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1. BEVEZETES
1.1. A fotodinamikus terapia

A fotodinamikus reakciok alkalmazdsa ma mar széles korben
elterjedt €s az orvostudomany szamos teriileten valasztja kezelésként. A
lokalis fotodinamikus terapia (PDT) egy non- invaziv terapias lehetdség,
amely hasznalata napjainkban is egyre jobban né.

A PDT soran tgynevezett fényérzékenyitt (a leggyakrabban egy
porfirinszarmazEk) juttatnak a véraramba, amely kémiai tulajdonsagai (vagy
vivomolekuldk) altal felhalmozodik a célzott sejtek membranjaiban, DNS
molekulai koézelében vagy mas sejtorganellumokban. Ezt kdvetden az adott
szovetet megvilagitva a megfelelé hullamhosszisagl fénnyel, egy
fotokémiai atalakulas jatszodik le a fényérzékenyité 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 bérdaganatok (illetve egyéb borbetegségek) mellett az idéskori
macula degeneracid, és mas olyan szembetegségek, amelyek Osszefliggésbe
hozhatok a neo-vaszkularizacioval. A fotodinamikus terdpia utat tort a
kardiologia és a reumatoldgia teriiletén is. A modszer, eredményesnek
bizonyult artérids 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 utols6 sorban mikrobioldgiai vonatkozasban felhasznalhatd
veérkészitmények sterilizalasara, valamint célzottan mikroorganizmusok

ellen.



1.2. A fotodinamikus terapia hatasmechanizmusa

A fotodinamikus terdpia soran az érintett sejtekhez ko6t6dott
ugynevezett fényérzékenyitdkben megfelelé hullimhossziasagu fény altali
gerjesztés hatdsara fotokémiai reakciok mennek végbe. A fényérzékenyitd a
gerjesztett triplett allapotabdl ezt kovetGen kétféle reakciduton mehet

keresztiil. (1. dbra)
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1. abra A fotodinamikus terdpia soran végbemend fotofizikai és fotokémiai
mechanizmusok. Az dbran 1évé szamok a molekulik spindllapotat jelolik
(1-szingulett, 3-triplett), mig * jelzi a gerjesztett dallapotot. Vastag kék nyilakkal
dbrazoltam az energiaszintek kozti kozvetlen datmeneteteket. A piros és vilagos kék

nyilak az 1. ill. a II. tipusu reakcioutakat jelolik.

L tipus: reakcioba léphet kozvetleniil olyan proton ill. elektron
akceptorokkal, amelyekkel proton ill. elektron transzfer formajaban
gyokoket képez. A keletkezd gyokok tovabbi kdlcsonhatasba 1éphetnek
oxigénnel reaktiv oxigén termékeket (ROS) eredményezve. II. tipus: a
fényérzékenyitd az energidjat kdzvetleniil atadhatja molekularis oxigénnek
(ami triplett alapallapotu), igy az gerjesztett szingulett allapotba jut, ami egy

nagyon reaktiv oxidalo szer. A PDT esetében a reaktiv oxigén szerepe tiinik



fontosabbnak, habar a két reakciotipus szimultan is végbemehet. A kettd
aranyat nagyban meghatarozza az alkalmazott érzékenyitd, az akceptor és
az oxigén koncentricidja, valamint az érzékenyitdé és az akceptor
kapcsolata. Abban az esetben, ha a szoveti oxigén szintje magas a II. tipusu
reakcid megy végbe, mig alacsonyabb oxigén koncentracié mellett inkabb
az I. tipusu. Altalanossagban elmondhatd, hogy a PDT hatisossiga
oxigéndependens, eltekintve par kationos érzékenyit6tdl, mint a cianin
festék (EDKC), ami oxigén-independens mechanizmussal hat.

