio kezdeti szakasza kevésbé meredek,
valamint 20 perc utan egy kvazi egyensulyi értéket ér el az oldalnyomas-valtozas. Mind
a 15, mind a 20 mNxm™ oldalnyomasu film esetén a 23°C-os lipidfilmbe nagyobb a
penetracid, mint a 36°C-ba. Ez latszolag ellent mond annak a ténynek, hogy a magasabb
hémérsékletii filmben a lipid molekulak kevésbé kondenzaltak, rendezettségiik kisebb
[Mifones, 2006], vagyis nagyobb fokl penetraciora lehet szamitani. Valdjaban a lipid
molekulak mozgékonysaga, a film ,lagysaga” miatt ugyanannyi penetralo INH-peptid

konjugatum kisebb oldalnyomas-oldalnyomas-vvaltozast tud okozni.

6.3.1.2. Feliilet morfologiai mérése atomi er6 mikroszkoppal

(AFM)

A morfologiai vizsgalatok soran a referenciaként szolgdld lipid membran AFM-es
képével hasonlitottam 6ssze a penetralt filmek feliiletét. Az adatokat magassag skalaval
ellatott feliilnézeti vagy 3D-s képként abrazolhatjuk, valamint vonalmenti dbrdzolasban

— keresztmetszeti profil — a pontos leolvasast végezhetjiik el.
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A) B)

47. dbra = 15 mNx" oldalnyomasu tiszta lipid monoréteg (A) és INH-redSer-rel penetralt
lipidréteg (B) AFM felvétele 23°C-on

A) B)

48. abra m= 20 mNx-1 oldalnyomasu tiszta lipid monoréteg (A) és INH-redSer-rel penetralt
lipidréteg (B) AFM felvétele 23°C-on

A 47. dbra AFM felvételeit megvizsgalva megallapithatjuk, hogy a lipidfilm mind a két
esetben szigetes szerkezeti. Ezzel szemben a 48. abran lathat6 Langmuir-Blodgett-

filmek tomor lipidréteget mutatnak, melyet arkok tagolnak.

A 47. é4bran lathatd szigetek rétegvastagsaga ~2 nm. A tiszta lipidfilm feliilete
egyenletes és sima, mig a penetralt felszin [ényegesen érdesebbé valt a penetracid soran.
A képek szembetlind moédon mutatjdk a penetracid hatdsara bekovetkezd
szerkezetvaltozast. Ezt a latvany alapjan tett becslést, az érdesség értékkel tudjuk

alatamasztani, melyet mind a négy minta esetén a film 9 pm? teriiletére szamoltam ki.
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13. tablazat

Szilard hordozon 1év6 tiszta lipid illetve penetraltatott
Langmuir-filmek érdességei

, A lipidfilm oldalnyomas-valtozasa (23°C)
Erdesség/
15 mNxm™ 20 mNxm™
nm
tiszta lipid | penetralt | tiszta lipid | penetralt
Ra 0,09 0,40 0,13 0,26
Rq 0,16 0,60 0,17 1,82
Rz 1,13 10,25 1,90 18,68

A tiszta lipidfilm esetében az atlagos érdesség (Ra) vagy a négyzetes kozép (Rz) is a
rétegvastagsdghoz (~2 nm) képest csak <10% értéket mutat. Ez alapjan kijelenthet;jiik,
hogy a vizsgélt teriileten a lipidfilm sima és tomor szerkezetll. Az érdességmagassag
adatok figyelembe vételével azt lathatjuk, hogy a film kiugro értékei 6sszemérhetéek a

film vastagsaggal. A 3D képek alapjan a tomorebb film esetén ez nem meglepd.

