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Roviditések és jeldlések jegyzéke

Rovidités, jeldlés Feloldas angolul Feloldas magyarul
cumulative distribution kumulativ

CDF : o e .
function eloszlasfluiggvény

DALA delta-aminolevulinic acid | delta-aminolevulinat

DLS dynamic light scattering | dinamikus fényszoéras

DMF dimethylformamide dimetilformamid

DMPC dimyristoyl- . dimirisztoil-foszfatidilkolin
phosphatidylcholine
dipalmitoyl- dipalmitoil-foszfatidilkolin

DPPC : i
phosphatidylcholine
distearoyl- disztearoil-foszfatidilkolin

DSPC : .
phosphatidylcholine
distearoyl- disztearoil-foszfatidilkolin

DSPC HT phosphatidylcholine magasabb dmérsékleten
at higher tempearture
fluorescence ,line energiaszelektiv

FLN - . . ,
narrowing gerjesztés fluoreszcencia

IC internal conversion belss konverzio
inhomogeneous inhomogén

IDF TR . L .
distribution function eloszlasfuggveny

ISC intersystem crossing rendszerek k6zoti atmenet

Kp binding constant kotodési allando

Kg dissociation constant disszociacios allando

A wavelength hulldmhossz

[L] concentration of the lipids| lipidkoncentracio

MLV multilamellar vesicle tobbréteg liposzoma

MP mesoporphyrin 1X mezoporfirin 1X

[MP] concentration_ of the mezoporfirinkoncentracio
mesoporphyrins

MP, bounded mesopophyrin | ,kotott” allapoti

mezoporfirin

MPCI mesoporphy_rin IX rr}e_zoporfir_in IX
dihydrochloride dihidroklorid

MPE mesoporphyrin IX dimethyl rpezoporfirin IX dimetil
ester észter

Vv wavenumber hullamszam

OD optical density optikai denzitas

PBS phosphate-buffered saline| foszfatpuffer

PDD photodynamic detection | fotodinamikus detektélas

PDT photodynamic terapy fotodinamikus terapia

PS photosensitizer fényérzekenyit

PW phonon wing fonon szarny

SDF spectral density function | spektralis griségfiggvény
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S (el=1,2,...) singlet state szingulett allapot
SHB spectral ,hole burning” spektralis ,lyukégetés”
SUV small unilamellar vesicle | kis egyréteg liposzéma
Te (el=1,2,...) triplet state triplett allapot

main transition f6 fazisatalakulasi
Tm 2 2

temperature hémeérséklet

pretransition temperature | elo-fazisatalakulasi

T P

P hémérséklet
UH ultrasonic ultrahang

ZPL zero-phonon line zérofonon-vonal
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1. Bevezetés

A Kkorszefi orvosi gyakorlatban egyre szélesebb korben alkatdaia a
fotokémiai hatason alapul6 eljarasokat, amelyekrsaz arra alkalmas molekula a fényt
elnyelve hozhatja Iétre a megfélddiologiai hatast.

A fotobiologiai eredménkialakulasanak feltétele mindfany elnyelésdfény
abszorpci6jy, mind afotokémiai reakcip amelyek igy doit jelentsédiek. Az el$
esemény egy fotofizikai folyamat, amelyben a megdelhullamhosszisagu fény
megvilagit egy, a fény abszorpcidjara képes mobakuhgy atomot. igy létrejohet az
abszorpci6é, amelynek kovetkezménye a nagyobb enérgierjesztett allapot. Ez
vezethet a terapia szempontjdbdl legfontosabb éohiki reakcidhoz, illetve a
diagnosztikus szempontbdl Iényedésykibocsatdshoenyemissziohdz

Szamos betegség kezelésében hasznéalhatjuk kif@yaematot, ezért alapjainak
megismerése kulcsfontossagu lehet a hatékony sefdgolgozasahoz. Ezaltal igény
merll fel arra, hogy ezeket a mechanizmusokat nutdels szinten megismerjik,
amiben gazdag informécidtartalmuk miatt fontos eget kapnak az abszorbedlo és

emittaldo molekulaloptikai spektroszkopiaiizsgalatai.

1.1. A fotodinamikus terapia és fotodinamikus detetélas orvosi
felhasznalasi leheiségei

A fotokémiai reakcioknak két nagy tipusat kulonifile el: adirekt ésindirekt
reakciét Az elbbbi soran maga a fényt abszorbealé molekula aldkulilletve Uj
kotések kialakitdsaban vesz részt. llyen folyam@tdlgul a vizben rosszul oldédé
bilirubin atalakitasa kék fény segitsegével hidriofimirubinna, amely az Gjsziléttkori
sargasag kezelésében hasznéalhatd. A masik tipodiegkt reakcio —ezt a folyamatot a
tudomany fotoszenzibilizacionak, fényérzékenyitésnekvezi. Ennek sordn az
abszorbens molekula — azaz a fényérzékér{iA8) — elektron vagy energia atadasaban
jatszik szerepet — a bioldgiailag fontos valtozisat mas molekuladban jatszodik le. Ez

az alapja példaul a szazad elején mar hasznah etdat hatdsanak, amelyet pityriasis



DOI: 10.14753/SE.2013.1817

versicolor kezelésére alkalmaztak. Ezeket az iktimeakciokat hasznaljak ki a
fotodinamikus, vagy mas néven fotodindmias ter&gmidBDT) is.

A PDT alapjafény és fényérzékenyit anyag egyuttes hasznalataxigéndus
kornyezetbenFotodinamikus hatasotegtobbszor valamilyen sejtpusztitd folyamatot
értiink, de nem szabad elfelejtkezniink a diagnasztilehetségekél sem — ezt
fotodinamikus detektalasnak (PDDgvezi a szakirodalom. A PDT legelterjedtebb a
daganatok kezelésében, amelynek soran megfeR$ anyagot és megfalel
hullamhosszusagu lézerfényt egyuttesen alkalmazvaunaoros sejtek pusztulasat

érhetjuk el.

1.1.1. APDT és PDD ézmeényei

A terapia torténete a XIX. szazadban kifitt in vitro médszerekkel. 1901-ben
Niels Finsenfelfedezte a fény jotékony hatasat a Winplusztuldk és a tuberkulozis
kezelésében, majtHerman von Tappeineés Albert Jesionekl903-ban mar eozint
alkalmazott lokalisan drdaganatok kezelésében — az altaluk észlelt jelenddvtak
elészor fotodinamikus hatask. 1913-barFriedrich Meyer-Betzalkalmazott elszor
porfirint emberen fotodinamikus terapia céljabétrtratoporfirint sajat kezén). Az éls
igazolt daganatterapias human in vivo PDT kezéléd877-ben szulettek kdzlemények
Thomas Dougherty uttoérs tevékenysége révén. Az élslll-as fazisu klinikai
vizsgalatsorra azonban csak 1987-ben kerllt sor.PHotofrint, mint az el§

fotodinamikus terapias hatéanyagot, 1999-ben engerték Kanadaban [1-3].

1.1.2. A PDT orvosi indikacioi

Napjainkban szamos szakterllet egyre széleseblek@kalmazza a PDT-t és a
PDD-t. Bérgydgyaszati indikacioja lehet példaul: basaliom@scularis malformatiok,
psoriasis, cutan T-sejtes lymphoma, 6rrhetasztazisok, Kaposi-sarcoma,
keratoacanthoma, lichen planus, acnés gocok ébemyd pigmentaltdrdaganatok [4-
6]. Egyes PS-ek esetében pigmentalt tumorok — pElti@lanoma — kezelh@&tége is
felmerdlt. Az urolégiai gyakorlatban prostatahypgasia és -carcinoma, illetve
hoélyagtumorok esetén, a szemészetben petleg fmaculadegeneratio gyogyitasara
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hasznaljak [7]. Fontos szerepe lehet az érelmedesss plakkok eltavolitasaban, illetve
az ismételt artériaelzarédasok terapiajaban isg8imos esetben lehetséges megoldas a
szajsebészet, ful-orr-gégészet teruletén a sz&jéneggaratban és gégebendlevem
pigmentalt daganatok,6leg basalioma kezelésében [9, 10]. Ezeken kivilreBar
oesophagus, ny@sirak, horggdaganatok, egyes gyomor-bél daganatok és rheumatoid
arthritis kezelésében irtak le a modszert [11-B3hovekw antibiotikum-rezisztencia
miatt lényeges terilet a baktériumok és virusoktimalasa, in vitro vérkészitméenyek
sterilizalasa is [14-16]. A PDD pedig diagnosztikesgitséget nyujt a daganatok
lokaliz&cidjadban [17].

A PDT széleskdr elterjedését szamosoalyének és az ezek melletti viszonylag
kevés hatranyanak koszonheilsnyei kézé tartozik, hogy hatasa specifikus, igy az
egészséges szovet karosodasa minimalis; a kezsetételhei, mert nincs kumulativ
hatdsa. Nem befolyasolja sem a kemoterapiat, seadiaterapiat, &, az utdbbival
ellentétben nem maodositja genetikai szinten atsegapan a PDT-t kowegyulladasos
valaszreakcio lezajlasat kell megvarni. A diagniészt(PDD) és a terapia egyutt
végezheai. Hatrdnya hogy maximalisan csak néhany milliméter mélyepdséa fény a
szovetbe hatolni, némely esetekben ismeretlen #grefdgdalomrél szamoltak be,
valamint felléphet a szemet és @&tbérint fényérzékenység, amely miatt védhazat
szikséges a kezelést kae. A tovabbi mellékhatasok a kezelés specialis
lokalizacioival hozhatok 6sszefliggésbe (példaultk@ls, rekedtség a laryngealis tajek

terapidja esetén) [18, 19].

1.2. APDT és PDD mechanizmusa

A fotodinamikus terapia soran éldépésként a PS anyagot vagy a kezelt
terlletre lokalizaltan adjak, vagy szisztémasarémnamba juttatjak — akar célzottan,
nanorészecskék segitségével [20]. Ennek eredmémyakbeadott PS a célszbvethez
eljutva létrehozhatja a sejtek fotoszenzibilizéivjennek elengedhetetlen feltétele,
hogy a PS k@djon a plazmamembranhoz, és bejusson a sejt ilitridecis terébe aktiv
vagy passziv transzport; endocitozis, fagocitogéni Ezt tekinthetjik a fotodinamikus

hatas el§ 1épéséenek. Ennek hatékonysaga fligg a sejt tigusal¥S tulajdonsagaitdl,
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valamint a hasznalt hordoz6 (példaul nanorészegshkedétl. A PS feldusuldsanak és
retencidjanak nagymértékben specifikusnak kell ikena célsejtre a mellékhatasok
csokkentése érdekében. Ez a szelektivitas 1énye§&D soran is.

A PS sejtbe juttatdsat koven zajlik a fotokémiai reakcid élslépése: a
fényérzékenydt gerjesztésefénnyel. Ennek feltétele a megfélelfotonenergiaju
megvildgitas, amely képes a test belsejébe hatalnipusztitandd sejtcsoport
lokalizaciojanak megfeléen. A testszéveteknek az endogén kromoférok (példau
melanin, hemoglobin) miatti fényelnyelésének és eallékhatasok csokkentésének
szempontjabol is megfeteloptikai ablak miatt a PDT-ben alkalmazott fényémwk
hulldmhossza 600-800 nm ko6zott van [21]. Ennek eleljen az alkalmazott PS-
eknek ebben a hullamhossztartomanyban kell nagyzoghsds képesséeggel

rendelkeznie.

A PDT és PDD egyes jelenségeinek leirasakor figybte kell venniink a PS
molekula spinjét is. A spinallapothoz tartozé6 magneses momenturenticidinak
szama egy kutsmagneses térhez viszonyitva lehesZir(gulett allapgtvagy 3 {riplett
allapot). Szingulett allapot esetén a molekula ©Osszes trelglanak eredl
spinkvantumszama 0 — ekkor minden elektronenemjig-antiparalel spiih elektronnal
van betoltve, illetve a gerjesztett és a hozzardbette alapéllapotu elektronok
antiparalel spitiek. Triplett allapotban egy olyan elektronpar l&eahol a spinek

parhuzamosak, és az esespinkvantumszam 1.

A gerjesztett allapotbdl a PS visszatér az alapditza, ami tébbféle jelenséghez
vezethet. Ezek kdzul kiemelném a fényemissziét elprm PDD soran kaphat szerepet
—, valamint a terapia szempontjabdl legfontosabtokiEmiai reakciokat — ezeket
mutatja az 1. dbra. A PS-ek alapallapotukban shitiglt, igy a fotonabszorpciot
koveben a PS gerjesztett allapota is szingulett leszéetn Eblsl az allapotbol tébb
lehetséges atmenet torténhet. Ez lehet (vibraciéexaciot koveien) rovid,
nanoszekundum életidej allapotl®l fotonszamvaltozassal jaré folyamat, azaz
fluoreszcenciaamely a PDD lehéségét teremti meg. Egy masik lebsgtg a szingulett
gerjesztett és alapallapot kozott végbetnengarzas nélkili beiskonverzié — amely

soran kis valosziiséggel lehetséges totokémiai reakcip de nagyobbrészt 6h
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keletkezik. A harmadik lehéség aszingulett-triplett atalakulagrendszerek kozotti
atmenet, intersystem crossing), amikor spinatf@skdl — az adott PS-re jelletnz
hatasfokkal — a molekula triplett gerjesztett abidga juthat. A triplett-szingulett
relaxacio triplett allapotanak élettartama hosszabb, igyyobly valoszitiseéggel
torténhet meg ilyen esetberfaokémiai reakcio(Az alapallapotba vald visszatéréskor

az energiavesztés azonban megvalosulhiatiatve foszforeszcenciformajaban is.)

yszingulett-triplett
atalakulas 5
- \

PDD lehetdsége

1. &bra. A PDT és PDD szempontjabol fontos fotofikai és fotokémiai
mechanizmusok

Az abran 1é% szamok a molekulak spinallapotét jeldlik (1:szilegi 3:triplett),

mig * jelzi a gerjesztett allapotot. Vékony, feketglakkal 4brazoltam a folyamat
szempontjabol lenyeges energiadtmeneteket.

A lezajlo fotokémiai reakciokndirekt reakciok. Ennek két tipusat kulonithetjuk
el: azelektron- (I. tipusQ)illetve azenergiatranszporttal (ll. tipusgaro folyamatokat.
A fontos biologiai makromolekulak (fehérjek, DNS, membranok lipidjei stb.)
kozvetlenll vagy kozvetve, reaktiv oxigénszarmakékgan karosodhatnak. Az I.
tipusnal aszuperoxidés egyélreaktiv oxigéngyokokéepzdése a lényeges, mig a Il
tipusnal a legnagyobb szerepeszngulett oxigérkeletkezése kapja a PDT terlletén
(lasd az 1. abran). A sejtpusztitds szempontjabgtobbszér a szingulett oxigén
termebdésének mennyisége és életideje a legjébeht, amelyhez szikséges a PS
triplett allapotanak nagy kvantumhatasfokl kifise [21-24]. A szingulett oxigén
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élettartama néhanyszor tiz mikroszekundumos, amadtmikrométeres hatotavolsagot
jelent a membranban — igy fényérzékenyités meélydéigalizacioja a membranon belll

lényeges a szingulett oxigén membrankarositd haakséffektivitasaban. [25, 26].

A PDT soran a sejtszilntpusztulas egyarant lehet apoptézis és nekrbzis —
fuggéen attél, hogy a fényérzékenyités milyen sejtoryamdan zajlik
(plazmamembran, mitokondriummembran, sejtmag st®$) hogy milyen
makromolekuldk (membranlipidek, fehérjék, nukleiredg karosodnak kdzvetve vagy
reaktiv oxigénszarmazékok uatjan. Ma mar ismert, yhag fotodinamikus terapia
szovetszint daganatellenes hatasa tobb jelenség eredményegyMz az eddigiekben
leirt kbzvetlen vagy kbdzvetett makromolekula-kaa@ao miatticytotoxicitas Ezt ebsiti,
hogy nem csak a daganatsejtek, hanem az azt edéldzat is karosodik, az
érképsbdés gatlodik, és ezzel hypoxiat okoz. Harmadikrfechanizmusként pedig a
kivaltott immunvalaszkell megemlitentink. Természetesen ezek a folydmeggmast
befolyasoljak, efsitik [27, 28].

Mint az eddigiekBl latszik, a fotodinamikus hatast, a terapia ésektétas
sikerességét tobb tényeis befolyasolja, amelyek megismerése |ényeged. |&rek
kozé tartoznak a PS-ek fotofizikai tulajdonsagajtrsembranhoz valo kétdése és igy
sejtfelvételi hatasfoka és lokalis koncentracidyalamint a sejten bellli, illetve a

membranon beluli elhelyezkedése.

1.3. PDT és PDD modell

A biolégiai rendszerek, folyamatok altalaban ta&szetettek ahhoz, hogy a# él
szervezetben a molekularis torténéseket, mechaskati egymastol elkilonitve
tudjunk megfigyelni. Ezért elkerilhetetlen, hogyelezvizsgalatdra egys#sitett
modellrendszereket hasznaljunk. A kovethkdmen egy fényérzékengitmembran

modellt irok le.
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1.3.1. Porfirinek, mint fényérzékenyitk

A klinikai gyakorlatban ma a legtobbet hasznalt®@ekulakaromas tetrapirol
szarmazeékakporfirinszarmazékok — példaul a hematoporfirivekgk Photofrin és az
endogén porfirinek —, chlorinok, purpurinok, benadpinek, ftalocianinok és
fenoforbidok [3, 29]. Ezek kozll is a legelterjeatbek aporfirinszarmazékakilletve az
indukalt protoporfirin IX. Az utdobbinak a célsejtbevalé fokozott termelését a hem
szintézis prekurzoranak, a delta-aminolevulinatfBALA), illetve metilészterének
beadaséaval érik el. Bar a DALA-val és szarmazékaiwgzett klinikai kisérletek mar az
1980-as években megkéirlek, a mai napig szdmos kérdés merll fel
hatasmechanizmusét és klinikai felhasznalasatdie{30]. A hematoporfirinhez és a
protoporfirin IX-hez igen hasonlé szerkezetle jobb optikai jeladd tulajdonsagu a

mezoporfirin 1X

2. abra. A porfirinvaz szerkezete

A porfirinvaz (2. abra) alapvétulajdonsaga aik szerkezeds azaromas jelleg
A kiterjedt konjugalt elektronrendszer — ahol a jkgidcidban 18 elektron vesz részt —
eredményezi a porfirinek j6 abszorpcios képessagéd0—-800 nm-es tartomanyban,
valamint megteremti a lehkistégét a magas kvantumhatasfoku fluoreszcencidtetiei

szinglett-triplett rendszerek kdzo6tti atmenetnek.
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A porfirinek abszorpciés spektrumdt lathatdé fénytartomanyban altalaban két
nagy savsorozat jellemzi: egy nagyobb moléaris é&xtos egyutthatéju (jellenden
1Mt cm™®) 390-420 nm  kozott lév Ggynevezett Soret-sdv, és a nagyobb
hullamhossznél jelentkézQ savok amik sokkal kisebb extinkcios egyltthatoval
rendelkeznek (lasd a 3. abran). Ez utdbbiak kotiétljuk a 600—-800 nm kdzotti,
fotodinamikus terapia szempontjabdl lényeges alpsais savot. A Soret tartomany
savjai és a kulonbézQ savok is eltér vibronikus atmenetek eredményei. Az abran a
zarojelben talalhato dlsszam mindig az elektrongerjesztési allapotot, anigasodik szam
a vibracios gerjesztés szintjét mutatja — &kbgekben is ezt a jeldlésrendszert hasznalom.)
A diagnosztikus és a molekularis kutatasi szempindgyarant fontodluoreszcencia
emisszios spektrumakkulonbod porfirineknél nagyobb eltérést mutatnak, de atatbkét
jellemzs sévot lathatunk: egy nagyobb intenzitdsut-6@® nm kodzott, és egy kisebbet

650-750 nm kozott.