A legtdobb, mind a klinikumban, mind a kisérleti munkéban
fényérzékenyitdként hasznalt molekula aromas tetrapirol szarmazék,
amelyhez hasonlok a természetben is eléfordulnak (pl. hem). Az idedlis
fényérzékenyitdk jellemzdit mar ismerjiik. Besugarzas nélkiil alacsony
szintl toxicitassal kell rendelkezniiik, tovabba ne okozzanak olyan nem
kivant reakciokat, mint példaul a hypotenzié és az allergia. Lényeges, hogy
a gerjesztd fény megfelelé szoveti penetracidja céljabol abszorpcidjuk a
vords ill.  ahhoz kozeli hullimhossztartomanyba essen. Rd&videbb
hullamhosszusagu abszorpcional ugyanis a fény nem jutna elég mélyre a
szovetekben a kivant hatas kivaltasahoz, igy csak a bér felszinének
fényérzékenyitését idézné el6. A hosszabb hulldmhossztisagi (>800nm)
fény pedig azért nem megfelel6, mert a fotonok nem rendelkeznének
elegend6 energiaval ahhoz, hogy a fényérzékenyiték gerjesztett allapotba
keriiljenek a tovabbi reakciok végbemeneteléhez. Mindemellett kivanatos,
hogy a fényérzékenyitdk abszorpcios egyiitthatoja kelléen nagy legyen az
alkalmazott gerjesztési hullamhosszon, igy minimalizalhatjuk a hatas

eléréséhez sziikséges anyag mennyiségét.



2.  CELKITUZES

Mivel a fotodinamikus terdpia hatasossagat, vagyis a szingulett
oxigén ¢és mas reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) élettartamat,
reakcidképességét és a mennyiségét is nagyban befolyasolja a képzddés
helye, igy nélkiilozhetetlen a fényérzékenyitk sejtekben vald
elhelyezkedésének és megoszlasanak a pontos ismerete.

Munkam soran egy egyszerii kis unilamellaris vezikulumokbdl és
hozzaadott fényérzékenyitékbol allé sejtmembran modell segitségével
harom f6 kérdésre kerestem a valaszt.

1. A fényérzékenyitd anyagok kémiai tulajdonsdgai hogyan
befolyasolhatjdk a lipid kettdsréteghez vald kotddésiiket illetve
elhelyezkedésiiket? Pontosan milyen helyzetben taldlhatok ezek a
viszonylag merev lapos nagy feliileti molekulak a membranokban? Milyen
lehet ezeknek az Gigynevezett kotddési helyzeteknek az eloszlasa?

2. A membranokon beliili egyes lokalizaciok esetében kialakulo
kémiai és fizikai koOlcsonhatasok milyen hatdssal vannak a fotokémiai
reakciok soran keletkez6 reaktiv oxigén dgensek mennyiségére?

3. Felfedezhet6-e Osszefiiggés a fotodinamikus reakcid soran
termeldd6 ROS mennyisége és a keletkezés helye, illetve az esetlegesen
kialakuld6 membrankarosit6 hatas kozott?

A feltett kérdések megvalaszolasahoz az optikai spektroszkopiai
modszerek koziil a konvencionalis szobahémérsékleti emisszios illetve
abszorpcids spektroszkopia mellett még olyan unikalis metodikakat is
felhasznaltam, mint az  alacsonyhdmérsékletli,  energiaszelektiv
nagyfelbontasu fluoreszcencia spektroszkopia, az FLN és a fluoreszcencia
korrelaciés  spektroszkopia, az FCS. A liposzomak méretének

meghatarozasara dinamikus fényszorasmérést, DLS, hasznaltam.



3. MODSZEREK
3.1. A modellrendszer

A sejtmembranban bekovetkezd valtozasok tanulmanyozasahoz egy
illetve tobbkomponensti kis unilamelléris liposzomakat (SUV) 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 tdbbkomponensii mintakban telitetlen
dioleoil-foszfatidilkolin (DOPC) molekulak 20 illetve 30 tomegszazalékban
vetek részt a DPPC mellett a membranok felépitésében. A liposzémak
készitése vékonyréteg hidratacios technikdval majd azt kdvetden ultrahang
besugarzassal illetve extrudalassal tortént.

Az eldallitott sejtmembran modellekben fényérzékenyitéként kétfajta
mezoporfirint alkalmaztam, mezoporfirin IX dihidro-kloridot (MPCl) és
mezoporfirin IX dimetil-észtert (MPE) (2. abra) - ezekre a késObbiekben a

megadott roviditésekkel hivatkozom.

