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1. BEVEZETES

A természetben lejatsz6dd valamennyi folyamat hatterében, akar globalis szintii
vagy egyéni szervezet szintjén valosuljon is meg, kimutathatéak illetve megtalalhatoak
olyan paranyi elemek, amelyek a ,,mozgatérugdk” szerepét toltik be. A technika
folyamatos fejlodésével lehetdséglink nyilt ezen mikroszképikus rendszerek
megismerésére, tanulméanyozasara. Igy mara tanubizonysagot nyert az, hogy szamos
betegség koroki tényezdéjeként bizonyos mikroszkopikus rendszerek példaul
baktériumok, virusok a felelosek.

A tanulmanyozasok soran egyre ujabb kérdések meriiltek fel. Hogyan tudjuk
vizsgalni a szubmikroszkopikus ,,vilagot”? Milyen okokra lehet az eddig kapott
eredményekbdl kovetkeztetni? Ezekre €s a tobbi hasonlo kérdésre a biofizika, biokémia
¢s biologia kisérleti eszkdztaranak a segitségével keressiik a valaszt.

Jelen munkam sordn az optikai spektroszkopia adta lehet6ségek, eszkozok
hasznalataval végeztem szubmikroszkopikus rendszerek tanulmanyozasat. Az altalam
eldallitott mesterséges kétrétegli modellmebranokon — liposzomékon — vizsgaltam a
fotodinamikus terapiak hatterében lezajlo fotokémiai folyamatok elvi alapjait, és
hatdsmechanizmusat.

A sajat eredmények részletes bemutatdsa el6tt ismertetem a kutatdsban valamint a
gyogyaszatban alkalmazott mikroszkopikus és szubmikroszkopikus rendszerek egyes

tipusait €s a fotodinamikus terapia alapjait, jelentdségét.

1.1. Mikroszkopikus és szubmikroszkopikus biolégiai rendszerek

A tuddésokat mar az okorban is foglalkoztatta a paranyi, szemmel nem lathatod
vildg. Az 1d6 soran lehetévé valt az egyre kisebb és kisebb méretek megismerése. A
tényleges nanovildg az 1 um alatti mérettartomanyt jelenti. Az ilyen Kisméreti
részecskékkel foglalkoz6 nanotechnologia széles korben terjed napjainkban, és mara
teret hoditott az orvostudomany teriiletén is.

A biomedicindban hasznélatos nanotechnoldgia két nagy csoportra oszthato:

diagnosztikus (szenzorok) és terapids célara. Taldn a nanorobotok egykor a két agat



egyesithetik. Az orvosi nanotechnoldgia magaba foglalja olyan anyagok és modszerek
tervezését, alkalmazasat, amelyekkel az emberi testrdl szubcelluldris (akar molekularis)
szinten, magas specificitassal lehet informaciot nyerni, illetve hatni ra [1].

A nanotechnolégia 1j lehetdségeket kinal a klinikailag fontos markerek,
molekularis elvaltozasok vizsgalatara és eszkozt a terapias beavatkozasokra [2]. Ezaltal
kitagulnak a hatarok a molekularis diagnosztika terén és lehetévé valik a személyre
sz016 medicina kialakitasa.

A nanotechnoldgia felhasznalhato arra is, hogy egyes gyogyszereket specifikusan
egy adott szovetbe ill. sejtbe jutassunk be — ezaltal csokkentve a mellékhatasokat. A
koros szoveteknek az egészségestdl eltérd patofizioldgiai viselkedése és anatomiaja
biztositja szamunkra ezt a lehetdséget [3]. A gyogyszertudomany mar évek Ota
hasznalja a nanorészecskék kozé tartozo kiilonbozd méretli és szerkezetli liposzomakat,
mint transzport vezikulakat [4]. Segitségiikkel a gyogyszerhatoanyagok felszabadulasat
mind idében mind térben szabalyozni lehet, igy ndvelve a gyogyszermolekuldk
hatékonysagat, és csokkentve a toxicitasukat. A liposzomak masik fontos felhasznalasi
terlilete a sejtmembran-modellként vald alkalmazdsuk, mivel szerkezetiikben jelentds
hasonlosdgot mutatnak a sejtmembran lipid kettOsréteg ével. Ezaltal szerepiik van a
membran szerkezet, a transzport folyamatok, valamint a kiilonb6z6 molekuldk
membranokra gyakorolt hatasainak vizsgélatdban, vagyis a gyodgyszerfejlesztésben.
Hasonl6 moédon a genetikai betegségek kezelésére és megeldzésére bevezetett
géntechnoldgianak is megvannak a nano eszkozei, mint a liposzomak, nanorészecskék
¢és dendrimerek [5].

Munkam soran a mar emlitett liposzomakat - mint nano rendszereket - hasznaltam
fel a fotodinamikus terdpidban hasznalt fényérzékenyitd anyagok vizsgalatara. Azt
kutattam, hogy ezen fényérzékenyitéknek milyen a sejtmembranhoz torténd kotddése
illetve a membranokban vald elhelyezkedése, ugyanis ez a tényezd kiemelkedden
befolyasolja a fotodinamikus terapia effektivitasat. Az altalam elvégzett vizsgalatok €s
eredmények bemutatasa eldtt 0sszefoglalom a fotodinamikus terapia miikodési elvét és

ebben a vizsgélatban alkalmazott eszkdzoket €s azok elméleti hatterét.



1.2. A fotodinamikus terapia

A fotodinamikus reakciok alkalmazasa ma mar széles korben elterjedt és az
orvostudomany szamos teriileten valasztja kezelésként. A lokéalis fotodinamikus terapia
(PDT) egy non- invaziv terapias lehetdség, amely hasznalata napjainkban is egyre
jobban nd.

A PDT soran ugynevezett fényérzékenyitét (a leggyakrabban egy
porfirinszarmaz€ék) juttatnak a véraramba, amely kémiai tulajdonsagai (vagy
vivomolekuldk) altal felhalmozddik a célzott sejtek membranjaiban, DNS molekulai
kozelében vagy mas sejtorganellumokban. Ezt kovetéen az adott szovetet megvilagitva
a megfeleld hulldmhosszusdgt fénnyel, egy fotokémiai atalakulds jatszodik le a
fényérzékenyitd molekuldkban, amely soran oxidaciés folyamatok indulnak be a
sejteken beliil. E folyamatok végiil a sejtek karosodasahoz vezetnek.

Manapsag a PDT leggyakoribb felhasznalasi teriiletei a malignus és benignus
bordaganatok (illetve egyéb borbetegségek) mellett az idéskori macula degenerdcio, és
mas olyan szembetegségek, amelyek Osszefiiggésbe hozhatok a neo-vaszkularizacioval.
A fotodinamikus terapia utat tort a kardiologia és a reumatologia teriiletén is. A
modszer, eredményesnek bizonyult artérias intima hyperplaziak kezelésében és vannak
probalkozasok sztent implantaciok utani PDT alkalmazasra is. Még kiprobalas alatt all
az antigén-indukalt reumatoid artritis elleni fotodinamikus synoviectomia. Nem utolso
sorban mikrobiologiai vonatkozasban felhasznalhatd vérkészitmények sterilizalasdra,

valamint célzottan mikroorganizmusok ellen.

1.2.1. A fotodinamikus terapia eredete

A fény terapias tulajdonsagai mar évezredek oOta ismertek, ugyanakkor a
fotodinamikus terapia csak a mult szazad soran alakult ki [6]. Az 6si egyiptomi, kinai és
indiai civilizaciok mar hasznaltak fényt (kb. 3000 évvel ezeldtt) kiilonb6zd betegségek,
koztiik psoriasis, vitiligo és bordaganatok kezelésében.

A 19. szdzad végén a dan szarmazasu Niels Finsen felfedezte a voros fény
jotékony hatasat a himl6 pusztulak kialakulasanak és kifakadasanak megel6zésében [7].

A Napbo6l szdrmaz6 ultraibolya sugéarzassal eredményeket ért el a kutan tuberkulézis



kezelésében is. A fotodinamikus terapia kezdetét jelentette mintegy 120 évvel ezelétt,
amikor kisérletileg bizonyitottak (Oscar Raab), hogy egyes vegyiiletek és fény
kombinacidja képes sejthalalt indukalni. H. von Tappeiner és A. Jesionek 1903-ban mar
eozint alkalmazott lokalisan bdordaganatok kezelésében — az altaluk észlelt jelenséget
fotodinamikus hatdsnak nevezték el [8].

Ezt kdvetden 1913-ban a német tudds Friedrich Meyer—Betz alkalmazott elészor
porfirint emberen fotodinamikus terapia céljabol — hematoporfirint sajat kezén [9].
1955-ben Samuel Schwartz ¢és munkatarsai kifejlesztették a hematoporfirin
szarmazékokat (HPD) [10], amelyekr6l késobbiekben bebizonyosodott, hogy Kétszer
olyan fototoxikusak, mint a hematoporfirin, képesek szelektiven a daganatos
szovetekhez kotodni, és alkalmasak a tumorok fotodetektalasara is. A PDT rakos
Habar az els6 kisérletek mar 1903-ban megtorténtek, az elsé jelentOs attorést 1976-ban
érték el (J. F. Kelly és mtsai.) humén holyagcarcinoma hematoporfirin szarmazékkal
torténd kezelésével [11]. Thomas Dougherty szintén sikerrel alkalmazott HPD-t
hogy a PDT ajanlott a korai stadiumu inoperabilis daganatok kezelésére, mint az
oesophagealis tumor, gyomor carcinoma, intraocularis tumor, agydaganatok,

mesothelioma, colorectalis daganat és pankre4sz daganat.

1.2.2. A fotodinamikus terapia hatasmechanizmusa

A fotodinamikus terdpia soran az érintett sejtekhez kotddott ugynevezett
fényérzékenyitokben megfelelé hullamhosszusagu, tobbnyire 1ézerrel eldallitott fény
hatdsara fotokémiai reakciok mennek végbe. A sejtkarositod hatast a gerjesztett allapota
molekula kiilonboz6 reakcioutakon (1. tipus, I1. tipus) keresztiil valthatja ki [13].

A legtobb, mind a klinikumban, mind a kisérleti munkéaban fényérzékenyitéként
hasznalt molekula aromas tetrapirol szarmazék, amelyhez hasonlok a természetben is
eléfordulnak (pl. hem). Az idealis fényérzékenyitdk jellemz6it mar ismerjiik [14].
Besugarzas nélkiil alacsony szintli toxicitassal kell rendelkezniiik, tovabba ne
okozzanak olyan nem kivant reakciokat, mint példaul a hypotenzid és az allergia.
Lényeges, hogy a gerjesztd fény megfeleld szoveti penetracioja céljabol abszorpcidjuk a

voOrds ill. ahhoz kozeli hullamhossztartoményba essen. Rovidebb hullamhosszisaga



abszorpcidonal ugyanis a fény nem jutna elég mélyre a szdvetekben a kivant hatés
kivaltasdhoz, igy csak a bor felszinének fényérzékenyitését idézné elé. A hosszabb
hullamhossziisaga (>800nm) fény pedig azért nem megfeleld, mert a fotonok nem
rendelkeznének elegendd energiaval ahhoz, hogy a fényérzékenyitok gerjesztett
allapotba keriiljenek a tovabbi reakciok végbemeneteléhez. Mindemellett kivanatos,
hogy a fényérzékenyiték abszorpcios egyiitthatdja kelléen nagy legyen az alkalmazott
gerjesztési hulldamhosszon, igy minimalizalhatjuk a hatas eléréséhez sziikséges anyag
mennyiségeét.

A fotodinamikus terdpidk alapjat a mar emlitett fényérzékenyité anyagok képezik,
amelyek leggyakrabban porfirin szarmazékok. Megjegyzendd, hogy a kereskedelmi
forgalomban 1év0 klinikailag beteg gyodgyitasra engedélyezett fényérzékenyitok szdma

még ma is kevés. (Az els6 engedélyezett szer a Photofrin volt 1993-ban Kanadaban.)
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1. abra Porfirin abszorpcios spektrum Az dbran az egyik felhasznalt porfirin molekula (MPCI) abszorpcids
spektruma lathato. A Soret-sav, vagyis az abszorpcios maximum 397 nm-nél figyelheté meg. A 450-625 nm kozotti
tartomanyban taldalhatoak az vigynevezett Q-savok, amelyek kéziil altalaban a legnagyobb hullamhosszal rendelkezét

hasznaljak a fotodinamikus terdpia sordan a fényérzékenyitok gerjesztésére.



Spektroszkopiai szempontbdl a tetrapirolokra altalaban jellemz6 az in. Soret-sav
(abszorpcios sav), amely 400 nm kornyékén talalhatd és jelentdés mértékli. A vords
tartomany fel¢ haladva 500-700 nm kozott jelennek meg az ennél lényegesen kisebb
porfirin esetében, de ezeken kiviill még maés jarulékos savok is eldfordulhatnak. Az
altalam hasznalt egyik porfirin molekula (MPCI) abszorpcids spektrumat az 1. dbran

tintettem fel.
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2. abra A fotodinamikus terdpia sordn végbemend fotofizikai és fotokémiai mechanizmusok. Az abran lévé
szamok a molekuldk spindllapotat jelolik (1-szingulett, 3-triplett), mig * jelzi a gerjesztett dllapotot. Vastag kék
nyilakkal abrazoltam az energiaszintek kozti kozvetlen datmeneteteket. A piros és vilagos kék nyilak az I ill. a II.

tipusu reakcioutakat jelélik.

Alapallapotban a fényérzékenyitdk két ellentétes spinti elektronnal rendelkeznek a
legkiilsé betoltott molekula orbitalon (Szingulett alapallapot ,,17°). A gerjesztd fényfoton
abszorpcidjat kovetden az egyik elektron atkeriil egy magasabb energidji palyara,
ugyanakkor a spin allapotat megtartja (gerjesztett szingulett allapot ,,1*”). Ebbdl az
allapotbdl vibracids relaxacid utan tobb lehetséges atmenet torténhet. Ez lehet rovid,
nanoszekundum ¢letidejii fény emisszi6 (fluoreszcencia), szingulett allapotok kozott
végbemend sugarzas nélkiili belsd konverzid vagy szingulett-triplett atalakulas
(intersystem crossing), amikor a gerjesztett elektron spinje megfordul és kialakul egy

hosszu (legalabb mikroszekundum) életidejti gerjesztett triplett allapot (,,3*”), ahol az



elektron spinek parallelek. A hosszu életid6t az a tény magyarazza, hogy az energiatol
fény emisszio (foszforeszcencia) formajaban vald megszabadulds elsd kozelitésben
tiltott spin-atmenettel jar6 folyamat. A 2. abran a fentebb leirt folyamatokat és az ezt
kovetd két reakcioutat mutatom be. A fényérzékenyité a gerjesztett triplett allapotabol
ezt kdvetden kétféle reakciduton mehet keresztiil. 1. tipus: reakcidba 1éphet kozvetleniil
olyan proton ill. elektron akceptorokkal, amelyekkel proton ill. elektron transzfer
formajaban gyokoket képez. A keletkezd gyokok tovabbi kolcsonhatdsba 1éphetnek
oxigénnel reaktiv oxigén termékeket (ROS) eredményezve. II. tipus: a fényérzékenyitd
az energiajat kozvetleniil atadhatja molekularis oxigénnek (ami triplett alapallapotu),
igy az gerjesztett szingulett allapotba jut, ami egy nagyon reaktiv oxidalé szer. A PDT
esetében a reaktiv oxigén szerepe tlinik fontosabbnak, habar a két reakciotipus
szimultan is végbemehet. A kettd ardnyit nagyban meghatarozza az alkalmazott
érzékenyitd, az akceptor és az oxigén koncentracioja, valamint az érzékenyitd és az
akceptor kapcsolata. Abban az esetben, ha a szoveti oxigén szintje magas a II. tipusa
reakcio megy végbe, mig alacsonyabb oxigén koncentracié mellett inkabb az I. tipusu.
Altalanossagban elmondhaté, hogy a PDT hatasossaga oxigéndependens, eltekintve par
kationos érzékenyit6t6l, mint a cianin festék (EDKC), ami oxigén-independens
mechanizmussal hat.

Az 1. tipusu reakcidban gyakran képzddik kezdd 1épésként szuperoxid anion
molekularis oxigén monovalens redukcidjaval. A szuperoxid Onmagaban kevésbé
reakcioképes, de hidrogén-peroxidot (H,O,) képezhet, amely szabadon mozoghat a
sejtmembranokon keresztiil. A hidrogén-peroxid oxidacidjaval (altaldban fém ionok
redukciojaval kapcsoltan) hidroxilgyok képzddik, amely transzportjat illetden hasonloan
viselkedik a peroxidhoz, és diffuziotol fiiggd karositd hatassal bir. A hidroxilgydk
reakcioba léphet a sejtmembrant alkotd zsirsavlancokkal hidroxilalt adduktokat
képezve, amely szintén gyok lévén mas molekuldkkal lancreakciot indithat el. Ezzel
tulajdonképpen a membrant alkotd zsirsavlancok és mas lipidek oxidativ karosodéasat
okozva.

A ROS és a II. tipust uton képzddd szingulett oxigén oxidalod dgensek, amelyek
kozvetleniil reakcioba 1éphetnek tobb bioldgiai molekulaval. A fehérjékben 1évo
aminosavak (cisztein, metionin, triptofan, tirozin, hisztidin) fontos célpontok. A DNS

lanc is kdrosodhat oxidativan, mind a nukleotid bazisokon (leggyakrabban a guaninon),
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mind a DNS lancot dsszekapcsold cukor molekuldkon keresztiil, a cukor molekuldk
kapcsolodasanak oxidacidjaval vagy DNS-fehérje keresztkotések kialakuldsaval. Bar
minden sejt rendelkezik javitdé mechanizmusokkal oxidativ stressz esetére, azonban a
vagy haldlahoz vezet.

A ROS és a szingulett oxigén életideje (lipidfazisban 50-100*107°s,
sejtkornyezetben 0,6%10°s), igy a sejten beliili diffizios tavolsaga is kicsi, par nm
nagysagrendbe esik. Ezért a kozvetlen sejtkdrosité hatasat a keletkezés helyének
kozelében fejti ki [15, 16], amit meghataroz az alkalmazott érzékenyitd lokalizacioja, és
ez kémiai tulajdonsagainak fiiggvénye [17]. A hidrofil tulajdonsaguak foleg a
lizoszomakban felhalmozdédva, a hidrolitikus enzimek citoplazmédba jutdsat
eredményezik. A kationosak a mitokondrialis dominancidval, mitokondrium kéarosodast
okoznak [18]. A lipofil, anionos festékek pedig a membranokhoz kotédve — plazma-,
mitokondrium-, lizoszoma-, endoplazmas retikulum-, magmembran — fejtenek Ki
karositd hatast. A koleszterol és a telitetlen foszfolipidek fotoperoxidacioja a membran
permeabilitdas megvaltozdsdhoz, a fluiditds elvesztéséhez és a membranhoz kotott
enzimek és receptorok inaktivacidjahoz vezet [19-21]. E folyamatok végezetiil mind
sejthalalt indukalnak.

Ma mar ismert, hogy a fotodinamikus terapia harom f6 mechanizmus révén fejti
ki daganatellenes hatasat [22]. Elsésorban a keletkezé ROS direkt tumor sejtpusztito
hatéssal rendelkezik. In vivo tumor PDT utdn megfigyelhetd a klonogenikus sejtek
szdmanak csokkenése a direkt fotokarosodas kovetkeztében. Ennek ellenére csupan
ezen reakcid altal a teljes tumor eradikdci6 nem lehetséges tobbek kozott a
fényérzékenyitok egyenetlen szdveti eloszldsa, valamint a szoveti oxigén hiany miatt —
ami kialakulhat a terapia hatasara is. Egy tovabbi mechanizmus, ami szerepet jatszik a
PDT hosszt tava hatékonysagaban, a daganatot ellatd érhdlozat karosodasa. A
daganatos sejtek életképességét azokat taplalo erek mennyisége hatarozza meg, amelyek
kialakulasat a daganat és a gazdasejtek altal termelt novekedési faktorok befolyasoljak.
Megfigyelték a fotodinamikus terapiat kovetden a kiserek kollapszusat a daganatban,
ami lokélisan komoly, tartés hypoxidt eredményezett. Egyes fényérzékenyitdk utan
kétlépcsOs ér-valasz tapasztalhatdo. Azonnali reakcidoként vazokonstrikcid jelentkezik,

majd néhany oraval késébb egy masodik, hosszli hatasu valasz alakul ki ér trombus
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formajaban. A kialakult trombus heparinnal oldhaté, ugyanakkor tartés hypoxiat okozva
késlelteti a daganat novekedését. Harmadik f6 mechanizmusként immunvdlasz
aktivalodik a daganatos sejtek ellen. Megfigyelheto a limfocitak, leukocitak valamint a
makrofagok felszaporodasa a PDT-t kovetden a kezelt szovetekben. Az eredmények azt
igazoltak, hogy bar a PDT direkt karositdo hatdsa képes elpusztitani a daganat nagy
részét, a megmarado sejtek elimindlasdhoz sziikség van a megfeleld immunvalaszra. Az
emlitett mechanizmusok egymast befolyasoljak, ugyanakkor az optimalis hosszu tava

hatas eléréséhez mindegyikre sziikség van, kiilonosképpen metasztazisok esetén [23].
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2. CELKITUZESEK

Mivel a fotodinamikus terapia soran a szingulett oxigén és mas reaktiv oxigén
szarmazékok (ROS) élettartamat, reakcioképességét és a mennyiségét is nagyban
befolyasolja a képzddés helye, igy nélkiilozhetetlen a fényérzékenyitdk sejtben vald
elhelyezkedésének és megoszlasanak a pontos ismerete. Ezek a tényezok pedig mind
befolyasoljak a fotoreakciok sejtkarositd hatasat, vagyis a terapia hatasossagat.