—— MPE abszorpciés spektruma
—— MPE emisszids spektruma

(0,0)

(2,0)

Relativ abszorbancia
Relativ intenzitas

(1’3)(1,2)(1,1) (1,0)

T T T T T T T T T
300 400 500 600 700
hullamhossz (nm)

3. abra. A MPE abszorpcios és emisszios spektruma

>

MPE DMF-ben mért abszorpcios €s emisszios spekttathaté az abran. A zarojelbe
a csucsnak megfetielibronikus atmeneteket tiintettem fel. Azéetgam mindig az
elektrongerjesztési allapotot, mig a masodik sz&bracios gerjesztés szintjét jeldli.
(Az abszorpcidnal a gerjesztési allapotot, migrasszional az alapallapotot tlintettem
fel.) A spektrumokat a fugdeges tengely mentén egyméshoz képest eltoltam
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1.3.2. Liposzémak, mint membranmodellek

A PDD és PDT tertiletén még szamos megvalaszolkéaiEs meril fel. Ezek
vizsgalatara széles korben alkalmazzak a liposzatpakiik a sejtmembranok egysker
modelljének tekinthék [22, 26, 31, 32]. A fotoszenzibilizalé anyagokdfizikai és
fotokémiai tulajdonsagai a kulonh®kozegekben eltéek: a liposzémak segitségével a
lipidkdrnyezetben bekévetkéavaltozasokat vizsgalhatjuk [21, 33]. A legtobbtbse
ezen modellmembranoks flipidosszetetije foszfolipid, amelyamfifil tulajdonsagot
mutat. A lipidek hidrofil részét (,fejcsoport”) aligerin vaz egyik szénatomjahoz
negativ toltéé foszfatcsoporton keresztil kapcsolédd, néhany adpérbdl allo,
téltéssel rendelkéz atomcsoport adja. A hidrofob részt a glicerinheztérkotéssel
kapcsolédo hosszabb zsirsavoldallanc alkotja. Emeljen Iényeges, hogy az adott
liposzdmaknak, mint lipidmembran-kérnyezeteknek,lyeri a rendezettsége. Ezt
donten a lipidosszetétel hatdrozza meg. Adott lipidéstel esetén a lipidkérnyezet
rendezettségét acmérséklet szabja meg. Azt @rhérsekletet, ahol az oldallancok
kozotti kdlcsOnhatas é&ssége és a transz-gauche izomerizacié aranya ehirtel
megvaltozik,fs fazisatalakulasi imérsékletneKT,) nevezzik. E émérséklet alatt a
liposzdma szerkezete rigidebb, gélszestruktarat, mig e folott mobilisebb,
folyadékkristaly jelleget mutat. A liposzomak élfhak egy vagy tdbb
lipidkettésrétegldl —  dolgozatomban az ddbit nevezem  egyrétégek
(unilamellarisnak), utobbit pedig tobbrétegk (multilamellarisnak).

Tobb publikaciéban ismertették, hogy a PS sejtntantinz vald kdtdése és a
sejtbe valo6 felvétele a legtdbb esetben jol kot&IBS liposzémahoz vald Kiatésének
erosségével [34, 35]. Ez a korrelaci6 nem all fennégebben hasznalt octanol-viz
megoszlasi hanyadosra [34, 35]. A liposzoma mokieflbasznaljak a kilonbé62 S-ek
szingulettoxigén-termélképességének vizsgalatéra is. Bizonyitott az w igrhogy a
fotodinamikus hatast, a ternddb reaktiv oxigénszarmazékok mennyiségét befolyasolja
az, hogy a PS mennyire mélyen hatol a membranba 33 Adott PS eltér
elhelyezkedését a modellmembranban eddig csak kigvibuoreszcensen jeldlt, vagy
spinjeldlt lipidek segitségével mérték. A lipidekbabek szerinti jelolésének hatranya,
hogy perturbaljak a membrant, azaz megvaltoztatjakizsgalanddé mintat. Munkam
soran ezeért ezelt eltérven — és Ujdonsagként — olyan modszert hasznalthol, a

kozvetlenil a vizsgalando PS fluoreszcencia jelétrtemm a kdihelyek

13



DOI: 10.14753/SE.2013.1817

elhelyezkedésének vizsgalatara. Kuloribperfirinek eltéé mélységi elhelyezkedésére
hémérsékletvaltoztatasra bekdvetkeanizotropiavaltozas alapjan is kovetkeztettek mar
[36, 38-41].

1.4. Fényérzékenyidi—membranmodell rendszerek vizsgalata optikai
modszerekkel

A molekulak és fény kdlcsonhatasakor létréjd@ny szérodasa é€s abszorpcioja,
valamint az abszorpciot kovefényemisszio szamos informaciéval szolgél az adott
biolégiai rendszefil.

Kisérleti szempontbdl a PS-ek egyik nagyngk, hogy szerkezetik révén jo
fényabszorpciés és fényemisszios tulajdonsagokiadlalkeznek — ezen molekulakat
nevezzik kromoféroknak —, amelyek optikai spektroszkopiai mobdszerekkel jo
tanulmanyozhatéak. A molekularis sZintvvaltozasok, amelyek vagy magaban a
kromoforban vagy a vele kapcsolatbanslédrnyezetben zajlanak le, megvaltoztatjak a
molekula elektron, vibracios és rotacios energiaatmenetedhat a mérhét optikai
jelet. igy kaphatunk informaciét a kromoférrél, azt koriilvew kdrnyezetsl, valamint
a lejatszodo reakciokrol.

1.4.1. A Rayleigh-fényszoras

A megvilagitd fény elektromos tere a fény hullasgmanal joval kisebb
részecskék elektromos toéltéseit — elektronjait — edektromos tér valtozasanak
megfeleb rezgésre kényszeriti. Ezek a mozgo toltések bjakskitaz elektromagneses
sugarzast — a szort fényt. Ha a gerjesztés nemmaezo akkor a koélcsdonhatasban a
besugéarzott és visszasugarzott fényteljesitményetfgben megegyezik — ezt a
jelenséget rugalmas szérasnak nevezzik. Amennykbeerens és monokromatikus
fénnyel megvilagitott igen kis térrészben a rédascss kismeérdiek, akkor egymashoz
nagyon kozel is elhelyezkedhetnek, igy a részeoklasag az elektromos tér hatasara
egyutt, kdzel azonos fazisban sugaroz. A részeaskdgasanak kovetkezménye, hogy
a kozottuk lés tavolsagok idben véaltoznak, ezért valtoznak a fazisviszonyohiisi az

interferencia miatt a detektalt szért fény intefigéinak, illetve az elektromos
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térebsségvektor nagysaganak a valtozasahoz vezet, amibkorrelacioval

vizsgalhatunk. Az autokorrelacios gorbe lecseng@seal gyorsabb, minél nagyobb
sebessdg a részecskék Brown-mozgasa. A detektalt jel vakomysaga tehat a
részecskék mozgékonysagatol fiigg, amit a diffueiggitthatoval jellemezhetiink. A
hémérséklet, a kbzeg viszkozitdsa és a diffuziosndliasmeretében a Stokes-Einstein-
egyenlet alapjan meghatarozhatd a részecskék ifébetti példaul a liposzémak)

hidrodinamikai sugara

1.4.2. A fény abszorpcioja, a molekulak energianivéendszere

Ha a megvilagito fény elektromos tere olyan frelorgju, hogy a részecskék
elektronjait rezonansan rezgeti meg, akkor a begagés visszasugarzott energia nem
egyenb — az anyag a sugarzas egy részét elnyeli, masalsabhszorbealja. A
fényabszorpcié és az ezt kd¥etolyamatok pontosabb leirasa kvantummechanikai
szemléletmdd alapjan lehetséges.

A molekulak spektroszkopiailag megjelenithetkvantalt energidja az
elektronburok kvantumallapotdnak megféle€lektronenergiabdl, az atomoknak a
molekulan bellli rezgéséb ered rezgési energiabdl és a molekula forgasabdl
szarmaz6 forgasi energiabdl $eNk Ossze. Az optikai spektroszkopia esetében az
elektronenergia és a vibraciésenergia-atmenetekesgaljuk. Ezen folyamatok
ertelmezésehez dablonski-féle energiadiagramyujt segitséget, amelyet a 4. abran
tuntettem fel. Fontos megjegyezni, hogy mindegyitergiadtmenet a molekulara
jellemz valdsziriséggel (hatasfokkal) torténhet meg.

A Jablonski-diagram alapjan akkor lehetséges rempaa— tehat a fény
abszorpcibja—, ha az alapallapotu elektronnal pontosan ak&neagiat kozlink, amely
megfelel valamely magasabb kotott allapot energifiszés az adott alapszint energidja
kozti kilonbségnek (a Jablonski-diagram A-val jdlzenergiaatmenetei). Tekintve,
hogy az energiaszintek rendszere és az atmendtisdzirisége a molekulara jelleréiz
a molekula abszorpciés spektruma — azaz az elagelgianak a megvilagitasi energia

adagok szerinti eloszlasa — mind mennyiségi, mimbseégi informéacidval szolgal.
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A fény abszorpcidjdnak kovetkeztében a rendsgerjesztett allapotba —
magasabb energiaszintre — kerul. Ezt a tobbletétergdja le kulonbdz
kolcsbnhatasok réven és keril vissza az alapabapot

A 4. abran azt az egysieitett esetet tuntettem fel, ahol a szingulett
alapallapotu (§ molekula az abszorpcié hatasara a# gkrjesztett szingulett allapotba

(Sy) kerill, de nemcsak gerjesztett elektron-, hanefeggett vibraciés allapotba is jut.

2
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4. abra. Jablonski-féle energiadiagram

A: abszorpcio, F: fluoreszcencia, P: foszforeszigen€: bel$ konverzio (internal
conversion), ISC: tripletbszingulett &tmenet (intersystem crossing), R: \didis
relaxacio, g szingulett alapallapot,;®s T;: el szinglett, illetve triplett gerjesztett
allapotok. Egyenessel azokat a folyamatokat jaid|@melyekben
fotonszamvaltozas van, hullamos vonallal pedig agzamelyekben nincs
fotonszamvaltozas (fényemisszid, vagy feényabsamypc

A szingulett gerjesztett allapotbol tébb, egymassedrseny# atmenet
lehetségesvibraciés relaxacio(R), belss konverzio(IC), rendszerek kozotti atmenet
(ISC), illetve fluoreszcenciaF). A vibracios relaxacido soran a molekula tohbaya
tébbi molekulaval valo Utkdzések soran veszti Btatios energigjat. A bélkonverzid
izoenergetikus, ebben az esetben a molekula atamedy alapallapot egy vibracidésan
magasabb fokban gerjesztett allapotaba, ahonnéioids relaxacié (R) révén kerll az
alapallapot vibraciésan gerjesztetlen, illetve stexyabb fokban gerjesztett allapotaba.

Az S szingulett allapotbdl izoenergetikus rendszerekoktd atmenet segitségével johet
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|étre a triplett, vibracidsan is gerjesztett alkapdind az IC, mind az ISC megvaldsulhat
relaxacidé utan is. A gerjesztett triplett energiasél izoenergetikus 1S€; vagy a
vibracios relaxaciét kovétfoszforeszcencidP, fotonszamvaltozassal jardé folyamat)
révén juthatunk az (Senergiaszintekre. A flureszcencia fényemisszidvaésképp:
fotonszamvaltozassal) jaré folyamat, amely kizagd@ban allapotbdl lehetséges, ahol a
molekula vibraciésan nem gerjesztett (Kasha-szabadbgért altaldban vibracios
relaxaciot koveten torténik. Megjegyzerdd hogy kisebb valosziiséggel, de
lehetséges azS>S; iranyu izoenergetikus bélskonverzio, illetve a 7—S; iranyu
rendszerek kdzotti &tmenet is — ezek késleltdteitdészcenciahoz is vezethetnek.
Tekintve, hogy az Svibraciésan nem gerjesztett energiaszintjének Z2&a
kilonbo® vibracios energiaszintjeinek kilénbsége a molekujdllems, ezért a fény

emisszids spektruma is nésegi informacioval szolgalhat.

A bioldgiai rendszerek vizsgalata esetén lényelgegy a vizsgalandd kromofér
milyen kdrnyezetben van, ugyanis ez megvaltoztgthaind az abszorpciés, mind az
emisszids spektrumot. A kdrnyezeten nem csak aaspé&lt, hanem az oldatban dev
egyéb oldott molekuldkat (példaul fehérjéket, lgkdt), valamint a vizsgalt
molekuldinkkal kdlcsénhato, ugyanolyan tipusu, dgegztetlen molekuldkat is értjik.
A legfontosabb koérnyezeti tényike kdzé sorolhatdk a kornyezet torésmutatoja,

viszkozitasa, dielektromos allandgja, polaritasanérséklete [42, 43].

1.4.3. Fluoreszcencia spektroszkdpia

A fluoreszcencia spektroszképiaéeye az abszorpcios spektroszkopiaval
szemben, hogy altalaban nagyobb érzékerysadamint kevésbé koveteli meg a minta
atlatszosagat.

A fluoreszcencia spektroszképiai modszereket aldpwme két csoportba
sorolhatjuk: azddsfelbontasos fluoreszcencia vizsgalaftine resolved fluorescencge)
illetve a stacionarius mérési moédszeradtslpen allandd spektrumok — steady-state
measurementsEtl flggetlen felosztasai is lehetségesek a kuléékiézhnikaknak,
amelyek kozul kiemelném #8uoreszcencia kioltasimodszereketa Forster tipusu

rezonancia-energiatadastyalamint a polarizacios fluoreszcencia spektroszkopiat
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ugyanis a lipidmembran—fényérzékedyitrendszerekben ezeket a maddszereket
hasznaljak a leggyakrabban [36, 37, 39-41].

Az idéfelbontasos fluoreszcencia mérésekor a gerjesatietpot élettartamat
meérjik. A rovid idtartamua gerjesatfényimpulzust kovéten a kivaltott fluoreszcencia
intenzitasanak igbeli lecsengését figyeljik meg.

Az idében allando fluoreszcencia spektrumoknak kétf@lasat kilonithetjik el
a mérési technika szerint: aeémisszios spektrunmérésekor a gerjesztfény
hullamhosszat egy adott, (a lebstgeknek megfeléén) siik tartomanyban allandé
értéken tartva a gerjesztés altal kivaltott emé&satenzitasanak hullamhossz szerinti
eloszlasét vizsgaljuk, miggerjesztési spektrumsetén az emittalt fény egy adottilsz
hullamhossztartomanyban vett intenzithsanak vattzéaneérjilk a gerjeskt fény
kilonbdd hullamhosszainak fuggvényében. Ez utdbbit a kiksszfluoreszcencia-
irodalomban gyakran nem soroljak a fluoreszcenebenz’k kdzé, ugyanis ez
oldatokban lényegében megegyezik az abszorpcidsrapenal. Osszetettebb bioldgiai
rendszerek esetén azonban ez nem igaz, valaminergszési fluoreszcencia
spektrumnak méréstechnikai szempontbdl is jobbadattsagai, mint az abszorpcios

spektrumnak [44].

Tagabb értelemben minden olyan folyamatot, amelyseikan a gerjesztett
allapotu kromofér (mint donor) meérltéetfluoreszcenciajanak élettartamat, illetve
intenzitasat egy masik molekula, illetve funkciéGsoport (akceptor) csokkenti ugy,
hogy a gerjesztési energia nem fényemisszid Utiiamem egyéb nemsugarzasos
atmenetben adodik le, fluoreszcencia kioltasngieiching nevezink. A folyamat
soran az energiaatadas torténhet reabszorpcio,zdégkdkomplexképeés, illetve
rezonans atadas utjan. A Forster tipusu rezonameegiaatadas soran a gerjesztett
allapotu donor energiaja egy részét atadja sugamei€ili dipol-dipdl kélcsénhatas
révén egy arra alkalmas, fluoreszcenciara képespaimak. gy a gerjesztett donor
energiajanak egy része az akceptor emisszidjabaniiemeg. Az energiaatadas és
kioltds hatasfoka — és ezek révén a donor fluoersza élettartama, illetve intenzitasa —
fligg a donor-akceptor tavolsagtoél. Ismert pozicalaeptor (példaul jeldlt lipid) esetén
ennek alapjan megbecsuléet donor lokalizacioja.
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A polarizaciés (mas néven anizotropia) fluoresz@emeddszereknél polarizalt
megvilagitasnél detektéljuk a fluoreszcencia poétikomponensét. Az adott iranyban
meért sikban polaros emisszio figg a kromofér rawdiffuzidjatol, amit befolyasol a
kromofor  kdrnyezetének viszkozitdsa. Membrankoreyez vizsgalatakor a
leggyakrabban a viszkozitas reciprokat, azaz adifkst hasznaljuk a kromofor
kornyezetének jellemzésére. A liposzéméakban a mamhilonbo#d mélységeiben
eltés a fluidiths Wmeérsekletdl vald fuggése, igy a kromoforsmeérseékletfiigd
polarizacios fluoreszcencia mérésibdurva kozelitést adhatunk a kromofor

lokaliz&ciojéra.

A kilénb6 modokon felhasznalt stacionarius fluoreszcenciaktspmok
nagymértéekben fliggenek attdl, hogy mekkora a gdfes illetve az emisszios,
sziknek nevezett hulldmhossztartomany. Megjegyeznémy fa spektroszkdpiaban,
valGszirileg a mérési eszkdzok tulajdonsagai miatt, az atean hasznalatos
paraméter a hullamhossz (nm-ben kifejezve). Azordmmos esetben a mért adatok
megfeleb értelmezése miatt érdemes egy, a fotonenergiaggenesen aranyos
egységet bevezetni, ami leggyakrabban a hullamhassprokdval megadhat6
hullamszan{szokasos mértékegysége hm

A Jablonski-diagram fentebb vazolt form4ja csakasbbz esetben igaz, ha az
adott kromofdrt 6nmagaban, minden Kitényestdl elszigetelve vizsgaljuk. Ekkor az
emisszids spektruma vonalakbol all. Az oldészerlledirnyezetben) I&y biologiai
molekuldk fluoreszcencia spektrumai azonban a hagyyos kortlmények kozott
viszonylag széles savokbdl allnak (100-1000%m igy ebll a vibracios
energiaszintek szerkezeikes igy a kromofor-kdrnyezet finomabb kapcsoldtésak
korlatozottan kaphatunk informaciot. Ezeért szikségeogy csOkkentsik a savok

szélességét, azaz noveljuk a felbontést.