MPCI

2. dbra A felhasznalt fényérzékenyitik szerkezete



3.2.  Aliposzomik épségének a vizsgalata (DLS)

A liposzémak épségének, homogenitasanak a vizsgalatira a
munkafolyamat minden fazisat kovetéen dinamikus fényszorasmérést
(DLS) végeztem. A DLS mérés soran a mintakat 1ézerfénnyel (Melles Griot
58-BLS-301, 457 nm) vilagitottam meg és a megvilagitds iranyara
merdlegesen vizsgaltam a szort fény idobeli intenzitas-valtozasat egy nagy
id6felbontassal bird fotoelektron-sokszorozoval (Hamamatsu H7155). A
liposzomakészités utan végzett DLS mérés nem csak referenciaként szolgalt
a késoébbi reakciok soran bekovetkez6 valtozasok kovetésére, hanem altala
megelézhetd volt az aggregalodott, vagy szétesett vezikulumok

felhasznalasa.
3.3. A porfirinkétédés mérése (Fluoreszcencia spektrometria)

A porfirin molekulak kotddési affinitasanak megismerése céljabol
egy titracios fluoreszcencia mérést végeztem el. Meghatarozott
koncentracioban (150 nM) mezoporfirin molekuldkat — MPE vagy MPCI —
tartalmazd oldatokhoz egyre ndvekvé mennyiségben adtam kis
unilamellaris vezikulumokat tartalmazo oldatot. A titraciés sorozathoz
olyan lipidkoncentracidkat valasztottam, hogy a membranok minden
mintaban telitédjenek a porfirinmolekulakkal, és lehetbleg a legnagyobb
lipidkoncentracié (~400 uM) mellett kot6djon az Ssszes alkalmazott
mezoporfirin molekula a membranokhoz. A mérést elvégeztem a harom
kiilonboz6 telitett zsirsavlancot tartalmazo liposzoma mintakkal - DMPC,
DPPC, DSPC. Mivel a membranokban elhelyezkedé porfirin molekulak
mas molekularis kdrnyezetben talalhatdéak, mint az oldatban 1évok, ezaltal
az emissziés spektrumuk is megvaltozik. Allandé gerjesztés mellett az
emisszids spektrum valtozasait tanulmanyozva egyértelmiien kovetkeztetni

lehet a mezoporfirin molekuldk membranokba torténd belépésére. A



mintakat a mérést megel6zden szobahdmérsékleten tartottam. A gerjesztés a
porfirin molekulak kordbban mar bemutatott abszorpciés maximumanal,
397 nm-nél (Soret-sav), az emisszios spektrum felvétele 600-640 nm kozotti

tartomanyban 0,5 nm-es felbontassal tortént.
3.4. A fényérzékenyitok lokalizaciéjanak vizsgalata (FLN)

A két mezoporfirin molekula membranokon beliili lehetséges
elhelyezkedésének, lokalizacidinak a meghatarozasara a nagyfelbontasu
energia-szelektiv ~ fluoreszcencia  line  narrowing, r6viden FLN,
spektroszkopiat alkalmaztam.

Az FLN technika segitségével lehetdség nyilik a fényérzékenyitd
molekulak egyes vibracios allapotaink a szelektiv gerjeszthetéségére. Ehhez
nélkiilozhetetlen egy kellen jo felbontast biztositdé fényforras, illetve
kriogenikus hdmérséklet (tipikusan T < 10 K) alkalmazasa. Ez az alacsony
hémérséklet azt vonja maga utan, hogy a molekulaink szerkezeti mozgasai
befagyottnak tekinthetok, igy az egyes molekula alpopulaciok (vibracids
allapotok) elkiilonithetéek. Mivel a molekuldk gerjeszthetdségét a
molekularis kdrnyezet befolyasolja, igy vibracios allapotokbdl a lehetséges
lokalizaciokra is kovetkeztetni lehet. Az egyes energiasavokon beliili
molekula alpopulaciokat az Gn. inhomogén eloszlasfiiggvénnyel (IDF)
jellemezhetjiik. Esetiinkben egy ilyen fiiggvény azt adja meg, hogy a
porfirin molekulak mekkora hanyada gerjeszthetd az adott frekvenciaju
fénnyel, vagyis az alpolulacié heterogenitasat is megkapjuk eredményiil.
Feltételezve, hogy egy lehetséges kornyezet egy adott kdtéhelyhez tartozik,
igy a molekulak membranokon beliili elhelyezkedését is leirhatjuk.