Munkdm soran egy egyszerti kis unilamellaris vezikulumokbdl és hozzaadott
fényérzékenyitdkbol allo sejtmembran modell segitségével harom {6 kérdésre kerestem
a valaszt.

1. A fényérzékenyitd  anyagok kémiai  tulajdonsagai  hogyan
befolyasolhatjak a lipid kettOsréteg hez wvaldo kotédésiiket illetve
elhelyezkedésiiket? Pontosan milyen helyzetben taldlhatok ezek a
viszonylag merev lapos nagy felilleti molekuldk a membranokban?
Milyen lehet ezeknek az ugynevezett kotoédési helyzeteknek az
eloszlasa?

2. A membranokon beliili egyes lokalizaciok esetében kialakuld kémiai és
fizikai kolcsonhatasok milyen hatassal vannak a fotokémiai reakciok
soran keletkezd reaktiv oxigén dgensek mennyiségére?

3. Felfedezhet6-e Osszefliggés a fotodinamikus reakcié soran termel6dd
ROS mennyisége és a keletkezés helye, illetve az esetlegesen kialakulod
membrankarositod hatas kozott?

A feltett kérdések megvalaszolasahoz az optikai spektroszkopiai modszerek koziil

a konvenciondlis szobahdmérsékleti emisszids illetve abszorpcids spektroszkopia
mellett még olyan unikalis metodikakat is felhasznaltam, mint az alacsonyhémérsékleti,
energiaszelektiv nagyfelbontasti fluoreszcencia spektroszkopia, az FLN ¢és a
fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia, az FCS. E két utobbi modszer felhasznéalasa
ezen a teriileten még egyediilallonak tekinthetd. A vizsgalati mdodszerek részletesebb
ismertetése a kovetkezd fejezetben olvashatd. Az optikai spektroszkopiai méréseimet
még kiegészitettem a liposzomak méretének meghatarozasara hasznalt dinamikus
fényszorasmérésel, a DLS-sel is, ami ezen a teriileten egy elterjedtebb

vizsgaldémodszernek szamit.
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3. FELHASZNALT ANYAGOK, MODSZEREK

A méréseket egy mesterséges sejtmembran-fényérzékenyité szubmikroszkdpikus
modell segitségével végeztem. Ennek megalkotasakor az elsédleges szempont az volt,
hogy olyan egyszerii nanorendszert készitsek, amelyben a fotodinamikus hatas soran
lejatszodd folyamatok tanulmanyozhatéak és nem kell a komplex multifaktoridlis
rendszerekben fellelhetd egyéb a vizsgalando reakciokat perturbald tényezoktdl tartani.
Ugyanakkor egy masik fontos tényez6 az, hogy a modellb6l nyerheté informaciok az
¢16 sejtekkel kapcsolatban is relevansak legyenek.

A biofizika és biokémia széles eszkoztarabol azért esett a dontés a spektroszkdpia
tertiletére, mivel segitségével az esetek jelentds részében kiilsd hozzdadott jel6ld nélkiil
— pusztan a fotodinamikus hatas 1étrejéttéhez hasznalt — fényérzékenyitdk segitségével
is elvégezhetéek a mérések ezaltal is csokkentve a modellt befolyasold tényezdk

szamat.

3.1. A modellrendszer

A sejtmembranban bekdvetkezd valtozasok tanulmanyozasahoz egy illetve
tobbkomponensiti kis unilamellaris liposzomakat (SUV — atméréje 100 nm alatti)
hasznaltam  membranmodellként. Az  egykomponensii  vezikulumokban a
membranalkotok telitett zsirsavlancokkal rendelkezd lipidek voltak, a 14 szénatomos
dimirisztoiol-foszfatidilkolin (DMPC), a 16 szénatomos dipalmitoil-foszfatidilkolin
(DPPC) és a 18 szénatomos disztearoil-foszfatidilkolin (DSPC). A tébbkomponensii
mintakban telitetlen dioleoil-foszfatidilkolin (DOPC) molekuldk 20 illetve 30
tomegszazalékban vetek részt a DPPC mellett a membranok felépitésében. A
lipidmolekulakat a Sigma Aldrich-t6l szerztem be.

A liposzomak készitése vékonyréteg hidratacios technikdval majd azt kdvetden
ultrahang besugérzassal illetve extrudaldssal tortént. Elsd 1épésként a megfeleld
szintetikus lipidekbdl 10 mg-ot (0,1 mg pontossaggal) feloldottam 200 ul kloroformban.
Majd ezt egyenletesen parologtatva Argon gaz felhaszndlasdval hoztam létre a

lipidfilmet a kis tiveg edény falan, amely a liposzomakészités egy koztes allapota.
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A tovabbi felhasznalas el6tt a kapott filmet legalabb egy napig exszikkatorban tartottam
a lipidfilm biztos kiszaradasa érdekében. A lipidek ezt kovetd felhidralasanal 1 ml
PBS-t (pH 7,4) alkalmaztam 10x100 ul-enként, két percenként adagolva. A hidralas a
mintak finom razéasa kdzben vizfiirddben tortént ligyelve arra, hogy a hdmérséklet végig
az aktualis lipidek f6 fazisatalakulasi homérséklete (DOPC: —27 °C, DMPC: 24 °C,
DPPC: 42 °C, DSPC: 56 °C, DPPC-DOPC /80:20/: —2°C, DPPC-DOPC /70:30/:
—7 °C) felett legyen. Az igy kialakult liposzomak még heterogén méreteloszlastak és
nagy szédmban taldlhatéak koztik multilamellaris vezikuldk (MLV). A kivéant
mérettartomanyu kis unilamellaris vezikulak eléréséhez kétféle modszert hasznaltam.

Az esetek tobbségében a ultrahang besugarzast alkalmaztam (MSE Soniprep 150)
20 kHz-en 2x10 percig (a két besugarzas kozt 5 perc sziinettel). Ekézben a mintat
kiviilrél vizfiirdon hiitottem, megvédve a vezikulumokat a til magas hémérséklet
karositd hatasatol. Az esetlegesen aggregalddott vezikulumokat, valamint a
szennyez6déseket amelyek a titan ultrahangfej kopasabol adodtak 12000 1/perc
fordulatszamon (atszamolva ~11750 g) 10 perces centrifugalassal (Heraeus Biofuge 13)
tavolitottam el. Az igy eldallitott liposzomak sugara jol reprodukalhatéan 20 nm koriili
értéknek adodott. Az ultrahang besugarzas eldnye a gyors reprodukélhaté mintakészités,
azonban az igy eldallitott vezikulumok a tobbszori DLS mérés alapjan nem bizonyultak
kellden stabilnak.

Az extrudalt liposzomak szobahémérsékleten akar tobb nap mulva is stabilak
maradtak. Az extrudalas soran az MLV-t tartalmazo lipid torzsoldatot a fazisatalakulasi
hémérséklet f61¢é emelve nanoporusi membranokon nyomjuk keresztiil tobb 1épcsdben.
A szlirdmembran porusatmérdjét fokozatosan csokkentve elérhetd a kivant méretl
unilamellaris liposzoma. Az elsé 1épcsében 400 nm-es poérusatmérdjii szlirdmembrant
hasznaltam, amelyen nyomtam keresztiil a mintdkat egymas utan tizenharomszor. Ezt
kovette a 100 nm-es szlirdmembran hasznalata szintén tizenharom atnyomaéssal. Az
utolsd fazisban 50 nm-es pdéruson harmincotszor atpréselt liposzomak adtdk a veégsod
kivant atmér6t, amely 25 nm koriili sugarat jelentett a DLS mérések alapjan.

Az eléallitott sejtmembran modellekben  fényérzékenyitoként  kétfajta
mezoporfirint alkalmaztam, mezoporfirin IX dihidro-kloridot (MPCI) és
mezoporfirin IX dimetil-észtert (MPE) (3. abra) - ezekre a késObbiekben a megadott

roviditésekkel hivatkozom. E kétfajta mezoporfirin X molekula csak kis szerkezeti
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eltérést mutat, korabbi kutatasok alapjan mar jol ismert fotoszenzitzal6 hatasuk, emellett
az energia-szelektiv fluoreszcencia modszer szempontjabdl jobb jeladok, mint mas
porfirin molekuldk. Ezek a tények kifejezetten alkalmassa teszik Oket a kitlizott célok
szempontjabol. Az altalam hasznalt porfirin szarmazékok a Frontier Scientific-t6l
szarmaznak ¢és 1,00 mg/ml koncentracidji torzsoldatban alkalmaztam Oket
dimetilformamidban (DMF - Sigma Aldrich) feloldva. A MPE moltémege 595 g, tehat
a torzsoldat koncentracidja 1,7%10° M, mig a MPCI moltomege 640 g és torzsoldata
1,6*10° M volt. A koncentraciokat abszorpcioméréssel ellendriztem (mindkét porfirin

esetén a molaris extinkcids egyiitthato: 1,55%10° M cm™ 397 nm-nél).

)

MPCI MPE

3. dbra A felhasznalt fényérzékenyitok szerkezete A két mezoporfirin molekula kézotti kiilonbozdségeket

szinekkel emeltem ki.

A minta Osszeallitasdban kiilon nehézséget jelentett, hogy a porfirin molekuldk a
liposzomakat tartalmaz6 oldat hidrofil kozegében (PBS) aggregalodasra hajlamosak,
mig a liposzomakat, mint lipidvezikulumokat a szerves oldoszerek igy a DMF is oldja.
Ezért sziikséges volt a megfeleld koncentracid ardny eltaldlasa. A végsé minta
Osszeallitas soran a PBS:DMF térfogataranya a liposzoma épségének megdrzése illetve

a porfirin molekuldk aggregalédasanak megeldzése céljabol 9:1 aranyu volt.
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3.2. Alkalmazott modszerek

A liposzomakészités utan, tovabba az egyes munkafolyamatok kozott a
liposzomamembranok épségét DLS segitségével ellendriztem.

Az egyes fényérzékenyitOknek a vizsgalt membranokhoz viszonyitott
affinitasanak a megismerésére konvencionalis (szobahémérsékleti) fluoreszcencia
spektrometriat hasznaltam.

A fényérzékenyitd anyagok lipid kettosréteg ben vald elhelyezkedésének a
vizsgélatdhoz, vagyis a lehetséges lokalizaciok meghatarozasahoz a kordbban mar
emlitett nagyfelbontasu FLN spektrometriat alkalmaztam.

A fotodinamikus reakci6 sordn keletkez6 ROS mennyiségének a meghatarozasa
abszorpcids  spektrometridval  tortént.  Ezaltal lehetdség nyilt az egyes
lipid-fényérzékenyité Osszeallitasok esetében a reakcid hatasossaganak a kimutatasara
IS.

Az eldéllitott liposzomdk ROS altali membrankarositasanak a kimutatisa
fluoreszcencia korrelacids spektrometriaval illetve dinamikus fényszorasméréssel

tortént.

3.2.1. A liposzomak épségének a vizsgalata (DLS)

A relevans eredmények érdekében fontos az elkészitett liposzomak
méreteloszlasanak a pontos ismerete illetve ennek a fotokémiai reakciot kovetd
valtozasa. A liposzomak épségének, homogenitasdnak a vizsgélatara a munkafolyamat
minden fazisat kovetéen dinamikus fényszorasmérést (DLS) végeztem. A DLS mérés
soran a mintakat lézerfénnyel (Melles Griot 58-BLS-301, 457 nm) vilagitottam meg és a
megvilagitas irdnydra merdlegesen vizsgaltam a szort fény 1d6beli intenzitas-valtozasat
egy nagy idéfelbontassal bird fotoelektron-sokszorozoval (Hamamatsu H7155). A
liposzomakészités utdn végzett DLS mérés nem csak referenciaként szolgalt a késébbi
reakciok soran bekovetkezd valtozasok kovetésére, hanem éltala megeldzhetd volt az

aggregalodott, vagy szétesett vezikulumok felhasznalasa.
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A dinamikus fényszorasmérés alapja az, hogy a fény a kis részecskéken a tér
minden iranyaba koherensen szoroédik (Rayleigh-szérodas), amig a részecskék
mérettartomanya nem haladja meg a fény hullamhosszanak a nagysagat. A mintadban a
vizmolekuldk hémozgéasabol adédoan a vezikulumok Brown-mozgast végeznek, aminek
kovetkeztében az idében valtozik a (ul nagysagrendli) megvilagitott térfogatban
jelenlévo részecskék szama. Ez a valtozds maga utan vonja a szort fény intenzitdsanak

az id6beli valtozasat is.

Relativ szort fény intenzitas

t
9(x) 1 g(x) 4
1 4 1 4
0,5 H<> 0,5
1%) Tp
0 T T T T > 0 T T T »

0 2 4 6 8 10 0,01 0,1 1 10 100
7(ms) ©(ms)

4. dbra Az autokorreldcios fiiggvény elddllitasa Az abra felsé részén a gérbe a szort fény intenzitasanak a
valtozasat mutatja az idd fiiggvényében. Ezt a gorbét onmagahoz képest t iddvel eltolva dllithaté elé az abra bal also
részén lathat autokorrelacios fiiggvény. A d(z) a korreldcios fiiggvény, © pedig az eltolas mértéke. Amennyiben =0,
akkor g(z) értéke maximalis. Minél nagyobb t, anndl kevésbé fog a fiiggvény onmagdra hasonlitani g(z) értéke tart 0-
hoz. 4 jobb alsé dbra az autokorrelacios fiiggvények gyakran hasznadlt logaritmikus dbrazolasat mutatja, ahol az
exponencialis autokorrelacios fiiggvény egy szigmoid gorbeként lathato. Az egyes autokorreldcios gorbék

félmagassaganal mért szélesség feleltetheté meg az egyes részecsketipusok diffiizios idejeinek tp.

Ha hosszabb iddskalan (1-2 s) vizsgaljuk a szort fény atlagos intenzitasat, akkor
konstans értéket kapunk, mivel homogén mintat feltételezve egységnyi id6 alatt

atlagosan ugyanannyi szérocentrum fog ki- illetve belépni a vizsgalt térfogatba.
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Amennyiben mikroszekundumos mintavételezést hasznalva rogzitjik a szoért fény
intenzitasat 1-2 masodpercen keresztiil ugy egy atlagos érték koriili intenzitas fluktuacio
lesz megfigyelheto (4. abra felso része).

Konvencionalisan dinamikus fényszorasmérés soran 90°-os szdgben vizsgaljuk a
szort fény intenzitdsanak az idObeli valtozasat f(t). Ezt az iddbeli fluktuaciot az
autokorrelacios fliggvénnyel g(z) jellemezziik (4. abra als6 része), amely azt mutatja

meg, hogy az f(t) fiiggvény mennyire hasonlit nmagara ha tau (t) idovel eltoljuk azt.

g = J. f) X f(t+1)dr ()]

Az (1) egyenlet szerint az idoben folytonos jeleknél a korrelacié akkor lesz
maximalis, ha az eltolas mértéke zérus, azaz t = 0. Amennyiben t idé elég hossza
(példaul 1s), a korrelacié 0-hoz tart, ami azt jelenti, hogy mar nincs egymasnak valo
megfelelés a mintavétel kezdetén és t - val késébb mért szort fény intenzitdsok kozott.
A csokkenés mértéke a vizsgalt térfogatban jelen 1évé részecskék mozgasanak
sebességétdl illetve a diffuzios allandojuktdl fligg. Amennyiben a vizsgalt minta csak
egy jol meghatarozott adott méretii részecskesokasagot tartalmaz, vagyis monodiszperz
rendszereknél, a g(z) egy egyszerli exponencialis fliggvénnyel illeszthetd a (2) egyenlet

szerint.

It

g() =e” )

Ahol T" egyenesen aranyos a transzlacids diffuzios egyiitthatoval (D). Gomb alaku
részecskéket feltételezvén (az én méréseimben hasznalt liposzomakra ez teljesen igaz)
az Einstein-Stokes osszefliggés alapjan adhatjuk meg a difftizios egyiitthato ismeretében
a hidrodinamikai sugarat - (3) egyenlet.

_ kT
~ 6mnD @)
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k a Boltzmann-allando, T az abszolut homérséklet (K), # az oldat viszkozitasa.
Kiilonb6z6 méretli polidiszperz rendszereknél g(z) fiiggvény tobb exponencidlis gorbe

Osszegeként foghato fel - (4) egyenlet.

g = z e i 4)
l

Az exponencialis fiiggvények Osszege alapjan nem egyértelmii meghatarozni a
diffuzios allandokat ugyanis tobb lehetséges méreteloszlas eredményezheti ugyanazt az
autokorrelacios fiiggvényt. A DLS mérések soran kapott autokorrelacios fliggvényeket a
maximum entrépia modszer (MEM) alapjan értékeltem ki. [24, 25] Az elv 1ényege az,
hogy a sok lehetséges eloszlas koziil az a legvaldsziniibb, amelyhez a legnagyobb
entropia tartozik. Matematikailag elmondhaté hogy az egyenletes eloszlas a
vizsgalt részecskéknek egy olyan lehetséges méreteloszlasat szamolja ki, ahol a
legkisebb négyzetek elve a maximalis entropia mellett teljesiil. Az altalam vizsgalt
DPPC liposzomak MEM segitségével szamolt méreteloszlasat mutatja az 5. abra. Ez a
méreteloszlas a kordbban leirt ultrahangos besugdrzassal eldallitott liposzoma
preparalasi modszerrel jol reprodukalhatonak adodott az 6sszes hasznalt liposzomatipus

esetében.

Relativ gyakorisag

10 100
Sugar (nm)

5. dbra Liposzomdk méreteloszlisa Az abra az altalam hasznalt DPPC liposzomak tipikus méreteloszlasat

mutatja be. Az eloszlds mdr a részecskék méretével korrigdlt eredményt mutatja.
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Mivel a szort fény intenzitdsa aranyos a szérocentrumok sulyadval, ezért az
eredményiil kapott eloszlast a részecskék méretével (d) minden esetben korrigalni kell
(osztani d? -tel). Ezt a mar korrigalt eloszlast hasznaltam az osszes mérésnél, amikor a

liposzomak méretének gyakorisagi eloszlasat vizsgaltam, mint az 5. abran is.

3.2.2. A porfirinkotédés mérése (Fluoreszcencia spektrometria)

A két vizsgalt mezoporfirin molekula membranok irdnt mutatott kotddési
affinitasanak ~ meghatarozasara  konvencionalis  fluoreszcencia  spektroszkopiat
hasznaltam. Konvencionalis koriilményeken a nem kriogenikus hdémérsékleteket
(pl. szobahdmérsékletet) és hagyomanyos fényforras-monokromator rendszert értiink. A
méréseket Jobin Yvon Florolog-3 emisszids spektrofotométerrel végeztem. A gerjeszté
fényforras egy xenon ldmpa volt, az eszkdz gerjesztd és emisszios oldalan egy-egy
monokromatorral biztositotta a megfeleld gerjesztési hulldimhossz kivalasztasat és az
emisszidos  spektrum  felvételét. A  detektor egy fotonszamlald iizemmoda
fotoelektronsokszorozo volt (Hamamatsu R928P).

A porfirin molekuldk kotddési affinitdsdnak megismerése céljabol egy titracids
fluoreszcencia mérést végeztem el. Meghatarozott koncentracioban (150 nM)
mezoporfirin molekulakat — MPE vagy MPCI — tartalmaz6 oldatokhoz egyre novekvo
mennyiségben adtam kis unilamellaris vezikulumokat tartalmazé oldatot. A titracios
sorozathoz olyan lipidkoncentraciokat valasztottam, hogy a membranok minden
mintaban telitdédjenek a porfirinmolekuldkkal, ¢és Ilehetéleg a legnagyobb
lipidkoncentracié (~400 uM) mellett k6tddjon az Osszes alkalmazott mezoporfirin
molekula a membranokhoz. A mérést elvégeztem a harom kiilonbozo telitett
zsirsavlancot tartalmazd liposzOma mintakkal - DMPC, DPPC, DSPC. Mivel a
membranokban elhelyezkedd porfirin molekuldk mas molekularis kornyezetben
talalhatoak, mint az oldatban 1évOk, ezéltal az emisszids spektrumuk is megvaltozik.
Allando gerjesztés mellett az emisszids spektrum valtozasait tanulméanyozva
egyértelmiien kovetkeztetni lehet a mezoporfirin molekuldk membranokba torténd
belépésére. A mintdkat a mérést megel6zden szobahdmérsékleten tartottam. A
gerjesztés a porfirin molekuldk kordbban mar bemutatott (1. abra) abszorpcios
maximumanal, 397 nm-nél (Soret-sav), az emisszios spektrum felvétele 600-640 nm

kozotti tartomanyban 0,5 nm-es felbontassal tortént.
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3.2.3. A fényérzékenyitok lokalizaciojanak vizsgalata (FLN)

A két mezoporfirin molekula membranokon beliili lehetséges elhelyezkedésének,
lokalizacioinak a meghatarozasahoz a konvencionalis spektrofotometria nem szolgaltat
elég informéaciot. Ezért erre a célra a nagyfelbontast energia-szelektiv fluoreszcencia
line narrowing, roviden FLN, spektroszkopiat alkalmaztam. Mivel az FLN nem egy
sz¢éles korben elterjedt vizsgdlomddszer, ezért az aldbbiakban rdviden ismertetem a
mérés elvét.