1.4.4. Homogeén és inhomogén vonalkiszélesedés

A vonalkiszélesedésnek két tipusat kilonithetjuk aelhomogén illetve az
inhomogén vonalkiszélesedést. Az elnevezés a kromofor kémetgee utal. A

kornyezetet homogénnek nevezzik akkor, ha az agsegwlekulakra nézve azonos,

19



DOI: 10.14753/SE.2013.1817

mig inhomogénnek akkor, ha a kromoforok kornyezeltés. A spekrumvonalak
kiszélesedésének energetikai oka az, hogy a kromé$d kdrnyezete egymassal

elektromagneses csatolasban van.

. A . ) B  Kérnyezetbe C
Onallé Onallé Onéllo agyazott
kromofor kérnyezet kromofér kromofér ~ZPL-PW
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5. abra. A kromofér-kérnyezet egyiittes vibracios eergiarendszere — homogén
vonalkiszélesedés

Az &braA részében csak az elektronéllapotokat abrazoltabmaiid kromofor és
matrix esetén. B részben az elektronallapotok mellett a vibracidssonhatasok
kovetkezményeként kialakul6 vibracios vonalak#fvie savokat is jeldltem. Az abra
C részében a kialakul6 Z-t és PV-t tintettem fe

Vizsgaljuk ebszor azt a rendszert, ahol a kdrnyezet homogéntomdfor es
kornyezete kozott [ényeges kilbnbség, hogy a krémkbdncentracidja joval kisebb,
mint a koérnyezet molekulainak koncentraciéja. Ezerkromoférok egymassal valo
kolcsbnhatasa elhanyagolhatd, mig a kdrnyezet ml@ek ez nem igaz. A kdrnyezetet
ero gerjesztés a kolcsbnhatasok miatt egyszerre szamlekulat érint, igy a kdrnyezet
elektronatmeneti nivorendszere savos jélldgsz, mig a kromoforé vonalas. Ezt
abrazoltam az 5. aba részén. (Megjegyzeid hogy a kornyezet elektrongerjesztése
jéval nagyobb energian lehetséges csak, igy kuldsgalhaté a kromofér-kérnyezet
rendszer olyan energiatartomanyban, ahol az abspbrpenyegében a kromofor
hatarozza meg, nem a kornyezet).

A kornyezetbe agyazott kromofér vibracios nivoremdét két kdlcsdnhatas
hatarozza meg: aelektron-vibracidoscsatolas, ahol a kromofor elektronjai a sajat
molekulan belili rezgésekhez csatoltak, valamintekektron-fononcsatolas, ahol a

kromofor elektronjai a kdrnyezet rezgéseihez ctaltoMig az élbbi vonalas vibracios
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szerkezetet eredményez, addig ez utébbi miatt (yéitdcidos savok jelennek meg. A
kett egyltt adja az erédvibracids savot, ahogyan ezt az 5. #része mutatja.

Ezeknek megfeléen, ha a kromoférok homogén (tokéltesen rendezett)
kornyezetben vannak, a mémepektrumvonalakat elméletben két részre bonthatjuk
egy keskenyzérofonon-vonalra(zero-phonon line, ZPL), amely az elektron-vibé&ci
atmenetre jellenty és egy fonon szarnyra (phonon wing, PW), amelgl@ktron-fonon
kapcsolatbol szarmazik. Ezt tintettem fel az 5a&brészében. Az elnevezések arra
utalnak, hogy a ZPL esetén nincs fononszamvaltomdg, a PW esetében csatolt
rezgések keletkeznek, vagylisnek meg, azaz fononszamvaltozassal jar a folyafnat.
ZPL alakja Lorentz gorbe, szélessége a Heisenbat@rdzatlansagi relacié szerint
szamolhatd, és a gerjesztett allapot (beleértve GBNkODH relaxacidés utakat)
élettartamaval forditottan aranyos. Anmersekletet 0 Kél emelve a sugarzas nélkili
atmenetek szamasnigy a ZPL szélessége i§ 45]. A PW alakja Poisson-eloszlassal
kozelitheb, és az elektron-fonon csatolas miatisen figg a émérsékletil. A ZPL
relativ intenzitasa Bebye—Waller faktorraégyend:

a= | 2pL ’

Iz + Tow
ahollzp éslpwa megfeldl intenzitasokat jelolik.
A teljes vonalintenzitaslfp éslpw) allandd, mig az ékéek miatt a Debye—Waller
faktor a lbmérséklet emeléséveldmen csokken [46]. Ennek a kbvetkezménye, hogy
mig alacsony émérsékleten (T < 30 K) a ZPL és PW elkulonishet hsmérsékletdl
fuggé meértékben), addig a szolimhérséklei minta esetén a PW domindl és a
spektrumban egy felbonthatatlan, néhany szaZ? szélesséig sav jelenik meg. Ezt

nevezzik homogén vonalkiszélesedésnek.

Az elézéekben olyan rendszereket vizsgaltunk, ahol a kdmetydhomogén,
tokéletesen rendezett. Ez azonban sohasem teljgirezzilk most a kissé eliér
kornyezeteket a kornyezet konformacidinak. Ezekpjala mondhatjuk, hogy a
kornyezeti konformaciok kilonbdek, eloszlassal jellemeziékt Az egyes kromoforok
tehat gerjesztéskor kulonkHkornyezetben vannak, és igy az elektrondtmenetiperk
is médosulnak, a kérnyezéttfiggé inhomogén eloszlast mutatnak. A 6. dAreésze a

homogén kornyezetet és az atmeneti energiaknak eteggfelméleti spektrumot
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mutatja, mig az abrB része az inhomogén kornyezetet és annak spekthuhatésat
szemlélteti: a megleh&ten széles inhomogén vonalkiszélesedést. (Ternedsret

hasonlo hatast valt ki, ha a kromofdornak van tobiférmacioja a gerjesztéskor.)

6. abra. Az inhomogén vonalkiszélesedés

Az 4braA része homogén kdrnyezetet és az ennek mefjfdek spektrumot mutatja
pirossal a ZPL-t, kékkel a PW-t jeldltem.B\részen az inhomogeén kdrnyezet €s a
inhomogén vonalkiszélesedés latszik (zold vonal).

T~

A kissé eltés kornyezetek tehat megvaltoztatjagk a kromofor spekét,
azonban ezeket csak abban az esetben tudjuk eltdiljnha az adott kornyezeti
konformacioju kromoférokat kalon-kilobn — a mdbdosuhivorendszer miatt
energiaszelektiven — gerjesztjik. Tovabba figyekerkbll azt is vennink, hogy nem
0 K hémérsékleten az inhomogén kornyezet is folyamatesi#tozik: a meérsekletil

fuggéen idbben fluktual.

Osszefoglalva tehat azt mondhatjuk, hogy a spéktigélbontas javitasat, a kissé
elté kornyezetek elkulonitését ugy érhetjik csak elatiémérséklet csokkentéseével
mérsékeljik a homogén kiszélesedést, az inhomoggzel&sedést pedig szelektiv
gerjesztéssel oldjuk fel, amellett, hogy a#hidli fluktuacidkat kikiszobdljik. Ezek a

megfontolasok vezettek @nergiaszelektiv optikai spektroszkopiai médszemzkh
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1.4.5. Energiaszelektiv optikai spektroszkopiai mégtzerek

Az energiszelektiv optikai spektroszkopiai modsekerlapja akriogenikus
homérsékletés akeskeny savszélesgégmonokromatikus) gerjesztész alacsony
hémeérseklet kefis célt szolgdl: egyrészt csokkenti a homogén vaismdlesedést,
masrészt a szobamérséklei inhomogén konformacideloszlas egy adott pillanatat
fagyasztja be [46]. Az ekkor alkalmazott megi@l@honokromatikus gerjesztéssel
(@ltalaban lézerrel) létrehozhatd a kissé kulodbédrnyezetben lev kromofér
alsokasagok szelektiv gerjesztése.

Energiaszelektiv spektroszkopiai médszetssdbr Szaboalkalmazott 1970-ben
rubinkristalyon. Szerves molekulakat tartalmazédszereken 19716k végeztek ilyen
kisérletekePersonowes munkatarsai, akik bizonyitottak, hogy lézegegztés mellett
a vibraciés atmenetek felbonthatok.

Ezt kdveben a nagy felbontdsu energiaszelektiv spektrosakapk 2 & valfaja
terjedt el: a spektralis ,lyukégetés” (spectral ,hole burning” SHB) és az
energiaszelektiv gerjeszfeBuoreszcenciga nemzetkdzi irodalombanlaminescence

illetve afluorescence ,line narrowingkifejezéseket — réviden FLN — is hasznéljak).

Az SHB madszernél gerjesztési, illetve abszorp@psktrumokat hatdroznak
meg alacsony dmérsekleten nagy felbontassal. A mérési eljaradnset$ lépésként
nagy intenzitdsu gerjesztéssel mérik az abszorpspEktrumot. Ezt kdvéen a
gerjesztési spektrumot két-harom nagysagrenddeatbhkislézerteljesitmény mellett
Gjramérve, a korabbi elnyelés helyén az eredetktap@hoz viszonyitva abszorpcios
hiany —,lyuk” keletkezik. A mddszerrel olyan krontwbk vizsgalhatok, amelyekben
gerjesztés hatasara tartdsan megvaltozik az etekitrok betéltottsége — aminek oka
fotokémiai vagy fotofizikai atalakulas lehet. Enedlla spektrumon mérléedz Ujonnan
megjelent fototermék hatasa is, természetesen edetifl eltérs energidkon. A
modszer alkalmas a gerjesztési folyamatot pertarbatasok (Bmérseklet, nyomas,

elektromos, illetve magneses tésseq) vizsgalatara is [45, 47].

! Ekkor nevezték el a modszert ,site”-szelektivnkksite” sz6 utal arra, hogy a killénb#kérnyezetben
levs kromofdrokat lehet elkildniteni a kulonkibelektron-vibracids energiaatmenetek alapjan.
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Az FLN spektroszképia esetében a nagyfelbontasussadis spektrumok
meghatarozasa szelektiv gerjesztés mellett tortéaicsony Bmérsékleten. A
gerjesztési hullamhosszat valtoztatva (mindig azottadkérnyezei kromofort
kivalasztva) rogzitjuk az emisszids spektrumokgy, felbontva az elektron-vibracios
energiadtmeneteket. Ez alapjan hatarozhatjuk megobalbmérséklei spektrumok
alapjan nem elkllonithé&t kromofdorszerkezeteket, és észlelhetjlk az &ltér
kromoforkornyezeti konformaciokat. A mérési eljasmsan az emisszidés spektrumban
mutatkoz6 ZPL csucsoknak a gerjesztési frekventt@ésnak megfeléleltolédasat és
intenzitasvaltozasat kovetjuk nyomon. Ezek alapgjatdrozzuk meg az ugynevezett
inhomogén eloszlasfuggvényt, amely leirja a kromofbomogén kérnyezetét.

Az FLN spektroszkopiat tobbféle kérdéskor vizstiaka hasznaljak a kémia,
biologia terlletén [48]. Ezek kozé tartozik krommaifd, fluoreszcens metabolitok
azonositasa [49, 50], DNS adduktumok kimutatasd, [Bietve a legtbbb esetben
kromopeptidek (ahol a kromofor kdrnyezete fehégm)formacios vizsgalata [52], mint
példaul a klorofill és a fotoszintézisben résztvdehérjek kutatasa [53, 54|, illetve

enzimek kilonbdZ hatasokra bekdvetkékonformaciévaltozasa [55-57].
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2. Célkitiizések

Munkam soran a kovetkézélokat tiztem ki:

I. Az egymastol kisseé eltér mezoporfirin 1X szarmazékok (MP) kiulénoz
lipidosszetesjii kis unilamellaris liposzémakhoz (SUV) vald d&iisének
vizsgalata szobahmérsékletenEzen belil célom volt:

I.1. A mérésekhez megfetein stabil, homogén és aggregatummentes
modellrendszer Iétrehozasa.

[.2. A kotbdési paraméterek meghatarozasa és 0sszehasomwlité@siénbos
MP-SUV modellekben.

1.3. A lehetséges elt@kotohelyek kimutatasa.

II. Az MP-SUV modellek FLN vizsgalatezen belll célom volt:
II.L1. Az IL.1-ben mér emlitett, de a specidlis feltéket is biztositani tudo
modellrendszer létrehozasa.
[I.2. Bemutatni, hogy az FLN technika alkalmazhatényérzékenyi—
lipidmembran rendszer vizsgalatara.
I1.3. A ,kvazi-FLN” technika alkalmazhatésaganaksgalata.
[1.4. Az eltél lipid-mikrokornyezetek — kéhelyek — kimutatdsa.

I1.5. Az elté6 kotohelyek membranbeli elhelyezkedésének azonositasa.
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3. Mddszerek

3.1. Mintakészités

3.1.1. Felhasznalt anyagok

Foszfatpuffe(PBS: 1 liter vizhez 2,86 g N&IPO,*(12H,0)-t, 0,27 g KHPOs-
et és 8,00 g NaCl-ot mértem be. Az oldathoz ior@tsesapvizet hasznaltam. Feloldas
utdn az oldat pH-jat 7,4-re allitottam be szdivaérsékleten. Az igy kapott puffer
10 mM-os foszfatoldat. A tdrzsoldatot 4 °C-on téawil. A tovabbi felhasznélashoz az
oldatot 0,22um-es s#rével sZirtem.

Foszfolipidek:a liposzoma készitésnek megfélddiralitasu (Le), kalonb6d
szénlanchosszusagu telitett foszfokolinokat hatamal(Sigma, 99% tisztasagu): a
14 szénatomos zsirsavoldallancu 1,2-dimirisztoitfscero-3-foszfatidil-kolint (réviden
dimirisztoil-foszfatidilkolit, =~ DMPC, M:677,93g/mol), a 16 szénatomos
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidil-kolint ~ (vdden  dipalmitoil-foszfatidilkolin,
DPPC, M=734,04 g/mol) és a 18 szénatomos 1,2-diszteamdticero-3-foszfatidil-
kolint (disztearoil-foszfatidilkolin DSPC, M 790,15 g/mol).

Glicerin (glicerol, 1,2,3-propantrigt >99,5%, spektroszkopiai tisztasagu.

Mezoporfirin IX dimetil észter (MPER torzsoldat készitésekor 1 mg dimetil
8,13-bis(etil)-3,7,12,17-tetrametil-21H,23H-pornt8-dipropionatot (Frontier
Scientific Inc.) M =594,75 g/mol) oldottam fel 1 ml DMF-ben. A toohsat
kocentracidja igy korilbeltl 1,7 mM.

Mezoporfirin  IX dihidroklorid (MPCIl) a térzsoldat készitésekor 1 mg
8,13-bis(etil)-3,7,12,17-tetrametil-21H,23H-porint 8-dipropionat dihidrokloridot
(M =639,62 g/mol) (Frontier Scientific Inc.) oldottdet 1 ml DMF-ban. A tdrzsoldat
koncentracidja igy korilbelll 1,6 mM.

Mindkét MP esetében a pontos koncentraciot absgmmspektrofotométerrel
hataroztam meg a molaris dekadikus extinkcios elgtd alapjan. A térzsoldatot 4 °C-

on taroltam, fényl védve — elkeriilve igy a fény miatti lebomlast.
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A kétféle MP szerkezetét a 7. abra mutatja.

7. 4bra. A hasznalt mezoporfirin IX dimetil észter(MPE) és dihidroklorid
(MPCl)szerkezete

A két mezoporfirin IX molekulat a 7,4-es pH-n jellgé protonaltsagi allapotaban
tuntettem fe.

N-N-dimetilformamid (DMF)>99,8%, spektroszkdpiai tisztasagu.

3.1.2. Liposzomak diallitasa

Az adott foszfolipidBl 10 mg-ot mértem ki, maximalisan tized mg hibaval.
Ehhez szerves olddszerként 200 pl kloroformot adtamajd ezt fokozatosan
elparologtattam, figyelve arra, hogy az edény fakgyenletesen alakuljon ki a
lipidfilm. A pérologtatast el$ Iépésben nitrogénnel, majd vakuumos szaritassal (k
20 Pa nyomason, 15 percig) végeztem, ezt kévetegalabb egy napig exszikkatorban
taroltam. Ezt kdvette a film hidralasa az adotidlift fazisatalakulasi dmérsékleténél
(DMPC: 24°C; DPPC: 42C; DSPC: 55°C) néhany fokkal magasablérhérsékleten,
tizszer 100 ul, vagyis 0sszességeben 1ml PBS taldafz igy kialakult
egykomponens tobbréte§ liposzomakbdl (MLV) kis egyrétdgliposzémakat (SUV)
készitettem ultrahangos és extrudaciés maodszerral. kétféle modszer
eredményeképpen kapott liposzémak atlagos éiménas lehet, de lipidkérnyezetként
azonos tulajdonsagunak tekintbletaz eltéé mddon, de azonos foszfolipidlokésziilt
liposzémak [58, 59].
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Az ultrahangos modszefUH) esetén az MLV-ket ultrahang (SANYO MSE
Soniprep 150 W) segitségével 2-szer 10 percig éepesziinettel razattam (23 kHz-en,
8 um amplitudéval) a lipidl-je alatti tomérsékleten. Ezt kov@tn a szennyéréseket
(példaul a Ti részecskéket az ultrahangfe] kopasattimés az MLV-maradékot
centrifugalassal (Beckman J2-21  centrifugaval, &@@s, 13000 1/perc
fordulatszdmmal) tavolitottam el.

Az extrudaciés modszersetén az MLV-ket Avanti micro extruder segitséjév
(Avanti Polar Lipids INC) polikarbonat membranoru¢teopore track-etch membrane,
Whatman) keresztil nyomtam at, a membranporustaszakan csokkentve (rendre
0,4; 0,1; 0,05; 0,0im-es) szamos alkalommal (rendre 11-szer; 11-sZeiszér és

41-szer). A folyamat soran @inérséklet az adott lipid,-je alatt volt.

Az igy kapott liposzoma-térzsoldatok lipidkoncestéga (a bemért foszfolipid
tbmege alapjan becsllve) korllbelil 13-15 mM (déaed hosszatdl fldign).
Liposzomak esetében érdekes lehet liposzoma lipidtartalmanak és igy a
liposzomakoncentracional becslése is. Ehhez az egyik l&gibb informaciot az
Encapsula NanoSciences LLC  (www.liposomes.org/Zn0Aumber-of-lipid-
molecules-per-liposome.html) szolgaltatjia. Ez aapegy liposzéma lipidtartalméat
(Nipia) a kovetkedkbdl becsulhetjuk:

oy o2
(3.1) Njpg = a ,

ahol d a liposzéma atméje, h a ketbsréteg vastagsaga asa lipid ,feji részének”
felulete (esetiinkben 0,6—0,7 f)m

Megemlitem, hogy a 4.1.2. fejezet szamitasai atepkideril, hogy az
extrudacios technikaval @llitott kilonbod? lipidosszetetjii liposzOmak lipidtartalma

kozel azonos, mig az ultrahang segitségévallébttake eltés.