Az FLN méréshez a két mezoporfirin térzsoldatbol (MPE, MPCI)
adtam az egykomponensii telitett lipideket tartalmazo liposzomakhoz

(DMPC, DPPC, DSPC) kiilon-kiilon, igy Osszesen hat mintan végeztem



vizsgalataimat. A végsé mintak koriilbeliil 70 pM mezoporfirint és 7 mM
foszfolipidet tartalmaztak. A mintakészitést kozvetlentl kovette az
alacsony hémérsékletli mérés. Az emisszids spektrumvonalak 600-640 nm
kozotti tartomanyban keriiltek felvételre 0,5 nm-es felbontassal, mig a
gerjesztés 555-585 nm kozott tortént (a porfirin molekuldk Q-savjaban)
1nm-es lépéskozzel. A mérés Kkivitelezéséhez alkalmazott 10K-es
hémérsékletet egy homérséklet-kontrollalt zart-ciklusti hélium kriosztat
biztositotta (Cryophysics). A kriosztatban gerjesztett minta altal emittalt
fényt egy fotonszamlalé tizemmoddu fotoelektron-sokszorozéd rogzitette
(Hamamatsu R928P).

A spektrumfelvételt kdvetden az IDF jellemzése a rajuk illesztett
Gauss-gorbék paramétereivel tortént. Az illesztésekhez az Originlab Origin

8.0 szoftvert hasznaltam.
3.5. A keletkez6 ROS kimutatasa (Abszorpcios spektrometria)

A liposzoémamembranokban elhelyezkedd mezoporfirin molekulak
fotodinamikus aktivacidja kozben 1étrejové ROS kimutatisat abszorpcios
spektrofotométer segitségével végeztem. Kalium-jodidbél ROS hatasara
trijodid (I3 ) keletkezik ammonium-molibdenat kofaktor jelenlétében. A
reakcioban a trijodid mennyisége egyenesen aranyos a fotodinamikus
reakcié soran keletkezé ROS, féleg szuperoxid (*O,), mennyiségével. A
trijodid két f6 abszorpcids csuccsal rendelkezik (280 nm, 355 nm koriil).
Ezek koziil én a méréseim soran 355 nm koriili csticsot hasznaltam.

Az abszorpciés spektrumok felvételét Cary 4E UV-VIS (Varian)
abszorpcids spektrofotométerrel végeztem. El0szor minden esetben
felvettem egy teljes spektrumot 250-450 nm kozott, majd a tovabbi
mérésekhez a folosleges fotoaktivaciot elkeriilendé csak 350-360 nm kozott

rogzitettem az abszorpcidos maximum kdrnyezetét. A mintdk besugarzasa



egy sajat készitési megvilagitdo dsszeallitassal tortént, amely lehetové tette
az abszorpciés  spektrofotométerbe  helyezett oldatok kdzvetlen
megvilagitasat azok kivétele nélkill. Ezzel a megvildgitd rendszerrel
csokkenteni tudtam a nem kontrollalt megvilagitasbol fakado fotoaktivaciot.
A porfirin molekuldk besugarzasara egy Fibrolux halogén fényforrassal
rendelkezd lampa szolgalt. A fényt optikai kabel segitségével juttattam el a
mintdkhoz. A megvilagitas kb. 500 klux volt. A besugarzas nélkiili teljes
spektrum felvételét kovetden tobbszori egy perces megvilagitast
alkalmaztam. Ekozben a mar emlitett 350-360 nm-es, tartomanyban
kovettem az abszorpcids spektrum valtozasat, majd erre a tartomanyra
atlagot szdmoltam.

A besugarzas hatdsara keletkezett ROS kimutatasat eldszor 6 mintan
végeztem el: két mezoporfirin molekulat (MPE, MPCI) a kiilonb6z6 telitett
lipidekbél (DMPC, DPPC, DSPC) eléallitott liposzomakat tartalmazo
mintakhoz adva. Ezt a méréssorozatot a késdbbickben kiegészitettem
telitetlen lipideket is tartalmazé liposzamak felhasznalasaval (DOPC:DPPC
— 20:80). A porfirin molekulakat illetve a liposzomakat a konvencionalis
fluoreszcencia spektrometria mérésnek megfeleld telitési koncentracidban
alkalmaztam. Az elkészitett mintak 0,12 M kalium-jodidot illetve 10 uM

ammonium-molibdenatot tartalmaztak.
3.6. A ROS altali membrankarosodas kimutatasa (FCS, DLS)