A hagyomanyos optikai spektroszkopiaban bevett gyakorlat szerint a
fotonenergidkat elsésorban a hulldmhosszal (nm-ben kifejezve) adjdk meg. Az
energia-szelektiv spektroszkopia témakorében célravezetobb egy tényleges fotonenergia
skala haszndlata. gy a hullamhossz helyett az FLN spektroszkopia taglalasa és a
késdbbi FLN eredmények bemutatasa soran én is a hullamszamot hasznalom — ami a
cm-ben kifejezett vékuumbeli hulldmhossz reciprokaként szarmaztathato (cm™).
(1 nm-nek kériilbeliil 25 cm™ felel meg a lathato tartoméany kozepén.) A hullamszam
alkalmazasanak egyik el6nye, hogy egy az energiaval aranyos mennyiséget kapunk,
amely az oldat torésmutatdjanak pontos ismerete nélkiil is jol alkalmazhaté mennyiség.

Konvenciondlis  spektroszkopia  alkalmazasa  sordn  taldlkozhatunk a
vonalkiszélesedés fogalmaval, ami a molekulak energia-atmeneteihez tartozo
spektrumvonalak kiszélesedését jelenti. Ez az emlitett vonalkiszélesedés két okbol
fakad. Adott homérsékleten (T#0K) a molekulak termikus gerjesztésének
kovetkeztében figyelhetjiik meg a homogén vonalkiszélesedést, amelynek az értéke
megkozelitoleg megegyezik a termikus energiaval (k*T). Azért hivjuk homogén
kiszélesedésnek, mivel az Osszes energiadtmenetet egyarant érinti. A csokkentésének
leghatdsosabb modja a hdomérséklet csokkentése, példaul a cseppfolyds hélium
hémérsékletén (4,2K) a homogén vonalkiszélesedés mar 0,1 cm™ alatti értek.

A spektrumvonalak kiszélesedésének masik oka a vizsgalt molekuldk kiilonb6zd
molekularis kornyezetébdl kovetkezik, vagyis a molekuldkat tartalmazé matrix —
esetiinkben a lipid kettdsréteg — inhomogenitasabol. A Kiilonbozé kornyezet hatassal
lesz molekuldrél molekuldra az alap és gerjesztett allapotok energianivéira. Ezéltal a
sok molekulabol all6 minta energiaszintjei kiszélesednek, az (jabb vibracios atmenetek
megjelenése miatt. Ezt nevezziikk inhomogén vonalkiszélesedésnek, amelynek értéke

még a cseppfolyos hélium hémérsékletén is akar ~ 300 cm-1 lehet. A homogén illetve
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az inhomogén vonalkiszélesedés hozzajarulasat a teljes vonalkiszélesedéshez a 6. dbra
szemlélteti. Az inhomogén abszorpcids sav a homogén savok szuperpozicidja révén jon
létre. A homogén savokat Lorentz-gorbékkel illeszthetjiik ezek osszegeként kapott
inhomogén eloszlast, pedig Voigt-eloszlasként irhatjuk le. [26] A gyakorlatban sokszor

ezeket a sdvokat egyszeriien Gauss-gorbékkel szoktak jellemezni.

Relativ abszorbancia

6. dbra A vonalkiszélesedés szemléltetése Az abran kék szinnel van feltiintetve egy tipikus inhomogénen
kiszélesedett vonal. Ezen beliil pedig a piros gorbék jelentik az egyes rezonans gerjesztésekhez tartozo homogénen
kiszélesedett vonalakat. Az dbra egyszeriibb dttekinthetésége kedvéért csak par dtmenetet jeloltem. A szaggatott
gorbe az aktudlisan vizsgalt rezondns gerjesztést jeloli. Asgrj a gerjesztési savszélességet jelenti g pedig a

gerjesztési energiat.

A kordbban bemutatott konvencionalis spektroszkopia spektralis felbontdsa
100 cm™ koriili értéket érhet el. A sokatomos szerves molekuldk emisszios és
gerjesztési spektrumai ezen koriilményeken a vonalkiszélesedés kovetkeztében 100 és
1000 cm™ kozotti savokbol allnak, igy a molekularis kdornyezetiikre lényegében
kovetkeztetni nem lehet.

Az FLN technika alkalmazasaval lehetdségiink nyilik a homogén
vonalkiszélesedés csokkentésére, tovabba a molekulak inhomogenitasi profiljanak
jellemzésére. Elsé 1épésként a mintat igen alacsony hémérsékletre (esetemben
T < 10 K) hiitjiik le. Ez a kriogenikus hdmérséklet azt vonja maga utan, hogy a molekulaink
szerkezeti mozgasai befagyottnak tekinthetdk, a spektrumvonalak homogén kiszélesedése

lecsokken, valamint feltételezhetéen minden molekula gerjesztetlen, mind az elektron,
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mind a vibracidos atmenetek szempontjabol, vagyis (0,0) allapotban van. Ebben az
allapotban torténik a gerjesztés — altaldban lézer fényforrds daltal — egy szik
savszélességli Aegerj. tartomanyban. Ahogy az a 6. abran is jol lathatd Aegerj. jelentdsen
keskenyebb, mint az inhomogén vonalkiszélesedés mértéke, ezaltal az inhomogén

kiszélesedett savnak csak egy keskeny tartomanyat képes gerjeszteni (So=>S1).

ZPL

PW PW

Energia

1. dbra Zero-phonon line és phonon wing Sematikus dbrdzoldsa a kriogenikus homérsékleten vizsgalt egy
molekula abszorpcios illetve emisszios vonalainak. A megfigyelhetd keskeny vonal a zero-phonon line (ZPL), ami a
tiszta rezondns gerjesztésbdl szarmazik, ahol nincs fonon csatolds. A szélesebb elteriilé sav a phonon-wing (PW), ami
az elektron-fonon csatolas kovetkeztében jon létre. Abszorpcio esetében a PW a nagyobb energidk irdanydban

talalhato, mig emiszziot vizsgalva a gyakorlatilag mozdulatlan ZPL-t61 a kisebb energidk irdanydban helyezkedik el.

Amennyiben egyediilallo molekulakat gerjesztink kriogenikus hdmérsékleten,
akkor az abszorpcios spektrum két f6 részbdl all (7. abra). Egy keskeny vonalbol, amely
az Ggynevezett zero-phonon line (ZPL — hivatalos magyar megfelelje nem ismert, de
én fonon mentes vonalnak hivnam), egy a kornyezet fonon csatolasatél mentes tiszta
energiadtmenetet jelent. Ett6]l a nagyobb energidk iranydban talalhat6 egy sokkal
sz€lesebb sav, ami az ugynevezett phonon-wing (PW — hivatalos magyar megnevezés
hijan én fonon szarnynak nevezném), ez a fonon-elektron csatolas kovetkezménye. A
ZPL szélessége a vizsgalt kromofor életidejétdl fiigg. A ZPL és a PW egymashoz

képesti aranya a homérséklet fliggvénye, mértékét pedig a Franck-Condon torvény adja
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meg. A 7. ébra a kettd aranyat mutatja 10 K koriili hdmérsékleten. Minél magasabb a
hémérséklet, annal valoszintitlenebb lesz a phonon mentes dtmenet, vagyis a ZPL egyre
csokkeni fog. SzobahOmérsékleten mar csak a széles PW lathatd. A gerjesztést kovetod
fotonemisszional ennek megfelelden szintén megjelenik a ZPL és a PW annyi
kiilonbséggel, hogy a PW mar a ZPL-t6l a kisebb energidk irdnyaban helyezkedik el,
ahogy ez a 7. abran is lathato.

Mindezek alapjan a gerjesztés két fajtajat kiilonboztethetjiik meg: rezonans
gerjesztésrol beszéliink akkor, ha a keskeny ZPL-ben gerjesztiink, rezonancian kiviili a
gerjesztés abban az esetben ha, a széles PW-t talaljuk el. Az FLN spektrumokban
lathaté széles alapvonalszeri savokbol kinyuld keskeny vonalak a rezonans
gerjesztéseknek felelnek meg, mig a rezonancian kiviili csaknem teljes
molekulapopulaciét érintd gerjesztés okozza a széles savokat. Kis savszélességli
megyvilagitassal rezonans modon csak azon molekulak gerjeszthetdk, amelyek
alapallapota és a gerjesztett allapot adott vibracios szintje kozti energiakiilonbozettel
megegyez$ a fényforras fotonjainak az energidja (egej). A 6. abra pirossal jelzett
keskeny abszorpcids gorbéi a rezonans gerjesztéseket jelolik. Az FLN spektrumok
rezonancian kiviili gerjesztésére jellemzéen — a konvenciondlis fluoreszcencia
spektroszkopidhoz hasonléan — a savok helye fliggetlen a gerjesztési energiatol, mivel
mindkét esetben gyakorlatilag az Osszes molekulat gerjesztjiik. A rezonans vonalak
helyzete ezzel ellentétben a gerjesztési energia valtoztatasaval eltolodik, mivel mindig
mas-mas alpopulaciok gerjesztédnek (8. abra a) része).

Az FLN spektrumok felvételét kovetden, ha a kiillonb6zo gerjesztési energidkon
felvett spektrumok valtozatlan részeit €s a zaj adta hatteret levonjuk, akkor mar a csak
rezonans gerjesztést magaba foglald vonalakhoz jutunk. Az egyes energiasavokon
beliili molekula alpopulaciokat jellemz6 energiaszintek gyakorisagi eloszlasai nemcsak
az energiakiilonbségek eloszlasat adjdk meg, hanem az inhomogén kornyezetnek a
molekulahalmazra kifejtett hatasat is jellemzik (8. abra b) része). Ez a fliggvény az tn.
inhomogén eloszlasfiiggvéeny (IDF), amelyet a spektrumvonalak valtozasanak
kovetésével allithatunk eld. Esetiinkben egy ilyen fliggvény azt adja meg, hogy a
porfirin molekuldk mekkora hanyada gerjeszthetd az adott frekvencidji fénnyel. Mivel a
gerjeszthetdséget a porfirin molekula és annak molekularis kornyezete hatarozza meg,

ezért az igy kapott eloszlasfliggvénnyel az egyes eltérd kornyezetli asszociaciok
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jellemezhetdek. Feltételezve, hogy egy lehetséges kornyezet egy adott kotohelyhez
tartozik, igy a molekuldk membranokon beliili elhelyezkedését is leirhatjuk. [23]

a) Hulldmhossz (nm) b) Hullamhossz (nm)
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8. dbra a) A spektrumsorozat Az dbra a DPPC membrdnjaban elhelyezkedé MPCIl molekulik FLN
spektrumdt mutatja valtozo gerjesztési  energia mellett. Megfigyelhetd a kézos hattér, amely az egyes
Molekulapopulaciok dsszeadodo PW-jének a kovetkezménye. b) Inhomogén eloszlasfiiggvény eldallitisa A hatteret
levonva és a csiicsok valtozasat végigkovetve a spektrumsorozaton keresztiil az inhomogén eloszlasfiiggvényhez (IDF)
jutunk. Az abrdan az MPCI molekuldk FLN mérést kovetéen (DPPC liposzomdban) meghatdarozott eloszlasfiiggvénye
lathato. ¢) Inhomogén eloszlasfiiggvények jellemzése Az eloszlasfiiggvényeket a rdjuk illesztett Gauss-gorbék
paraméterivel jellemezziik. p az eloszlas varhato értékét adja meg, az egyes molekulapopuliciokat ez alapjan
kiilonbozetjiik meg egymastol . FWHM segitségével adjuk meg az egyes populdciok heterogenitdasat, mig a gorbék

integralja (A) az egyes populaciokhoz tartozo molekulik szamaval aranyos.

Az egyes populaciokat az IDF-re illesztett Gauss-eloszlasok paramétereivel
jellemezziik (8. abra c) része). Az eloszlas varhato értéke, vagyis u alapjan tudjuk az
egyes molekulapopulaciokat egymastol elkiiloniteni. A gorbék félértékszélessége

(FWHM) a populaciok heterogenitasat jellemzi. Az eloszlasokhoz tartozd gorbe alatti

tertilet (A) a populaciok nagysagat, vagyis az oda tartozé molekuldk szamat irja le.
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Az FLN méréshez a két mezoporfirin torzsoldatbol (MPE, MPCI) adtam az
egykomponensii telitett lipideket tartalmazé liposzémakhoz (DMPC, DPPC, DSPC)
kiilon-kiilon, igy Osszesen hat mintdn végeztem vizsgalataimat. Alacsony
hémérsékletii méréseknél bevett szokds a mintakészités soran glicerin, mint
krioprotektans alkalmazasa. A glicerin haszndlatdnak masik oka az, hogy é&ltala
kriogenikus hdmérsékleten is atlatszéak maradnak a mintdk (ami a spektroszkopia
mérések egyik feltétele). A végs6 mintakban hasznalt 50 % (v/v) glicerin
liposzémékra gyakorolt hatdsanak ellendrzésére is DLS-t hasznaltam. Elmondhato,
hogy a glicerin nem befolyasolta a méreteloszlasat a mintdknak, igy feltételezhetden a
membranok integritasat sem. A végsé mintdk kortlbeliil 70 uM mezoporfirint és
7 mM foszfolipidet tartalmaztak. A mintakészitést kdzvetleniil kdvette az alacsony
hémérsékleti mérés. Az esetleges szabad porfirin molekuldk nem okoztak zavart a
spektrumsorozatok felvételében, mivel a membranokhoz kotott porfirin molekuldk
spektralisan jol elkiilonithetdek.

Az FLN mérésekhez hasznalt mérési Osszedllitdst annyiban valtoztattam, hogy
nem az FLN technikanil megszokott 1ézer altali (kis sévszélességli) gerjesztést
alkalmaztam, hanem a kotédési affinitas mérésénél hasznalt eszkozt (a mar emlitett
Jobin Yvon Florolog-3) bévitettem egy kriosztattal. Ezaltal a mintak gerjesztésére egy
xenon lampa szolgalt, amivel a spektrumsorozatok felvételéhez sziikséges gerjesztési
hulldmhossztartomanyt konnyebben be tudtam allitani. Az elért kisebb spektralis
felbontas (hagyomanyos FLN esetében ~1 cm™ | mig az altalam hasznalt eszkoznél
~15 cm™) az inhomogén eloszlasfiiggvények készitése soran nem jelentet problémat.
Mivel korabban altalam leirtak szerint alacsonyhOmérsékleti méréseknel a kelld
felbontas elérése érdekében hangolhato festéklézereket hasznalnak gerjesztésként, igy
az altalam hasznalt mérési Osszeallitast a részletezett okok miatt csak egy
,kvazi-FLN” technikanak tekinthetjiik. Mivel a vizsgalt mintak esetében az alkalmazott
mérési Osszeallitas is elég jo felbontasinak bizonyult a konvencionalis emisszios
spektroszkopidhoz képest igy a tovabbiakban is FLN-ként hivatkozom ra. Az
emisszids spektrumvonalak 600-640 nm kozotti tartoméanyban keriiltek felvételre
0,5 nm-es felbontassal, mig a gerjesztés 555-585 nm kozott tortént (a porfirin
molekuldk Q-savjaban 1.4bra) 1 nm-es Iépéskozzel. A mérés kivitelezéséhez

alkalmazott 10K-es homérsékletet egy hoémérséklet-kontrollalt zart-ciklusa hélium
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kriosztat biztositotta (Cryophysics). A kriosztatban gerjesztett minta altal emittalt
fényt egy  fotonszamlalo  ilizemmodu — fotoelektron-sokszorozo — rogzitette
(Hamamatsu R928P).

A spektrumfelvételt kovetden az IDF illesztése az egyes spektrumsorozatokban
Gauss-gorbékkel tortént. A kiilonbdzé mintdk illesztése sordan a gorbék szélességét
konstans értéken tartottam, mig az illesztéshez hasznalt két valtozé paraméter a csticsok
helyéhez tartoz6 hullamszam ¢és a gorbe alatti teriilet volt. Az illesztésekhez az
Originlab Origin 8.0 szoftvert hasznaltam. A kapott illesztési paraméterek alapjan

tortént az inhomogén eloszlasfiiggvények (IDF) jellemzése.

3.2.4. A keletkez6é ROS kimutatasa (Abszorpcids spektrometria)

A liposzomamembranokban elhelyezkedd mezoporfirin molekulédk fotodinamikus
aktivacioja kozben 1étrejové ROS kimutatdsat abszorpcidés spektrofotométer
segitségével végeztem. A ROS magas reaktivitasuk és nagy instabilitasuk miatt gyorsan
reakcioba 1épnek, oxidalnak mas molekulakat, ennek révén 0j végtermékek képzddnek,
amelyek a ROS kimutatas alapjat képezik. Mivel ezen termékek kozvetlen abszorpciods
mérése nehéz, ezért egy kapcsolt reakcid Utjan, indirekt modon tortént a ROS
meghatarozas. A szakirodalmat attekintve két modszer tint az altalam hasznalt
rendszerben keletkezd reaktiv termékek meghatarozasara a legalkalmasabbnak.

Az egyik modszer soran egy a membranokhoz kapcsolt — a lipid kett6sréteghez
,horgonyzott” a vizes fazisba nytlé — molekula, a dihidrorodamin-B-oktadecilészter
altal lehetéség nyilik a membranokban keletkezd reaktiv oxigén szarmazékok
meghatarozasra a membran kozvetlen kozelében. [27] Az emlitett molekula egy 18
szénatombol 4llo6 zsirsavlanccal rendelkezik, amely benytlik a liposzoémak
membranjaba. A membranon kiviili rész ROS hatasara oxidalodik, 550 nm-nél egy jol
kovethetd abszorpcios maximum novekedésének kiséretében. A modszer noha alkalmas
lehet a membranokban keletkezd reaktiv oxigén szarmazékok meghatdrozasara, az
altalam végzett mérési 6sszeallitasban nem volt alkalmazhatd, mivel a méréseim soran a
dihidrorodamin-B-oktadecilészter fényérzékenységet mutatott és a reakcido oxidativ

agensek nélkiil is lezajlott.
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A masik modszer szerint egy az oldatban jelen 1évé — nem a membranokhoz
kotott — molekula oxidacidja soran  keletkezé  abszorbancia  valtozasbol
kovetkeztethetiink a keletkez6 ROS-ra. [28] Kalium-jodidbdl reaktiv oxigén hatasara
trijodid (I3 ) Kkeletkezik ammoénium-molibdenat kofaktor jelenlétében az (5)

reakcidegyenlet szerint.

(NH4),Mo00
ROS + 31~ + 2H* —2°3 7 + H,0 ©)

A reakcioban a trijodid mennyisége egyenesen aranyos a fotodinamikus reakcio
soran keletkezd ROS, féleg szuperoxid ('0,), mennyiségével. A trijodid két 6
abszorpcids csuccsal rendelkezik (280 nm, 355 nm koriil). Ezek koziil a 355 nm koriili
csucs a liposzomékat tartalmaz6é mintaban tapasztalhatd kisebb mértékli fényszoras
ellenére is jol mérhetd. Mivel ez a reakcid a probaméréseim soran is valdoban csak a
gerjesztett fényérzékenyitok jelenlétében jatszodott le, ezért a ROS meghatarozashoz ezt
a modszert valasztottam.

Az abszorpcios spektrumok felvételét Cary 4E UV-VIS (Varian) abszorpcios
spektrofotométerrel végeztem. El6szor minden esetben felvettem egy teljes spektrumot
250-450 nm kozott, majd a tovabbi mérésekhez a folosleges fotoaktivaciot elkeriilendd
csak 350-360 nm kozott rogzitettem az abszorpciés maximum kornyezetét. A mintak
besugdrzasa egy sajat készitésli megvilagitdo dsszeallitassal tortént, amely lehetdvée tette
az abszorpcids spektrofotométerbe helyezett oldatok kozvetlen megvilagitasat azok
Kivétele nélkiil. Ezzel a megvilagito rendszerrel tovabb tudtam csokkenteni a nem
kontrollalt megvilagitasbol fakadd fotoaktivaciot. A porfirin molekuldk besugarzéasara
egy Fibrolux halogén fényforrassal rendelkezd lampa szolgalt. A fényt optikai kéabel
segitségével juttattam el a mintakhoz. A megvilagitas kb. 500 klux volt.

A besugarzas nélkiili teljes spektrum felvételét kdvetden tobbszori egy perces
megyvilagitast alkalmaztam. Ekozben a mar emlitett 350-360 nm-es, tartoméanyban
kovettem az abszorpcios spektrum valtozasat, majd erre a tartomanyra atlagot
szamoltam. Az egy perces megvilagitasokat addig folytattam, amig a spektrum valtozas

mar nem volt észlelhetd illetve a kb. 2-es abszorbancia eléréséig 9. abra.
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9. abra A ROS kimutatisa A 350-360nm kozotti tartomdanyra szamolt atlagolt optikai denzitds valtozdasa
lathato az ido fiiggvényében. A sziirkével jelzett szakasza a gorbének az egy perces besugdarzasok hatasara a
fotoaktivacio sordan keletkezo trijodidot mutatja. Ezt a besugdrzas utan a molekulak lassu bomldsa koveti

(kékkel jelolve).