3.1.3. Liposzéma—porfirin minta eballitasa

A PBS-t és DMF-t egyarant tartalmaz6 mintak esiéb PBS:DMF old6szerek
térfogataranya mindig 9:1 volt (ennek kodvetkeztébeDMF koncentracié azonos a

mintakban). A liposzéma—porfirin minta dsszeal@& °C-on tortént. Kivétel ez aldl
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az alacsony édmérsékleten mérDSPC HT jelii minta, ahol vizfiurd segitségével a
mintakészités 45 °C-on tortént. Az eljardsok soeliszor a liposzoma-térzsoldatot
PBS-ben, illetve a MP-torzsoldatot DMF-ben a &eédbncentraciora higitottam, majd
ezt kbveben adtam a PBS oldos#esldathoz a DMF-et tartalmazot — igy elkertthat

liposzéma-karosodéas a tul nagy DMF koncentracidttmidetve az MP aggregacio a
vizfazisban. Ezt kdvéen Ovatos keverés mellett minden esetben legal@bpegcig

inkubaltam a mintat — ez alatt kialakul a rendsderamikus egyensulya, amit az
tamaszt ala, hogy sem az abszorpciés, sem az ebsisgrektrumokban nem torténik

valtozas 30 perces inkubaciot ke,

3.1.3.1. Liposzoma—porfirin minta a kotdési paraméterek meghatarozasara

A mintasorozatok ¢sszeallitasa a&zékkben leirtaknak megfetin tortént. A
liposzdma koncentraciojat 0 és 0,4 mM tartomanybeditoztattam. Ezekben a
mérésekben extrudacidvabéllitott liposzomakat hasznaltam. Az MP koncentifca
mintakban &llandé volt (MPE esetében 1,67 M) mig MPCI-t tartalmazé mintakban
1,5-10" M).

3.1.3.2. Liposzoma—porfirin minta az alacsony émérsekleti mérésekben

Az ultrahangos technikaval frissen elkészitetbsgdma torzsoldathoz adtam
hozza a DMF-fel négyszeresére higitott MP torzdold8:1 aranyban. A keverés és
inkubéacios id (kb. 45 perc) utan glicerint adtam hozza 40% (w&y$ aranyban. A
glicerin krioprotektiv szerepe mellett biztositjananta atlatszésagat is az alacsony
hémérseklei méréseknél. A kapott viszkézus mintat tovabbi edapkeveréssel
homogenizaltam kb. 45 percen keresztil. Ezt kiare mintat azonnal a 70 K-rétbtt
kriosztatba helyeztem. A mintaban az MP wédsncentraciéja kb. 20M, a

lipidkoncentracié kb. 7 mM.
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3.2. Mérési modszerek

3.2.1. Fényszorasméreés

A fényszordas meéréséhez hasznalt — a Semmelweistdbgy8iofizikai és
Sugéarbiologiai Intézetben készilt — berendezésgegiométert (ALV GmbH, Langen,
Germany), egy didédalézer altal gerjesztett szigwidiézert (58-BLS-301, Melles Griot)
— amely 457 nm-es, véltoztathatd, de maximalisaf BN teljesitmény fényt
biztositott — és egy fénydetektort (H7155 PMT mediiamamatsu) tartalmazott. A
szort fény intenzitasat a megvilagitashoz kepest@ad meértem.

A dinamikusfényszords-méréshez a szintén a Bidfiziks Sugarbioldgiai
Intézetben kifejlesztettcorrel” program segitségével kaptam meg az autokorredacio
gorbéket. Megjegyzerid hogy az autokorrelacios gorbe lecsengése a sdec
diffaziés egydtthatojan kiviul figg aiiszer geometriai elrendezédéts a hasznalt
fényforrdsnak a mintaban mérbdtullamhosszatol. A geometriai paramétert polisktir
gombok segitségével végzett kalibracioval vettgeigmbe a program. Az &altalam
hasznalt oldatok térésmutatojat és a diffuzios #@bgidt befolyasold viszkozitast,
valamint a kdmérsékletet az autokorrelacios fiiggvények illesktés vettem
figyelembe.

A ,correl” altal szolgaltatott autokorrelaciés fluggvényékia Biofizikai és
Sugarbiologiai Intézetben kifejlesztett, maximumtrépia modszer alapu MEM”
illesztészoftver segitségével kaptam meg az autokorrelatiotdo komponensek relativ
gyakorisagat a hidrodinamikai sugar fliggvényébem ,gmbszei részecskék esetében
a tarolt tdmeg eloszlasfiggvényét mutatja. Az (sagk tekinthdt liposzémak
esetében a tomeg kozéldg a felllettel, igy j0 kozelitéssel a gomb#zegszecske
sugaranak négyzetével aranyos. igy a liposzomaktniéidrodinamikai sugar) szerinti
relativ gyakorisagi eloszlasat a kapott tomegefsszjorbe ¥ szerinti stlyozaséaval
szamitottam, ahol rlgposzéma hidrodinamikai sugafé0].

A csak liposzémat tartalmazé torzsoldatokat 6-szdngitas (PBS-sel) utan
mértem meg — igy kisebb zaj és rovidebb meérési nkllett hatarozhatd meg a
hidrodinamikai sugér.

A DMF-t, illetve glicerint tartalmazé mintdk ese&¥b tovabbi higitast nem

alkalmaztam, hogy ne befolyasoljam a méterehdszert.
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Az MP 9:1 aranyu PBS:DMF (liposzéma nélkuli) oldstd az MP
koncentracidjatol fug§ aggregéaciota szort fény intenzitdsanak véltozasa alapjan a
1,5 nM-35uM koncentraciotartomanyban vizsgaltam. Referenciak®,22um-es
szirével sirt desztillalt viz fényszoéras-intenzitasat haszarélt

Az adott szazalékban glicerint is tartalmazé vipédatok torésmutatojat és
viszkozitdsat az irodalomban talalhaté adatok atagzamitottam [61, 62]. A DMF-et
tartalmazo vizes oldatok viszkozitasédppler-féle golyds viszkozimétertghtaroztam
meg. Ennek eredménye: a 10 térfogatszazalékos D& @iszkozitdsa 22 °C-on
1,13+0,01 mPa-s. (Hibaként a szérast tlintettend felenti minta esetén.)

3.2.2. Abszorpcios spektrofotometria

Az abszorpciés mérésekhketutas spektrofotométert hasznaltam (Cary 4E UV-
VIS spectrophotometer, Varian). Atiseer linearis a 0,1-3 optikai denzitas (réviden
OD, méasnéven extinkcio vagy abszorbancia) tartoioa@myA mérések sordn mindig —
nemcsak a kulonbdzosszetefket tartalmazé MP oldatok 6sszehasonlitasakorjestel

spektrumot rogzitettem a 300—700 nm-es tartomangban-es lepéskozzel.

Az MP oldatok koncentracié-meghatarozdsaz OD és a dekadikus molaris
extinkcios egyutthato alapjanLambert—Beer torvéngegitségével végeztem. Az MPCI
extinkciés egyutthatéja DMF-ben ismert (397 nm-eé56116 molcm™) [63], az MPE
(Tobb torzsoldatot készitve, azokat eltdoncentraciora higitva mértem az OD-t a
bemért tdmeg alapjdn szamolt koncentracié flugguvaeye Erre a gorbére illesztett

egyenes meredeksé@éhataroztam meg a dekadikus extinkcids egyuttheatEket.)

3.2.3. Szobabimérsékleti fluoreszcencia spektroszkoépia, kddési paraméterek

meghatarozasa

A szobalémérséklei fluoreszcencia emissziés mérésekhez egy Fluo®log-
tipustu (FL3-22-es modell, Jobin Yvon S.A. HORIBA), gerjesztési €s emisszids
oldalon egyarant ket monokromatorral rendelk&zszkozt hasznaltam. A fényforras
egy 450 W-os Xe lampa (Osram XBO) volt. A detelgtikh gerjesztési iranyhoz képest
90°-ban fotonszamlalé lUzemmddban hasznalt fotaeleldokszorozé (Hamamatsu
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R928P) végezte. A gerjeézfény idbeli fluktuacioit, hullamhosszfludgintenzitasat
beépitett referenciadidda jele alapjan korrigaltAmemisszids oldal hullamhosszfifgg
korrekciojat a miszer korrekcios fajlja alapjan végeztem. (A dt#sekben erre a

miiszerre mint L2b hivatkozom.)

A kotédési paraméterek meghatarozasakor a mintakat 22 °Beallitott
szabalyozhatd dmérséklei mintatartéban rogzitettem. A mintakat 397 nm-en
(25189 cr!) gerjesztettem, az emissziés spektrumokat 600 &&nfh (16667—

15625 cnt) kozétt, 0,5 nm-es 1épéskdzzel vettem fel.

A kromoforok kobtdési paramétereinek meghatarozasara elterjedt oea
titrdlasos spektroszkopia. Jelen esetben a lipodkarkotott MP emisszios jelét mértem
agy, hogy valtoztattam a minta lipidkoncentracip@e az MP koncentracidja mindig
azonos volt. A lehetséges metodikai hibdk elkerilésdekében [64, 65] az
egyszeiisitett kobdesi paraméterszamitasok helyett a reverzibiligegylyi folyamatra
felirt tomeghatas toérvényébindultam ki:

(3.2) n[ﬁl—]f [ﬁMP]f =Ky [@Mp]b’
ahol n megadja egy lipidmolekulara etehetséges ,porfirinkdhelyek” szamat,Lf]; a
szabad lipidek koncentraci6jaMP]; a szabad,NIP], a kotott porfirinek szamaky
pedig a disszociacios allandd. Az ismeretlen szdipgdt és porfirinkoncentraciok a
mért minta lipidkoncentréciojal(]), illetve porfirinkoncentraciéja {IP]) segitségével,
n-et és MP],-t felhasznalasaval kifejez It

[mP],

, (ahol LL]pa kotott lipidek koncentracioja),

@3 [L], =[t]-[L], =[t]-

(3.4) [MP], =[MP]-[MP], .
A (3.2) képletbe visszahelyettesitve nyerjuk:

@) nlL]-LPk | el -[wel ) = , g,
Egyszetisitve és rendezve az egyenl¢kéP] ,-re:

(3.6) [MP]? +[MP], - ndL] -[MP] - K, )+ nfjL]dMP] = 0.
Az [MP]p-t kifejezve a masodfoku egyenlet megoldoképleapjah:
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(3.7) [MP], :%{n (L] +[MP]+ K, +/(ndiL] + [MP] + K )2 —4m[ﬁ|_][ﬂ|vlp]}.

Mivel [MP], < [MP], ezért csak a kovetkézyok lehet megoldas:

(3.8) [MP], :%{n (L] +[MP]+ K, —+/(ndiL] + [MP] + K )2 —4m[ﬂL][ﬁMP]}.

Ha feltételezzik azt, hogy a kotott porfirinek fetjgnek egymastdl — legalabbis
abszorpciés és emisszios valosizigeiket tekintve —, akkor a kotott MBHszarmazo
mért fluoreszcencia intenzitdas egyenesen aranfd®]p-vel. igy ismert MP
koncentracié mellett ismert lipidkoncentracio fuggyében meéfMP] ,—nek megfeled
fluoreszcencia jel gorbéjének illesztésével meghtpk a kobdést jellema
paramétereket n( illetve Kq). Az irodalomban gyakrabban hasznéljak aoé#ési
allandot K,) a disszociacios allandd helyett. EztKg = n/Ky 6sszefliggés alapjan

szamithatjuk.

A gorbék illesztéséDrigin 7 szofver (OriginLab Corporatiomjon-linear curve

fit funkciojanak segitségével végeztem.

3.2.4. Alacsony Bmeérseékleti fluoreszcencia mérések

FLN méréseket 3 kulonbézszkoz segitségével végeztem. A tovabbiakban L1-
gyel jelolt nagy felbontasu spektrométerben a getjefényforras egy Rodamin (6G)
590-et (Exciton Co.) tartalmazé hangolhaté fest&dé&Coherent 899-01, Coherent
Inc.), amelyet egy folytonos tizemmadu argon-iortgarimpalt (Coherent Innova 307).
Az emittalt fény hulldmhossz szerinti felbontasénokrométor (Jobin-Yvon THR
1000) végezte. A fluoreszcens fényt a gerjesztéayhoz képest 90°-ban egiithe®,
fotonszamlalé Gzemmaodban hasznalt fotoelektron®okgd (Hamamatsu R943-02)
detektalta. Az L1 spektrométer gerjesztésbeli kaitgat a fényforras hullamhossztol
flggo teljesitményének mérésével végeztem.

Az L2a jelzéssel hivatkozok a CD900 luminométgiEeinburgh Analytical),
amelyben a gerjesztésért egy 75 W-o0s Xe lampdelelts. A detektalasat a gerjesztési
irAnyhoz képest 90°-ban egy fotonszamldlé Uzemmwbdbasznalt fotoelektron-
sokszorozé (Hamamatsu R955) végezte. A gefjesst az emittalt fény spektralis
korrekciojat a gyartdo altal rendelkezésre bocsatkattrekcidos fajlok segitségével

végeztem.
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Az L2b luminométer megegyezik a szobatérseklei méréseknél (a 3.2.3.
pontban) ismertetett eszkbzzel.

Az L1-es rendszer spektréalis felbontdsa a gegesmidalon 0,1 nm, emisszios
oldalon 0,4 nm, az L2a, L2b rendszerek 0,5 nm-®feasuak mindkét oldalon.

A mintat mindharom esetben ugyanabban a zart rerigd®ymérsékletvezérelt,
héliumos kriosztatban helyeztem el (Cryophysics).

A mérés szempontjabol kulcsfontossagu az alacsafimérséklet hirtelen
elérése, hogy a szokahérséklei minta egy adott pillanatat rogzitsik. Ezért az
elkészult, glicerint is tartalmazd, kb. 1iDmennyiség liposzéma-mezoporfirin mintat
kozvetlenil az élzéleg 70 K limérsékletre ittt kriosztatba helyeztem. A behelyezés
kézben nitrogéngazt aramoltattam a nyitott krioketa, hogy elkertljem a légkéri para
lecsapodasat az ablakokon. A behelyezés folyanmiintatartd bmérséklete legfeljebb
100 K-re emelkedett. A minta behelyezése utan asktatot lezarva csdkkentettem
tovabb a Bmérsékletet 10+1 K értékre. A mérés soran a kr&wszt az értéket tartotta.
A spektroszképiai mérés utan a kriosztaimiérsékletét fokozatosan emeltem a
szobaldmeérsekletre, majd a mintat kivettem, és dileziem a minta épségét

dinamikusfényszoras-méréssel.

Az elbzetes mérések utan a kulonbdposzéma-MP mintdk mindegyikénél az
emissziés spektrumsorozatokat 600 és 640 nm (186625 cm?) kozott, 0,5 nm-es
lepéskozzel vettem fel, a gerjesztési hullamhoskrem-enként 555 és 585 nm (18018-

17094 cr?) kozétt valtoztatva.

3.2.4.1. FLN mérések néhany jellegzetessége

Az FLN spektrumok méréséhez, értékeléséhez, négdnez néhany
jellegzetességét figyelembe kell venniink.

1. A szakirodalomban talalhaté eddigi FLN méréseddményei a kovetkéz
feltételezéseket tamasztjak ala [45, 46, 48-54, 66]

a) Alacsony Bmeérsékleten a vizsgalt molekuladk fluktuacioi befattyyak
tekinthebk, gyors lités esetén a szohimhérséklei minta adott pillanata fagy be.

b) Alacsony Bmérséklet hatasara a homogén vonalkiszélesedéikkers
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c) Alacsony Bmérsékleten a molekulak gerjeszté&stainind az elektron-, mind
a vibracios allapotok tekintetében alapéllapotuak.

d) Az inhomogén kornyezet csak az elektronatmesretrgiakat perturbalja, a
vibracios atmeneteket nem.

e) Kulonbds kromoforoknal az ugyanazon nivok kozoétti abszdarpcilletve
emisszids valosziiségek allandok — fiiggetlenil a kdrnyezeti konforidtét.

f) Az inhomogén eloszlasisiségfliggvénye egy vagy egynéhany Gauss

fuggvennyel jol leirhatd.

2. Az FLN spektrumok mérésénél kétféle gerjesétdseszélhetiinkrezonans
illetve rezonancian kivili gerjesztéRezondns a gerjesztés, ha a ZPL-t gerjesztjik.
Ekkor pontosan azok a kromoférok gerjésirtek, amelyekre teljesil a

rezonanciafeltételn (f = ¢, ,, —€,, — tehat a gerjeszfény energiaja megegyezik az

el gerjesztett allapot valamely vibracidés energiagamek (=0,1,2,...) és a

(gerjesztetlen) alapéllapot energiajanak kulénbsgigéEbben az esetben lesz a
gerjesztés szelektiv, az adott kromofor—kérnyezehiexre specifikus. Rezonancian
kivuli gerjesztés esetében csak a PW-t gerjesidzéles (az inhomogén eloszlasban
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2000 A 561 nm

562 nm |
—— 563 nm A
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1000
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hullamhossz (nm)
8. dbra. A ZPL-t, illetve a PW-t ért gerjesztés koetkezményei a spektrumban

Kilonboz gerjesztési energiakon meghatarozott FLN spektkufkidlonbdz
szinek jeldlik ezeket az elt&spektrumokat). A ZPL-t ért gerjesztés miatt az
emisszios spektrumban megjelaronalak helyzete a gerjesztési energiaval

megegyed maodon tolddik. A rezonancian kivili gerjesztégipéte miatt a ZPL-ek
szuperponaldédnak a széles PW-4rarmazo savra.
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tobb ZPL-t atfed) PW-t ért gerjesztés esetében az elektron-fon@iolds miatt
szamos, de tobbnyire az 6sszes kromofor gefjeszt

A kétféle gerjesztésnek eltén kovetkezmeénye a spektrumban. A rezonancian
kivali gerjesztés a fent emlitettek miatt lényegeélgasonldo a szobaémeérseékleti
spektrumhoz: egy széles savot eredményez és faggatigerjesztési hullamhossztol.
Ett6l eltérven a ZPL-t ért szelektiv gerjesztések esetén — amikindig mas
alpopulaciok érintettek a kromofér sokasagbol -eausszios spektrumban megjalen
vonalak helyzete a gerjesztési energiaval megégyeadon tolédik. Ez lathato a 8.
abran. A rezonancian kivili gerjesztés jelenlétaetina rezonans gerjesztésbzarmazo
vonalak szuperponalddnak a széles PWdzarmazd savra — amely egy alapvonalat,
hatteret jelent a mérés szempontjabdl. A tovabhilsmértani elemzésben az elektron-
fonon csatolas savjait, a PW-t, illetve a rezonamckiviuli gerjesztésth szarmazo
spektralis jelet a jobb atlathatésag miatt az amakem tlintetem fel, a szévegben nem
targyalom, tekintsik ugy, hogy a spektrumokbdl neigy hatteret levontuk (ahogyan ez
a gyakorlatban is tortéenik).