A ROS liposzomamembran destrualdé hatasanak a kimutatasara,
vagyis a vezikulumok szétesésének a tanulmanyozasara hidrogén-peroxidot
adtam kozvetlenil a komplex (telitetlen lipideket is tartalmazo)
liposzomakhoz, majd DLS-sel vizsgaltam a méreteloszlas valtozasat. Mivel
a kezdeti mérések kivitelezése soran az altalam hasznalt DLS moddszer nem

bizonyult kell6 érzékenységlinek a fotoindukalt membrankarosodas



kimutatasara, igy ezekhez a méréseket kiegészitettem az érzékenyebb
fluoreszcencia korrelacids spektroszkopia (FCS) modszerrel is.

Az FCS kivitelezéséhez egy specidlisan a membranokhoz ko6tédd
festéket — dioktadeciloxakarbocianin-perklorat (DiO) — alkalmaztam. A
vizsgalatokhoz DOPC ¢és DPPC tartalmtt komplex unilamellaris
liposzomakat hasznaltam.

Az altalam hasznalt FCS mérési Osszeallitds az alabbi volt. Egy
Olympus IX70 invertalt mikroszkop UplanApo/IR 60x (NA=1,2) viz
immerzios objektivvel szolgalt a minta vizsgalatara. A gerjeszté fényforras
szerepét egy 491 nm hulldmhosszon sugarzé Cobolt didda 1ézer toltdtte be.
A fluoreszcencia fény mérése - egy 100 um atméréji pinhole-on keresztiil -
SPCM-AQR-13 Perkin-Elmer lavina fotodiodaval és egy savateresztd
szlir6vel (535DF35 Omega Optical) tortént. Az autokorrelacios fliggvények
eloallitasat egy ALV-5000/E korrelator kartya végezte. Mivel a fokusz
beallitasa nem mindig reprodukalhaté, igy az 6sszes FCS mérés elsé 1épése
megmérése, amely mérési eredmények alapjan torténik a fokusz méretének

a megallapitasa. Esetemben erre a célra Alexa 488 festéket hasznaltam.
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4, EREDMENYEK
4.1. A kotodésvizsgalat

Az abszorpcids maximumnal (397 nm) tortént gerjesztést kovetden a
lipid kettdsrétegbe beépiilt porfirin molekuldk fluoreszcencia intenzitdsanak
valtozasat abrazoltam 600-640 nm kozo6tt. Az emisszids spektrumok alapjan
meghataroztam a membranokban talalhato porfirin molekulak mennyiségét.
Ezt a kotott mezoporfirin koncentraciot a liposzomakészitéshez alkalmazott
lipidkoncentracié fiiggvényében abrazolva allitottam el6 a kotddési

gorbéket. (3. abra)
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3. dabra A bal oldali rész az MPE-DMPC mintak titracios sorozatat mutatja
be. 4 legalsé kék szinii referencia vonal az MPE molekulak liposzoma nélkiili vizes
oldataban mért nem fluoreszkdlo esetét mutatja. A gorbék alulrodl felfelé haladva
novekvo lipidkoncentracio mellett a fluoreszcencia intenzitds valtozasat abrazoljak.
A jobb oldali abran a lipidkoncentrdacio [L] fiiggvényében dabrazolt kétott
mezoporfirin koncentracio [MP], lathatéo a DMPC-b4l eléallitott egykomponensii

liposzomdk esetében.

A kotodési gorbékbdl a kotddési paraméterek meghatarozasa a

tomeghatas térvénye alapjan tortént. n[L]c[MP]; = K[MP],

Ahol n az egy lipidmolekulara esé lehetséges kotéhelyek szamat, [L]; a

szabad lipidmennyiségét, [MP]s a szabad mezoporfirin mennyiségét, [MP],
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a kotott mezoporfirin mennyiségét jeloli, mig Ky a disszocidcios allando. A
fenti egyenlet atrendezése utan a kotddési paraméterek meghatarozhatoak,
mivel a fluoreszcencia intenzitas és a kotott porfirin anyagmennyiség kozott
egyenes aranyossag taldlhato. A kotddési paramétereket mindharom telitett
foszfatidilkolinbol (DMPC, DPPC, DSPC) eléallitott liposzoématipushoz
kotédé mezoporfirinekre meghataroztam. Az eredményeket az 1. tablazat
tartalmazza.