Az abran jol lathaté a besugarzasok hatasara bekovetkezd szigorih monoton
abszorbancianovekedés. A kiértékelés soran erre a szakaszra (a 9. abran sziirkével
jelolve) illesztett egyenes meredekségével jellemeztem a keletkezett ROS mennyiségét.
Mivel a trijodid idében bomléast mutat, ezért a mérések elvégzése elott meg kellett
bizonyosodnom arr6l, milyen mértékben befolyasolja ez a tény a kapott eredményeket.
Az els6 besugarzas-sorozatot kdovetden az alkalmazott mintat fél 6ran keresztiil s6tétben
hagyva ellendriztem az optikai denzitas valtozasat (az 9. abra kékkel jelolt része).
Egyértelmiien latszik, hogy ez alatt az i1d0 alatt az abszorbancia nem mutatott
szamottevd valtozast. Tehdt a modszer a trijodid bomléasa ellenére is alkalmas a
fotoaktivacio soran keletkezd oxidativ agensek kimutatasara.

A besugarzas hatasara keletkezett ROS kimutatasat el6szor 6 mintan végeztem el:
két mezoporfirin molekulat (MPE, MPCI) a kiilonb6z6 telitett lipidekb6l (DMPC,
DPPC, DSPC) eldallitott liposzomakat tartalmazd mintdkhoz adva. Ezt a méréssorozatot
a késobbiekben kiegészitettem telitetlen lipideket is tartalmazd liposzamak
felhasznalasaval (DOPC:DPPC — 20:80). A porfirin molekulakat illetve a liposzomakat
a konvencionalis fluoreszcencia spektrometria mérésnek megfeleld telitési
koncentracioban alkalmaztam. Az elkészitett mintak 0,12 M kalium-jodidot illetve

10 uM ammonium-molibdenatot tartalmaztak a bevalt modszer szerint [28].
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3.2.5. A ROS iltali membrankarosodas kimutatasa (FCS, DLS)

A fotokémiai reakcid sordn képzddd ROS liposzomamembran destruald hatdsanak
a kimutatdsara, vagyis a vezikulumok szétesésének a tanulmanyozasira magatol
értetddd modszernek adodik a kordbban leirt DLS.

Elészor kontrollvizsgélatként a telitési porfirinkoncentraciokat alkalmazva a
liposzomaknak a fotoindukalt oxidativ agensek hatasara bekdvetkezd méreteloszlas
valtozasat tanulméanyoztam. A fényérzékenyitOként hasznalt molekuldkat a koradbban
mar emlitett Fibrolux halogén lampaval vilagitottam meg. Ezt kdvetden eldallitottam
olyan liposzomékat, amelyek 80/20 m/m % aranyban tartalmaztak DPPC és DOPC
molekuldkat. Az Osszetett vezikulumok telitetlen zsirsavlancokat tartalmazo DOPC
molekulai elvileg tdmadasi pontot jelentenek a keletkezd oxidativ szadrmazékok
szamara. Ezt a hipotézist hidrogén-peroxid kozvetleniil a komplex liposzomakhoz
torténd adasaval szandékoztam igazolni. Mivel a kezdeti mérések kivitelezése soran az
altalam hasznalt DLS moddszer nem bizonyult kell6 érzékenységiinek a fotoindukalt
membrankarosodéas kimutatdsara, igy a mérési metodikan a tovabbiakban véltoztatnom
kellett.

Tovabb noveltem az 0Osszetett liposzomakban telitetlen DOPC mennyiségét
(30 m/m %-ra), illetve a liposzomak épségének a vizsgalatahoz egy még érzékenyebb
modszert, a fluoreszcencia korreldcidos spektroszkopiat (FCS), valasztottam. Az
alabbiakban roviden ismertetném az FCS elvi miikodését és technikai alapjait.

Az FCS lehetdséget nyujt gyakorlatilag barmely fluoreszkald részecske diffuizios
egylitthatdjanak a meghatdrozasara a DLS-hez hasonlé modon. Az FCS mérés soran
konfokalis mikroszkop segitségével a gerjesztett minta egy kis térfogataban vizsgaljuk a
fluoreszcencia intenzitas valtozasat. Az ingadozas — a DLS-hez hasonldan itt is — abbol
fakad, hogy a molekuldk ki-be 1épnek a vizsgalt térfogatba. Ezért sziikséges a vizsgalt
térfogat nagysaganak a csokkentése is. A gyakorlatban fl-es vizsgalt térfogat mellett
még nM-os koncentraciot alkalmazva elérhetd a kelld relativ valtozéas egy részecske
mozgasanak a meghatarozasahoz. Ez a kis térfogat (fl — vagyis 1 pm?®) teszi sziikségessé
a konfokalis mikroszkop haszndlatat. A DLS kiértékeléshez hasonléan szintén az
idobeli valtozasbol lehet meghatdrozni a vizsgalt részecskék sebességét, vagyis a

korabban mar leirt autokorrelacios fliggvényt irhatjuk fel (1).
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A g(7) értéke fiigg a difftizids egyiitthatotol D, a vizsgalt részecskék szamatol N €s
a konfokalis mikroszkdp altal tanulmanyozhat6 fokusz tigynevezett alakfaktoratol y. Az

alakfaktor a (6) képlet szerint hatarozhaté meg.

(6)

Ahol wyy, a forgasi ellipszoid alaku fokusz xy-sikjaban mérheté sugar, zp a
konfokalis fokusz fliggbleges z-tengelye szerint mérheté tengely hossza. A két
paraméter segitségével adhatd meg a tipikus vizsgalt ellipszoid térfogat. Wy, alapjan

megadhatd a részecskék atlagos diffuzids ideje 7p (4. abra) a konfokalis térfogat X-y

sikjaban.
2
Wiy
= 7
™ =77 0]

Az altalam alkalmazott FCS mérés kiértékelésének az elve annyiban modosult,
hogy a porfirin molekuldk olyan koncentrdcidoban voltak jelen, hogy azok mind
liposzomakban helyezkedtek el, igy porfirn-liposzoma rendszer kdzos mozgasa keriilt
megfigyelésre. A mozgas gyorsasdga, pontosabban a mérhetd diffuzios allando a
liposzomak méretétdl fiigg vagyis a kozods rendszer egyiittes diffuzios allanddja
megegyezik a liposzomdkéval. Ezaltal elvileg érzékenyebben lehetne a
membrankarosodast megfigyelni, mivel a membranok szétesése kovetkeztében a
porfirin molekuldk egy része a vizes oldatba kijuthat. Ezek a szabad molekulak mar
teljesen mas diffuzios allandoval fognak rendelkezni. Vagyis az FCS modszer
lehetdséget adna a fotoindukalt membrankarosodas kovetkeztében a vezikulumokbol
kiszabaduld porfirin molekuldk kiillon meghatarozasara tovabba a liposzomak
méreteloszlasaban bekovetkezd valtozasokat is lathatova tudna tenni.

A gyakorlatban azonban az FCS méréshez rendelkezésre allo fényforrasokkal nem
tudtam az altalam vizsgalt molekulakat (MPCI) a megfeleld hullamhosszakon
gerjeszteni ahhoz, hogy a fluoreszcencia jel kell6képpen kiértékelhetd legyen. Ezért az
FCS kivitelezéséhez egy specidlisan a membranokhoz kotédo festéket —

dioktadeciloxakarbocianin-perklorat (DiO) — alkalmaztam. Ez a molekula nem mutat
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szamottevd fluoreszcenciat vizes kozegben szabadon, de a membranokhoz kotédve
fotostabil €s 489 nm-es gerjesztési és 505 nm-es emisszios maximummal rendelkezik. A
hullamhosszak alapjan a porfirin fotoaktivacidjat sem zavarja, ezért is alkalmasnak
bizonyult a liposzomak jelolésére.

A vizsgalatokhoz DOPC:DPPC 80/20 m/m % aranyt komplex unilamellaris
liposzoémakat hasznaltam, amelyhez még a lipidfilm készités kozben hozzaadtam a DiO
molekulakat. A minta hidralasa utdn az elkésziilt liposzoma-DiO térzsoldatihoz
szobahdmérsékleten mértem hozza az MPCI-t telitési koncentracional Kisebb
koncentracioban, igy a mérés soran a kezdeti szabad porfirin molekuldk szdma nem volt
jelentds. Ezt a kész oldatot higitottam (~ x120), igy a DiO-nak ~2 uM, mig a
fényérzékenyitének ~40 uM volt a végleges mennyisége.

Az altalam hasznalt FCS mérési Osszeallitas az alabbi volt. Egy Olympus 1X70
invertalt mikroszkép UplanApo/IR 60x (NA=1,2) viz immerzios objektivvel szolgalt a
minta vizsgéalatara. A gerjesztd fényforras szerepét egy 491 nm hulldmhosszon sugarzo
Cobolt didda 1ézer toltotte be. A fluoreszcencia fény mérése - egy 100 pm atmérdji
pinhole-on keresztiil - SPCM-AQR-13 Perkin-Elmer lavina fotodiddaval és egy
savatereszté szirdvel (535DF35 Omega Optical) tortént. Az autokorrelacids
fiiggvények eloallitasat egy ALV-5000/E korrelator kartya végezte. A kiértékeléshez
hasznalt alakfaktor y=6 volt. Mivel a fokusz beallitdsa nem mindig reprodukalhat6, igy
rendelkezé molekula megmérése, amely mérési eredmények alapjan torténik a fokusz
méretének a megallapitasa. Esetemben erre a célra Alexa 488 festéket hasznaltam. A
kiértékelést az Osszehasonlithatosag kedvéért a DLS-nél méar leirt maximum entrépia

modszerrel (MEM) is elvégeztem.
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4. EREDMENYEK

4.1. A kotodésvizsgalat

A fényérzékenyitok membranokhoz vald kotddését titracids fluoreszecencia mérés
segitségével vizsgaltam. Az abszorpcidos maximumnal (397 nm) tortént gerjesztést
kovetéen (10. abra) a lipid kettésrétegbe beépiilt porfirin molekulak fluoreszcencia
intenzitasanak valtozasat mértem 600-640 nm kozott. Mivel a szabad mezoporfirin 1X
molekuldk  észterezett  valtozata nem mutat fluoreszcencidt a  vizsgalt
hullamhossztartomanyban, igy az ott mért emisszids intenzitds valtozésa csak a
kotésben 1évé molekuldktdl szarmazik. Noha kémiai értelemben nem beszélhetiink
tényleges kotés kialakulasarol, inkabb egy fajta membranokhoz lokalizalt
elhelyezkedésrol, de a tovabbiakban a membranok belsejében elhelyezkedd molekuldkat
— elkiilonitve az oldatban 1évd szabad molekuldktol — kotott molekuldknak fogom

nevezni.

2000 MPE-DMPC A =397 nm

1500+

1000+

Relativ intenzitas

5004

T T T T T T T T T
600 610 620 630 640
Hullamhossz (nm)
10. dbra A titracios gérbék Az abra MPE-DMPC mintik titracios sorozatat mutatia be. A gerjesztés
397 nm-nél tortént. Az emisszios gorbéket 600-640 nm kozétt vettem fel. A legalso kék szinii referencia vonal az MPE
molekulak liposzoma nélkiili vizes oldataban mért nem fluoreszkadlo esetét mutatja. A gorbék alulrol felfelé haladva

névekvd lipidkoncentracio mellett a fluoreszcencia intenzitas valtozasat abrazoljak a membranokba belépd MPE

molekulaknak megfeleléen.
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Az adott 600-640 nm kozotti tartomanyban az emissziés maximum valtozasa
alapjan tehat a liposzomamembranokba beépiilt fényérzékenyitbk mennyisége
egyértelmiien meghatarozhat6. Mivel mind az MPE mind az MPCI lipofil tulajdonsagot
mutat, igy elmondhat6, hogy nagyobb eséllyel talalhatok meg ezek a molekulak a lipid
kettsrétegben, mint a vezikulumokon kiviili vizes kézegben. Kovetkezésképpen minél
nagyobb mennyiségben taldlhatok liposzomak a rendszerben, annal tobb porfirin
molekula fog elhelyezkedni a membranokhoz koétddve. Az emisszios spektrumok
alapjan meghataroztam a membranokban talalhat6 porfirin molekulak mennyiségét. Ezt
a kotott mezoporfirin - koncentraciét a  liposzomakészitéshez — alkalmazott
lipidkoncentracio fiiggvényében abrazolva allitottam el6 a kotodési gorbéket. A 11. abra

a két mezoporfirin IX molekulanak DMPC tartalmt liposzomakhoz torténd kotddését

mutatja.
150 - [ = PR G---—--
;J:I
o
= 1001 --8- MPE-DMPC

—v— MPCI-DMPC
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11. dbra Kétédési girbék A lipidkoncentracio [L] fiiggvényében dbrazolt kétott mezoporfirin koncentrdcio
[MP], DMPC-bdl eléallitott egykomponensii liposzomdk esetében. A folyamatos gorbe az MPCI, mig a szaggatott az
MPE kétédését dbrazolja. Leolvashato, hogy a mezoporfirin IX molekulinak az észterezett formdja mar kisebb

lipidkoncentrdcié mellett eléri kotédési maximumdt, vagyis nagyobb az affinitdsa.
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Mivel az amfifil foszfatidilkolin molekulak az altalam alkalmazott vizes kdzegben
szabad formaban nem fordulnak elé6 — hanem csak liposzémakba rendezédve — igy
elméletileg célszerli valasztas lett volna a kotétt mezoporfirin koncentracionak a
liposzomak szamatdl valo fiiggésének az abrazoldsa. Az oldatban 1évo liposzomak
szamanak meghatarozadsa ugyan indirekt modon lehetséges.[29, 30] Ezeknél a
modszereknél abszorpcids kolorimetriat vagy fényszorasmérést alkalmaznak. A limitalo
tényezd eme a vizsgalatoknal az alkalmazott lipidek tipusa, a liposzéma mérete és a
mintdk polidiszperzitasa. Ezért csak kozelito becslést lehet adni a fent nevezett
modszerek segitségével a liposzomak mennyiségére vonatkozoélag, ami nem minden
esetben reprezentalja a valodi liposzoma koncentraciot. Mivel a kiilonbdzo mennyiségii
liposzomakat tartalmazo mintdk készitése egy ismert lipidmennyiségbdl eldallitott
homogén liposzéma torzsoldatbdl higitdssal tortént, igy az egyes mintakba keriilt
lipid-anyagmennyiség pontosan meghatarozhato volt. A kotddési gorbék abrazolasakor
igy a mintakészitéshez hasznalt lipidkoncentracido — mint egzaktul megadhaté valtozo —
A kotédési gorbékbdl a kotddési paraméterek meghatdrozésa a tomeghatas torvénye

alapjan tortént. (8)
n[L]f[MP]f = Kd[MP]b ®)

Ahol n az egy lipidmolekulara es6 lehetséges kotéhelyek szamat, [L]s a szabad
lipidmennyiségét, [MP]; a szabad mezoporfirin mennyiségét, [MP], a kotott
mezoporfirin mennyiségét jeloli, mig Kq a disszociacios allando. Az (8) egyenletet Ggy
atrendezve, hogy a kotott mezoporfirin anyagmennyiség [MP]y, a lipidkoncentracio [L]
¢s a teljes mezoporfirin koncentraci6 [MP] — mint két pontosan megadhaté fiiggetlen

valtoz6 — fliggvénye, kapjuk az alabbi egyenletet.

[MP], = %{n[L]+ [MP]+ K, —J(n[L]+[MP]+ K,)? —4n[L][MP]} @
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A (9) egyenlet alapjan a kot6dési paraméterek meghatarozhatdéak, mivel a
fluoreszcencia intenzitas és a kotott porfirin anyagmennyiség kdzott egyenes aranyossag
talalhato. A kotddési egyiitthato Ky, mint a kotéseket jellemz6 paraméter a (10)
egyenletbdl kovetkezik.

(10)

Kb = n/Kd

A kotédési paramétereket mindharom telitett foszfatidilkolinb6l (DMPC, DPPC,
DSPC) elgallitott liposzomatipushoz kotédé mezoporfirinekre meghataroztam. Az

eredményeket az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat A meghatdrozott kotodési paraméterek K a kotédeési dllando, Ky a disszocidcios dllando, n az egy

lipidmolekulara juto kétohelyek szamat adja meg.

DMPC DPPC DSPC
MPE MPCI MPE MPCI MPE MPCI
n 0,0083£0,003 | 0,0037+0,001 | 0,0044£0,0008 | 0,0026+0,0005 | 0,0079+0,0006 | 0,0038+0,0006
K4 (NM) 30£10 52+16 28+7 53+13 33+9 15+4
Ky (M) 2,8 x10° 7,1x10* 1,6 x 10° 4,9x10 2,4x10° 25x10°
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4.2. A fényérzékenyitok membranon beliili elhelyezkedése
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12. dbra Inhomogén eloszlisfiiggvények Az dabra két szélsé oszlopaban az MPCI és az MPE molekuldk
kiilonbozd lipidkornyezetekben (DMPC, DPPC, DSPC) meghatdrozott inhomogén eloszlasfiiggvénye lathato. Az dbra
kozépsé részén a két kiilonbozé mezoporfirin molekula eloszldsfiiggvényeinek az egymdsra vetitése ldathaté a jobb
osszehasonlithatosag kedvéért. MPE esetében két egymastol jol elkiilonithetd populacio lathato, amelyek a
zsirsavlanchossz novelésével egyre jobban elkiiloniilnek egymdastol. Az MPCIl molekuldkndl altalanosan egy jellemzd
populdcio lathato, mig a hosszabb zsirsavidinci lipidmolekulakbol eldallitott liposzomdkban egy masik kisebb

elemszamu populdcio is jelen van, ami nem kiiloniil el élesen a masik nagyobb elemszamii populaciotol.

A kordbban mar bemutatott szobahdmérsékleti emisszids spektrometria
segitségével ugyan a mezoporfirin molekulak membranokhoz torténd kotédési affinitasa
tanulmanyozhatd és szamszerlsithetd is, de nem ad pontos informaciét a molekulak
membranokon beliili tényleges elhelyezkedésére ,kotéhelyeire” vonatkozolag. Eme
kotdhelyek pontos megismerése érdekében a korabbi fejezetben mar részletezett
nagyfelbontasu fluoreszcens modszert az FLN-t hivtam segitségiil. Az FLN lehetdséget

nyljt az emisszios spektrumcsucsokat alkotd egyes molekulapopulaciok pontosabb
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felderitésére ¢és ezek tulajdonsidgainak megismerésére. Az egyes molekulapopulaciok
eloszlasat nagyban befolyasolja a molekuléris kornyezetilk. Amennyiben a molekuldk
inkabb hasonld kornyezetben helyezkednek el, akkor az closzlasfiiggvény is
homogénebb, keskenyebb lesz. A heterogénebb molekularis kornyezet pedig az
eloszlasfiiggvények kiszélesedéséhez vezet. A kapott eloszlasfiiggvények egymastol
valo kiilonbsége pedig az egyes kotéhelyek egymastol valo kiillonbozoségeit jellemzi.
Az FLN mérések soran eredményiil kapott inhomogén eloszlasfiiggvényeket a
12. dbran Gauss-gorbék Osszegeként tiintettem fel. Az eloszlasfiiggvények vizszintes

tengelyén a hullamszam kertilt feltliintetésre 1/cm mértékegységben.

2. tablazat A Gauss-gorbék illesztési paraméterei Az IDF gorbéken megfigyelt molekulapopulaciokat
jellemzé Gauss-gorbék illesztési paraméterei lathatoak. Az egyes Gauss-gorbék kozépértékével az alpopulaciok
egymastol valo kiilonbozdségét, a gorbek félértékszélességével (fwhm) a populaciok heterogenitdsat, mig a gorbe

alatti relativ teriiletekkel az adott helyzetben lévé molekuldk relativ szamat adhatjuk meg.