Ezzel szemben a lényegesen nagyobb atlagos érdességeket mutatd penetraltatott
filmekr6l kiugroan nagy érdességmagassag (Rz) értékeket lathatunk. Az atlagos
érdességhez képest két nagysagrendii novekedést tapasztaltunk mind a 15 mNxm™-es,

mind a 20 mNxm™ film esetén.
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6.3.2. Osszetett modell membran

Korabbi lipid modellemet a Mycobacterium tuberculosis sejtfalanak egyik fontos
komponensével, a mikolsavval egészitettem Ki, ezzel 1étrehozva egy Mycobacteriumra
jellemzo6bb, Gsszetettebb lipid modellt. A kialakitott modellben DPPC:mikolsav 1:1

(molxmol™)-ban volt jelen.
6.3.2.1. Penetracios mérések

Az INHredSer erbteljesen penetralt a DPPC:mikolsav (1:1) 0Osszetett lipidfilmbe
(49. abra), ellentétben az INH-val, ami j6 vizoldhatdsagaval 6sszhangban, gyakorlatilag
nem mutatott kolcsonhatast a lipidrétegekkel. A peptid szakasszal vald kapcsolas
jelentésen megvaltoztatta az INH-szarmazék polaritdsat. Az oktanol/viz megoszlasi
hanyados tobb nagysagrenddel nagyobb, mint az INH-¢é, mutatva az apolaris jelleg
novekedését. Ez a megnovekedett penetracidos képesség egyértelmiien megnyilvanul,
mind 23, mind 36°C-on. A kiilonb6z6 tomorségii filmbe vald penetracio a varakozasnak

megfelelden alakul. A membréanaftinitas a kezdeti oldalnyomas ndvekedésével csokken.
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49. dbra INHredSer penetracidja m= 15 mNxm™ (M), 20 mNxm™ (M), 25 mNxm™ (m)
DPPC + mikolsav (1:1) Langmuir filmbe A) 23°C, B) 36°C
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6.3.2.2.

Feliilet morfologiai mérése atomi erd mikroszkoppal
(AFM)

A Langmuir-Blodgett-technikaval szilard hordozora atvitt film részletgazdag képet

nyajt a felilletrdl. A DPPC filmhez képest megjelend mikolsav kiemelkedések

jelentésen megvaltoztatjak a filmrdl kialakult sima, egyenletes feliiletti képiinket.

A)
51. abra DPPC+mikolsav (1:1)

B)
n= 15 mNxm™ oldalnyomasi filmjének (36°C) (A) és
INHredSerrel torténd penetracidjanak (36°C) (B) AFM képei

Az AFM-es képek 3D-s abrazolasa jol mutatja, hogy a penetracio eldtti és utani allapot
ranézésre alig kiilonbozik (51. és 52. abra).
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B)
52. abra DPPC+mikolsav (1:1) 7=20 mNxm™ oldalnyomasa filmjének (36°C) (A) és
INHreSerrel torténd penetracidjanak (36°C) (B) AFM képei

A megjelend 1j platok és csticsok miatt a penetracionak a teljes Osszetett filmhez vald
hasonlitasa az érdesség alapjan nem lehetséges, mivel az eredeti film is jelentds
érdességet mutat, biztonsaggal nem allapithatdo meg a lipidfilm hatara. Ennek ellenére a
14. tablazatban Osszefoglalt érdességértékek azt mutatjak, hogy a penetralt filmek
érdesebbek, nagyobb kiugrd értékeket tartalmaznak, és ahogy az 52/B. abra mutatja, a

pentracio kovetkeztében eltiinnek a sima feliiletii lipid domén részletek.

14. tablazat  Tiszta lipid, illetve penetralt lipidfilm kétféle oldalnyomas esetén meghatarozott