3. A rezonans gerjesztés kovetkeztében kapott peéikat, valamint ennek a
kovetkezményeit a Kaposi-féle vibronik energiatérkép [66] révén tudjuk
legkénnyebben bemutatni.

0.0 sssscessee sssecEDEeS —

9.abra. A vibronik energiatérkeép.

Az abraA része a Gauss eloszlasu inhomogén kérnyezetbé&redgvorma
molekuldk Jablonski-féle energiadiagramjait mutagggmas mellé helyezve. B
részben a molekulakat a Jablonski-diagramjukbat éésktronatmeneti energiaik
szerint rendeztem. Az 4b@részében taldljuk az inhomogén kornyezetre jeliemz

gyakorisagi eloszladigisegfliggvényeét.

2 A vibronik (vibronic) elnevezés avibraciés-elektronikus (vibrational-electroniy kifejezéslsl
szarmazik, Ujabban a vibronikus kifejezést hasakalj
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Tételezzink fel az egys#dab targyalas kedvéért egy olyan inhomogén
kornyezetet, amely egyetlen Gauss-gorbével, 1”;&leleirhaté eloszlasu (egyndin
de dinamikusan valtozé kérnyezet — azaz homogénfokmacio allithatdé & a
homérsékleti fluktuaciok megszintetésével). Tovabbilezzik fel azt is, hogy a
kromoféroknak csak egy konformécidja van jelen -irdbmogenitas a kérnyezétb
szarmazik. Jellemezzik az egyes molekulakat Jakitdiegramjukkal. A kénnyebb
erthebség kedvéért csak nehany vibracios nivot tekintsivalamint a kdnnyebb
abrazolas miatt tekintsik az 6sszes kromofér egyementativ (az inhomogenitast
tovabbra is Gauss eloszlassal leird) kis elemszdnimfajat — ez lathaté a 9. abka
részén.

Ezt koveben rendezzik gondolatban (az alBarészén) a molekulakat a
Jablonski-diagramjukban |8velektronatmeneti energiaik szerint — ez a Kapéla-f
vibronik energiatérkép. A vibraciés nivok a sokdmfg azonos moédon futnak le
(,egymassal parhuzamosaknak tekindk&t, ugyanis a kornyezet a vibraciés szinteket
nem perturbalja (lasd 1.d feltételezés). Az igybaoendezett vibraciés gorbék (az
egyszefiseg kedvéért az abran tovabbra is csak néhany ulalekivorendszerét
tintettem fel pontokkal) mindegyike ugyanazt a k@meti inhomogenitast irja le egy
kumulativ eloszlasfiggvényangol elnevezésb roviditve CDF) formajdban. A
gyakorlatban jobban szeretjuk aiirisségfiiggvényt hasznalni — ezpektralis
siriiségfuggvénynekievezzik (spectral density function, SDF) — ez9.adbraC
részében lathatjuk. Az (1,0) vibraciés szintetdedtoszlasfiiggvénytkiemelt helyzete
miatt kilén névvel szoktak illetni: ez #azhomogén eloszlasfliiggvéfimhomogeneous
density function, IDB). (Az SDF-ek és IDF elkiilonitésének természetesak akkor
van jelentsége, ha az 1.d feltételezéssel nem élink.) A kéadéhogy hogyan kapjuk
meg ezt a kornyezeti inhomogenitast mutatd eloszlagaz az ennek megfdiel

elektronatmeneti energiaeloszlast az emisszidédrspeék alapjan.

% A (gyakorisagi) eloszlasfiiggvényeknek két tipusm:vkumulativ és isiiségeloszlas-fliggvény. A
révidebb ,eloszlasfliggvény” jelentése a kilonbdzdomanyterileteken eltér. Jelen dolgozatban att al
a diriiségfliggvényt értem.

* Az IDF és SDF elkillénitésének csak akkor van jékfge, ha nem teljesil az 1.d. feltétel (azaz a
kornyezet a vibracios atmeneteket is perturbalja. ildalomban az IDF helyett talalkozhatunk a
population distribution functioPDF) elnevezéssel is.
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Vizsgaljunk meg a vibronikus diagramon egy keskesayu gerjesztést és az
ennek hatasara létrej@spektrumvonalakat (10. dbra). A gerjesztést &l molekulak
mind az elektron, mind a vibracios allapotok tekidben alapallapotiak — (0,0)
allapotban vannak (lasd 1.c feltételezés). Innageigesztési energidnak megfélkeh
kerlilnek valamilyen gerjesztett allapotba. A vili&csavok az inhomogenitas miatt
atfedhetnek, igy kulénbézgerjesztési nivén léy kilonbod kromoférok ugyanazon
energian gerjesétinetnek. A Kasha-szabaly értelmében az emissziobarominden

esetben az (1,0) allapotbdl torténik az alap ebektivo valamelyik vibracios szintjére.

10. abra. A vibronik energiatérképnek megfeld FLN spektrumvonalak
szarmaztatasa.

Az adott gerjesztés hatasara (szurke sav) kuld@nibracios szinteken eli@r
molekuldk gerjesatinek. A vibracids relaxaciok utan (rovid kék ésamass nyil) a
molekulak (1,0) energiaszintje eldeiEzt koveben a molekulak fényemisszio révén

kilénb6s vibracios alapéllapotokba kerllhetnek. Az éltézinek aranya
megegyezik a csikos és sima csucsok esetén, deasggmképest el vannak
tolddva a spektrumban.

Az abrazolasbadl jol lathatd, hogy a kulonbBazbraciés szinteken ugyanazzal az
energiaval gerjesztett kromoforok (1,0) allapotu ergmja eltés, aminek

kovetkezménye, hogy a spektrumban elkulondthet
A kovetkedkben vizsgaljuk meg a kapott emisszios spektrumiadna

intenzitasat. Aze energiaju,4e savszeélességfénnyel (1k) nivora gerjesztett, (1,0)

—(0,i) atmenethez tartoz6 emisszios vonal interaitas
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(39) iy =K Oy WAy 0y By 00Ny
ahol K egy konstans|y a gerjesat fény intenzitadsaAqu o),y a8z adott atmenetnek
megfeleé emisszios, B0 az adott atmenetnek megfélelabszorpcios
valdsziriseg,Ny pedig az energigjude savszelességénnyel rezonansan gerjeszthet
kromoforok szama — azaz az inhomogén eloslaségfliggvényének érteke az adott
helyen. Visszatérve az 1.e feltételezésre: kiulohitkdamoféroknal az ugyanazon nivok
kozotti abszorpcios, illetve emisszids valésizdgek allandék — flggetlendl a
kornyezeti konformaciotol.

A vibracios nivok ,parhuzamossaga” és a Kashadyamiatt a kilonboa
energiaju gerjesztés hatasara a kulodhokracios szinteken lév— kilonbos (1K) —,
de ugyanazon molekulapopulaciébdl — azonos {0(@)0) energiaju molekulakbdl —
szarmaz6 emisszios spektrumvonalak intenzitdsa asabszorpcios valdstiségek
miatt tér el, tehat a vonalak amplitudoaranya kamst

Hasonlé kapcsolatot talalunk az ugyanarrol a getgst vibracios allapotbél az
alapdllapot kulonbdz vibracidés szintjeire visszatérmolekulak emissziés vonalai
kOzott — csak itt az emisszids valosEd@ég az eltér (ezt lathatjuk a 10. abran: az eltér
szinek aranya megegyezik a csikos és sima csussténg.

A fentiekl®l kovetkezik, hogy ugyanazt az inhomogén kornydzéiek le
barmelyik (0,0)»(1,k)—(0,i) atmenet segitségével, ugyanolyan alaki SR&punk,
csak konstans szorzoval eliéfaz abszorbcidos atmeneti valéségnek megfel8)
amplitudoval. Azaz a gerjesztési frekvencia valtatara a megfetel emisszids
vonalakban bekdvetkézantenzitasvaltozas csak az ado#nergiaju fénnyel rezonansan
gerjeszthdt kromoférok szamatdl fligg, ezért barmelyik megfelspektrumvonalsort
(amelyek a gerjesztéssel azonos modon tolédnakjgk@é@getve megkapjuk az

inhomogenitast leiré inhomogén eloszlasfuggvenye(t).

A gorbék illesztéséDrigin 7 szofver (OriginLab Corporatiomjon-linear curve
fit funkciojanak segitségével végeztem.

Az elté protonaltsagbol adédd kromoférok allapotainak ssdvharvin Beans
szoftver (ChemAxon Ltd.) segitségével vizsgéltam.viasgalandé porfirin kémiai

szerkezetét a programcsomitarvinSketchrészének segitségével rajzoltam meg és
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adtam meg a szamitasokhoz. Mindegyik protonalhatipart adott pH-hoz tartozo
protonalt allapotanak valés#iségét a calculation/protonation meni pKa parantsava
kaptam meg. (A program a molekula atomjainak pasddltéseildl szamol.)

Az MP-k és lipidek ,méreteinek” becslését az egysabs valo
dsszehasonlithatosag miatt ugyancsakMarvin Beans szoftverrel végeztem. (Az
irodalomban nem talaltam ugyanolyan moédon meghabéirdipid és mezoporfirin
geometriat.) A lipidlanc hossza igy kb. 1,7-2,2 fatanc hosszatol fugen), az MP-k
pedig kb. 1,4-1,7 nm atntgtiek (az értelmes legkisebb és legnagyobb &tkeér
figyelembe véve). A lipidek feji része (a nyaki i@dgl egyitt) kb 1,1 nm atmgii.
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4. Eredmények

4.1. Dinamikusfényszoras-méréseldh nyert informaciok

4.1.1. A mintak épségének elldinzése dinamikusfényszoras-meréssel

Amint azt korabban részleteztem, a liposzoméklBtasa tobblépds folyamat,
igy ebfordulhatnak szennyédések, hibak a készités soran. Az dabbzarmazo
tévedések elkerllése érdekében minden preparads alledriztem a liposzomak
méreteloszlasat. A DMF-et tartalmazé MP, valamigtieerin hozzaadasa, az alacsony
hémérséklet, valamint maguk a mérések, vagy akar aésnéditartama is
befolyasolhatia a rendszert, azaz a liposzomak telészlasat. igy minden
mintakészitési fazis utan megvizsgaltam a modalkeer épségét, illetve minden egyes
mérés elején és végén a minta egy részének fellasamal ellebriztem a liposzémak
azonos mitiségét, a minta homogén voltat. A szdmos DLS mélésbarmazo,
kilonbod feltételek melletti eredmény kozul néhany példhdéd a 11. és 12. abran.
Az eredmények kozll a kovetkikben leirtakat emelem Kki.

A liposzéméak hidrodinamikai sugar szerinti gyakags eloszlasa lognormal
eloszlast kovet. A minta atlagos liposzémanagysagatsugar szerinti eloszlas
modduszavaljellemeztem. Azokat a mintakat tekintettem jonak lgasznaltam a
tovabbiakban, amelyeknél azoszlas homogéwolt — az eloszlasgérbe 1 csucsot
tartalmazott a mért tartomanyban —, és a médusZeteigaz adott liposzomanal
elvartnak (a munkaim soran oOsszeallitott nehanyz sméntabdl rossznak itélt
liposz6mamintak relativ szdma 06t szézalék korut)vahz UH technikaval készilt
liposzémak atlagos mérete (sugaranak modusza)alhdd lipidosszetételeknél eltért.
DMPC esetén 12 nm, DPPC-nél 18 nm, mig DSPC-néhi@2volt atlagosan. Az
extrudacios modszerrel készilt liposzémaknal aagéd sugarméret megegyezett
DMPC és DPPC esetén — 24 nm —, DSPC esetén pedigm2@dddott. Az UH
technikaval készitett mintdkban a sugareloszlas useal az adott lipidosszetételre
jellemzs atlagos liposzOmameérstt legfeljebb 1,5 nm-re tért el, mig az extrudalt
mintaknal ez az eltérés maximum 2,5 nm. Az elosklagléertékszélességaz

ultrahanggal készitett liposzémak esetén 4,5-1i5mig az extrudaltaknal 4-8 nm
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k6zott mozgott. A 11. abran tdbb ultrahangos DPP@pgralas eredményét is
feltlintettem, szemléltetve a mintak reprodukalhégés és minimalis eltérését.

— — DMPC-ext
DPPC-ext

— — DSPC-ext
——DMPC-UH
——DSPC-UH
DPPC-UH
DPPC-UH

0,5 1

relativ gyakorisag

liposzémasugar (nm)

11. &bra. Az eltél dsszetedjii €s kulonbéd modon eballitott liposzomak
hidrodinamikai sugar szerinti relativ gyakorisagi doszlasa DLS mérés alapjan

Az extrudaciés technikavaldllitott liposzOmakat a szagatott, mig az UH-val
létrehozott liposzomakat a folytonos vonal mutaj®MPC, DPPC, DSPC
tartalmu liposzémakat rendre a piros, szurke villdték szinek jeldlik.

Mind a szobabmérséklei, mind az alacsonydmérséklei mérések esetében a
liposzomakhoZDMF-ben oldott porfirintadtam. A DLS mérésekbkapott liposzéma-
eloszlasban — a megnoveékwiszkozitassal vald korrekcidé utan — nem kaptam
szamotte¥ eltérést még a porfirint tartalmazé minta szdimaérséklei mérése utan
sem (a modusz és a gorbe félértékszélessége &dfeld illetve 4,5 nm-reldtt). Az
alacsony Bmérséklei mérésekhez a mintahgticerint is kellett adni. Ennek hatasara a
liposz6maeloszlas jellege tovabbra sem valtozothédusza legfeljebb még 1 nm-rel,
mig a félértékszelessége legfeljebb 2 nm-rel te &riogenikus mérés, majd utana a
felmelegités hatasara sem valtozott meg az elosziekre az esetekre mutat példat a
12. abra. Meg kell jegyeznem, hogy a glicerin mésgye néhany térfogatszazaléknyit
eltért az egyes mintakban (kis térfogatban nagykazitas mellett kellett a mintét
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késziteni), ami a spektrumokat nem valtoztatja no,a korrekcié szempontjabdl
lényeges viszkozitast szamottewn befolydsolja. Ezért, valamint a tomény mintatmia

ezekben a mérésekben nagyobb zaj mellett, nagyibhkai kellett szamolni.

11 DPPC
— DPPC+MP+mérés

c) - .
3 —— DPPC+MP+glicerin
g
S DPPC+MP+glicerin+FLN mérés
s 05
3
g

0 — al T T T T T

0 10 20 30 40 50 60

liposzémasugar (nm)

12. &bra. DLS mérésekbl kapott liposzémak hidrodinamikai sugar szerinti
relativ gyakorisagi eloszlasa kulonbo& hatasok esetén

Az UH-val frissen készitett liposzOmat szurke, a-M®tartalmazo, a kb. 3 6ra
idétartamu titrdlasos méreést kdgeh kapott liposzomat kék szin jeldli. A glicerin
hozzaadas utan mért eloszlast mutatja a piros gorigezolddel abrazoltam a

kriogenikus méreést kovékeloszlast.

Osszefoglalva: a liposzdémak meéretleoszlasa homaménadt, az eloszlas
moduszaban és félértékszélességében csak igealtagas tortént a mérések soran, igy
kijelenthetjuk, hogy a liposzomak nem karosodtak félseheten medgriztek MP
tartalmukat (ez utdbbirdl tovabbi eredmények aldek fejezetben talalhatok).
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4.1.2. Liposzomak lipidtartalmanak és a mintak lip@zomakoncentraciojanak

becslése

A dinamikusfényszoras-meérés eredményeit és azlimogalatokat felhasznalva
[67] (a lipidosszetétaidt fliggéen a ketbsréteg vastagsaga esetiinkben 4-5 nm, a lipid
feji részének” feluilete pedig 0,6-0,7 Ana (3.1) egyenlet alapjan 10 %-os hiban belll
megbecsilhetjuk aliposzémak atlagos lipidtartalmatés igy az oldatok
liposzémakoncentraciéjadz elté szénlanchosszusagu lipidosszéje\sUV-ok és a
liposzomak dlallitasi modszere alapjan csoportositott értékeketl. tablazatban

tuntettem fel.

1. tablazat. A liposzomak atlagos lipidtartalmanakes a liposzéma-torzsoldatok

V4

kulonbozé lipidosszetewk fliiggvényeben

A becslés a(3.1.) egyenlet alapjan a DLS meérések eredmeényeit fettdhsa
készdlt.

extrudacios @allitas ultrahangos &hllitas

DMPC DPPC | DSPG DMPCDPPC| DSPC

atlagos lipidtartalon

(Iipidmolekulaszém] 19-1¢ | 1,916 |1,9-16(45-16|1,0.14|1,4-18

liposzoma-

koncentraciogM) | O'7° 0.71 067 3.2 1,4 0,9

4.2. Kotédési paraméterek meghatarozasa

A kotodesi paramétereknek a 3.2.3. pontban leirtak gszesramitasanal
feltételeztik, hogy a kotott MP molekulak egymadtidgetlenek, abszorpcios, illetve
emisszids valosziiségeik megegyeznek. Ennek megfiadal a mérések soran olyan MP
koncentraciot kellett hasznalnom, ahol az MP feleZheten monomerformaban van
jelen. Az aggregatumok jelenlétét kulonBadP koncentracidju 9:1 aranyd PBS:DMF
(liposzébma nélkuli) oldatban vizsgéltam a szortyfémenzitdsanak valtozasa alapjan.
Annal a koncentracional, amelynél a szort fénynnitdisa meghaladta a referencia

oldatét (a niszer zajszintje) aggregaciot tételeztem fel. Az M#detében ez kisebb
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koncentracional kovetkezett be, mint az MPCI-néin&l a maximalis koncentracional,
ahol az MPE esetén aggregaciét még nem tapasztadtigynnagysagrenddel kisebb
koncentraciét hasznaltam a &fdési paraméterek meghatarozasara. A kisebb porfirin
aggregatumok (példaul dimerek) jelenléte igy serhaté ki teljesen, azonban ez csak a
liposzémat nem tartalmazd mintat érintheti, hisagnirodalmi adatok alapjan tudjuk,
hogy a porfirinek liposzémaba valo Kdése dlsegiti a monomerizaciot [21]. Ezek

alapjan a titralasos mérések soran monomer kaifitipeket tételezhetiink fel.

1,04 g
—wpcl / " MPE ---
/ = DMPC
j = DPPC
/ = DSPC
0,54 / szabad

“ MPCI

norm. relativ intenzitas

0,0

1 ' ) & 1 o 1 * 1)
600 610 620 630 640
hullamhossz (nm)

13. abra. Az MPE és MPCI normalizalt fluoreszcenci@misszids spektrumai
szabad és telitett MP-SUV oldatok esetében

A fluoreszcencia emisszios spektrumok szébadrsekleten, 397 nm-nél gerjesztye
késziltek. Az MPE tartalma mintakat szaggatottVi@Cl tartalmuakat folytonos
vonal jel6li. A DMPC, DPPC, DSPC 6sszeigiyminak rendre piros, z6ld és kék|

szinmek. A szabad MPCI-t szlirke szinnel 4brazoltam.