DMPC (14) DPPC (16) DSPC (18)

MPE MPCI MPE MPCI MPE MPCI
2 kozép (1/cm) 16112+ 1 16119+2 16130+ 3
V
e
% fwhm (1/cm) 73+6 nincs jelen 104+5 nincs jelen 115+6 nincs jelen
=
N rel. teriilet 0,25 0,44 0,54
. kozép (1/cm) 16175+ 6 16176 + 1 16248 £ 8 16257 + 4 16270+ 6 16268 +7
3
= fwhm (1/cm) 203+7 186 +2 194+ 14 15145 144+ 11 137+9
N
:; rel. teriilet 0,75 1,0 0,56 0,95 0,46 0,85
a kézép (L/cm) 16177 £5 16181 +3
3
£ fwhm (1/cm) o o o 55411 o 5549
i nincs jelen nincs jelen nincs jelen nincs jelen
= rel. teriilet 0,05 0,15

A Gauss-gorbék illesztési paramétereit a 2. tablazat mutatja. A Gauss-gorbék
kozépértéke az egyes molekula-alpopulacidkat jellemzi, mig a gorbék félértékszélessége
(FWHM) a kornyezet heterogenitasara utal. A gorbék alatti relativ teriilet pedig az

egyes kotdhelyen 1évo porfirinmolekuldk szdmaval aranyos.
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Az 12. abra bal oldalan az MPCI inhomogén eloszlasfiiggvényeinek a valtozasa
lathatd fontrdl lefelé haladva novekvd szénatomszamu (14, 16, 18) zsirsavlancok
kornyezetében fekete  folytonos  vonallal — dbrazolva. A DMPC tartalmu
lipidmembranokban az MPCI csak egy egyszerii szélesebb eloszlast mutat. Novelve a
liposzomakat felépité lipidmolekuldk hosszat (DPPC - 16) — vagyis novelve a
liposzémamembranok vastagsagat — az eloszlasfiiggvény bal oldalan 16175 1/cm koriil
egy ,vall” jelenik meg. Az ennek megfeleld (az abran lilaval feltiintetett) eloszlas
teriilete csak toredéke a teljes eloszlas masik részét alkoto ,,aleloszlasnak™ (az abran
zolddel feltiintetve). A leghosszabb (DSPC - 18) szénatomszamu lancok jelenlétében
két nem ¢élesen elkiiloniilé csucs lathatd. Ezek a cstcsok a DPPC tartalmu
membranoknal latott két eloszlasnak felelnek meg 16175 1/cm (az abran lilaval jelolve)
illetve 16280 1/cm kozépértékekkel (az abran zolddel feltiintetve). A Kisebb
hullamszamhoz tartoz6 ,lila” ecloszlas itt keskeny és nagyobb relativ gérbe alatti
teriilettel rendelkezik, mint a DPPC liposzomak esetében.

A 12. abra jobb szélén az MPCI-nél mar leirtakhoz hasonlé médon mutatom be az
MPE molekulék jelenlétében felvett inhomogén eloszlasfiiggvényeket (fekete szaggatott
vonal) a kiilonb6z6 molekularis kdrnyezetet jelentd lipidmembranokban.

A DMPC tartalmu liposzomaknal egy Osszetett eloszlasfiiggvény lathatd a jobb
oldalan egy markansabb ,,vallal”. Ez az eloszlas szintén felbonthato két kisebb Gauss-
eloszlasra (az abran zolddel és pirossal jelolve). A két eloszlas jelentdsen kiilonbozik
heterogenitasukban. A pirossal jelzett egy kisebb tertiletli keskeny eloszlas, mig a zdld
egy nagyobb teriiletii szélesebb. A heterogenitasbeli kiilonbségek mellett a kettd
nagymeértékii atfedést mutat.

A zsirsavlancok novekedésével (DPPC - 16) a jobb oldali ,vall” még
markansabba valik. A DMPC-nél leirt eloszlasok — itt is fellelhetéek (az abra jobb
oldalan piros és zold gorbék) — és egyre jobban elkiiloniilnek egymastol, de a kettd
tovabbra is nagymértéki atfedést mutat. A kisebb hullamszamhoz tartozo ,,piros”
eloszlas kozépértéke 16110 1/cm korili, mig a masik, ,,z0ld” kozépértéke
16280 1/cm-nél lathato. A pirossal jelzett eloszlas relativ gorbe alatti teriilete novekszik,
mar kozel megegyezik a ,,z0ld” relativ gorbe alatti teriiletével, ugyanakkor a ,,z61d”

eloszlas szélessége csokken.
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A zsirsavlanchossz ismételt novelésével (DSPC - 18) 6sszhangban az inhomogén
eloszlasfiiggvény kordbbi jobb oldali ,,vall” része mar csak nem teljesen elkiiloniild
csucsot formal. A mar leirt két Gauss-eloszlas szintén fellelhetd, egymastol egyre
jobban elkiiloniilnek, immar csak részleges atfedést mutatnak egymassal. A ,,piros”
16110 1/ cm-es kozépértékkel, mig a ,,z61d” 16280 1/cm-es kozépértékkel rendelkezik a
DPPC-nél leirtakhoz hasonléan. A ,,piros” eloszlas relativ gorbe alatti teriilete mar
meghaladja a ,,z01d” eloszlas relativ gorbe alatti teriiletét.

Az 12. abra kozépsé részén a két mezoporfirin molekula inhomogén
eloszlasfliggvényeit vetitettem egymasra a konnyebb 0sszehasonlithatosag kedvéért. Az
MPCI eloszlasfiggvénye fekete folytonos vonallal, mig az MPE eloszlasfiiggvénye
fekete szaggatott wvonallal van jelezve. Az egyes populacidkat jellemzo
Gauss-eloszlasok a korabban részletezetteknek megfeleléen piros, zold illetve lila
szinekkel vannak jelolve. Megfigyelhetd, hogy az MPE zo6lddel jelzett eloszlasanak a
maximuma pontosan egy helyre esik az MPCI ,,z61d” eloszlasanak a maximumaval. A
,z01d” eloszlas ezek alapjan ugyanazt a molekulasokasagot jelenti a két mezoporfirin
molekulandl annyi kiilonbséggel, hogy az emlitett eloszlds nagyobb heterogenitassal és
elemszammal rendelkezik az MPCI esetében. Az MPE molekulak zolddel jelzett
eloszldsa a zsirsavlanchossz novelésével egyre kisebb relativ gorbe alatti teriilettel
rendelkezik, a szélessége pedig csokken. Az Gsszehasonlitas alapjan még elmondhato,
hogy az MPCI zolddel jelzett és az MPE pirossal jelzett eloszlasa két kiilonb6zo
eloszlast takar, amelyek egyszerre nem fordulnak el6 ¢és a zsirsavlanchossz
novekedésével Osszhangban relativ gorbe alatti teriiletiik novekszik. Ezek alapjan
Osszesen harom lehetséges eloszlassal lehet a mezoporfirin molekulapopulacidkat
jellemezni. Ezek koziil egy molekula esetében egyszerre csak kettd figyelheté meg, de a
zolddel jelzett mindig fellelhetd.

Mivel az eddig taglalt molekulapopulaciok FLN spektrumok alapjan lathato
emisszios energiakiilonbsége a porfirinmolekulaknak az egyes liposzomakban elfoglalt
kiilonb6z6 molekularis kornyezeteibdl — kotdhelyeibdl — fakad, igy ezeket, mint
molekularis ,helyzeteket” is lehet azonositani (dbra also részén ,helyzet 1.”, , helyzet
IL.”, ,helyzet III.” jelolés). Ezekre a membranokban elfoglalhatd helyzetekre pedig a

zsirsavlancok hossza, vagyis a membranoknak a vastagsadga kozvetlen hatassal van.
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4.3. A keletkezett ROS
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13. dbra a) Abszorpcids spektrumsorozat Az alsé fekete szaggatott gorbe (i) az MPCl-liposzéma rendszer
abszorpcids spektrumdt mutatja a rd szuperpondlodé trijodid (I3) két abszorpcids csiicsaval. A tovabbi spektrumok
(j=2n) az egyperces megvilagitisok hatasara a spektrumokban megfigyelhetd valtozdsokat szemléltetik. b) Trijodid
keletkezés vizsgalata Az a) dbrarész kiinduldsi spektrumadnak (i) az azt kovetd spektrumokbol (j 2n) torténd kivondsa

soran eléallitott ujabb spektrumsorozat az egyperces megvilagitasok alatt keletkezo trijodid valtozasat mutatja.

A keletkezett ROS kimutatdsa a kordbbi fejezetben ismertetett kapcsolt reakcio
utjan  tortént.  Els6  Iépésként egy olyan mérést végeztem, ahol a
telitett porfirin-liposzoma mintakhoz adott kalium-jodid tobb 1épcsdben torténd fehér
fény altali besugarzasa soran keletkez$ trijodidot hataroztam meg. A jodid ionok
ammonium-molibdenat jelenlétében ROS hatédsara trijodiddéa oxidalodnak. A keletkezett
trijodid abszorpcids spektrofotometridval egyértelmiien meghatarozhatd. Azért volt
sziilkséges a méréshez telitett lipidekbdl késziilt liposzomak hasznélata, hogy a
keletkezett ROS ne a lipid-peroxidacio révén reagaljon el, mert ebben az esetben a
fentebb leirt reakcioban keletkezd trijodid nem az 6sszes keletkezé ROS mennyiségével

lenne aranyos.
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A 13. abra a) része az abszorpcids spektrofotométerrel készitett spektrumsorozatot
mutatja. A legalso, fekete szaggatott vonallal jelzett spektrum (i) a kalium-jodid
jelenlétében rogzitett MPCl-liposzoma mintahoz tartozé abszorpcios spektrum, amelyre
szuperponalodik az MPCI molekulak fotodinamikus aktivacioja soran a ROS hatasara
keletkez6 trijodid (I3") elnyelési spektruma is. Ennek oka az, hogy a mintakészités ¢és a
minta spektrofotométerbe torténd behelyezése kdzben minden igyekezet ellenére sem
megoldhatd a minta teljes sotétben tartasa. Mindezek mellett maga az abszorpciod
mérése kdzben is lejatszodhat fotoaktivacid. Ezért valasztottam a spektrumok felvétele
kozben olyan hosszii megvilagitasi idoket, amely mellett a mérés folytan kialakulo
fotoreakcid elhanyagolhat6. A mérési sorozat sordn a feketével jelzett spektrumot
tekintem a kiindulasi, referencia spektrumnak — a tovabbi spektroszkopiai mérésekhez
ez szolgalt alapvonalként — és ehhez képest vizsgaltam a ROS keletkezést. A tovabbi
spektrumok (j=>n) ugyanezen mintaval jol definialt geometriai feltételek mellett kozolt
egy perces fehér fény altali megvilagitasdnak a hatasat mutatjak. A megvilagitas
erdssége az alkalmazott beéllitasok mellett a kiivetta felsé sikjaban kb. 500 klux volt.
Az MPClI-liposzoma minta abszorpcios maximuma 398 nm-nél figyelheté meg, amelyre
szuperponalodik a trijodid abszorpcids spektruma. Jol lathatd, ahogy az egyes
megvilagitasok utan a trijodidhoz tartozd abszorpcidos maximumok egyre jobban
kiemelkednek a kiindulasi spektrumbél. Ot perces Osszesitett megvilagitast kdvetden
pedig mar a keletkezett trijodid lesz a meghatarozo a spektrumban.

A spektrumsorozat pontosabb kiértékelése érdekében a kiindulasi spektrumot (i)
Kivontam az Osszes tobbibdl (j=>n), igy jott Iétre a 13. abra b) része. Az igy keletkezett
ujabb spektrumsorozat mar csak a trijodid elnyelési spektrumanak a megvilagitas altali
valtozasat mutatja, vagyis a ROS képzddést. Két jol elkiilonithetd sav lathaté a
spektrumokban a trijodid adott kornyezetben mérhetd abszorpcids csucsainak
megfelelden 290 nm illetve 355 nm-nél. Habar a 290 nm koriili vékonyabb sav
markansabb valtozasa figyelhetd meg, én a kiértékelés soran a 355 nm kortili szélesebb
savot alkalmaztam az eredeti proba alapjan.[28] A kiértékeléshez valasztott hosszabb
hulldmhossz még abbdl a szempontbo6l is praktikusabb volt, hogy a 290 nm-nél mért
valtozasban, nem csak a fényabszorpcid, hanem a minta fényszorésa is szerepet jatszik.
A liposzomak méreteloszldsanak a valtozasa ezért nagymértékben befolyasolhatna az

alacsonyabb hullamhossznal mérhetd extinktciot, ezaltal zavarna a kiértékelés
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pontossagat. Az optikai denzitds valtozdsanak (AOD) a meghatarozasdhoz a
350-360 nm kozotti hullamhossztartomany hullamhossz szerinti atlagat hasznaltam.
Ebbdl tortént az (1.) egyenlet alapjan a keletkez0 ROS mennyiségének a becslése. A
13. abran megfigyelhetd, hogy az MPCl-hez tartoz6 Soret-sav (398 nm) nagysaga nem
valtozik, vagyis az 0t perces besugarzas alatt a fényérzékenyité mennyisége allandonak
tekinthetd. Az egyes megvilagitasok kozotti spektrumok hasonld mértékli valtozasa
alapjan feltételezhet6 a keletkez6 trijodid linearis kinetikaja.

Az 13. é&bra b) része alapjan szarmaztathatd a trijodid keletkezésének

reakciokinetika gorbéje (14. abra).
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14. abra Trijodid reakcidkinetika girbék A keletkezet trijodid relativ optikai denzitisinak az dbrdzoldsa
(350-360 nm-es tartomdny dtlaga) a besugdrzdsi idé fiiggvényében a két mezoporfirin molekula kiilonbozd
zsirsavlancokat tartalmazo lipidkornyezeteiben. Az MPCl molekula mindhdrom liposzoma tipus esetében nagyobb

trijodid (ROS) képzo aktivitast mutat, mint a hidrofobabb karakterii MPE.

Ezek a gorbék a mezoporfirin-liposzoma mintak 355 nm-es csucsa koriili 10 nm
sz¢les savban az optikai denzitas atlaganak a valtozasat mutatjak a megvilagitasi 1d6
fliggvényében. Az atlagos abszorbancia ardnyos a fotodinamikus reakcié kovetkeztében
1étrejott trijodid mennyiségével, vagyis a keletkezett ROS mennyiségével. Ahogyan az a
14. abran mar egyértelmiien megfigyelhetd, a ROS fotoindukalt keletkezése az idében
linearis Osszefiiggést mutat. Az MPCl illetve az MPE molekulak ROS képz6 affinitasa a
kiilonbozo telitett zsirsavlancokbodl felépiilé liposzoma kdrnyezetekben a gorbék

meredekségével jellemezheto (3. tablazat).
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3. tdablazat ROS képzd képesség Az 14. dbra alapjan meghatarozott reakciokinetika gorbék relativ
meredeksége kiilonbozé zsirsaviancu lipidekbdl eldadllitott monokomponensii és multikomponensii  liposzomak

vizsgalatakor. Az adatok alapjan az MPCI nagyobb ROS képzo hatassal rendelkezik, mint az MPE.

c DMPC DPPC DSPC DPPCy, + DOPCg
MPCI 3,54+0,08 3,38 +0,07 3,83+0,05 9,17 +0,03
MPE 0,74+0,03 0,13+0,02 0,28 0,02 0,31+0,03

Szembeting, hogy az MPCI sokkal effektivebb ROS képz6, mint az MPE. Ha
figyelembe vesszilk a reakcidkinetika gorbék relativ meredekségét, az alapjan
megallapithaté, hogy az MPCI atlagosan tizszer hatisosabb, mint az MPE. Erdekes
Osszehasonlitani a porfirinmolekuldk ROS képzd képességét és a membranokhoz
viszonyuld kotddési affinitasukat. Amig az MPCI sokkal kifejezettebb ROS képzd, mint
az MPE, sokkal gyengébb kotddéssel bir és forditva. Tovabba érdekes észrevétel még,
hogy az MPCI és MPE reakciokinetika gorbéinek egyes liposzomatipusokban mért
meredekségeinek a sorrendje koveti a korabban a kotddési allandoknal az adott
porfirinmolekulahoz tartozé egyes liposzomakban bemutatott sorrendet (1. tablazat).
Ezéltal elmondhato, hogy a kotddési allando és a reakciokinetika gorbék meredeksége
Osszefliggést mutat a liposzomakornyezet zsirsavlancainak szénatomszamaval. A két

adatsor korrelacios egyiitthatoja r = 0,95 az MPCl-re mig r = 0,89 az MPE-re.

4.4. Direkt ROS membrankarositas kimutatasa

Mivel a két mezoporfirin szarmazék ROS képzd hatdsa a kordbbi bemutatott
eredmények alapjan bebizonyosodott, igy a kovetkezd 1épés a fotoaktivaciot kovetd
direkt membrankarosité hatids kimutatdsa volt. Ennek a feladatnak az elvégzéséhez a
dinamikus fényszérasmérésre (DLS) esett a valasztdsom, mivel ez egy megfeleld
technika a liposzomak méreteloszlasanak a kovetésére. A liposzomak szétesésével jaro
folyamatokban a mintak méreteloszlasanak a valtozasa megfigyelhetd, mivel kisebb
vezikulumok illetve fragmentumok is megjelenhetnek.

Habar a telitett lipidekbdl allo vezikulumok ROS altali karosoddsa nem volt

varhaté, a mérést negativ kontrollként elvégeztem ilyen liposzomakon is MPCI-t
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tartalmazd mintdkkal, mivel a kettd koziil ennek a mezoporfirin szarmazéknak volt
nagyobb a ROS képz6 tulajdonsaga. Az elvarasoknak megfeleléen a
méreteloszlasokban jelentds kiillonbség egyik esetben sem volt tapasztalhato.

A negativ kontrollvizsgalat utan a mintakat ugy modositottam, hogy telitetlen
lipidosszetevoket is tartalmazzanak, ahol a telitettlen lipidmolekulak oxidacidja révén
1étrejovo liposzomaszétesést, vagyis a membrankarosodast szandékoztam kimutatni. Az
1j membran modell mar DPPC és DOPC 80/20 aranyu tomegszazalékos keveréke volt.
Fényérzékenyitoként pedig a mar emlitett MPCI-t alkalmaztam, mivel a ROS képz6
tulajdonsaga a kevert lipidtartalmu liposzémak esetében is nagyobb volt, mint az MPE-
nek (3. tablazat). Varakozasaim ellenére a mérés soran negativ eredmények adodtak,
ugyanis fény indukalta valtozds a telitetlen lipideket is tartalmazd mintak
méreteloszlasaban tobbszori ismétlés mellett sem volt megfigyelhet6. Ez felvetette
annak a lehetdségét, hogy a fotoaktivacid soran keletkez0 ROS egyaltalan nem okoz
semmi membrankarosodast, illetve olyan kis mértékben keletkezik ROS, hogy még nem
alakul ki ténylegesen mérhetd valtozasa a liposzoméknak.

Ennek a megvalaszolasara a ROS altali membrankarosodéas kimutatasara kitalalt
modszeren valtoztatnom kellett. Azon kiindulasi hipotézisem megerdsitésére miszerint a
ROS a telitetlen lipideket tartalmazo liposzémak direkt karositasat valtja ki, a mérési
koncepciot gy alakitottam at, hogy mar direkt uton adtam ROS-t vagyis hidrogén-
peroxidot a mintakhoz. Ezaltal lehet6ségem nyilt egy tritracids sor készitésére, ahol az
oxidativ agens mennyisége pontosan ismert €s széles hatarok kozott tetszélegesen
valtoztathatd. Elészor 12 m/m % koncentracidban akalmaztam H»O»-t a telitett és a
telitetlen lipidtartalmi mintdknal egyarant. A csak telitett lipideket tartalmazé
liposzomak esetében valtozas nem volt megfigyelhetd, igy a H»O, koncentraciot
duplazva 24 m/m %-os mintakat hasznalva is megismételtem a mérést. Ez utobbi
esetben ugyan kis valtozas megfigyelhet6 volt, de a vezikulumok egyértelmi szétesését
nem tapasztaltam. Ahogy a 15. abra b) részén is lathatd, a méreteloszlasok modusza
nem valtozott, csak a kis és a nagy részecskék aranyaban volt valtozas észlelhetd, illetve
a teljes eloszlas szélesedett ki valamelyest. A liposzomak szétesésére jellemzd kisebb
méretli partikulumok nem keletkeztek. Ezek a valtozasok 30 perccel késébb még
kifejezettebbekké valtak, feltételezhetbleg a liposzomak aggregacidja folytan, ami az

UH besugarzassal késziilt mintak kisebb foku stabilitasanak tudhaté be, de nem jelenti a
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H,0; altali kozvetlen karositast. Tehat a kontroll-mintakban negativ eredménnyel zarult

a vizsgalat, az elvarasoknak megfelelden.
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15. dbra a) Direkt ROS membrankdrositis Telitetlen lipideket 1S tartalmazo membranok kdarosodasa
12% H,0, hatdsara. A gyakorisagi eloszlas modusza a kisebb méretek iranyaba tolodott jelezvén a membrdanokban
bekdvetkezett valtozast. b) Kontrollvizsgdlat telitett lipidet tartalmazé membranon A 24% H,0, sem okozott jelentds
valtozast a liposzomak méretének gyakorisagi eloszlasiban. Enyhe foku aggregaciora utalo kiszélesedése

megfigyelhetd, de ez nem jelenti a membranok egyértelmii oxidativ karositasat.

A kontrollmintaval elvégzett kdzvetlen ROS hozzaadast megismételtem Oszetett
liposzomakat — telitett DPPC (80 m/m %) és telitetlen DOPC (20 m/m %) — tartalmazo
Osszeallitassal is. A kontrollal szemben a DPPC-DOPC mintaknal mar a kisebb 12 %-0s
H,0; kezelést kdvetden is a korabban vart valtozas — a liposzomak szétesését kovetd
kisebb vezikulumok megjelenése — volt megfigyelhetd6 a méreteloszlasban. A
gyakorisagi eloszlas modusza a kisebb méretek felé tolodott (a sugar 17 nm-rdl
11 nm-re valtozott), ami mar egyértelmiilen a membranok integritdsanak valtozasara,

vagyis a H,0, altal kialalkult membrankarosodasra utal. A 15. abra a) része szemlélteti
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a telitett ¢és telitetlen foszfatidilkolin molekuldkat is tartalmazé mintdkndl tapasztalt
méreteloszlasok valtozasat. A direkt ROS hozzaadasat kovetd 30 perces varakozasi ido
e mintak esetében is hasonld eredményt mutatott, mint a kontrollminta kordbban, a
méreteloszlas szélesedését a nagyobb meéretek iranyaba, ami szintén a liposzomak
UH besugarzasabol eredo tulajdonsagara utal.