érdességadatai

Ra Rq Rz Ra Rq Rz
Tiszta lipidfilm 0,95 1,62 15,03 0,69 1,04 14,74
Penetralt film 1,48 2,30 21,17 1,49 2,24 19,59
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6.4. Nanorészecske  gyogyszerhordozdé  kolcsonhatdsa  lipid

monoréteggel

6.4.1. Nanorészecskek mérete és alakja
6.4.1.1. Atomi erd mikroszkdppal végzett mérések (AFM)

A nanorészecskék, melyeket 4.6.2 fejezet alapjan allitottam eld, jellemezhetéek méret és
alak alapjan. A Si szilard hordozé feliiletén a részecske szuszpenzid egyszeril
beszaritasaval késziild mintdkat AFM-mel vizsgaltam. A vastag, részecskével siirlin
boritott Si hordozdé morfologiajarol késziilt 3D-s képeket az 53. abran mutatom be.
Lathato, hogy a PLGA nanorészecskék meglehetdsen egyformdk, gomb alaktak. A
polimerrel stabilizalt tipusok nanoprecipitacios modszerrel késziiltek egyenletes
részecskemérettel. Az észrevehet6en nagyobb részecskéket akkor kaptam, ha PEI is

jelen volt a Pluronic mellett.

A)

53. abra A PLGA nanorészecskék AFM képe (A) stabilizator nélkiil, (B) 0,1 gxdm™ Pluronic
stabilizatorral,(C) 0,0925 0,1 g><dm'3 Pluronic és 0,0075 g><dm'3 PEI stabilizatorral

Egy masik mintasorozat, mely higitott nanoszuszpenziobol késziilt, Si feliileten
szeparaltan elhelyezkedé nanorészecskék képét mutatta, melyek koziil néhanyat az
54. abran mutatok be. Az AFM mérések keresztmetszeti kiértékelése soran meg tudtam
hatarozni a részecskék magassagprofiljat. A részecskék méreteloszlasat rendszerenként

100 részecske mérésével szamoltam ki (55. abra).
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stabilizatorral készitett PLGA nanorészecskék mérete AFM-mel

meghatarozva, a) tiszta PLGA, b) PLGA + 0,1 gxdm’® Pluronic stabilizatorral, c) PLGA +

0,1 gxdm™ Pluronic + 0,0075 gxdm™ PEI stabilizatorral

A 55. dbra alapjan megallapitottam, hogy a harom rendszer sziikk méreteloszlast mutat,

killondsen a tiszta PLGA és a 0,1 gxdm™ Pluronic-kal stabilizalt rendszer. A PEI

hozzaadéasaval készitett részecskék atlagos mérete megndvekedett és polidiszperzitasa is

nagyobb volt. Az atlagos atmérdket a 15. tablazatban gyiijtottem ossze.
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6.4.1.2. Dinamikus fényszorassal végzett mérések (DLS)

A dinamikus fényszoras a folyadékban meghatarozott atlagos méretet mutatja. Az
intenzitasbol az atlagos hidrodinamikai atmérét és a polidiszperzitast tudtam

meghatarozni.

15. tablazat ~ Nanorészecskék atmérd adatai AFM és DLS moddszerrel meghatarozva. AFM
mérésekbol: szamszerinti atlag (dy), illetve az ebbdl szamitott 6. hatvannyal stlyozott atlag
(ds), DLS mérésekbdl: hidrodinamikai atmérd (Ohigr)-

PLGA nanorészecske dn de riar D
rendszer stabilizatora
nm nm nm
nincs 104 119 139 0,08
0,1 gxdm™ Pluronic 124 145 150 0,08
0,0925 gxdm Pluronic +
0,0075 ngm'3 PE| 155 176 181 0,10

A reprodukalhatosagok a nanorészecske mérete (£5 nm) és a polidiszperzitas (+£0,02)
esetén. A polidiszperzitas értékébdl megallapithatjuk, hogy minden tanulmanyozott
rendszernél sziikk a méreteloszlas PD <0,1. A tiszta PLGA részecskék mérete (139 nm)
kiss¢ novekszik a Pluronic alkalmazasanak hat4sara, és ez magyarazatot ad a hidratalt
adszorpcios réteg kialakuldsara. Tovabbi méretnovekedés figyelheté meg a PEI
hozzaadasara. A két mérési technika jo egyezést mutat a meghatarozott méretekben, és
szignifikinsan nagyobb részecskék alakulnak ki a PEI hatasara. Ez jo1 mutatja, hogy a
PEI a feliileti adszorpcios réteghez nem csak hozzajarul, hanem befolyasolja az