A titralasos fluoreszcencia spektroszkopiai méredeértékeléséhez dls
lépésként megvizsgaltam, hogy a kulonbdisszetétdl liposzomak esetén hogyan
valtozik a spektrum az eli@rkémiai szerkezét MP kotdése hatadsara. A 13. abra
mutatja az MPE és az MPCI normalizalt fluoreszcamsgektrumaiszabad(liposzoma
nélkali), valamint telitett (nagy liposzémakoncentracié — igyMP] = [MP]y)

porfirinoldatok esetében. Lényeges kilonbség, gy a szabad MPCI spektruma jol
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mérhet, addig az MPE fluoreszcencia jele nem detektali{atd abran ezért nem
tuntettem fel). A kotés hatasara a kulonbbépidosszetedtol fliggé mddon a spektrum

a nagyobb hullamhosszak felé tolodott. Az MPE édM&LC| kozott tapasztalt eltérés
miatt a spektrumok kiértékelése kissé éltaregoldast igenyel a kétféle mezoporfirin

esetében.

4.2.1. Az MPE kotidési paramétereinek meghatarozasa

MPE-DMPC

2000+

1500+

10004

relativ intenzitas

5004

1 v 1 v I M ] N I
600 610 620 630 640

hullamhossz (nm)

14. abra. Az MPE fluoreszcencia emisszids spektrumallandé MPE, de
valtozo lipidkoncentracié mellett

A fluoreszcencia emisszios spektrumok szébadrsékleten, 397 nm-nél gerjesztye
késziiltek allandé MPE (1,7*1®1) és valtoz6 DMPC koncentracié (0-0,4mM)
mellett. Az eltéé lipidkoncentraciot jelzik a kilénbézszinek. A nyil az MPE
kotbdésének hatasat szemlélteti.

Tekintettel arra, hogy a szabad MPE nem ad fluocessz jelet, feltételezhetjik,
hogy az MPE titrdlasos mérése soran detektalt dhmmencia intenzitas folyamatos
novekedése a kotott MPE eredménye. A 14. abranaké&bpen az MPE-DMPC
esetében kulonbéz lipidkoncentracio mellett mért fluoreszcencia dpakokat

tintettem fel. Amennyiben egyféle (vagy tobbfélee @ mérés szempontjabol
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megkulonboztethetetlen) Kitelyet tételeziink fel, akkor az adott hullamhossaemt
fluoreszcencia intenzitasnak I) ( ardnyosnak kell lennie a kotott porfirin
koncentracidjaval ({1B]y), tehat felirhatjuk a kovetkézsszefliggést:

(4.1) 1 (A) = m(A) [MP],,
ahol m(A) fuggetlen a lipidkoncentraciotol, csak a spektralakjara jellemé. A (4.1)
egyenlet két kulonbdilipidkoncentracio ([]1 és L]2) esetén:

(4.2) Iy (A) =m(A) [MR],,

(4.3) (A = m(A) [MR],.
A két egyenlet hanyadosat véve, és rendezve dz edstben meért fluoreszcencia
intenzitasra:

m(A)[MR],

(4.4) I[L]l(/‘) = I[L]Z(A)W

= k],z I [L]Z(/‘) )

ahol ki >, a kulonb6s lipidkoncentracional lev kotott [MP] aranya. Ha barmelyik
lipidkoncentracio esetén referenciaként a maximdilisdkoncentraciohoz []max
tartozé intenzitasfiggvényt hasznaljuk, és figyddemvesszik a hatteret egy C
konstanssal, akkor a kovetkedsszefliggéshez jutunk:

(4.5) 11(A) = kil mex(A) +C,
ahol ky; megadja az adotMP], aranyat azl]maxhoz tartozo MP]y,-hez viszonyitva.
Ezzel az atalakitassal egyabrazolasi mods értelmet kap: egy adott lipidkoncentracio
esetén a hullamhossz fuggvényében mérimenzitasokatl( (1)) abrazoljuk a mindig
megfeleb hullamhosszhoz tartozé maximalis lipidkoncentraéldmérhet intenzitasok
(Iiymax(A)) flggvényeben. Roviden ezlgmadA) — lyy(A) figgvény, amely az eddig
feltételezések szerikt ;) meredeksépegyenest eredmenyez. A 15. abra szemlélteti ezt
az abrdzolasi modot. Az abra A része a szokasemdgrést mutatja: kiulonbdz
lipidkoncentracid mellett mért intenzitast a hulldmssz figgvényében. A C abrarész is
hasonlo, de 90°-kal el van forgatva a maximaliglkpncentraciéhoz tartozé spektrum.
A kiilonboz liposzomakoncentraciokhoz tartofmadA) — ljy(A) egyeneseket a 15.

abra B részén tiintettem fel.
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15. abra. A titralasos spektrumok Uj abrazolasi méghnak szemléltetése

Az abraA része megegyezik a titralasos gorbesorozattatyyaduw az €iz6 abran
lathaté volt. AC rész az élzéek kdzil a maximalis liposzémakoncentraciohoz
([L] may tartozé spektrummal azonos, de 90°-kal elforgava rész az Uj
abrazolasi mod, ahol (azsebeknek megfelélen) azA ésB rész spektrumainak
ugyanolyan hullamhosszhoz tartdzgmadA) — Ijy(4) figgvénye lathato. (A
megfeleltetést mutatjak a szaggatott vonalak: eziekikét esetben a 620 és 621,b
nm-hez tartoznak

A 15. abran bemutatott () abrazolasi méddal tiemettfel a 16. abran a
kilonbo® lipidosszetétél SUV-MPE mintak jellem& gorbeéit és az azokra illesztett
egyeneseket egy adott lipidkoncentraciongh*() megfeleben. Az abran jol lathato,
hogy a DSPC esetében az adatok kgskot képeznek (hiszterézisiik van), eltérve az
illesztett egyeneét. (Hasonlo gyanu felmeril a DPPC esetében is, B&MBC esetén
ez soha nem latszott.) Ezt csak ugy magyarazhakjoly feltételeziink két elt@r
egymastol fliggetlen — egymas kotését nem befolgasel ,kotohelyet” a

liposzdmakban. Ez természetesen kétféle kotésndidlaeredményez. Azonban ezen
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abrazolas alapjan sincs olyan paraméter, amivebtéh&lyeket kvantitativan kilon
jellemezhetnénk. (A klasszikus kdesi gorbe abrazolasakor pedig egyaltalan nem
latszik a kulonbség, amint ez a 17. abran lats&kzégrt aKy meghatarozasanal ugy

jartam el, hogy a hurkoknak megféldtlagos ertékeket szamitottam.

MPE

hyy+ ktldnb6zé hullamhosszokon

T T T Y 1
1000 2000 3000
liymax ugyanazon a hullamhosszon, mint
l[,_]. a masik tengelyen

16. abra.l jmax(4) - I[y(A) fuggvenyek kildnbds liposzomaknal MPE esetén

Az Uj dbrazolasi méd szerint tintettem fel egy atipidkoncentracional
([L]* = 65uM) a kilénbod 6sszetedjti (DMPC: piros, DPPC: zdld, DSPC: kek)
liposzomakra vonatkozo gorbéket. A szaggatott \adnak adott pontokra illesztett
egyneseket mutatjak. Az egyes gorbéket a jobb @fitiletség kedvéért
egymashoz képest a flijgges tengely mentén eltolva abrazoltam.

Az Uj abrazolasi médot hasznaltam arra, hogy aeggyenesek illesztésével a
kilénboz lipidkoncentraciokhoz [[]) azokki; ertekeit rendeltem. Az igy tdbb pontbol
meghatarozotky; érték jobban becsli aMP], értéket, mint az adott koncentraciohoz
tartoz6 maximalis fluoreszcencia-intenzitds egyetlatéke. Az (atlagos) kédési
paraméterek meghatarozasat a maodszereknél isniert@i®)ras egyenlet illesztése
alapjan végezhetjik el. A kiitesi gorbe illesztése igy B][- ki fliggvényre tortént az
n, K¢ és a MP]t helyettesi6 k4 (telies kobdést jellems érték) illesztend

paraméterekkel.
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A k. ismeretében &k, értékek visszaszamolhatok az adott liposzoma-
koncentraciohoz tartoz6 MP], értékekre, ugyaniski.y az ismert, bemért MP
koncentraciéhoz ([MP]) tartozd érték. Ezzel kapjoleg a[L] —[MP]p klasszikus
kotodesi gorbét (17. abra) és a végtesztéssel amn ésKyparamétereke. Ezen adatokat

a 2. tdblazat mutatja. A kiitési gorbe 1 kéhelyre jellem3 tipikus alakot ir le.

18049 = D —m———-

% 100 - £ - MPE-DMPC
g A
= - —— MPCI-DMPC
467
0_
0 10 ' 20 30 40 50
[L] (M)

17. dbra. A MPE és MPCL kotidési gorbéi azonos lipidosszetéiel
liposzomanal (DMPC)

A kllonboz kiértékelési médok eredményeképpen kapott illesiiértekeket
elté szimbolumokkal abrazoltam. Az MPCI-nél a gorbetatariletl®l szamitott
értékeketr ésv (a 2 Gaussnak megfedein), az Uj kiértékelégbszarmazo
pontokatO szimboélumok mutatjak, az MPE esetén pedigjal jelzi az Uj
kiértékelési médsze#bszarmazo értékeket. Az MPE (szagatott vonal) 8<M
(folytonos vonal) illesztett kétlési gorbéit jelzik a vonalak.

2. tablazat. A fluoreszcencia titralasos moédszer edmeényeilsl szamitott
kotédeési paraméterek a kilénbod MPE-SUV rendszerekben

n: az egy lipidmolekulara éslehetséges porfirinkéhelyek szama, 1/n: egy
porfirinmolekulara e$ lehetséges lipidmolekulak szam¥&, a disszociaciog
allando,Ky: a kotdeési allandoK,=n/Ky)

DMPC [14] DPPC [16] DSPC [18]
MPE MPCI MPE MPCI MPE MPCI
n 0,0083 0,0037 0,0044 0,0026 | 0,0079 0,0038
+0,0026 | +0,0012 | +0,0008 | +0,0005| +0,0013 | +0,0006
1/n 120 270 227 387 127 263
Ke(nM)| 30 £10 52 +16 28 +7 53 +13 3319 15 +4
Ko M| 2,8x10° 7,1x10° 1,6x10° 4,%10' | 2,4x10° 2,5x10°
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4.2.2. Az MPCI kobdési paramétereinek meghatarozasa

Az MPClI-re jellem? kotodési gorbék és kétiési paraméterek meghatarozasa
nehezebb feladat, mert a szabad és kotott allapakokmegfelel fluoreszcencia
spektrumok atfedik egymast. Ebben az esetben @é&sit gorbe élallitasara kétféle
megoldast alkalmaztam.

A
1500 ?
MPCI-DMPC ;

10004

relativ intenzitas

500+

T T T T T N T v T
600 610 620 630 640

hullamhossz (nm)

500+

relativ intenzitas

. , . , . .
600 610 620 630 640
hulldmhossz (nm)

18. abra. Az MPCI titralasos spektrumai és azok i#sztése

Az abraA része a szobémérsékleten mért fluoreszcencia spektrumokat (387 1
nél gerjesztve) mutatja allandé MPCI (1,5*M) és valtoz6 DMPC koncentracié
(0-0,4mM) mellett. A nyilak és a folytonos kék géklbaz MPCI kdidésének
hatdsat szemléltetik.

Az abraB része egy adott koncentracional faeszen piros szagatott) a spektrum

3 Gauss-gorbével (kék folytonos vonalak) valo faelidsat mutatja (a fekete
folytonos vonal a Gau-gorbék 6sszegét, mig a z6ld az illesztési reziduyehili).

Az egyik megoldas, hogy a titralds soran felvetiofeészcencia-intenzitas
gorbéket felbontjuk komponensekre: 2 komponens {agpkenyebb és egy szélesebb
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Gauss) a kotott MPéb, és 1 a szabad MRsb szarmazik. Ennek megfeten a
spektrumokat 3 Gauss-gorbével illesztettem, amelyékhatd értékét és szérasat
rogzitettem az egyes mintasorozatokban. (Az ilsssthez ékz6r a liposzomat nem
tartalmaz6 oldatbdl hataroztam meg a szabad puorék megfelédl Gauss-gorbe
paramétereket, majd a maximalis lipid koncentrécdat jeléldl a tovabbi jellemé
értékeket.) A 18.A és B abran lathatd, hogy a kpittentracié emelkedésével hogyan
valtozik a spektrum és a kotétt MP mennyisége (@kdmyebb ,kotott” Gauss-gorbe
szerint), valamint hogyan tortént az illesztés eglott esetben. Az igy felbontott
spektrumokban a kotott porfirinre jellethmindkét Gauss-gorbe alatti tertilet ardnyos a
[MP], értékkel, igy mindkett hasznalhatjuk mint a lipidkoncentracio flggvengét
(3.8) 6sszefliggéssel valo illesztéshez. A ,végtelentsdti terilet felel meg a bemért
[MP]-nak — ennek alapjan ujraskalazhaté asdési gorbe, és meghatarozhatoknais
Kqértékek (lasd al7. abra tres haromszogeit).

A kotodési gorbe megszerkesztésének masik megoldasa \@esaatértem az
MPE esetén alkalmazott gondolatmenethez. Addé@ghez tartozoky; értékek
szamitasahoz modositanunk ke(#ab)-6s 6sszefliggést ugy, hogy figyelembe vesszik,
hogy a szabad porfirin (ami a kiinduladsi koncentsa¢g) hanyada) is noveli a
fluoreszcencia intenzitdst. Enélkil az U] 4brazulddban természetesen hurkokat
kapunk a szabad porfirinjel miatt, de ezt kivonhlataz eredeti spektrumbél. Ezért a
maodositott egyenlet a kévetkigeppen alakul:

(4.6) (1I13(1) = C) =A(l 000 M) = C) =k ) 1y (A)
ahol 0< g < 1 éslgzanagd) a lipidmentes MPCI oldat spektruma. Ha a szalmtirmbél
szarmaz6 jel megszabadulunk, akkor juthatunk csak az MPE-nél6a abran
bemutatott egyenesekhez. Ezért a C és q értékgketaltoztattam, hogy a pontokra a
lehet legnagyobb korrelaciés egyitthatéval lehessenreggtdlleszteni. A kiértékelés
tovabbi Iépései megegyeztek az MPE esetén leiftakkd?. abra Ures korei jeldlik az
igy kapott eredményeket.

A ketféle kiértekelésid kapott pontokra egyuttesen illesztett dadsi gorbe
lathaté a 17. abran piros szinnel, a okiési paramétereket pedig a 2. tablazat

tartalmazza.
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4.3. Alacsony lémérsékleti fluoreszcencia mérések

4.3.1. A modellrendszer FLN technikaval val6 vizsdghatosaganak feltételei

Az MP liposzOmaba kdtéseének, a kéhelyek eloszlasanak FLN-nel tortén
vizsgélatdhoz néhany koérllményiattesen meg kellett vizsgalnom. Nevezetesen a
kovetkedket: a modellrendszer nem kéarosodik-e az alacsaitgélséklei mérés
kovetkeztében, illetve milyen valtozast okoz a samiben a glicerin, a kromoférnak
hanyféle allapotat tételezhetjuk fel, és hogy egy@h felbonthaté-e a

szobaldmersekleti spektrum.

Az alacsony Bmérsékleten a rendszerben bekoveikeAltozasokat DLS
meérések segitségével vizsgaltam — ennek eredmémykit.1. fejezet a korabbiakban

tartalmazta.

A rendszer karosodasanak meégéke érdekében, és amiatt, hogy a mintanak
atlatszénak kell lennie a gerje§zs emittalt fény szempontjabdl, a glicerin hozzéad
a mintahoz elkerulhetetlen. Kulonkibrérfogatszazaléknyi glicerint tartalmazo mintak
atlatszosagat néztem (sajat szemmel) 70 Kiteeh A kb. legaldbb 35% (v/v) glicerint
tartalmazé mintak voltak atlatszéak. Az FLN mérdgétlkkapott eredmények tehat
glicerin tartalmu mintara érvényesek. Szamunkrangdges kérdés azonban az, hogy a
glicerin hozzaadasa megvaltoztatja-e az MP odkédét a liposzOmaba. Erre
szobalbmeérséklei fluoreszcencia spektrumok felvétele alapjan a Wa@képpen
probaltam kovetkeztetni. A 19. dbran megfigyelhetjtiogy az ugyanolyan MP (és
DMF) koncentraciéju MP-SUV és MP-SUV—glicerin minsgektruma nem tér el
egymastol, ezzel szemben a liposzOmat nem, de 48érigt tartalmazd minta
spektruma eltér ezekt

A bemutatott eredmények alapjan azt a kovetkeztetéshatjuk le, hogy a
glicerin nem valtoztatja meg szignifikansan az Mi@szomaba kétését, a liposzoma

MP tartalma megmarad.
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relativ intenzitas

| M 1 o 1 ¥ I = 1 = 1
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hullamhossz

19. abra. MPE szobaldmeérsekleti normalizalt fluoreszcencia spektrumai a
glicerin hatdsanak tanulmanyozasara

A fluoreszcencia spektrumokat szoBatérsékleten, 397 nm-en gerjesztve
rogzitettem (csokkdénhullamhossz fiiggvényében). A MP-DPPC mintat a(k¢k
gorbe jeldli (abra also része). A korulbelll 40%v\glicerint is tartalmazé MPE-

DPPC mintét lila szinnel, mig az I. és Il. spektémak kilonbségét (11-1) piros
szinnel abrazoltam (abra félssze). A liposzoméat nem, de 40% (v/v) glicerint
tartalmaz6 MP minta spektrumat a szaggatott vaiail

Az FLN mérések értekelesénél lenyeges kérdés ap, dadluoreszcens jelet ado
kromofornak tobb allapota van-e a mintdban, ugyanisért inhomogenitas egyarant
szarmazhat az eli@kornyezeti konforméaciokbdl és a kilénkbdaomoforallapotokbadl.
Esetlinkben az MPébszarmazo esetleges inhomogenitasnak két oka: laH@bmofor
aggregacioja, valamint az MPCI-nél lehetségesdetigstonaltsagi allapotok.

Kisérleteink elején szamos kulonBokIP koncentracioju mintat vizsgaltam a
becsiilt telitési koncentracié koérnyékén és a felbtt 1 nagysagrend tartomanyban.
Feltételezhetjuk, hogy a telitési koncentraciotfedekiilonbd? aggregaltsagi allapotu
(monomer, dimer..., multimer) MP-ek eldémardnyban vannak jelen a kulonboz

koncentraciok esetén, legalabbis a szabad (nenttkgudrfirinek esetében (mint azt
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koradbban is emlitettem, ismert, hogy a porfiringdo$zOmaba kédése dlseqiti a
monomerizcidjukat). Amennyiben a liposzoéméba kopatrfirinek esetében is jelen
vannak a kulonbdz aggregatumok, ez meg kell nyilvanuljon a koétott -Nék
megfeleb felbontott spektrum valtozasaban. A 20. abra iéslMP koncentracié 4-
szeresét (I-gyel jelolt) és 2-szeresét (ll-vellgltartalmazé MP—-DPPC mintakat mutat.
A spektrumban kénnyen elkulonitbets azonosithatd a felbontatlan és felbontott
spektrumrész. A nagyobb hullamhossznéb llbontatlan szakasz a szabad porfirinnek
felel meg. Ennek a spektrumszakasznak az alakjdtmlboz aranyban jelen lévMP
aggregatumok miatt elt@®koncentraciéknal megvaltozik. A felbontott spekisrzakasz
mutatja a liposzémahoz kotott MP-t. Azabvel ellentétben azonban ennek a résznek
az alakja ugyanolyan marad az dit&oncentraciok esetében — mint ahogyan azt jol
megfigyelhetjik az abra kiemelt részében a medfdiebaris transzformaciok utan. Az
eredmények alapjan tehat azt mondhatjuk, hogy tmebtt részbl szarmazo IDF-re

nincs befolyassal az aggregalt MP.