A leirt mérési eredmények alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy a telitetlen
lipideket is tartalmazo liposzomak valoban érzékenyek a kornyezetiikben 1évé oxidativ
agensekre. A membranok szétesésébdl fakadd gyakorisagieloszlas-valtozas pedig
tényleg kimutathat6. Ezek alapjan felvetddik ismént a kérdés, hogy az elsé mérés soran,
amikor a viszonylag nagy ROS képz6é affinitdst mutatd6 MPCI molekulak
fotoaktivaciojat kovetd oxidativ membrankarositdst tanulményoztam, miért kaptam

mégis negativ eredményt.

45. A fotoindukalt membrankarosodas

A direkt membrankarosodas sikeres kimutatasat kovetéen egy olyan kelléen
érzékeny modszer kidolgozdsdn voltam, ami lehetdséget nyujt a fehér fény Aaltal
megvilagitott fényérzékenyitovel kezelt telitetlen lipideket is tartalmazd liposzémak
méreteloszlasbeli valtozasanak a kimutatasara. A membran minta ugyanaz volt, mint a
korabbi esetben (DPPC-DOPC 80/20 m/m % keveréke) és MPCI, mint fényérzékenyito.
Mivel a fotoindukalt karositas kimutatasara iranyult DLS mérés negativ eredménnyel
zarult igy a tovabbi vizsgalatokhoz egy érzékenyebb spektroszkopiai modszer
alkalmazasa valt célszerivé. gy esett a valasztasom a fluoreszcencia korrelacios
spektroszkopiara (FCS).

Az FCS mérésekhez hasznalt mérési Osszeallitds nem tette lehetévé, hogy az
eddig altalam alkalmazott mezoporfirin molekulakat megfeleléen gerjeszteni tudjam és
segitségiikkel tudjam a membranokban bekovetkezd valtozasokat vizsgalni. gy az FCS
mérések soran egy kiilon a membranokba beépiilé hozzaadott fluoreszcens jel6l6 (DiO)
valt sziikségessé. Mivel a két fluoreszcens molekula (mezoporfirin, DiO) mas
hullamhosszakon gerjeszthetdek, ezaltal kiilonvalaszthato lett a fotoreakcio kivaltasahoz

¢€s a membran intaktsag vizsgalatdhoz hasznalt hulldmhossz tartomany.
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A 16. abra a) része mutatja az FCS mérés soran felvett két autokorrelacios
fliggvényét a kevert lipid Osszetevdjii mintdknak a fehér fény altali besugarzas elott és

utan MPCI jelenlétében.
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16. dbra a) Autokorrelicios fiiggvények A fekete gorbe a megvilagitas elétti FCS mérés eredményeként
kapott autokorreldcios fiiggvényt mutatia. A piros a fehér fény dltali megvilagitist kovetéen mutatja az
autokorrelacios fiiggvémyt. b) T relativ gyakorisdgi eloszldsa Az a) autokorrelacios fiiggvényekbol MEM segitségével
eloallitott gyakorisagi eloszlasok. A fekete eloszlas a megvilagitas elotti, a piros a megvilagitas utani dllapotot

dbrazolja. A médusz 2 ms-rél 1,4 ms-ra csokkent, illetve az eloszlds is kiszélesedett.

Az autokorrelacios fiiggvények alapjan a korrelacios id6 (t) relativ gyakorisagi
eloszlasa ~maximum  entropia modszerrel (MEM)  keriilt  meghatarozasra
(16. 4bra b) része). Osszességében elmondhatd, hogy az FCS mérés eredményei nagyon
hasonlitanak a direkt ROS hozzaadast kovetéen DLS-sel végzett mérések
eredményeihez (15. 4bra a) része). A modusz a megvilagitdst kovetéen 2 ms-rol
1,4 ms-ra csokkent, mindemellett az eloszlas kiszélesedése volt még megfigyelheto.
Mivel a kisebb korrelacios idok kisebb részecskékre utalnak, igy a megfigyelt
valtozasok a liposzomak szétesésének egyértelmii jeleként értelmezhetéek. Az egyediili
kiilonbség a direkt hozzaadott ROS (H,0;) tartalmi mintakkal szemben az volt, hogy
ebben az esetben a ROS az MPCI molekulak fehér fény altali megvilagitasanak a
hatasara keletkezett a kevert lipidekb6l DPPC-DOPC (80/20 m/m %) elballitott
liposzémakban.

Az FCS mérések alapjan azonban felvetddik a kérdés, hogy a DiO jelenléte a
mintdkban milyen hatassal lehetet a tapasztalt membrankarosodasra. A mérési

eredmények esetleges DiO altali ,,meghamisitasat” elkeriilendd, sziikség volt annak az
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igazoléasara, hogy az FCS mérési eredményekbdl tapasztalhatd liposzomak szétesésére
utal6 valtozasok DiO nélkiil is végbemennek, csak a megvilagitas hatasara is.

Ezért jabb DLS méréseket végeztem, de a kordbbi sikertelen probalkozas miatt
immaron €rzékenyebb mintakkal. Az dsszetett liposzomaknak noveltem a relativ DOPC
tartalmat (30 m/m % a korabbi 20 m/m %-kal szemben), a fényérzékenyitd tovabbra is
az MPCI volt a korabbi méréshez is hasznalt mennyiségben alkalmazva. A mérés a
liposzomak nagyobb DOPC tartalma ellenére sem zarult eredménnyel, tovabbra sem
sikeriilt a DLS segitségével a vezikulumok fotoindukalt szétesését kimutatni. Az
Osszehasonlithatosag kedvéért ezeket a vizsgalatokat megismételtem a sokkal inkabb
hidrofob karakterii MPE molekulakkal is.

1.0
—o— DPPC+DOPC
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17. dbra A fotoindukadlt membrdankdrosodas Az dbra a 70/30 m/m %-0s DPPC-DOPC liposzémdk sugardanak
relativ gyakorisagi eloszlasat mutatja. A fekete gorbe az MPE hozzdaddsa elétt, a piros gorbe az MPE hozzdaddsa

utan, mig a zold 1 ora besugarzds utan szemlélteti a gyakorisagi eloszlasokat.

Az 17. abra mutatja a liposzomak sugaranak relativ gyakorisagi eloszlasat a
70/30 m/m %-0s DPPC-DOPC mintaban az MPE hozzaadasa el6tt, kozvetleniil az MPE
hozzaadasat kovetden illetve egyoras a megvilagitas utdn. Amint az abran is latszik a
porfirin hozz4adasat kovetden a gyakorisagi eloszlas a nagyobb méretek felé tolodik el
¢s az eloszlas kiszélesedik (pirossal jelzett gorbe). Ez a valtozas betudhaté annak, hogy
porfirin membranokba vald beépiilését kovetden a liposzomakban egyfajta szerkezeti
valtozas jatszodik le. A besugarzas utani mintat vizsgalva azt lathatjuk, hogy az eloszlas
tovabb szélesedett ¢és a kiinduldsi eloszlas (fekete gorbe az abran) moduszénal
jelentésen kisebb moduszu eloszlast eredményezett (zolddel jelzett gorbe az abran). A

17. abrat Osszehasonlitva a korabban mdar bemutatott 15. abra eloszlasgorbéivel
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észrevehetd, hogy a 30 m/m %-os DOPC tartalmu liposzémaknal jelentésen nagyobb
sugar tapasztalhatd, mint a kisebb (20 m/m %) mennyiségben DOPC-t tartalmazé
liposzomaknal. Ennek az oka a nagyobb DOPC tartalmu liposzémak kisebb foka
szobahdmérsékleti stabilitasaban keresend6. A 30 m/m % DOPC olyan mértékben
csokkenti a liposzoma fazisatalakuldsi hdmérsékletét, hogy az a szobahdmérsékleten
mar a rendszer enyhe foku instabilitasahoz vezet. Azért, hogy ez az instabilitas a
méréseket ne befolyasolja, a mintakészitést kovetden a mintakat szobahOmérsékleten
hagytam ¢€s rendszeresen ellendriztem a liposzoma térzsoldat méreteloszlasat. A leirt
mérést akkor végeztem el, amikor a minta eloszlasaban rovid idén beliil mar nem volt
valtozas. A besugdrzassal parhuzamban alkalmaztam egy referencia mintat is, amely
tartalmazta a komplex liposzomakat és a fényérzékenyitdt, de sotétben volt tartva
szobahdmérsékleten. Ez a minta nem mutatott kiilonbséget egy oOra mulva sem
Osszehasonlitvan a besugarzas el6tti mintaval.

A mezoporfirin molekulak fény éaltal indukéalt membrankérositd hatdsanak a
vizsgalata egyértelmii &mbar nem vart eredménnyel zarult. Az MPE noha lényegesen
Kisebb mértékben képes ROS képzésére, mint az MPCI, ennek ellenére a két vizsgalt
fényérzékenyité koziil csak ennél a fokozott mértékben hidrofoéb természetii
molekulandl volt egyértelmt lathatd jele a fotoaktivacid kovetkeztében szétesd
vezikulumoknak. Tovabba elmondhatd, hogy a DiO-t is tartalmazé FCS mérésekbol
lathatd eredmények szintén Osszhangban vannak a csak mezoporfirint tartalmazo
liposzomaknal latott eloszlasvaltozasokkal. Vagyis a liposzomak méreteloszlasa

egyértelmiien a kisebb méretek iranyéba tolddik el, jelezvén a vezikulumok szétesését.
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5. MEGBESZELES

A munkam kezdetén harom f6 kérdéskor megvalaszolasat tiztem ki célomul.
Milyen lehetséges kotohelyekkel rendelkezhetnek a fényérzékenyitd anyagok a
membranokban?

Milyen  mennyiségben  keletkezhetnek  reaktiv  oxigén  4dgensek a
liposzomamembranokban a fotodinamikus reakcidk soran?

Kimutathato-e kapcsolat a kialakuld6 membrankarosodas és a porfirin molekulak

membranokon beliili helyzete k6zott?

5.1. A porfirin molekulak kotodése a membranokhoz

A porfirin kotédés kérdésének a megvalaszolasara végeztem el a spektroszkopial
titralast és az inhomogén eloszlasfiiggvények felvételét. A vizsgalathoz hasznalt két
mezoporfirin molekula kémiai tulajdonsagai alapjan mar valdsziniisithetd volt, hogy a
fokozott mértékben hidrofob karakteri MPE mélyebben képes lesz behatolni a lipid
kettOsrétegbe. A kotohely elnevezés hasznalata nem teljesen egyértelmii ebben az
esetben, mivel a porfirin molekuldk nem egy specidlis membran Osszetevohdz, mint
receptorhoz  kotédnek. Korabban egy kutatocsoport liposzoma modellen mar
tanulmanyozta, hogy a porfirinmolekula-sejtmembran kapcsolat termodinamikailag
kotddésként vagy inkdbb a membranok és a kiilsd vizes fazis kozotti egyensulyi
eloszlasként jellemezhetd. [31] Arra az eredményre jutottak, hogy a kotddés egy jobb
matematikai megkozelitése a  porfirin  molekuldk  membranokhoz  torténd
reprezentalja a porfirin IX szdrmazékok, vagyis az altalam is hasznalt mezoporfirin IX
molekulék viselkedését. Ezek alapjan termodinamikailag tekintve valoban helytallobb
nekem is e folyamatot kotédésnek és a lokalizaciokat, vagyis a korabbi ,,helyzeteket”
kotéhelyeknek neveznem. A mérési modszerem helyességét igazolja tovabba az a tény
is, hogy az emlitett kutatdcsoport is hasonld nagysagrendben (2,3+0,7*10* M) hatarozta
meg az altaluk hasznalt porfirin molekulak kotédési allandojat, mint ami az én mérési

eredményeimbdl is adodott.
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A porfirin szarmazékok membranokhoz vald kotédésének a vizsgdlatdban az
altalam is alkalmazott abszorpcids spektrometria egy bevett eljaras, amelyet mar régota
hasznalnak. [32, 33] A mérés elve ezekben az esetekben altalaban az, hogy a porfirin
molekulak f6 abszorpciés maximuma, vagyis a Soret-sav, a membranokhoz kotédés
hatasara eltolodik a hosszabb hulldmhosszak irdnyaba. Igy a fényérzékenyitdk
membranokba bejutasanak ténye jol kovethetd, lehetdové téve a kotddés kinetikajanak a
vizsgalatat is.

Noha a masik vizsgalomodszerem, az FLN spektrometria sem ujkeletli modszer,
alkalmazasa eddig inkabb fehérjék vizsgalataban volt elterjedt. [34, 35] A mezoporfirin
molekuldk inhomogén eloszlasfiiggvényeinek a felvétele liposzémakban, olyan unikalis
felhasznalasa az FLN spektroszkopidnak, amit csak a mi kutatécsoportunk végzett
eddig. [36]

A kapott FLN mérési eredmények alapjan elmondhatd, hogy az MPE tartalmua
liposzomak esetében két kotohely, vagyis kotédési lokalizacio figyelheté meg az IDF
gorbéken. A DMPC tartalmi mintadkban ez a két lokalizacid nem valik el egymastol,
mig a DPPC ¢és a DSPC tartalmi mintak esetében ez a két lehetséges elhelyezkedés
hatarozottan elkiiloniil. Az 1. tablazatban k6zolt kotédési paraméterek az MPE és MPCI
molekulak esetében egyarant az egyes lokalizaciokhoz tartozo kotédési paraméterek
atlagait mutatjak. Ahogy a tablazatban is lathato a disszociacios allandok értékei (Kq) az
MPE ¢és a kiilonb6z6 zsirsavlanc liposzomdk esetében gyakorlatilag megegyeznek
egymassal. A kot6dési allandokban (Kp) lathato eltérés pedig az ,,n” értékébdl (az egy
lipidmolekulara jutd kotdhelyek szama) fakad. Az MPCI tartalmu mintak eredményei
alapjan elmondhat6, hogy a disszociacios allando értéke kozel megegyezik a DMPC ¢és
DPPC tartalmu liposzomaknal, de lényegesen alacsonyabb a DSPC esetében. A
kotddési allandokban fellelheté kiilonbségek itt is szoros Osszefiiggést mutatnak
N7 értékeivel. Osszehasonlitva a két mezoporfirin molekula eredményeit, MPCI
kotodésénél 3-4-es faktorral kisebb kotddési allando lathato a DMPC és DPPC
kornyezetben, mig DSPC-nél jelentds eltérés nem volt a kiilonbdzd porfirin molekuldk
kotddéseben.

Az IDF gorbék kiértékelésekor felvetddik a kérdés, hogy a membranokhoz
kotédott MPCI molekulak két propionat csoportja protonalddott allapotban van-e.

Ugyanis az egyszerre jelenlévd kiillonbozé protonéacios allapotok befolyasolhatjak az

53



IDF gorbék helyes értelmezését, ezaltal a lehetséges kotdhelyek meghatarozasat. A
protonécios allapotok pontosabb megismerésére szimulaciot végeztiink Marvin Beans
szoftverrel. A szimulaciok alapjan kideriilt, hogy az MPCI| molekuldk valamennyi
propionat csoportja deprotonalt allapotban taladlhato pH 6 folott. Mivel a méréseimhez
hasznalt PBS puffer pH-ja 7,4 koriili volt, igy kijelenhetd, hogy az IDF felvétele kozben
csak a deprotonalt forma fordulhatott eld. Kovetkezésképpen az IDF gorbék elemzett
komponensei csakis a kiilonb6zd mezoporfirin kornyezetekbdl szarmazhatnak. Ezek a
molekuléris kornyezetek pedig megfeleltetheték a liposzomamembranokban fellelhetd
egyes kotOhelyeknek. A mar bemutatott 12. 4dbran jol lathatok a két mezoporfirin
molekula IDF gorbéi kozotti kiilonbségek, és ezek valtozasa a liposzOmamembranokat
alkotd zsirsavlancok hosszanak a fliggvényében. Az abra bal oldalan az MPCI
kotéhelyeit jellemz6 eloszlasfiiggvények keriiltek feltiintetésre. A DMPC-MPCI
mintanal egy savot lehet meghatarozni, mig DSPC-MPCI mintaknal mar egy hasadt
kettds sav figyelheté meg. DPPC-MPCI mintaknal markans hasadt sav az IDF-ben nem
lathatd, de a sav bal oldalan egy kisebb vall észlelhetd. Ezek alapjan elmondhatd, hogy
a DMPC-MPCI minta kivételével dsszetett IDF gorbék figyelhet6k meg, amibdl ezeknél
a rendszereknél egynél tobb mezoporfirin kotéhelyre, alpopulaciora, lehet
kovetkeztetni.

A 2. tablazat illesztési paraméterei az I, Il Ill. kotéhellyel hozhatok
Osszefiiggésbe. A II. kot6hely mindegyik minta IDF gorbéiben megtalalhat6. Noha a
heterogenitdsa az egyes esetekben kiilonb6z0, de a kozépértékek egyezdsége alapjan az
MPE ¢és MPCI tartalmu liposzomakban egyarant ennek a molekularis elhelyezkedésnek
a jelenléte igazolhato. A 12. abra k6zépso részén jol lathatd az emlitett eloszlas mindkét
porfirin esetében. Osszehasonlitva a két mezoporfirin IDF gérbéit, még észrevehetd,
hogy az 1. kotéhely egyaltalan nincs jelen az MPCl mintdkban, de DPPC-MPCI és
DSPC-MPCI mintakban helyette megjelenik egy I11. kotéhely.

Az egyes IDF gorbék valtozésait kovetve Osszefliggés ismerhetd fel a korabban
mar bemutatott ,,n” értékekkel (1. tablazat) kapcsolatban. A DPPC és DSPC SUV-ok
alapjan elmondhato, hogy az I. kotéhely az MPCI tartalmu liposzomak IDF gorbéin
nem létezik. Ebbol kovetkezéen a lehetséges kotOhelyek szama, vagyis ,,n” csokken az
ugyanezen liposzomakban 1évé MPE molekuldkhoz képest. A kotéhelyek szdmanak

csokkenése mellett — valamint az I11. kotohely megjelenése miatt — érdekes kérdés, hogy
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mi torténik a Il. kotohellyel, valtozik-e az itt talalhatd porfirin molekulak szama az
egyes mintdkban. A kérdés megvalaszolhato a Il. kotdhely relativ aranyanak
ismeretében. A 1I. kotohelyéhez az alabbi relativ teriiletek tartoznak az MPE tartalmu
DPPC ¢és DSPC mintakban, 0,56 ill. 0,46. Ugyanezen kot6helyhez MPCI tartalmu
DPPC ¢és DSPC lipszomaknal pedig 0,95 illetve 0,85 tartozik. Ezeket az értékeket
megszorozva az 1.tablazat megfelelé ,,n” értékeivel kapjuk az ,n*” paramétert
(4. tablazat). Mivel az ,,n” korabban, mint az egy lipidmolekulara es6 kot6hely szama
szerint volt definialva, igy az adott kotohelyhez tartozo relativ teriilettel torténd szorzas
utan ,,n*”-ot az adott kotdhelyen elhelyezkedd relativ porfirin mennyiség egy lipid
molekulara esé részeként lehet definidlni. A kiillonb6zé mintdk ,.n*” paramétereit
Osszehasonlitva az latszik, hogy a ,.II. kotohely”-hez tartozé egy lipidmolekulara esd
porfirin mennyiségek kozel megegyeznek az egyes liposzomatipusokban. Vagyis a
»11. kotdhely”-en elhelyezkedd porfirin molekuldk relativ szdma fiiggetlen a tobbi
emlitett kotShely jelenlététol, de fligg a liposzoémat alkotd zsirsavlancok hosszatol,
vagyis a membran vastagsagatol. Vastagabb membranhoz nagyobb ,,n*” érték tartozik,
kovetkezésképp tobb porfirin molekula helyezkedik el a ,,II. k6tdhely”-en.