1. tablazat A meghatarozott kotédési paraméterek Ky a kotodeési allando, Ky
a disszociacios allando, n az egy lipidmolekulara juto kétéhelyek szamat adja meg a

kovetkezd egyenlet szerint. Ky=n [ Ky

DMPC DPPC DSPC
MPE MPCI MPE MPCI MPE MPCI
| 0.0083% ) 0,0037 | 0,004+ | 0,0026x | 0,0079% | 0,0035%
0,003 0,001 | 0,0008 0,0005 0,0006 0,0006
o N 3010 | 52206 | 28+7 53+13 33+9 15+4
(nM)
K
(Mi) 2,8x10° | 7,1x10* | 16x10° | 49x10* | 2,4x10° | 2,5x10°

4.2. A fényérzékenyitok membranon beliili elhelyezkedése

Az FLN mérések soran eredményiil kapott inhomogén
eloszlasfiiggvényeket a 4. abran Gauss-gorbék Osszegeként tiintettem fel.
Az eloszlasfiiggvények vizszintes tengelyén a hullamszam illetve az ennek
megfeleld hulldmhossz keriilt feltiintetésre. Az MPCI eloszlasfliggvénye
folytonos vonallal, mig az MPE eloszlasfiiggvénye szaggatott vonallal van
jelezve. Osszesen harom lehetséges eloszlissal lehet a mezoporfirin

molekulapopulaciokat jellemezni.
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DMPC DPPC DSPC

Hullamhossz (nm) Hullamhossz (nm) Hullamhossz (nm)
633 625 617 8l0 802 §33 625 617 610 602 633 625 817 610 602
W - o " iy’ I
2 'MPE 2 'MPE! 8 AP
5 \MPE| N 3 |MPE|
] 2 )
£ MPCI £ MPCI g MPCI
& = >
3 k) kst
[ @
4 14 ©
13800 16000 16200 18400 16600 18600 16000 16200 16400 16600 18600 16000 16200 16400 16600
Hullamszam (1/cm) Hullamszam (1/cm) Hullamszam (1/em)

4. dabra Inhomogeén eloszlasfiiggvények Az MPCI és az MPE molekulak
kiilonbozo lipidkérnyezetekben (DMPC, DPPC, DSPC) meghatarozott inhomogén
eloszlasfiiggvénye lathaté. Az MPCl-hez tartozé gorbék folytonos, mig az MPE
esetében szaggatott vonallal keriiltek dbrdzolasra. A piros, zold és naracssarga az
elofordulo alpopulaciokat jeléli.

DMPC tartalmu lipidmembranokban az MPCI csak egy egyszeri
szélesebb eloszlast mutat (narancssarga). Novelve a liposzomakat felépito
lipidmolekulak hosszat (DPPC, ill. DSPC) az eloszlasfiiggvény bal oldalan
16175 1/cm koriil egy ,,vall” jelenik meg (z61d).

A DMPC tartalmi liposzomaknal az MPE-nél egy &sszetett
eloszlasfiiggvény lathatdé a jobb oldalan egy markansabb ,,vallal”. Ez az
eloszlas szintén felbonthatd két kisebb Gauss-closzlasra (az 4bran
narancssargaval és pirossal jelolve). A pirossal jelzett egy kisebb teriiletii
keskeny eloszlas, mig a z6ld egy nagyobb teriileti szélesebb. A
heterogenitasbeli kiillonbségek mellett a ketté nagymértékii atfedést mutat.
A zsirsavlancok névekedésével (DPPC, ill. DSPC) a két eloszlas egyre
jobban elkiiloniil egymastol.