aggregaci6 folyamatat is.
6.4.2. Nanorészecskék membranaffinitasa

A nanorészecskék lipidréteggel vald kolcsonhatdsat a hatdbanyag molekulakkal
végrehajtott  penetracid vizsgalatdhoz hasonléan tanulminyoztam. A PLGA
nanorészecskék feliiletének Osszetételét, polaritasat meghatarozza a sztérikus
stabilizalasara hasznalt Pluronic. Az éppen a feliiletmodositds céljabol eldallitott
Pluronic F127-aminnal stabilizalt részecskék membranaffinitasat is meghataroztam. A
kationos nanorészecske membranaffinitasa, a Langmuir-mérlegben vizsgalt adszorpcié/
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penetraci6 az 56. abra szerint alakult. A DPPC lipidfilmmel vald kolcsonhatés jelentés
mértékil, és ez novekszik a negativ toltésti, DPPC+DPPG keverék lipid modell esetén az

elektrosztatikus koélcsonhatasnak koszonheten.
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56. abra PLGA (0,1 gxdm™®) Pluronic F127-aminos nanorészecske penetraciéja n= 25 mNxm™
oldalnyomasu DPPC (M) és DPPC+DPPG (®) Langmuir-lipidfilmbe

A nanorészecskék lipidfilmbe valo beépiilését Langmuir-Schéffer-technikaval eléallitott
szilard hordozora atvitt rétegeként AFM-mel vizsgaltam (57. dbra). A penetracio elotti
lipidréteg allapotat hasonlitottam Ossze a penetracid utdni allapottal. A penetracio
kozvetlen bizonyitékat adja a 3D-s kép azaltal, hogy a lipidréteg tartalmaz

nanorészecskéket, mig a penetracio elétti lipidfilm nem.

o 05 1 15 2 25 o 0.5 1 15 2 25
pm HmM

A) B)

57. abra DPPC+DPPG tiszta lipid monoréteg (A) ¢és PLGA (0,1 gxdm?®)
Pluronic F127-aminos nanorészecske penetracioja (B) utan késziilt AFM felvételek
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7. A dolgozat egyes fejezeteiben bemutatott eredmények

hasznositasa

Az eldallitott polipeptid feliileti bevonatok, illetve a membranaffinitassal
jellemzett antibakterialis polimerek, hatéanyagok, hatdéanyag-koknjugatumok és
gyogyszerhordozok a tervek szerint tovabbi biologiai felhasznalasra keriiltek, illetve

keriilnek.

6.1 A szelektiv sejt letapadast biztositd peptidekkel készitett bevonatok in vitro

vizsgalatabol tovabbi munka sziiletett.

P. Tatrai, B. Sagi, A. Szigeti, A. Szepesi, 1. Szabo, Sz. Bdosze, Z. Kristof, K.
Marké, G. Szakdcs, 1. Urban, G. Mezé6, F. Uher, K. Német. A novel cyclic
RGD-containing peptide polymer improves serum-free adhesion of adipose
tissue-derived mesenchymal stem cells to bone implant surfaces,

J Mater Sci: Mater Med 2013, 24, 479-488.

Allatkisérletekhez titin halora kellett adaptalni a bioaktiv polimerrel végzett
feliiletmoddositast. A Szegedi Kisérleti Miitéttani Csoport munkatarsai az Oralbiologiai
Tanszék és Miuszaki Egyetem munkatarsaival egyiittmiikodve végezték a csontosodas

mértékét jelzé mechanikai vizsgélatokat.