4. tablizat A ,11. kitéhely”-hez tartozé relativ porfirinmennyiség A tablazat a ,,II. kotohely” IDF gorbék

alapjan meghatarozott relativ teriiletét hasonlitja 6ssze az 1. tdbldzatban bemutatott megfeleld ,,n” értékekkel. A kettd

szorzataként kapott ,n*” a ,1II. kotéhely”’-en lévé relativ porfirin mennyiséget adja meg egy lipidmolekulara

vonatkoztatva.
DPPC (16) DSPC (18)
rel. teriilet n n* rel. teriilet n n*
MPE 0,56 0,0044 0,00246 0,46 0,0079 0,00363
MPCI 0,95 0,0026 0,00247 0,85 0,0038 0,00323

Az egyes porfirin molekulakhoz tartozo IDF gorbék megismerését kovetden a o
célom az volt, hogy ezeket a kotéhelyeket molekularis szinten is azonositani tudjam a
liposzomakon beliil. A porfirin molekuldk lipid vezikulumokban torténd
elhelyezkedését illetden tobb kordbbi tudomanyos munka is sziiletett. Ezeket két 6
teoria szerint lehet csoportositani. Az egyik elképzelés szerint a fényérzékenyitdk a
lipid membranokban a zsirsavlancokkal parhuzamosan helyezkedhetnek el és a
membranokba tortént behatolas mélységével lehet jellemezni a lokalizacidjukat. [18, 20,

37-40] A masik elképzelés szerint a kis molekuldk, mint a porfirinek is képesek
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behatolni a két lipidréteg kozé a zsirsavlancok végéhez ezaltal egy
»szendvicsszerkezetet” 1étrehozva. [41-43] Kutatocsoportunk korabban felallitott egy
modellt az MPE-SUV mintakhoz, ahol az 1. kotOhelyet a két lipid réteg kozotti
,merbdleges” elhelyezkedésként, a II. kotOhelyet pedig a zsirsavlancok menti
»parhuzamos” elhelyezkedésként azonositotta. [36] A korabban felallitott modell ugyan
kis valtoztatasokkal, de jol hasznalhaté az MPCI-liposzoma rendszer lehetséges
kotohelyeinek a jellemzésére is. A korabban mar emlitett szamitdégépes szimulaciokkal
lehetéség nyilt a mezoporfirin szarmazékok hidrofil illetve hidrofob karakterének az
Osszehasonlitasara. Amig az MPE pH 7,4-en nem mutat toltést, addig az MPCI
ugyanezen pH-n két negativ toltéssel rendelkezik a deprotonalodott propionat csoportok
miatt. Igy az MPCl-r6l elmondhato, hogy kevésbé hidrofob, mint az észterezett
valtozata. Ez a tény magyarazza az 1. kotOhely (merdleges elhelyezkedés) eltiinését az
IDF gorbékrol az 6sszes MPCl-liposzoma minta esetében, mivel az MPCI nem tud a két
lipid réteg kozotti erésen hidrofob kornyezetben elhelyezkedni.

Kordbban mar igazolast nyert, hogy a protoporfirin képes a membranokban a
szénhidrogén lancok mentén, a mélyre lejutni. [18] A parallaxis modszer segitségével
meghatarozhatd a fluoroférok mélysége a membranokban. A mélység meghatarozasa a
membranokhoz kapcsolt ismert mélységben elhelyezkedd quencher molekuladk relativ
kioltasa alapjan torténik. [39] Ezek alapjan a protoporfirin membran kdzepétdl mért
tavolsaga DMPC tartalmu kis unilamellaris vezikulumokban kevesebb, mint 1 nm-nek
adodott. Ezt a tavolsagot Gsszehasonlitva a kettsrétegli membranok 4,5 nm-es teljes
vastagsagaval, valoban kijelenthetd, hogy ezek a fényérzékenyiték a szénhidrogén
lancokkal parhuzamosan helyezkedtek el. Mivel a proto- és mezoporfirin molekulak
lipofilitasukat és membranokon beliili megoszlasukat [44] tekintve nagyon hasonlo
molekulak, igy kijelenthetd, hogy az altalam is hasznalt (MPE, MPCI) molekulék is a
membranok mélyebb részében a zsirsavlancokkal parhuzamosan helyezkednek el
altalaban.

Az MPE-SUV mintdk IDF gorbéin Il. kotéhelyként jellemzett rész korabban
»parhuzamos” elhelyezkedésként volt azonositva. Mivel a Il. kotdhely kozépértéke az
MPE ¢és MPCI molekuldk esetében gyakorlatilag megegyezik, ez bizonyitja a
,parhuzamos” lokalizaciét az MPCI-SUV mintakban egyarant (2. tablazat). Az
MPCI-SUV esetében a Il. kotohely szélességének a csokkenése az MPE-SUV-hoz
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képest annak tudhat6 be, hogy a két lipidréteg kozotti ,,merdleges” elhelyezkedés hianya
miatt a membranok nagyobb rendezettséget mutatnak. A Korabbi feltételezés szerint a
Il. k6tohely megfeleltethetd a mezoporfirin molekulak zsirsavlancok kiilsé részén, a
lipid molekulak fejcsoportjai kozé részben benyuld kotéhelynek. Ezek alapjan
megkiilonboztethetiink két kiilonb6zd ,,parhuzamos” elhelyezkedést az MPCI-SUV
mintakban. E két kotéhelyhez tartozé molekuldk alkotjak a belsd, mélyebb Il. kotéhely
illetve kiils6, fejcsoporti I11. kotéhely mezoporfirin alpopulaciokat. A leirt feltételezést a
kovetkezo tények tamasztjak ala.

Ismert, hogy az el6atmeneti fazisatalakulasi hémérséklet (Te) alatt — ami az
altalam hasznalt monokomponenses SUV-ok esetében (DMPC, DPPC, DSPC) 15, 35,
illetve 51 °C a zsirsavlanchossz novekedésének a sorrendjében — a membranokat alkoto
lipidek fejcsoportjai is rendezettséget mutatnak, ami fliggetlen a zsirsavlancok
rendezettségétol. [45, 46]. Mivel a spektroszkopiai titralast szobahémérsékleten (22 °C)
végeztem, igy a lipid molekuldk fejcsoportjai a DMPC-SUV mintak kivételével
nagyfokua rendezettséget mutattak. Ez egy lehetséges magyarazatot ad arra, hogy miért
hidanyozhatott a Ill. kotéhely az MPCI-DMPC mintak IDF gorbéir6l. A masik két
vizsgalt liposzoémaban (DPPC és DSPC) a lll. kétohelyhez tartozo kozépértékek és a
félértékszeélességek jo kozelitéssel megegyeznek és az eloszlasuk is kellden keskeny
ahhoz, hogy egy jol definialhato lokalizaciot jelentsenek. E két utobbi mintaban az
egyes kotOhelyek kozotti kiilonbség a membranok eltérd vastagsagabdl adodik. Az
elozoekben részletezettek szerint az MPCI inkabb a mélyebb, fokozott mértékben
hirdofob régioban helyezkedik el a zsirsavlancok mentén. Amennyiben a lipid kettds
réteg elég vastag hozza, akkor a molekuldk kell6 mélységig le tudnak hatolni, €s
elhelyezkedhetnek ebben az erdsen hidrofob kornyezetben, ezaltal elfoglalva a ,,belsd
parhuzamos” kotOhelyet. Ezzel szemben a lipid kettdsréteg limitalt vastagsaga maga
utdn vonhatja a ,kiilsé parhuzamos” kotOhely besziikiilését is. Ebben az esetben a
keskenyebb bilayer kevesebb helyet nyjt az 1j kotdhelyek kialakuldsara. Ez a
magyarazata a ,kiilsé parhuzamos” kotohellyel rendelkezdé molekuldk szamanak a
zsirsavlanchossztol valo fliggésére. Az imént részletezett tényez6k eredményezik az
IDF gorbék Ill. kotdhelyéhez tartozd relativ teriilet kiilonbozd szamértékét az egyes

mintakban (2. tablazat).
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Feltételezhet6, hogy az MPCI-DSPC mintaknal meghatarozott nagyobb kotodési
allandé részben a ,kiilsd parhuzamos” kotdhelyek jelenlétének a kovetkezménye.
Ahogy mar kifejtettem, a Kiszamolt kotédési allandd felfoghatd a belsé illetve kiilsé
»parhuzamos” kotOhelyekhez tartozo egyedi kotddési allandok stlyozott atlagaként,
ahol a stlyozasi faktor az egyes molekula-alpopulaciokhoz tartozd6 molekulak relativ
szamatol fligg. Mivel a ,bels6” parhuzamos kotdhely az egyes mintdkban kozel
allandonak tekinthetd, igy a kotédési allando novekedése a ,kiilsé parhuzamos”
kotéhelynek tudhaté be. Az MPCI-DMPC mintaban ez a bizonyos ,.kiils6” koét6hely
egyaltalan nem jelenik meg. Mig az MPCI-DPPC mintakban a ,.kiils6” kotéhely nem
valtoztatja meg jelentésen a Ky disszociacids egyiitthatot, addig az MPCI-DSPC

mintakban ennek jelenléte a Kq 3,5-ed részére vald csokkenését vonja maga utdn.

5.2. A keletkezo ROS kimutatasa

A masodik {6 kérdés megvalaszolasdhoz a fotodinamikus reakcid sordn
keletkezett ROS mennyiségi meghatarozasat kellett elvégeznem. A keletkezett reaktiv
oxigén szarmazékok kimutatasanak napjainkban két f6 modszere 1étezik, kozvetlen és
kozvetett — wvagyis kapcsolt reakcid révén torténd meghatarozds. A kozvetlen
meghatarozas leggyakrabban elektron spin rezonancia (ESR) segitségével torténik [47,
48]. Az ESR mddszer elénye, hogy a ROS meghatarozasa a szoveteken beliil in vivo is
lehetséges [49]. A kozvetett ROS meghatarozas soran egy kapcsolt reakcioban
keletkez6 terméket vizsgaljuk fluoreszcencia illetve fényabszorpcido mérés révén. [50-
52] E kozvetett modszereken beliil is a kemolumineszcencia mérése egy elterjedt
eljaras, amely egy nagy érzékenységii és viszonylag egyszeri moddszer a reaktiv
agenseknek nem csak a kvantitativ meghatarozdsara, hanem a valos idejii lathatéva
tételére, vagyis a képalkotasra is. [53] A kimutatas ugy torténik, hogy a keletkezett
reaktiv oxigén szdrmazék DMSO-ban oldott luminollal Iép reakcidba, amely soran kék
fény kibocsatasa torténik. EQy kutatocsoportnak sikeriilt a modszert tovabb finomitani
olyan moddon, hogy kis koncentracioban (uM) is kimutathaté legyen a ROS vagyis a
nem fagocitalé sejtekben képzédott ROS is meghatarozhato. [54] Ok az éltalanosan

hasznalt DMSO-t NaOH-ra cserélve tudtdk a kemolumineszcenciat még érzékenyebbé
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tenni. Az emlitett reakcio pH-érzékeny, igy a NaOH altal biztositott magasabb pH tette
szamukra ezt lehetdvé. A modszer hatranya, amiért én ezt nem tudtam hasznélni az a
vizsgalt rendszer mérettartomanya. Az altalam hasznalt SUV-ok sugara 20 nm
nagysagrendbe esik, ami a képalkotast mar nem teszi lehetové, mivel a képalkotasra
hasznalt rendszerek feloldési hatara alatt talalhato.

Manapsag a ROS kimutatasban egyre fontosabb szerep jut a nanotechnoldgianak.
[55] A legjabb moédszerek a ROS nano részecskék fluoreszcencia ,,turn-on”
(felkapcsolo) hatasan alapulnak. Ez annyit jelent, hogy a sepcialis funkcios csoportokat
tartalmaz6 nano rendszerek ROS jelenlétében kezdenek csak el fluoreszcencia fényt
kibocsatani (felkapcsolddnak). Az alkalmazott funkcids csoportok hatdrozzdk meg az
egyes kimutatanddé molekuldkra irdnyuld specificitdst. A mddszer eldnye az alacsony
sejt toxicitas €s a nagy érzékenység, amelyek lehetdvé teszik az in vivo felhasznalasukat
és a képalkotast is. [56] Ezek alapjan a hidrogén-peroxid kimutatasa torténhet szén
nanopontok és peroxalat segitségével. [57] Hidroxil gyokok valos idejii kimutatasra
fém-citrat burokkal bevont kvantumpontok hasznalhatdéak. [58] Trifenil-foszfonium
alapt nano részecske alkalmas szingulett oxigén kimutatasra.[59]

Mivel szamomra fontos szempont volt, hogy a membranokban 1évé porfirin
mennyiségét is folyamatosan tudjam ellendrizni a ROS mérés kozben igy én a
klasszikus mar jol bevalt fényabszorpcid mérést valasztottam. Mivel a keletkezd
ROS-ok nagyon rovid életidével birnak, igy csak a keletkezésiik helyének a kozelében
lehet Oket hatasosan kimutatni. [60, 61] Tobb kutatocsoport foglalkozott a
legjellemzébb ROS-0k vizes kozegben valo féléletidejének és diffuzios tavolsaganak a
meghatarozasaval. A HyO; élettartama 1 ms és ez alatt ~1 pum-es diffizids tavolsagba
tud eljutni. [62] Az OH» a 9 ns-0s élettartamaval egy koriilbeliil 93 A-6s diffuzios
tavolsagot tesz lehetové. [63] A szingulett oxigén (‘O.) pedig a kozel 4 ps-0s
¢lettartama alatt ~220 nm tavolsagot tud megtenni. [61] Ezek a diffuzids tavolsagok a
membranokban jelent6sen redukalodnak ¢és mar Osszemérhetéek sokszor a lipid
kettésréteg vastagsagaval (~4-12 nm [64]).

A mérés a korabban mar bemutatott reakcion (5) alapult, vagyis a keletkezé
trijodid abszorbancidjat mértem, ami ardnyos volt a fotodinamikus reakcié soran
keletkez6 ROS mennyiségével. A mérés soran gerjesztett két mezoporfirin molekula

minden telitett lipidekbdl allo liposzémaban linearis ROS termeld kinetikat mutatott.
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Porfirin szdrmazékok gerjesztés hatdsara kialakulé hasonld linearis ROS termeld
Kinetikajat mar mas kutatocsoport is leirta €16 sejttenyészeteken is. [65] A
reakciokinetika gorbék linearis szakaszainak a meredekségeit 6sszehasonlitva (14. ébra)
megallapithatd, hogy az MPCI ugyanolyan hosszii megvilagitasi id6 alatt tobb ROS
képzésére volt képes, mint az észterezett parja, az MPE. Az MPCI kériilbeliil 10-szer
nagyobb mennyiségben termelt ROS-t. Ez a kiilonbség nem jelenti okvetleniil azt, hogy
az MPCI valdban tobbszoros mennyiségben termelné a reaktiv oxidativ agenseket. A
korabban bemutatott kotodési gorbékbol (11. abra) és azok paramétereibol lathato, hogy
az MPE nagyobb affinitast mutat a lipid kettésréteg irant, mint az MPCI. Ez a tény és az
IDF gorbék alapjan az MPE molekuldknal leirt a két lipidréteggel parhuzamosan
elhelyezkedd 1. kotohely alatdmasztja, hogy az MPE a lipidmembranok hidrofob
mélyére képes lejutni. Kovetkezésképpen az MPE molekuldk altal termelt kevesebb
ROS lehet annak a kovetkezménye is, hogy a membranok mélyérdl az oldatba juté ROS
a rovid életideje miatt nem keriil mindig detektalasra. Az MPCI molekulaknal 1athato
nagymértékii ROS képzés hatterében pedig az a tényezd all még, hogy e molekuldk
rendelkezhetnek egy a kiils6 lipid fejcsoportok kornyezetében 1évo III. kotdhellyel.

crer

crer

Megallapithatd tovabba, hogy a kapott reakcidkinetika gorbék meredekségeinek
sorrendje az MPCI ¢és MPE molekulaknal koveti a kotddési allandoknal meghatarozott
liposzomak szerinti sorrendet. (1. tablazat). Ezek alapjan egyértelmii Osszefliggés
mutathatd ki az egyes fényérzékenyitd molekuldk relativ ROS termel6 képessége, a
membranokhoz vald affinitds mértéke és a membranokat felépitdé molekuldk
zsirsavlanchossza kozott. Vagyis a hosszabb zsirsavlancbol vastagabb membran, abbodl
pedig tobb lehetséges kotohely kovetkezik. A ,belsd” és a ,kiils6” kotdhelyek
egymashoz képesti relativ aranya befolyasolja a membranokbol kijutd, detektalhatod

ROS mennyiségét.
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5.3. A ROS membrankarosito hatasa

A két mezoporfirin szdrmazék ROS képzé hatasanak kiilonbozo Osszetevoji
liposzomakban valé megmérését kovetden nagyobb ralatisom nyilt a feltett harmadik
kérdés megvalaszolasara. Mivel a fotoaktivalt membrankarosodas eléggé altalanos
megfogalmazas, igy célszerii egy — a folyamat pontosabb megismerését célzé — rovid
attekintéssel kezdeni a mérési eredmények magyarazatat.

A fotodinamikus reakcio altal kétféle modon valtozhat meg a lipid kettés rétegek
szerkezete. A gerjesztett triplett allapott fényérzékenyitd kozvetleniil karosithatja
membranokat, vagy kozvetett uton a keletkezd ROS-0k okozhatnak valtozasokat a
membranokban. A ROS koziil a 'O, jatszik legnagyobb szerepet a lipidek
fotooxidacidjaban, mivel ezek az elektrofil molekulak képesek reakcidba 1épni a
telitetlen lipidekben az allilhelyzetli szénatomokhoz kapcsolédd hidrogénatomokkal,
lipid hidroperoxidokat (LOOH) létrehozva. [66] A lipid hidroperoxidok a lipidek
oxidacids folyamatanak korai koztes termékei, amelyek tovabbi gyokok keletkezésében
jatszhatnak szerepet. [67] Egyes reakcioutakon keresztiil az oxidalt lipidek szabad
gyokképzése alkoholokhoz, ketonokhoz, karboxil-savakhoz és aldehidekhez vezet. [68,
69] A kozvetlen Gt soran a triplett allapota fényérzékenyitd egy hidrogén atomot
kiszakithat a telitetlen zsirsavbol, ugynevezett lipid szénkdzponti gyokot 1étrehozva. Ez
utobbival egy oxigén molekula Gjabb oxidéacios sorozatot indithat be, amely soran végiil
ebben az esetben is alkoholok, ketonok, karboxil-savak és aldehidek keletkezhetnek.
Kovetkezésképpen a telitetlen lipidekbdl €s a lipid hidroperoxidokbol a szabad gyokok
illetve a triplett allapotu fényérzékenyité hatasara oxidalt melléktermékek, pontosabban
,»hasitott farkt” lipidek sziiletnek (18. abra). [70, 71]

A fotooxidacid kezdeti fazisaban a lipid hidroperoxidok felhalmozodnak a
membranokban és ez maga utan vonja a membran szerkezetének a megvaltozasat. Mivel
az LOOH molekuldk nagyobb térkitoltéssel rendelkeznek, ez azt jelenti, hogy
jelenlétiikben megnd a membranok egy lipidmolekulara esé atlagos feliilete, vagyis a
membran  Osszfeliiletében is novekedés lesz megfigyelhets. [72-74] Ez a
feliiletnovekedés a lipid molekuldk telitetlen zsirsavlancainak kettds kotéséhez kotodo
hidroperoxid csoport kovetkezménye. (18. abra) A hidroperoxid csoportok sokkal
stabilabbak a polaros-apolaros hatarfeliileteken, a hidrofil karakteriik valamint a

vizmolekulakkal illetve a lipidek karbonil és foszfat csoportjaival alkotott
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hidrogénhidak révén. [74, 75] Ezek a szerkezeti atalakulasok még nem okoznak
valtozast a membranok integritasaban és a permeabilitasaban [73], de jelentds szerepet
jatszanak a membranok rugalmassiagi modulusanak a valtozasaban. [76] A feliilet
novekedése maga utan vonja a membranok vastagsaganak a csokkenését is. [77] Ezeket

a valtozasokat molekuladinamikai szimulaciokkal is el6re vetitették. [77, 78]
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18. dbra Lipid oxiddcié Az dbra bal oldalin a lipid peroxid (LOOH) képzédése lathaté 'O, hatdsdra.
Apc a foszfatidil-kolin molekula (PC) fajlagos feliiletét jeloli a membranokban illetve Apcroon @ foszfatidil-kolinbol
keletkezo lipid hidroperoxid fajlagos feliiletét jeloli. A hidoperoxid csoport hidrofil karaktere miatt deformalja a
zsirsavldancot, azt a vizes fazis iranydba ,,huzva”. A lipidoxiddcio késobbi fazisaban tobb lehetséges reakciouton
végiil lipid peroxidbol |, hasitott farku” lipidek keletkeznek (abra jobb széle). A narancssdarga kor jelenthet alkohol-,
keton-, karboxil- és ketoncsoporokat.

A fotooxidacid késobbi fazisdban a ,hasitott farkd” lipidek megjelenése
eredményezi a membranok permeabilitasanak a valtozasat. Az egyik legelfogadottabb
magyarazat szerint a fotodinamikus reakcio hatékonysaga és a membran fotokarosodasa
kozotti Osszefliggés hatterében a membranok permeabilitasanak a valtozasa all. [32, 38,
79, 80] A permeabilitas valtozas a membran karosodas és a helyben kialakul6 porusok
miatt jon létre. [81] A permeabilitds valtozas mérésének egyik lehetséges modja az,
(pl.: karboxifluoreszcein) toltik meg, amelyek bezarva onkioltast mutatnak. Besugarzas
hatdsara a fluoreszcens molekuldk egy jelentds hanyada kiszabadul a liposzémakbol a

kiils6 vizes fazisba és ezaltal a fluoreszcencia intenzitas ndvekedését okozva. [79, 82]
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Tobb tudomanyos munkaban azt mutattak ki, hogy a fotooxidacid6 melléktermékei a

membran porusok kialakulasat segitik (19. abra).
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19. abra Membran porusok kialakulisa A membran oxidacio késdi fazisaban térténik a membrdan porusok

kialakulasa, ami maga utan vonja a membranpermeabilitas valtozasdt is. A porusok kialakulasaban nagy szerepet
jatszanak a keletkezé ,, hasitott farku” lipidek, mivel ezek konuszos testként jellemezhetoek, igy térigényiik a

porusképzodest segitik.