4000 -

3000 -

2000 -

relativ intenzitas

1000 -

nem felbontott rész : felbontott rész

T L4 T b4 T % T L
635 630 625 620 615
hulldamhossz (nm)

20. abra. Kulonboz MP koncentraciéju MPE-DPPC mintak FLN spektrumai

A telitési koncentracional 4x (1l., kék) és 2xgiros) nagyobb MPE koncentraciof
tartalmazo mintak FLN spektrumai 10 K-en, 573 nngegesztésnél L1-es
fluoriméterel mérve. (Az abran csokkehullamhosszskalat hasznaltam.) A

szaggatott vonal a felbontott és nem felbontott hegarat jelzi. A kiemelésben a

normalizalt (ezt I*-gal jeleztem) felbontott részsdehasonlitasa talalhatd a két
spektrum kulonbségével (lI-1%).
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Az MPCI eltéB protonaltsagi allapotairdl a Marvin Beans progrszimulacioi
alapjan kaptam informéciét. Ez azt mutatta, hogys@H felett a kérdéses csoportok
deprotonalt allapotban vannak. Mivel a méréseket-e8, pH-n végeztem, ezért
allithatjuk, hogy a mintaban csak az MPCI depraitadiéapotai voltak jelen.

Ezek alapjan kijelenthetjuk, hogy a mintaban jEled inhomogenitas, és igy az

IDF komponensei, a kdrnyezeti konforméaciok eredneeny

Mint az a kovetkedkben targyalandé eredmeényeékbkiderll, sikerllt a
szobalbmérsékleti spektrum felbontdsa és d@bla kornyezeti inhomogenitasokat

jellemz6 IDF megalkotasa.

4.3.2. Az inhomogeén eloszlasfiiggvény (IDF) meghataasa

Porfirin-liposzoma rendszeren FLN méréseket mén négeztek, ezeért kevés
kezdeti informacioval rendelkeztem. E&ldépésként tehat meghataroztam azt a
gerjesztési és emisszios hulldamhossztartomanyt,aabpektrum felbontasat és az IDF
mérését elvégezhetem. A szikségeémeatbs méréseket a nagyobb felbontasu L1-es
luminométerrel végeztem el.

A szelektiv — azaz csak egy adott energiadatmenetihdelked
molekulapopulaciot éribt — gerjesztés a leglényegesebb a medfelptriesztési
hullamhossztartomany kivalasztasanal. Ezen kivilidszetesen a lelédiegjobb jel/zaj
viszony elérése a cél. A szelektiv gerjesztés sglekiele, hogy a spektrumban észlelt
rezonans vonalak (ZPL-ek), vagyis amisszidés csucspla gerjesztési frekvencia
valtoztatasaval egyenes aranyban toldédnak el. Asszinds €s gerjesztési tartomany
szélességét ugy kell megvalasztani, hogy az legatddkora legyen, hogy lefedje a
vibracios inhomogenitas energiatartomanyat — azafjess IDF meghatarozhat6 legyen.
Az emissziés spektrumban ezt a tartomanyt tudjlbofegani — ebben a tartomanyban
kapunk keskeny fluoreszcenciacsucsokat. A gerjgeszr&mpontjabdl pedig ebben a
tartomanyban tudjuk végigkdvetni egy jellefnzsics ,megjelenését” és gtesét”.
Szamos gerjesztési és emisszios spektrumsorozaitésg utan az optimalisnak az
adodott, amikor a gerjesztési hullamhossztartomab-585 nm-nek (18018-17094
cm?), a megfeldl emisszids tartomanyt pedig 600-640 nm-nek (1666624 cn)

vélasztottam meg.
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Az IDF eballitasanak alapja az adott kornyezetnek medfel@lmeneti
energiaval rendelkézmolekulak relativ szamanak meghatarozasé3.8) osszefiiggés
alapjan tudjuk, hogy ez az emittalt fény intenzAtéd aranyos. A modszerekben
leirtaknak megfeléen Ggy kaphatjuk meg az IDF-t, hogy a gerjesztéskvenciat
(energiat) egy adott tartomanyban valtoztatva gegetessel azonos mértékben tolodo
megfeleb emisszids csucsok intenzitasat kdvetjik nyomohdezltolddast lathatjuk a
21. 4bran). A kilonbdz(1,k)—(0,i) atmeneteknek megfetebmisszids csucssorozatok
ugyanazt az eloszlast irjak le, de étabszorpcios atmeneti valésisegeik miatt egy
konstans szorz0 eltéréssel (22. abra). Végll tahisszios csucssorozat egylttesével
kapjuk meg az IDF-et (23. &bra). Az egyes csucgsbrosucsait a megfetelibracios
atmenetre jellenz wip n=Vi—Vexc hulldmszammal jellemezhetjik (hiszen ugyanannak az
atmenetnek az eredményei), almgl. a gerjesztésiy, pedigaz ehhez tartozé emisszios

hullamszam.

2000 MPCI-DSPC

1000

relativ intenzitas

| " 1 3 I ¥ T L I
600 610 620 630 640
hulldmhossz (hm)

21. abra. Az emisszios spektrumcsucsoknak a gerjééz hullamhosszanak
valtoztatasara létrejove eltolédasa

Egy MPCI-DSPC-glicerin mintan kulonbégerjesztési hullamhosszaknal,f,
eltén szinek) 10 K-en rdgzitett emisszids FLN spektruatahutat az abra. A
gerjesztési hullamhosszal azonosan tolod6 emissgifssok ugyanazon vibracios
atmenetre jellentek. A Wi, jelzi az erre az atmenetre jellebrgerjesztési és
emisszids hullamszamkilonbséget.
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A kiértékelést a gyakorlatban (a kulonBoluminométereknél egységesen) a
kovetkedképpen végeztem. &z6r minden spektrumonhullamhossz-energia
konverzidthajtottam végre. Majd a hattér (disaer zaja és a PW) szamitasahoz minden
spektrumot emisszids csucsainak szama +1 (a hdRauss-gorbével illesztettem,
rogzitetlen paraméterek mellett. (10 K-en, és aigls spektralis felbontasok mellett
mind a ZPL, mind a PW alakjat Gauss-gorbével kitizediiik.) Az igy kapott hatteret az
egyes spektrumokbdl levontam. Ezt kéeat az edz6 illesztéslbl szarmazo ugyanazon
Wip hulldamszdmua csdcsokhoz tartozé Gauss-gorbék segiés atlagoltam és
rogzitettem. Ezekkel a rogzitett szorasu Gausséhdidd illesztettem Ujra a csucsoknak
megfeleben a spektrumokat. Az igy illesztett emisszios sskat két rogzitetlen
valtozoval jellemeztem: a csucs helyw)( valamint a csucs alatti tertlet,)(—, ez
utobbi a teljes intenzitassal aranyos. Az azomgs hullamszamu csucsokbol igy
képeztem as,— |, flggvényeket. Ezeket mutatja a 22. 4bra. A flgge&atgorbe alatti
terletiik reciprokaval sulyoztam. Az eredményuldtaponthalmaz a mért inhomogén

eloszlasgorbe (IDF), amit a 23. abra mutat.
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22. abra. A kUlonbd® Wi, hulamszamu csucsokhoz tartozd,— |,
eloszlasfliggvények

Az egyes vibraciés atmenetekhez tartogé |, eloszlasfliiggvéenyek (kulonbdz
szinnel és szimbolummal jeleztem az abran) a geégishullamszam valtozasaras
bekdvetke# emisszids hulldamszam- és relativ intenzitasvaidddetkezmenyei.
Az azonosWi, hullamszam értékeket azonos szinnel és szimbélummal jele
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23. abra. Az inhomogén eloszlasfliggvény és a réelktheb Gauss-gorbék

A szines szimbolumok a kulonkibzibraciés atmenetekhez (kilonkBogzin és
szimbolum) tartozd,,— I, normalizalt eloszlasfiggvényeit (az egyes
eloszlasfuiggvények ugyanazzal a szinnel és szimimal vannak jeldlve)
mutatjak. Ezen pontok 6sszessegere illesztett gaiglBF (folytonos fekete vonal)
A szaggatott vonalak az IDF-re illesztett Gausbgket abrazoljak.

4.3.3. Az ktilonbds luminométerek 6sszehasonlitasa, a ,kvazi-FLN” teahika

Bar az L2 (a és b) luminométerek spektralis fethsa kisebb, mint az L1-é —
ezért hasznalhatjuk erre a technikargkeazi-FLN” elnevezést —, azonban az IDF
meghatarozaséra ez a technika is alkalmas.

A ,kvazi-FLN” méréseknek tobb éhye is van. Az egyik leglényegesebb, hogy
kikliszOboli a festéklézernek (és igy az L1-nek)ahttranyat, hogy a festék csak egy
adott tartomanyban gerjesztheEmellett a festéklézer tovabbi hatranya, hogyttihi
szamitdsa bonyolultabb korrekciés megoldasokat ygjénAz L2 berendezésekkel
kapott szélesebb csucsoknakmgle is van: a fényintenzitas additiv tulajdonsagatim
nagyobb fluoreszcenciajelet kapunk, igy jobb leszjekzaj arany is. Igy ha
megbizonyosodunk arrdl, hogy az L2 eszkdzok hasrinél nem veszitink Iényeges

informéacidkat a rendszéilr akkor érdemes azokat hasznalnunk. A luminomgtere
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dsszehasonlitasat MPE-DPPC mintan végeztem el azslds L2a berendezésekkel
agy, hogy mindkét eszkdzzel meghataroztam az IDEmbek eredménye lathatd a 25.
abran. (Az L2a és L2b spektralis paraméterei mérssoran megegyeztek, igy az
0dsszehasonlitasuk kulon-kulon felesleges.) Az eéegek azt igazoltak, hogy a két
eltéls modszer kozel azonos érteknformaciot szolgéltat modellrendszeribikr
ugyanis a spektrumokbdl szadmolt inhomogén elosrgsfenyekre illeszthét két
Gauss-gorbe paraméterei az illesztési hiban betii@snak adddtak.

A vazolt eredmények miatt a tobbi mintat csak ,kMalzN” modon vizsgaltam.
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24. abra. Kulénb6# luminométerek FLN spektrumjainak 6sszehasonlitasa

Az dbra MPE-DPPC minta L1 (kék) és L2a (piros) lmométereken meghatérozoft
FLN emisszids spektrumait mutatja 573 nm-es getigsshullamhossznal.
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25. abra. Kulénbo# luminométerekkel meghatarozott IDF-ek 6sszehasondisa

Az 4bra MPE-DPPC minta L1 (kék) és L2a (piros) lmométereken meghatérozo
FLN emisszids spektrumokbdl alkotott IDF-jeit mydat
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4.3.4. Az inhomogeén eloszlasfiiggvények és illesziés

A kiulonbod MP-liposzéma rendszereket megvizsgalva megallagito hogy
a kapott IDF-ek az esetek tobbségében nem egykémyezetet, azaz nem egy Gauss-
gorbével leirhatdé eloszlast mutatnak. A kapott K- ezért tobb Gauss-gorbe
dsszegére bontottam (26. abra — a ,site”-ok érteéeét a megbeszélésekben taglalom).
Az MPCI-DMPC kivétel ez aldl, ugyanis ennek IDF-je Gauss-gorbével is jol
illeszthe®. A tobbi esetben a 2 Gauss-gorbével végzett thssyolt az optimalis. Az

illesztési paramétereket a 3. tablazatban tinteiém
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26. abra. Az inhomogén eloszlasfuggvények és azlaedllesztett Gauss-
gorbék a kétféle MP esetén a kulonbdizdsszetétdi liposzémakban

Az abra bal oldalan az MPCI, a jobb oldalon az M) kozépen dsszehasonlitds
céljabdl mindkét MP IDF-jei és az azokra illesztetuss-gorbék lathatok. A
folytonos vonalak az MPCI, mig a szaggatottak aENMintakat jelolik. A fekete
vonalak az IDF-eket mutatjak. Az illesztett Gauésbgk a ,site”-ok szerint vannak
szinezve: a z4ld a ,site I"-nek, a piros a ,siteriek, a kék a ,site IlI"-nak felel
meg. A k6zéps alsé abran ezt feliratok is jelol
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3. tabladzat. Az IDF-ekre illesztett Gauss-gorbék mméterei a kilénbosd MP-

SUV rendszerekben

Az illesztési paraméterek:
kozép a kdzépértek,
fwhh a félértékszélesség (Full Width of the peak df-Haight),
rel.T: a gorbe alatti relativ tertletarany

T

DMPC DPPC DSPC DSPC H
MPE MPCI MPE | MPCI| MPE MPCI MPE
kozép| 16112 | nincs | 16119 | nincs | 16130 | nincs 16125
(L/cm)| +1 jelen +2 jelen +3 jelen +3
Stel ) fwhh |25 16 104 45 115 +€ 109 +4
(1/cm)
rel. T| 0,25 0,44 0,54 0,46
kdozép| 16175 | 16176 | 16248 | 16257 | 16270 | 16268 | 16247
(L/cm)[ +6 +1 19 +4 19 +7 +12
(Site |l (fl"}’m) 203+7 | 186+2| 104 +14151 +5|144 +11| 1379 | 189 +18
re. T| 0,75 1,0 0,56 0,95 0,46 0,85 0,54
kézép| nincs | nincs | nincs | 16177 | nincs | 16181 nincs
(L/cm)| jelen jelen jelen +5 jelen +3 jelen
Lsite 111" | fwhh
(1/cm) 55 +11 55 +9
rel. T 0,05 0,15
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5. Megbeszélés

A DLS, valamint egyes fluoreszcencia mérések eégm €s a Marvin Beans
szoftver segitségével megmutattam, hogy a kulonfé&avatkozasok soran a MP-
liposz6ma modellrendszer épsége nem seériilt, deisel glicerin hozzdadast és a
kriogenikus ldmérsékletet is, a liposzéma megtartotta MP tartglwgamint a kdidés
szempontjabol értékes fluoreszcencia jelet egy#femonomer konformacioé adta — a
spektrumbeli valtozasokat a kulonldokornyezetek eredményezték. Igazoltam azt is,
hogy jelen modellrendszer vizsgalatdra a ,kvazi-FLMOdszer is alkalmas, a
kornyezeti inhomogenitasrél ugyanolyan uw&geformacioval bir, mint a klasszikus
FLN.

5.1. A kotédésre vonatkoz6 szobadmérsékleti fluoreszcencia mérések
informaciotartalma

Az MPE esetén az alkalmazott () abrazolasi mod €5516. abra) alapjan a
DMPC tartalmu liposzémanal egy, mig a DPPC és a ®&Rtalmunal két eltér
kotohelyet (kornyezetet) feltételezhetiink. Bar a hurkuokgjelenése a grafikonon
megmutatja, hogy a mintaban ettékotési paraméterekkel rendelkekodrnyezetek
vannak, azonban nem ad modot ezek szarhspiemzésére és elkilonitésére. A
klasszikus kdtdési gorbe a kvalitativ elkllonitésre sem adotetideget (17. abra).
Ezek miatt a kilénbdzkotohelyek atlagos paramétereihez jutunk. Az MPCI eseté
vizes kornyezetben is mérieszabad MP fluoreszcencia jele miatt (amely maga is
hurkot eredményez) az Uj brazolasi méd sem allalanéiposzéméban esetlegesen
megle eltél kotohelyek megjelenitésére.

A kotédési gorbe illesztésébkétféle informacié adodik: az (atlagos) lehetsege
kotohelyek szaman) — azaz egy lipidmolekulara &@dMP-k maximalis szama —,
valamint a kdidés ebsségét jellemi (atlagos) disszociacioKy), illetve (atlagos)
kotédési Kp) allandd. A 2. tablazat azt mutatja, hogy az MBEté&en a disszociaciés
allandok — a meérési hiban bellul — azonosak a kidahtsUV-ok esetén. A kétési

allandok is csak kissé térnek el (kétszeres szoimiil) a kissé eltér lehetséges
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kotohelyszam miatt. Az MPCI-SUV mintdknal a disszo®&ciallandok DMPC és
DPPC esetén megegyeznek egyméassal és nagyobbalaznhPE-nél mértek, azonban
DSPC-nél ez az érték korilbelll adzlek harmada, illetve fele. Ennek megfée a
Ky-k MPCI-DMPC és MPCI-DPPC esetében kisebbek, nenM®E-SUV-oknal, az
MPCI-DSPCKy-ja pedig ez utobbiakkal kbzel azonos.

A kapott kobdési allanddk értéke j6 egyezést mutat az irodasmibasonld
rendszeren mért adatokkal [32, 63, 68, 69]. JO&gy/alatt nagysagrendileg megegyez
kotodési allanddkat értek. Figyelembe véve a szakimdébk sajat adataim meéreési és
illesztési hibait, lathatjuk, hogy az egy nagysaden bellli eltérés j6 egyezést jelent.

Az 1. tablazat adatainak adelhasznalasaval szemléletes becslést adhatunk egy
atlagos liposzdma telitési mezoporfirin szaméara. s&amolasaim alapjan ez
liposzomanként korilbellil 50-150 MP molekulat jelen

Osszefoglalva altalanossagban azt mondhatjuk, hagylPE esetén nagyobb a
lehetséges kdhelyek szama és&ebb a kdtdés a liposzémakhoz, mint az MPCI-nél.

5.2. Az IDF-re illesztett Gauss-gorbék informaciotaalma

Az FLN mérések eredményeként kapott IDF-ekre itz Gauss-gorbék
segitségeével jellemezhetjik az eltédrnyezeteket,site” -okat, azaz kdhelyeket. A
Gauss-gorbék kulonbézparaméterei a kovetkézinformaciot nyujtjdk. A gorbék
kozépértékea nagyobb véltozast, azaz a térben elvalasztatihktyeket jellemzi, a
gorbefélértékszeélességer adott ,site” mikrokérnyezeti valtozékonysagatal, mig a
gorbe alatti terilet az adott hely molekulapopuléaciéjanak szambeli sagat
reprezentalja.