Mivel az eddig taglalt molekulapopulaciok elfoglalt kiilonbozé
molekularis kornyezetekbdl — kotéhelyekbdl — fakadnak, igy ezeket, mint
molekularis ,helyzeteket” is lehet azonositani (abra jobb oldali részén

Hhelyzet 1.7, helyzet I1.”, , helyzet I11.” jel61és).
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43. A keletkezett ROS

A keletkezett ROS kimutatdsa a korabbi fejezetben ismertetett
kapcsolt reakcié utjan tortént. A keletkezett trijodid abszorpcids
spektrofotometridval egyértelmiien meghatarozhat6. Az 5. abra a trijodid
abszorpcids spektrumanak a valtozast mutatja egy perces megvilagitasok

hatasara MPCI-DPPC rendszerben.
1,54

1,01

AOD

0,54

0,0 r ; T
250 300 350 400 450
Hulldamhossz (nm)

5. dbra Trijodid keletkezés vizsgdlata A spektrumsorozat a trijodid elnyelési
spektrumdanak a megvilagitas altali valtozasat mutatja. A jelzett tartomanybol

szamolt atlagos OD egyenesen ardanyos a keletkezett ROS mennyiségével.

Az optikai denzitas valtozasanak (AOD) 350-360 nm kozotti
hullimhossztartomany hullimhossz szerinti atlagat az idé fliggvényében

abrazolva eldallithatok a reakciokinetika-gorbék (6. abra).

2,04
MPCI

—o—DMPC (14)
DPPC (16)
DSPC (18)

Relativ OD

0,5

0,0

0 500 1000
Besugarzasi id6 (s)

6. dbra Trijodid reakciékinetika gorbék Az MPCI molekula mindharom
liposzoma tipus esetében nagyobb ROS képzd aktivitast mutat, mint az MPE.

14



Ahogyan az a 6. abran mar egyértelmiien megfigyelhetd, a ROS
fotoindukalt keletkezése az id6ben linearis Osszefiiggést mutat. Az MPCI
illetve az MPE molekuldk ROS képzdé affinitdsa a kiilonbozo telitett
zsirsavlancokbdl  felépiild  liposzoma  kornyezetekben a  gorbék
meredekségével jellemezhet6 (2. tablazat).

2. tdblazat ROS képzd képesség A reakciokinetika gorbék relativ

meredeksége kiilonbozo zsirsaviancu lipidekbdl eléallitott liposzomdak esetében

DMPC DPPC DSPC DPPC,, + DOPCyg
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

A reakcidkinetika  gorbék  relativ.  meredeksége  alapjan
megallapithaté, hogy az MPCI atlagosan tizszer hatasosabb ROS képzd,
mint az MPE.

4.4. A membrankarosodas

A komplex liposzomak ROS altali karosodasat kozvetlenil a

mintakhoz adott hidrogén-peroxid hatasara vizsgaltam DLS segitségével.

| I
—a— DPPC+DOPC = lipid
—o— lipid+12%H,0,
—4— lipid+12%H;0,+30 perc

1.0

Relativ gyakorisag
o
n

20 30 40 50
Sugar (nm)

0.0

7. dbra Direkt ROS membrdnkdrositds Telitetlen lipideket is tartalmazo

membranok karosoddsa 12% H,0, hatdsdra.

15




A telitett DPPC (80 m/m %) és telitetlen DOPC (20 m/m %) —
tartalmazé mintdknal 12 %-0s H,O, kezelés hatdsdra a liposzémak
szétesését kovetd kisebb vezikulumok megjelenése volt megfigyelhet a
méreteloszlasban (7. abra zdld és piros gorbe).

A direkt membrankarosodas sikeres kimutatasat kovetden
fotoindukalt karositas kimutatasara DLS illetve FCS mddszert alkalmaztam.
MPCI molekuldk jelenlétében DLS moddszerrel nem tudtam kimutatni a
fotoindukalt membrankarositast. Azonban MPE molekulak estében a
korabban megfigyelt membrankarosodas egyértelmli jelei voltak
megfigyelhetdk (8. abra).

1.0 of
, —o— DPPC+DOPC

—o— DPPC+DOPC+MPE=S
~— § 1 6ra besugarzas utan

Relativ gyakorisag
o
o

0.0 QOGO O-O-0-1
0 20 40 60 80 100
Sugar (nm)

8. dbra A fotoindukdlt membrdnkdrosodds Az dbra a 70/30 m/m %-0s
DPPC-DOPC liposzomdk sugaranak relativ gyakorisagi eloszlasat mutatja. A fekete
gorbe az MPE hozzdaddsa eldtt, a piros gérbe az MPE hozzdaddsa utan, mig a z6ld

1 ora besugarzas utan szemlélteti a gyakorisagi eloszlasokat.