K. Turzé, Cs. Berkovics, A. Gyorgyei, B. Szabo, Z. Rakonczay, G. Mezo, Cs.
Pénzes, E. Kiss, K. Marké, E. Madardsz: In vivo studies on osseointegration

of titanium surfaces modified with cyclic RGD-peptides and HAP; kézirat

6.2 NanoBond FP7-es  nemzetk6zi  egyiittmiikodés  keretében  textil
feliiletmodositasara alkalmaztak a kontakt hatdsu antibakteridlis anyagot. Eredményeink
hozzajarultak az optimalis Osszetétel, koncentracido kivalasztasahoz. Késziiltek ilyen
bevonatu korhazi o6ltdzékek, dgynemil, matracvédd, sportzokni és egyéb egészségiigyi

textiliak.
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6.3 A nagyszamu, in silico modszerrel azonositott antituberkulotikus hatdéanyag
jelolt szelektalasahoz felhasznalhatoak — a fizikai-kémiai paraméterek mellett — az
altalunk meghatarozott membranaffinitasi értékek. Ezekkel is torténtek tovabbi in vitro

valamint in vivo vizsgalatok is.

K. Horvdti, B. Bacsa, E. Kiss, G. Gyulai, K. Fodor, Gy. Balka, M. Rusvai, E.
Szabo, F. Hudecz, Sz. Bdsze: Nanoparticle encapsulated lipopeptide conjugate
of antitubercular drug isoniazid: in vitro intracellular activity and in vivo
efficacy in a guinea pig model of tuberculosis.

Bioconjugate Chemistry 2014, 25 (12), 2260-2268.

K. Horvati, B. Bacsa, N. Szabo, K. Fodor, Gy. Balka, M. Rusvai, E. Kiss, G.
Mezé, V. Grolmusz, B. Veértessy, F. Hudecz, Sz. Bdsze: Antimycobacterial
activity of peptide conjugate of pyridopyrimidine derivative against
Mycobacterium tuberculosis in a series of in vitro and in vivo models.
Tuberculosis, 2015, 95, S207-S211.
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8. Osszefoglalas

A Dbiologiai rendszerekben fontos hatarfeliileti kolcsonhatasok két tipusaval
foglalkoztam doktori munkamban. A tanulmanyozott anyagok, rendszerek egyrészt az idegen
szilard anyag/biologiai rendszer kdolcsOnhatdsahoz, a biokompatibilis és bioaktiv feliilet
kialakitasahoz, masrészt az antibakterialis tulajdonsagli hatdéanyag-jeloltek, polimerek sejtekkel
valé kolcsonhatasanak jellemzéséhez, fert6zést megel6zo feliilletmodositasi  eljarashoz
kapcsolodnak.

A bioaktiv feliilet kialakitasahoz polilizint és ennek harom, funkcionalizalt valtozatat
hasznaltam. Fiziszorpcios és két kémiai kapcsolasi modszerrel allitottam el feliileti rétegeket
szilard hordozon a tovabbi, részben in vivo bioldgiai vizsgalatok szamara. A kiilonb6z6 kémiai
Osszetételll feliileti rétegeket laboratoriumi koriilmények kozott jellemeztem és hasonlitottam
Ossze. A bevonatok vastagsidganak, szerkezetének meghatarozasaban a rontgensugar
fotoelektron spektroszkdpia (XPS), kvarc kristaly mikromérleg (QCM) és ellipszometria mellett
fontos szerepe volt az atomi eré mikroszkopianak (AFM).

A vizsgalatok eredményébdl megallapitottam, hogy a kémiai kapcsolasi modszerek a
fiziszorpcioval  kapottnal — két-haromszor nagyobb mennyiségli polipeptid feliileti
immobilizalasat eredményezték, valamint hogy a rétegek egyenletesek és Osszefliggdek. A
polipeptid rétegeket QCM és ellipszometriai modszerrel in situ, folyadékkal érintkezésben is
tudtam tanulmanyozni. A QCM mddszerrel mért frekvencia és ellenallas adatok haromféle
modellel (Sauerbrey, Voinova, Johannsmann) torténé kiértékelésébdl arra a megallapitasra
jutottam, hogy a polipeptid rétegek nem mutatnak érzékelhetd viszkoelaszticitast. A
polipeptidek kiiziil a legnagyobb vastagsagl réteget az elagazo szerkezetii SAKcRGD adta,
aminek adszorpcidja optimumot mutatott a kozepes pH tartomanyban. Ennek valoszinii
magyarazata a polimer toltéssiiriségének, és ezzel Osszefiiggésben az oldatbeli expanzids
allapotanak az egyiittes érvényestilése.