A medfigyeléseknek megfetEn rendezett 3. tablazat illesztési paraméterai és
26. abra alapjan észrevehetjik, hogy a kil66BdR—-SUV rendszerek inhomogenitasat
leir0 IDF-ekre illesztett Gauss-gorbék kozépértékeramos esetben hasonloak —
0sszességében harom dit@mergiatartomanyba (,site”-ba) sorolhaték. A kidom)
kotohelyeket ezek alapjan neveztem ,site I, Il, lII"kndind az MPE-SUV-ok, mind
az MPCI-SUV-ok esetében 2-2 elié&dtohelyet kaptam, azonban ezek kozil az egyik

(,site II") a kétféle MP esetében is megegyezik. WPE-SUV-ok esetében az I. és Il.
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,Site” van jelen, mig az MPCI mintdkban a ,siteeltiint, és a DPPC és DSPC esetén a
»Site 1lI” jelent meg.

5.3. Azn kotédési paraméter és a kdthelyre jellemzé gorbe alatti
terllet 6sszevetése

A szobaldmeérséklei méresekbl szarmazan paraméter (az egy lipidmolekulara
es) lehetséges porfirinkéhelyek szama) informaciét nyudjt a mintakban Kkotott
allapotban le¢ MP molekulak szamardl. Az FLN méréséklszarmazo6 gorbe alatti
terllet pedig a kotott molekuldk szamanak relatiangat adja meg a lehetséges
kotohelyek kozott. Igy a kotott allapotban &WP molekulak szamanak, valamint az
elfoglalt kobhelyek aranyanak szorzata adja meg az adott ,8ltal kétott molekulak
szaméat. Ezek ismeretében vetettem 6ssze a DPPBSFEG-t tartalmazo mintakat a két
MP esetén. (A DMPC-nél kapott értékek hibdja joval nagyobb, mint a méasik két
esetben, ugyanis a mintadsszeallitasi és mééasetséklet — 22 © C — kdzelebb van a
DMPC T.-jéhez.) Az MPCI és MPE ,ko6z0s” kéitelye a ,site II”, ahol ezt az
dsszehasonlitast érdemes megtenni. A 2. és 3zéibd@atai alapjan a kovetkdaze
jutottam. Az MPE-DPPC-re a szorzat: 0,0044*0,566R3) mig MPCI-DPPC-re ez
0,0026*0,95=0,0025, valamint DSPC-re 0,0079*0,466066, illetve
0,0038*0,85=0,0032. A szams#eeredmeények j0 egyezést mutatnak, ami arra utal,

hogy a ,site II” ugyanazt a kdrnyezetet jelentlzekiétféle MP szamara.

5.4. Az MP kowhelyek molekularis szinti értelmezése

Munkam egyik & kérdése, hogy hogyan azonosithatok az IDF alakggott
,Site”-0k, mint a liposzéman bellli eli@r elhelyezkedds MP kothelyek. Az
irodalomban a fényérzékendfit ketiss lipidrétegen bellili helyét legtobb esetben a
membranon beluli mélységgel jellemeztek, feltétedezhogy a PS tobbé-kevésbe
parhuzamos a lipidek szénhidratlancaval [36, 39, €8, 68, 70, 71]. Az MP-hez
hasonl6 protoporfiriil kimutattak, hogy a membran mélyebb régiojabarbdié [41,
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71, 72]. Kis molekuldk esetében taldlunk a lipidgak kozotti, illetve ,zsirsavlanc
végénél” valo elhelyezkedésre is publikaciokat 7A2-

Ha esetinkben az egyes MP-k mind a lipidek széatiéashca mentén
helyezkednének el, csak a membranbeli mélység lankiéonbség, akkor az IDF-et
egyetlen Gauss-gorbével lehetne illeszteni. A Kéb@vel vald illeszthéség azt jelzi,
hogy a kornyezet szempontjdbdl jobban éltdbdtohelyeket kell feltételezniink.
Hipotézisem szerint a ,site I"-nek megféleMP sokasag a kéirétegben a két
lipidmolekula-réteg ko6zott helyezkedik el, a legyalgh hanyadban &lordulo ,site 11”

a membranban mélyen a lipidek szénhidratldncdwluzamosan talélhatd, mig a ,site
llI”-sal jelzett koBhely a lipidek fejcsoportjanal, de még a membrankaw MP
populaciot jeloli. Ezt a kovetkéz gondolatmenettel kivAnom alatamasztani. A
konnyebb kdvethéség miatt egy sematikus abarat is készitettemal2a). (Az MP-k
és lipidek kdortlbellli méretaranyanak becsléséhdamin Beans szoftvert hasznaltam.
Ennek megfelélen rajzoltam az abrét.)

27. abra. A porfirinek membranbeli elhelyezkedésérnesematikus abraja

A ,site I"-nek megfeled MP populaciot zéld, a ,site 11"-t piros, mig a tsilll”-t
kék sziri hengerekkel jeldltem.

Vizsgaljuk ebsz6r meg az MPE-SUV modelleket, a ,site I’-et éte H"-t. Az
MPE-DMPC, MPE-DPPC és MPE-DSPC mintak kozotti kiig@get a liposzémakat

.....

membranstruktirat: a membraandezettsége&s a szénlancok eltéflexibilitasa (a

lancvégek ,elhajlasa’) réven.
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A mintdk azonos &mérsékleten késziltek, amely minden esetben a
liposzOmamembranéffazisatalakulasi dmérséklete alatt volt. Az azonos preparalasi
hémérséklet azonban eltéerrendezettséget jelentett a kulonbokpidmolekulakra
nézve, ugyanis a hosszabb szénlanc esetén magaJablA rendezettség mértéke a
transz-gauche izomerizaciéval van 0Osszefliggésbed£#61 tavol a lancok teljes
hosszukban transz &llapotban vannak, mig hadraélséklet kozelit ary-hez, a
szénlancokban a gauche formak szanba awaz a kornyezeti valtozatossa§ a
szénlancok mentén. Az izomerizacié mindig a langggen indul meg ész6r.

A szénlancok flexibilitAsa a lancvégeknek az eggen@nctdl vald
elmozduldsaval all kapcsolatban. A szénlanchosszelégével a lancvégek
elmozdulasanak a valos#sege 6 meg.

A ,site I” és ,site 11" k6zott Iényeges kulonbségpgy mig az élbbi kdrnyezetét
a szénlanc végek, ez utobbiét a lancok Mmetsze” hatarozza meg.

Ennek megfelélen a ,site I" kornyezetet a flexibilitas hatarozeeeg — a
rendezettség kis hatassal van ra. A kornyezetét teindig a kézel azonos lancvég
jelenti: a Gauss-gorbék kozépérteke csak kisséaziklta szénlanchossz novelésével
(lasd korabban 3. tabldzatban és 26. &bran). Aégoviszonylag kicsi (,site 11"-h6z
hasonlitva) félértékszélessége is hasonldébb koatgek megfelé. A szénlanchossz
novelésével & a flexibilitas és a kornyezeti valtozékonysag, tamiélértékszélesség
novekedése is mutat. A flexibilitas ndvekedtévelaaabb lancvegi tertlet megn
ezaltal tobb MP molekula kédhet be — ezt jelzi a relativ terlletarany ndvekedeé

A ,site "t alapveten a rendezettség hatarozza meg, amely nagyobb
valtozékonysagot mutat a szénlanchossz csokkerésétleg aT-hez kdzel. Ennek
megfelel, hogy a Gauss-gorbék kozépértékei is joblélonbdoznek az eltér
lipidosszetetk esetén (a 26. abran lathato az is, hogy a ZB2C DMPC jobban eltér
a tobbi SUV-tdl), illetve a félértékszélességek yaddpak, mint a ,site 1” esetében. A
szénlanchossz novelésével a rendezettség eat mutatja a félértékszélességek
csokkenése. Ugyanezeket lathatjuk az MPCI-SUV rkiréhis a ,site 11" esetén.

A hipotézis tovabbi ellgirzése céljabdl készitettem a DSPC HT mintat — ez er
vonatkoz6 adatokat a 3. tablazat utols6 oszlop&dglaltam 6ssze. Ebben az esetben a
mintadsszeallitasidmérséklet (45 °C) és By, kiulonbsége kisebb — igy a rendezettség

tekintetében a rovidebb szénlanchosszisagu minAmukilhattam. Ennek
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eredményeképpen a DSPC HT minta Gauss-gorbéinakngeerei kozelitettek a DPPC
mintaéhoz (lasd kordbban a 3. tdblazatban) az edligazolt gondolatmenetet
alatamasztva.

A tovabbiakban vizsgaljuk meg az MPCI-SUV modelteke ,site llI"-at. A
Marvin Beans szoftver segitségével O0sszehasorjlikhat a kétféle
mezoporfirinszarmazeék hidrofobicitdsat. Amig az Mk nincs toltése 7,4-es pH-n,
az MPCI a propionat csoportok deprotonaltsaga riittinegativ téltéssel rendelkezik.
Ennek kovetkezménye, hogy az MPCI molekula kevdsbéofob, mint az észteres
forma. Ez a tény magyaradzza azsem hidroféb ,site I” elinését és ,site III”
megjelenését az IDF-ben az MPCI-SUV mintaknal. Adkbiakban mar ismertettem az
MPCI és MPE ,site II"-k azonossagat mutatdo eredneéey. Az ebzéeknek
megfeleben a ,site IlI’-nak egy hidrofilebb régionak kelerinie. Ezt a kdvetkéz
gondolatmenettel is alatamasztanam.

A lipid fejcsoportok rendezettségét azo-fhzisatalakulasi émérséklet Tp)
hatarozza meg, amely szintén fligg az adott lipicsagoldallancanak hosszatol. Ennek
ertéke ~15°C, =35°C, =51°C a DMPC, DPPC, DSPC o0sszetigtdiposzomaknak
megfeleben. Lathatd, hogy a DMPC-nél &, kisebb, mint a mintadsszeallitasi
hémérséklet, igy a nagyfoku rendezetlenség magyai@zgie 11" hianyat az IDF-ben
az MPCI-DMPC minta esetén. A masik két esetbepidféijcsoportok rendezettek, igy
csak igen kis kornyezeti kulonbséget jelentenekVi2Cl szamara. Ennek megfelel,
hogy a ,site IlII" illesztett Gauss-gorbéinek kozépke lényegében megegyezik,
valamint az eloszlas keskeny mind a DPPC, mind @O #intdknal. A csak kissé
elté rendezettségen tul a DPPC és DSPC mintadk kozoltinkséget a lipidréteg
vastagsaga adja: a vastagabb membran debget nyldjt az Ujabb eltérkétohely
megjelenésének. A ,site III” nagyobb aranyaval neagyom az MPCI-DSPC-nél mért
nagyobb kd&idési allandét is.

Ezek alapjdn az IDF-re illesztett Gauss-gorbék rpétareinek valtozdsa a
kilonbod MP-SUV rendszerekben alatdmasztotta a hipotémisgerint a ,site 1”-nek
megfeleb MP sokasag a két lipidmolekula-réteg ko6zott hdtgelik el, a ,site 11”-nek
megfeleb a membranban mélyen a lipidek zsirsavoldalldngd&diuzamosan taléalhato,
mig a ,site llI"-assal jelzett kéhely a lipidek fejcsoportjanal a membranbans|éiP

populaciot jeloli.
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6. KOvetkeztetések

Munkdm soran dként spektroszkopiai modszerek segitségével viespal
fényérzékenyti-lipidmembran modelleket. A mérések egy részénblagznalt FLN
technika ednye, hogy a jelet maga a vizsgalandé molekula és més, a rendszerhez
adott jelob szolgaltatia. A mérés soran az 0sszes molekulzt sz a spektrum
létrehozéasaban, igy a teljes sokasagot jelleméghetjAz elvégzett mérések
kiértékelésére és elemzésére alapozva a kdvetkegallapitasokat teszem:

.L1. A szobaBmeérséklei fluoreszcencia meérésekhez készitett kilotboz
Osszetétdl liposzomak homogén eloszlasuak és medfetelstabilak voltak. Ezt a
homogenitast és stabilitAst megtartottak DMF és kibzzaadasara, valamint a
spektroszkopiai mérések elvégzése utan is. A vizsig@reszcens jelet a porfirinek
monomer formaja adta. Ezért alkalmas volt a moeletiszer a kédési paraméterek
meghatarozasara.

I.2. A szobalimérséklel fluoreszcencia mérések eredmériféd tomeghatas
torvényére alapozott szamitasok révéen mindegyik S+ rendszer esetén
meghatarozhat6 az (atlagos) lehetségeshieiyek szama, valamint a Kiles eésségét
jellemzs (atlagos) disszociacios, illetve (atlagos) digtsi allandd. A kilonbdz
Osszetétédl mintdk 6sszehasonlitdsabol arra kovetkeztethettiogy az MPE esetén
nagyobb a lehetséges &belyek szama és @&ebb a kdidés a liposzémakhoz, mint az
MPCI-nél.

1.3. Egy Uj abrazolasi mod(madd) - ly(A) fuggvenyek) segitsegevel az
MPE-DPPC és MPE-DSPC mintakon sikerult kimutatnéigriekotohelyek letezését.
A kotohelyek kvantitativ jellemzése és elkilonitése aaonlennek alapjan nem
lehetséges.

II.1. Az I.1. részt kiegészitve megallapitottaragh a liposzémak homogenitasa
és stabilithsa megmaradt a glicerin hozzaadasa&kisgenikus Bmérsékleten végzett
mérés utan is, valamint a glicerin tartalmi moeelliszer megtartotta
mezoporfirintartalmat. Igazoltam, hogy a felbontygektrumok monomer allapoti MP-
k eredményei. Ezért a mintak alkalmasak voltaklazsany lbmérséklei vizsgalatra.
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I1.2. A spektrumok felbontdsaval és az IDF-ek nlleg@saval, valamint
megmutatva, hogy a mintdkban az MP-knek csak elgpdh van jelen, igazoltam,
hogy a kromofért korilvey lipidkérnyezet inhomegenitasai kimutathatok az FLN
technikakkal. Ezekld arra kovetkeztethetiink, hogy az FLN modszer atkal lehet
mas kromofér—lipidmembran rendszer vizsgalatéra is.

[1.3. Megmutattam az azonos IDF-ek alapjan, hagegyszdibb ,kvazi-FLN”
modszer is alkalmas lehet a fényérzekdnyitembranmodell vizsgéalatara.

[1.4. A létrehozott IDF-ek és az ezekre illeszthegbauss-gorbék alapjan
egyeértelnien kimutattam kulonbdizkotohelyek jelenlétét. Ezen tal kapcsolatot taléltam
a kovdési paraméterek és a Gauss-gorbék paraméterdt.k6zo

I.5. Az elté6 MP-SUV rendszerek IDF-jeire illesztett Gauss-gkrbé
paramétereinek valtozasa alapjan azonositani tudtm MP-k kobdhelyeinek
elhelyezkedését a membranon belil. Az MPE esetforéirinek részben a két
lipidmolekula-réteg kézott helyezkednek el, részlaemembranban mélyen a lipidek
szénhidratlancaval parhuzamosan. Az MPCI esetéroréiripek nagyobb része a
membranban mélyen a lipidek zsirsavoldallancavahy@amosan talalhato, mig kis

hadnyada a membranban a lipidek fejcsoportjanalezé&lydik el.
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7. Osszefoglalas

A Kkorszefi orvosi gyakorlatban egyre szélesebb korben alkataia a
fotokémiai hatason alapul6 eljarasokat, amelyekikézZotodinamikus terapia, illetve a
fotodinamikus detektalas az egyik legelterjedtdttek indikacids korét leggyakrabban
a kulonb6sd daganatok képezik, de felhasznéljak a vérkésziaiérsterilizalasatol
kezdve egyes drbetegségeken (pl. psoriasis) és szembetegségeksn (
maculadegeneratio) at az atheroscleroticus plakkaklésében is. A terapia és a hozza
kapcsoldédd detektalas alapja fény és medfetéhyérzékenyét egyittes hasznalata
oxigéndus kornyezetben.

A folyamat sikerességét befolyasolja a fényérzékényasszociacioja a
sejtmembranhoz, valamint a membranokon bellli gérdedése. Ezeket a kérdéseket
széles korben tanulményozzak porfirin tipusu férékenyitk és liposzOmak
segitségével.

Kutatasaim soran két hasonld mezoporfirin IX (MP)armazékot — MP
dihidrokloridot (MPCI) és MP dimetilésztert (MPE) wizsgaltam. A membranok
modelljeként killonbdz lipidosszetedjii egykomponenskis unilamellaris vezikulakat
(SUV) hasznaltam. Olyan MP-SUV modellrendszert o, amely alkalmas volt
mind szobabmérséklei, mind alacsony dmérséklei optikai spektroszkopiai
vizsgalatokhoz.

Konvenciondlis fluoreszcencia spektroszkopia seégésgel jellemeztem a
valamint a disszociacios, illetve Kdtési alland6 segitségével. Megallapitottam, hogy
az MPE esetén nagyobb a lehetséges$halyek szama és @&ebb a kdidés a
liposzomakhoz, mint az MPCI-nél. Egy 0j abrazolasid segitségével egyes esetekben
sikerdlt kimutatnom eltérkotohelyek létezéesét.

Bemutattam, hogy a kromofort koruluevlipidkdrnyezet inhomogenitasai
kimutathatoak alacsonyomeérseklei energiaszelektiv FLN technikakkal. Az FLN
mérések inhomogén eloszlasgorbéi alapjan azéeNd#?—SUV rendszerekben harom
kotohelyet tudtam azonositani: egyet a két lipidmolekéteg kdzott (csak az MPE-
nél), egyet mélyen a lipidek szénhidratlancavalhpaamosan (mindkét MP-re), és

egyet a membranban a lipidek fejcsoportjanal (Mesettén).
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8. Summary

In modern medical practice methods based on thdogiimamic effect are
widely used. The most important being is photodyicatmerapy and detection.
Indications are mostly different tumours, but it used for sterilisation of blood
products, curing skin diseases (e.g. psoriasi®, dyeases (e.g. maculadegeneration)
and atherosclerosis. The therapy and the connéetiedtion is based on the usuage of
light and a corresponding photosensitizer in argeryrich environment.

The effectiveness of this process is affected bg #ssociation of the
photosensitizer to the cell membrane and the locatf the sensitizer in the
membranes. These processes are widely studied rpyynoid photosensitizers and
liposomes as model systems.

In my experiments | examined two similar mesoporphyX (MP) derivates,
namely, mesoporphyrin IX dimethyl ester (MPE) andesoporphyrin IX
dihydrochloride (MPCI). | used one component smoailamellar vesicles (SUV) as a
membrane model. | created such MP—SUV model systdras suitable for both
conventional and low temperature optical spectrpiscexaminations.

| characterized the association of mesoporphyortée lipid membranes by the
number of all the possible binding sites, the diggeon and the binding constant. |
found in general that the binding ability of MPEcisnsiderably greater and the number
of all the possible binding sites is higher thaat thf MPCI.

| demonstrated that low temperature site-seledtil technics are applicable
to characterise the inhomogeneous lipid environrogiat chromophor. On the basis of
the fit results of the decomposition of the IDF®iaussians | identified three binding
sites in the different MP—SUV systems: one of ieations (for MPE) is between the
two lipid layers, another one (for MPE and MPCI)lexated deeply between the
hydrocarbon chains, and a third one (for MPCI) Isng the outer part of the

hydrocarbon chains partially inserted between #aaligroups of lipid molecules.
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