Amint az abran is latszik a porfirin hozzdadasat kovetden a
gyakorisagi eloszlas a nagyobb méretek felé tolodik el és az eloszlas
kiszélesedik (pirossal jelzett gorbe). A besugarzas utani mintat vizsgalva azt
lathatjuk, hogy az eloszlas tovabb szélesedett és a kiindulasi eloszlas (fekete
gorbe az abran) moduszandl jelent6sen kisebb modusza eloszlast

eredményezett (zo6lddel jelzett gorbe az dbran).

16



5. KOVETKEZTETESEK

1. A titracios fluoreszcencia mérés segitségével eldallitott kdtodési
gorbékbdl  meghatarozott kotédési  allandok (1. tablazat) alapjan
elmondhatd, hogy az elvardsoknak megfelelden az erdsebben hidrofob
karakteri MPE nagyobb affinitdst mutatott a membranokhoz, mint a
kevésbé hidrofob MPCI. Az FLN mérések alapjan eldallitott IDF gorbékbdl
meghataroztam a porfirin molekulak liposzémamembranokban elfoglalhato
lehetséges kotohelyeit. Eredményeim alapjan elmondhato, hogy ezek a
molekulak harom lehetséges kotohellyel illetve elhelyezkedéssel
rendelkezhetnek. Az 1. kétohely a lipid kettds réteg kozepén, a két lipidréteg
kozott, a membran sikjaval parhuzamosan taldlhatd. A II. kotdhely a
zsirsavlancok mentén mélyebben, mig a III. kotdhely a fejcsoportok

kozelében elhelyezked6 porfirin populaciokat jeldli.

RN
A

9. dabra Porfirin kétohelyek a membranokban Az abra a porfirin molekulak
lipidmembranokban elfoglalhato lehetséges kotéhelyeit szemlélteti.
2. A két vizsgalt mezoporfirin IX szarmazék (MPE, MPCI)
fotoindukalt ROS képzését telitett lipideket (DMPC, DPPC, DSPC)
tartalmazé egykomponensti kis unilamellaris vezikulumokban abszorpcios

spektrofotometria segitségével tanulmanyoztam. A mérési eredmények
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alapjan az MPCI atlagosan haromszor akkora ROS képzd hatassal bir, mint
az MPE. A ROS meghatarozas a liposzomakon kiviili vizes fazisban tortént
¢és ismert a ROS rovid élettartama a membranokban, igy elmondhato, hogy
minél nagyobb egy porfirin molekula affinitdsa a membranokhoz, vagyis
minél mélyebben képes bejutni a membranokba (I. kotShely) annal
nehezebb a membranokon kiviill detektalni a keletkezett ROS-t.
Amennyiben a molekulak nagyobb hanyada talalhato a II. kotéhelyen illetve
a III. kotdhelyen, akkor azok nagyobb ROS képzd képességet mutatnak a
vizsgalat sordn. A porfirin molekuldk lokalizacidjan kiviil az egyes
membranokhoz valé kotddés mértéke is fontos szerepet jatszik a ROS
képzésben.

3. Az MPE képes a lipid kettds réteg kozepén megfigyelhetd 1.
kotohelyként jellemzett kotéhelyeket elfoglalni. Ebben a membranrégioban
a megyvilagitas hatasara keletkezé ROS ugyan a liposzémakon kiviil nem
keriil okvetleniil detektalasra, de nagyobb potencidlis membrankarosito
hatassal rendelkezik, mivel a teljes €lettartamat a membran kdrnyezetben
tolti, igy nagyobb eséllyel tud a DOPC zsirsavlancanak kettds kotéseinél
lipidoxidacidban résztvenni. Ezzel szemben a vizes fazisban ugyan nagyobb
ROS képzo hatast mutato6 MPCl a membranokban a II. kotéhelyen illetve a
III. kotéhelyen figyelheté meg, vagyis inkdbb a membranok kiilsé részén,
igy az altala termelt ROS nagyobb mértékben jut ki a liposzomakbol. az
altalam hasznalt rendszerben a kisebb detektalt ROS mennyiség ellenére a
korabban mar megismert membranaffinitasok és lehetséges kotohelyek,
illetve azok megoszlasa alapjan érthetdvé valik az MPE molekulak nagyobb

membrankarosito hatasa.
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