Szamos kisérleti [71, 83] és elméleti [84, 85] tanulmany igazolta a fotooxidacid
soran keletkezd ,,hasitott farka” lipidek és a membranpermeabilitas valtozasa kozotti
Osszefliggést. Mas tudomdnyos munkaban a K' ionok fényérzékenyitést kdvetd
membranokon keresztiili aramat figyelték meg, ami szintén a poérusok jelenlétét
igazolta. [86]

A membranok permeabilitasaval foglalkozd publikaciok egy masik fontos
eredménye az volt, hogy az ionszivargas ramutathat a membranok integritasanak a
megvaltoztatisara még a tényleges membranszétesés bekovetkezte eldtt. A membranon
keresztiili ionvandorlasnak a fotokarosodas mellett egy masik lehetséges oka a
modellmembranokat felépitd lipidek zsirsav Osszetételében keresendd. A kiilonb6zo
zsirsavak ugyanis modositjak a liposzOmamembranok integritasat. DOPC tartalmu
bilayereken végzett molekuladinamika szimulaciok segitségével kimutattak, hogy

palmitinsav mint telitett lipid, nagyobb mértékben képes a liposzomak destabilizacidjat
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— szivargasat — kivaltani, mint az olajsav, amely telitetlen lipid. [87] Ezért
kovetkezésképp az ionszivargds nem egyértelmli bizonyitéka a liposzomak
szétesésének.

A méréseim szempontjabol az a mar bizonyitott tény meghatarozd, hogy
amennyiben a lipideket alkotd zsirsavak telitetlenségi foka novekszik, ugy a
fényérzékenyitett liposzoma membranon keresztiili szabad molekulatranszport is
fokozodik. [88, 89] Ezzel szemben egy masik cikkben a szerzék eltéré eredményt
mutattak be a bomlési sebesség allandok alapjan, ahol a telitetlen zsirsav szingulett
oxigénnel eldidézett oxidacids reakcioval bomlott le. A bomlasi allandé konstans
moédon novekedett a lipidek telitetlenségi fokanak novekedésével, ami aldl csak az
olajsav képzett kivételt. Ez az eredmény azt jelzi, hogy az olajsav konnyen degradalodik
alacsony telitetlenségi foka ellenére. [90] Ezért hasznaltam jomagam is DPPC-DOPC
tartalmi vezikulumokat a fotoindukalt membrankarosodds kimutatdsdra ugyanis
feltételeztem, hogy az altalam kimutatni kivant reakcidhoz elég érzékeny lesz a
rendszer.

Amennyiben 0Osszehasonlitjuk a liposzomdak szétesésére vonatkozd mérési
eredményeimet (17. abra), a hasonld irodalmi adatokkal, Gsszecsengenck. Az
utélagosan hozzaadott protoporfirin-lipid (PL-C17) tartalmi kevert liposzomak
méreteloszlasat vizsgalva (DLS) a megvilagitas elott illetve utan a liposzomak atlagos
atméréjének a novekedését allapitottak meg. [91] A vezikulumok méretének
novekedése mellett azt is megfigyelték, hogy a bezart fluoreszcens festék kijutott a
liposzomakbol. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a liposzomak aggregalddasa €s
a fest¢k kiaramlédsa a vezikulumokbdl a liposzoma membran karosoddsanak a
kovetkezménye lehet.

Ahogy azt mar korabban leirtam, csak a fluoreszcens festékek kijutdsa a
vezikulumokbdl nem igazolja egyértelmiien azok szétesését. Mivel a mért szort fény
intenzitas aranyos a részecskék térfogataval, ezért a DLS méréseimnél a kapott
eloszlasokat minden esetben korrigdltam, az intenzitdsokat a vezikuldk atmérdjének a
négyzetével osztottam. Ugyanezt a korrekciot elvégezve az emlitett kutatocsoport
eredményein is a korrigalt adatok mar az én méréseimet igazoltak ezen mérés esetében

is, mivel a kisebb partikulumok szintén megjelentek az eloszlasban. A tényleges ok
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feltételezheten a telitetlen lipid OsszetevOknek a fény hatdsara keletkezett ROS altali
oxidacidja.

A mérési eredményeket latva felvetddik a kérdés, hogy miért is volt a kevésbé
hatasos ROS képzé MPE esetében nagyobb mértékii a lipid vezikulumok karosodasa.
Az el6z6 fejezetekben (5.1, 5.2) mar taglaltam, hogy a méréseimhez hasznalt MPE
képes a lipid kettds réteg kozepén a két foszfolipid réteg kozott a membranok sikjaval
parhuzamosan elhelyezkedni, ami maga utan vonhatja azt a kovetkezményt, hogy az
MPE altal termelt ROS a liposzomék kiilsd vizes fazisaban mar nehezebben
detektalhato.

Ahogy arr6l mar szintén korabban irtam, a fotodinamikus terapia soran a
fényérzékenyiték elhelyezkedése a lipid kettOsrétegben jelentdsen meghatarozza a
kialakul6 hatas mértékét mivel a szingulett oxigén — amely a legjelent6sebb résztvevo a
telitetlen lipidek oxidalasdban — élettartama, nagyban fiigg a keletkezési kornyezettol.
Ez a tipikus élettartam vizes kornyezetben koriilbeliill 4 ps [92], de membranokban
extrém rovid élettartammal bir, par ns. [93] Igy a kialakulé kérosité hatas csak az idd
alatt johet létre, amig a reaktiv oxigén a membranokon beliil diffundal. Emiatt a ROS
csak viszonylag a keletkezés helyéhez kozel, a membrannak azon az oldalan képes
hatni, ahol keletkezett. [93, 94]

A fentiek magyarazhatjak azt a megfigyelést is, hogy az olajsav lancok ¢€s a
protoporfirin IX kozotti rovid intermolekularis tdvolsdg okozhatja a membranok
szingulett oxigén altali gyors szétesését. [90] Ez a tény azt sugallja, hogy az erételjesebb
hidrofob karakter altalaban egyiitt jar a jobb fotodinamikus hatékonysaggal. [94] Tehat
a hatasos fényérzékenyité megfeleld kémiai tulajdonsaggal rendelkezik ahhoz, hogy a
lipid membranokba mélyen behatoljon, amig mas molekuldk inkabb feliiletesebben
helyezkednek el. [95] Hasonlo osszefiiggés figyelhetd meg a negativan toltétt porfirinek
¢és a kiilonboz6 méreti alkil csoportok esetében is. [38]

A fényérzékenyitdk membran affinitdsa és a fotoreaktiv membrankarositas kozotti
Osszefliggést igazolja egy munka, ahol a szerz6k a membran fotooxidacojanak a
mechanizmusat 1. tipusi — vagyis kozvetlen kontaktust igénylé — fotodinamikus
reakcioként irjak le a fényérzékenyitd és a lipidek kozott. [70] Ez egyuttal molekularis
szintli magyarazatot is szolgaltat arra, miért mutat olyan szoros kapcsolatot egymassal a

membrankotddés és elhelyezkedés a fényérzekenyitok fotoreaktiv hatékonysagaval. Egy
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né¢hany éve kozolt publikdcioban molekula dinamikai szimuldcidk segitségével tartdk
fel, hogyan diffundal az oxigén a membranokon keresztiil. A DPPC gél ¢és folyadék
fazisaban egyarant kisebb volt az oxigén koncentracié a lipid fejcsoportok kozelében,
mint a vizes fazisban, de a legtobb oxigén molekula a lipid kettés réteg kozepén — a két
lipid réteg kozott, ahol az én mérési eredményeim alapjan az MPE nagy mennyiségben

crer

nagysagrenddel meg is haladta a vizes fazisban mérhet6t. [96]
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6. KOVETKEZTETESEK

A munkdm sordn harom f6 kérdésre kerestem a vdalaszt a fotodinamikus
reakciokban hasznalt fényérzékenyitok membranokban 1évé elhelyezkedésével, a
fotoindukalt ROS képzéssel és az esetlegesen kialakulé membrankarosodassal
kapcsolatban.

1. A fényérzékenyitd anyagok kémiai tulajdonsagai — példaul a molekuldk hidrofob
karaktere - hogyan befolyasolhatjak a lipidkettosréteghez valo kotddésiiket illetve
elhelyezkedésiiket? Pontosan milyen helyzetben talalhatok a membranokban ezek a
viszonylag merev lapos nagy feliileti molekulak? Milyen lehet ezeknek a
kotdhelyeknek az eloszlasa?

A két mezoporfirin IX szarmazék (MPE, MPCI) affinitasat a telitett lipidekb6l (DMPC,

DPPC, DSPC) all6 egykomponensii Kis unilamellaris vezikulumokhoz titracios

fluoreszcencia mérés segitségével hatdroztam meg. A kotédési gorbékbol

meghatarozott kotddési 4allandok (1. tabldzat) alapjan elmondhaté, hogy az
elvardsoknak megfeleléen az erésebben hidrofob karakteri MPE nagyobb affinitdst
mutatott a membranokhoz, mint a kevésbé hidrofob MPCI. Ugyanilyen Osszetételi

mintakon elvégzett FLN mérések altal eldallitott IDF gorbékbdl meghataroztam a

porfirin molekuldk liposzOmamembranokban elfoglalhato lehetséges kotShelyeit.

Eredményeim alapjan elmondhatd, hogy ezek a molekuldk harom Iehetséges

kotohellyel illetve elhelyezkedéssel rendelkezhetnek. Az 1. kotéhely a lipid kettds réteg

kozepén, a két lipidréteg kozott, a membran sikjaval parhuzamosan taldlhato. A

Il. kotohely és a Ill. kotéhely a membranokat alkotd lipidmolekulak zsirsavlancaival

parhuzamosan talalhaté. (20. abra) Ezek koziil a II. kotShely a zsirsavlancok mentén

mélyebben, mig a III. kotéhely a fejcsoportok kozelében elhelyezkedd porfirin
populécidkat jeloli. Az egyes populdciokat jellemzd Gauss-gorbék teriileteinek az
egymashoz viszonyitott aranyaval (2. tablazat) lehetéségem volt a két porfirin molekula
adott lipid kornyezetben mutatott kotdhelyeinek a megoszlasara is kovetkeztetni. Az

MPE mind a harom lipidbdl eldallitott liposzomaban képes volt az 1. kétdhelyen

elhelyezkedni, mig az MPCI-nél ez a lokalizaci6 egyaltalan nem volt megfigyelhetd.

Ugyanakkor a Ill. kotohely csak az MPCI esetében volt kimutathato. Ezek az

eredmények Osszhangban vannak a két porfirin molekula polaritdsaval, vagyis hidrofob
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karakterilk mértékével. A membranokat alkotd lipidmolekulak zsirsavlanchosszanak a
novekedésével, vagyis a membranok vastagodasaval egyre nagyobb mennyiségben
talalhatoak meg az MPE molekuldk az 1. kotéhelyen, mig az MPCI molekulakra

vonatkozo hasonlé valtozas a I1. kotéhelyen volt megfigyelhetd.

lll. kétéhely

S
i

. kotéhel

el

20. dbra Porfirin kétohelyek a membranokban Az dbra a porfirin molekulak lipidmembranokban

elfoglalhaté lehetséges kotéhelyeit szemlélteti. Az |. kotéhely a két lipidréteg kozotti, a |l. kétéhely a zsirsavlancokkal
parhuzamos, mig a . kétchely a lipidmolekulak fejcsoportiainak kozvetlen kézeléeben elhelyezkedo porfirin

alpopulaciokat jeloli.

2. A membranokon beliili egyes lokalizaciok esetében kialakuld kémiai és fizikai
kolcsonhatasok milyen hatdssal vannak a fotokémiai reakciok sordn keletkezd
reaktiv oxigén dgensek mennyiségére?

A két vizsgalt mezoporfirin IX szarmazék (MPE, MPCI) fotoindukalt ROS képzését

telitett lipideket (DMPC, DPPC, DSPC) tartalmaz6 egykomponensii kis unilamellaris

vezikulumokban abszorpcios spektrofotometria segitségével tanulmanyoztam. A mérés

a liposzomak kiils6 vizes fazisaban tortént az (5) egyenlet szerint. Egyperces

megvilagitasokat alkalmazva kovettem nyomon a keletkezd I3 abszorpcios

spektruménak valtozasait. E valtozasok ardnyosak voltak a keletkezett ROS relativ
mennyiségével. Az optikai denzitas idobeli valtozasat abrazolva eldallitottam a trijodid
reakciokinetika gorbéket (14. abra). Ezek kezdeti meredekségeit (3. tablazat)

Osszehasonlitva meghataroztam az egyes porfirin molekulak ROS képz6 hatasat az adott

lipid molekuldkbol 4116 membranokban. A mérési eredmények azt mutattak, hogy az
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MPCI atlagosan haromszor akkora ROS képzd hatassal bir, mint az MPE. A mérési
eredmény értékelésénél figyelembe kell venni, hogy a ROS meghatarozds a
liposzomakon kiviili vizes fazisban tortént és ismert a ROS rovid ¢lettartama a
membranokban, igy elmondhatd, hogy minél nagyobb egy porfirin molekula affinitasa a
membranokhoz, vagyis minél mélyebben képes bejutni a membranokba (I. kotéhely)
anndl nehezebb a membranokon kiviil detektdlni a keletkezett ROS-t.
Kovetkezésképpen minél nagyobb hanyada talalhatdo a molekuldknak a Il. kot6helyen
illetve a Ill. kotéhelyen, annal nagyobb ROS képz6 képességet mutatnak a vizsgalat
soran. A porfirin molekuldk lokalizacidjan kiviil az egyes membranokhoz valdé kotddés
mértéke is fontos szerepet jatszik. Ezt igazolja az a tény is, hogy az MPE illetve MPCI
molekulak kotddési allanddinak sorrendje az ugyanazon lipidbdl allo liposzoméakban

(1. tablazat) megfelel a ROS képz6 képességnél (3. tablazat) kapott sorrenddel.

3. Felfedezhetd-e 0Osszefliggés a fotodinamikus reakcid soran termelddé ROS
mennyisége ¢s a keletkezés helye, illetve az esetlegesen kialakulé6 membrankarositd
hatas kozott?

A fotoindukalt ROS képzést fluoreszcencia korrelacidos spektroszkopia (FCS) és
dinamikus fényszorasmérés (DLS) segitségével hataroztam meg telitetlen és telitett
lipideket is tartalmazo komplex liposzomak (DPPC-DOPC) felhasznalasaval. A mérési
adatok elso ranézésre azt az ellentmondasos eredményt adtak, hogy a korabban nagyobb
ROS képzé hatast mutato6 MPCl-nél az MPE nagyobb membrankarosité hatassal
rendelkezik. Ez az ellentmondas azonban a két mezoporfirin membranaffinitasanak, a
membranokban elfoglalt kotohelyeiknek az Osszehasonlitisa alapjan feloldhatd. Az
MPE képes a lipid kettés réteg kozepén megfigyelhetd |. kotShelyként jellemzett
kotohelyeket elfoglalni. Ebben a membranrégioban a megvilagitas hatasara keletkezd
ROS ugyan a liposzomakon kiviil nem keriil okvetleniil detektalasra, de nagyobb
potencialis membrankarositd hatassal rendelkezik, mivel a teljes élettartamat a membran
kornyezetben tolti, igy nagyobb eséllyel tud a DOPC zsirsavlancanak kettds kotéseinél
lipidoxidécioban résztvenni. Ezzel szemben a vizes fazisban ugyan nagyobb ROS képz6
hatast mutat6 MPCl a membranokban a Il. kotéhelyen illetve a Ill. kothelyen
figyelhetd meg, vagyis inkdbb a membranok kiils6 részén, igy az éltala termelt ROS

nagyobb mértékben jut ki a liposzoméakbol. Igy az MPCI besugarzasa révén képzédd
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ROS nem tud olyan mértékii lipidoxidaciot kivaltani, mint az erésebben hidrofob
karakterti parja. Kozvetlen 0sszefiiggés ugyan nem mutathatd ki a ROS képz6 affinités
és a létrejové membran karosodas kozott, azonban az altalam hasznalt rendszerben a
kisebb detektalt ROS mennyiség ellenére a korabban mar megismert
membranaffinitdsok és lehetséges kotdhelyek, illetve azok megoszlasa alapjan érthetéveé

valik az MPE molekuldk nagyobb membrankarosito hatasa.
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7. OSSZEFOGLALAS

A fotodinamikus terapia soran a membranokban bekovetkez6 valtozasokat és a
keletkez6 ROS mennyiségét befolyasold tényezdket tanulmanyoztam egy mesterséges
sejtmembran modellrendszer segitségével, amely telitett illetve telitetlen lipideket is
tartalmaz¢ kis unilamellaris vezikulumokbdl (SUV) és mezoporfirin IX szarmazékokbol
(MPE, MPCI) alit.

Hagyomanyos szobahOmérsékleti titracios fluoreszcencia méréssel
meghatdroztam a két porfirin molekula telitett lipideket (DMPC, DPPC, DSPC)
tartalmazé liposzémakhoz mutatott kotdédési gorbéit. A kotddési allandok alapjan az
erdsebben hidrofob karakteri MPE nagyobb affinitdst mutatott a membranokhoz. A
nagyfelbontdsu FLN spektroszkopia segitségével lehetéségem volt a pontos kotddési
helyzeteket, lokalizaciokat is megismerni. A telitett lipideket tartalmazé membranokban
mig az MPCI a zsirsavlancokkal parhuzamosan illetve a membranok fejcsoportjai
kozelében helyezkedett el inkabb. Ez utobbi eredményt erdsitette meg a két
mezoporfirin fotoaktivalt ROS képzése is. A liposzomékon kiviili vizes fazisban KJ-bol
ROS hatasra keletkez6 I3™ abszorbanciajanak mérésébol kovetkeztethetiink a keletkezett
ROS relativ mennyiségére. Bar az eredmények alapjan az MPE kisebb ROS képz6
hatassal birt, mint kevésbé hidrofob tarsa, de ezeket a méréseket Gsszehasonlitva az
FCS-sel, illetve DLS-sel mért telitetlen lipideket is tartalmazd liposzomak (DSPC-
DOPC - 70%:30%) fotoindukalt membrankarosodasaval az MPE hatékonyabb
membrankarosito hatasa igazolhato.

Kovetkeztetésként levonhatd, hogy a membranokhoz jobban kot6do, vagyis a
mélyebb membranrégiokba lejutd fényérzékenyitd nagyobb sejtmembran karositd
hatassal rendelkezik, mint a csak feliiletesen bek6todok.

e Bocskei-Antal B, Zolcsak A, et al. Comparison of light-induced formation of
reactive oxygen species and the membrane destruction of two mesoporphyrin
derivatives in liposomes. Sci Rep. 2019;9(1):11312.

e Daniel V, Bocskei-Antal B, et al. Comparison of Binding Ability and Location of
Two Mesoporphyrin Derivatives in Liposomes Explored with Conventional and
Site-Selective Fluorescence Spectroscopy. Journal of Physical Chemistry B.
2012;116(32):9644-52.
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8. SUMMARY

| studied the basics of the photodynamic therapy, the changes in the membranes
and the factors influencing the amount of ROS formed using an artificial cell membrane
model system consisting of small unilamellar vesicles (SUVs) containing both saturated
and unsaturated lipids and mesoporphyrin IX derivatives (MPE, MPCI).

Binding curves of the two porphyrin molecules to liposomes containing saturated
lipids (DMPC, DPPC, DSPC) were determined by conventional room temperature
titration fluorescence measurements. Based on the binding constants, the more
hydrophobic MPE showed a higher affinity for the membranes. With the help of
high-resolution FLN spectroscopy, | had the opportunity to get to know the exact
binding sites and localizations. In membranes containing saturated lipids, MPE was able
to penetrate between the two lipid layers, into the hydrophobic region of the
membranes, while MPCI was located parallel to the fatty acid chains and near the head
groups of the lipid membranes. The latter result was also confirmed by the formation of
photoactivated ROS of the two mesoporphyrins. The relative amount of ROS formed in
the aqueous phase outside the liposomes can be inferred from the measurement of the I3
absorbance that is produced from KJ in the present of ROS. The results show that MPE
had a lower ROS-forming effect than its more hydrophilic counterpart, but comparing
these measurements, with the photoinduced membrane damage, measured by FCS, of
liposomes containing unsaturated lipids (DSPC-DOPC - 70%: 30%) demonstrated a
more effective membrane-damaging effect of MPE.

It can be concluded that the photosensitizer, which has a higher affinity for the
membranes, i.e. extends into the deeper membrane regions, also has a higher potential
for cell membrane damaging effect than those that bind only superficially.

e Bocskei-Antal B, Zolcsak A, et al. Comparison of light-induced formation of
reactive oxygen species and the membrane destruction of two mesoporphyrin
derivatives in liposomes. Sci Rep. 2019;9(1):11312.

e Daniel V, Bocskei-Antal B, et al. Comparison of Binding Ability and Location of
Two Mesoporphyrin Derivatives in Liposomes Explored with Conventional and
Site-Selective Fluorescence Spectroscopy. Journal of Physical Chemistry B.
2012;116(32):9644-52.
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