Bakterialis fertdzés elleni hatdanyagjeloltek, valamint a fert6zés megel6zésében
szerepet jatszo, polielektrolit tipusu feliiletmodositdé polimerek, tovabba gydgyszerhordozo
polimer nanorészecskék membranaffinitasat lipid modell rendszerek alkalmazasaval
tanulmanyoztam. A penetracido mértékének tenziometrikus jellemzése mellett AFM felvételek
segitségével jelenitettem meg a kolcsOnhatas szerkezetmoddositd hatasat. A membranaffinitast
mutatd komponensek a lipid monoréteg rendezett szerkezetét, az egyenletes filmvastagsagot
modon az érdességi paraméterekkel adtam meg, amelyek a penetracid kovetkeztében tobb
nagysagrenddel ndvekedtek. Az antibakterialis hatast, kationos, polielektrolit (PEI)
szarmazékok modell membrannal valé kolcsonhatasa nagymértékiinek adodott, és a
varakozassal ellentétes alkillinchossz fliggést mutatott. Ennek az anomalis viselkedésnek a
magyarazata a hidrofob komponensek unimolekulas micellaképzodése Ilehet, amit

fluoreszcencia spektroszkopias mérésekkel igazoltam.
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9. Summary

Two types of interfacial interactions with biological relevance were
characterized in my work. The materials investigated are partly connected to the foreign
body response in living system, the preparation of biocompatible and bioactive surfaces,
and on the other hand, to the characterization of molecular interaction of antibacterial
drug candidates and polymers with cells including formation of preventive coating on
biomaterials.

Polylysine and its three functionalized derivatives were used to prepare bioactive
surface. Physisorption and two variations of chemical coupling were used to prepare
polypeptide layers on solid support for further, partly in vivo biological investigations.
The different layers were characterized and compared under laboratory conditions. The
thickness, chemical composition and structure of the surface layers were determined by
photoelectron spectroscopy (XPS), quartz crystal microbalance (QCM), ellipsometry,
and especially by atomic force microscopy (AFM).

It was established from the results that the immobilization of polypeptides onto
solid surface by chemical coupling resulted in two or three times higher bound amount
comparing to the physisorption. Furthermore, the layers were obtained as continuous
and uniform films. The layers were allowed to be characterized in situ in hydrated state
by QCM and ellipsometry. Evaluating the frequency and resonance values obtained by
QCM applying three different models (Sauerbrey, Voinova, Johannsmann) it was
concluded that the layers did not possess notable viscoelasticity. The branched
SAKCcRGD showed the largest layer thickness with a maximum adsorbed amount in the
middle range of pH. The combined effect of the charge density of the polymer and its
expansion state in the solution might be an explanation for that.

Membrane affinity of antibacterial drug candidates, polyelectrolyte type

polymers designed for preventive coating and also drug delivery polymeric
nanoparticles was investigated using lipid model systems. Besides the tensiometric
determination of the degree of penetration the structural changes induced by interactions
were visualized by AFM images. Components with significant membrane affinity
drastically changed the ordered structure and smooth surface of uniform lipid
monolayer. The variation in the surface morphology of the penetrated layer was
described quantitatively by roughness parameters which increased by several orders of
magnitudes due to penetration.
Antibacterial derivatives of cationic branched polyelectrolyte presented strong
interaction with model lipid membrane and showed a trend with the length of alkyl
chains reversed as expected. This special behaviour was explained by formation of
unimolecular micelles in the case of hydrophobic compounds which was supported by
fluorescence spectroscopy measurements.
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