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1. Bevezetés

A kohleatok spiralisan feltekereds foszfolipid kettésrétegekbél allo, Ca?*-ionok
altal stabilizalt membrantekercsek. Méretiik a mikro-nano mérettartomanyba esik,
jellemzéen néhany mikrométer hosszuak, €s néhany szaz nanométer atmérdjiiek. A
kohleatokban a rétegek kozotti ismétlédési tavolsag 5,1 nm, ami arra utal, hogy a
kettosrétegli lipidmembranok kozvetleniil egymasnak fekszenek, és a rétegek kozott
nem taldlhatd szamottevd vizes térrész. A kohleatképzddés kulcsa a foszfolipid
molekula (leggyakrabban foszfatidilszerin, PS) és a kétértékii kationok (ltalaban Ca®")
kozotti kolesdnhatas. A Ca®* 1:2 sztochiometriaju komplexet képez a foszfatidilszerin
molekulakkal, azonban a Ca?* és a PS kozotti kolesonhatas részletei maig sem teljesen
tisztazottak. A kohleatok eldallitasara szamos moddszert dolgoztak ki. Ezek kozos
jellemzdje, hogy negativ toltésti foszfolipidekbdl felépiilé liposzomakat (illetve egyes
esetekben a szolubilizalt, vagy szerves olddszerben oldott foszfolipideket) elegyitenek
Ca’*-ionokkal.

A kohleat membrantekercseket nagyon hamar mint potencialis hatdanyag-hordozo
rendszereket kezdték vizsgalni. Amfotericin B, antituberkulotikumok ¢és egyéb
antibiotikumok, protozoon-ellenes miltefosine, Vll-as véralvadasi faktor, antitumoralis
hatasu raloxifen, illetve egy gyulladasok és autoimmun korképek kezelésére alkalmazott
kisérleti hatéanyag kohleatokba zarasarol és sikeres alkalmazésarol is olvashatunk a
szakirodalomban. Ugyanakkor a kohleatok mint hatdanyag-hordozoé rendszerek, igéretes
tulajdonsagaik ellenére, egyelére nem futottak be fényes karriert a publikaciok,
szabadalmak, illetve kiilondsen a torzskonyvezett készitmények szamat tekintve. Azt
gondolom, hogy ez a viszonylagos sikertelenség jol azonosithato szakmai
hidnyossagokra és technologiai problémakra vezethetd vissza, melyek koziil
meghatarozo fontossagi, hogy: (1) a kohleatképzddés mechanizmusa maig sem
pontosan ismert, és hogy (2) a kohleatok és nem kohleat melléktermékek egymassal
szorosan aggregalodva talalhatoak a mintdkban. Kivanatos lenne tehat a kohleatok
képzddési mechanizmusanak pontosabb megismerése, és hatékony aggregacid-gatlo,
vagy az aggregatumokat szétvalaszto eljaras kidolgozasa. Ezen probléméak megoldasa

elédremozdithatna a kohleat alapu hatéanyag-hordozé rendszerek fejlesztését.



2. Célkitizések

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

alabbiakban foglalom Gssze:

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

(AFM) kdvetem a kohleatok kialakulasat.

(2) Kohleatok mechanikai tulajdonsagainak és szerkezetének jellemzése: A
korabbi DSC és IR vizsgalatok alapjan egyértelmiinek gondolhatd, hogy a
kohleatok képzddése soran a fluid folyadékkristalyos allapotu foszfolipidek
rigid, kristalyos allapotba keriilnek. Ugyanakkor nem all rendelkezésre adat
arra vonatkozoan, milyen konkrét kdvetkezményekkel jar ez az atalakulds a
foszfolipid kettosrétegek, illetve a részecske egészének mechanikéjara.
Elhataroztam, hogy feltirom a membrantekercsek mechanikai tulajdonséagait
¢s AFM képalkotds, valamint erdspektroszkopia segitségével egyedi

részecskék szintjén jellemzem a kohleatok topografiajat és belso szerkezetét.

(3) Aggregalt kohleatok diszpergalasa: A kohleatok képzodésiik kozben
nagymértékben és erdsen aggregalddnak, ami a kohledt hatoanyag-hordozo
rendszerek kifejlesztésének, vizsgalatanak ¢és alkalmazéasanak els6 szadmu
akadalya. Ezért célul tiiztem Ki, hogy az aggregalt kohleatok diszpergalasara

alkalmas, a kohleatok szerkezetét nem roncsolé modszert dolgozok Ki.



3. Modszerek

3.1. Lipidrendszerek eléallitasa

Vékonyfilm-hidrataciés  technikaval 12,4 mM DOPS koncentracioju
multilamellaris vezikula (MLV) szuszpenziot allitottunk eld. Ezt 100 nm pdérusméretii
polikarbonat membransziirén atpréselve kis unilamellaris vezikuldkhoz (SUV-0khoz)
jutottunk. A kohleatokat ugy allitottuk eld, hogy a SUV-okat CaCl, oldattal
elegyitettiink gyors elegyitéssel (ezeket a szerkezeti-nanomechanikai kisérletekhez
hasznaltuk), vagy dializissel (a diszpergalasi kisérletekhez). A keletkezett szuszpenzid

névleges DOPS és Ca?* koncentracidja 6,2 mM volt.
3.2. Kohleatok diszpergalasa

A vizsgalt lehetséges diszpergaldszerek (natrium-acetat trihidrat; natrium-tartarat
10 pl-ét hozzaadtuk 10 pl kohleat mintahoz, majd a pipetta hegyén 50-szer oda-vissza
atpréselve alaposan Osszekevertiik. Stabil kolloid rendszer létrehozasahoz az igy
keletkez6 diszperzid oldatfazisabol a szabad citrat- €s kalciumionokat puffercserével

eltavolitottuk.

3.3. Szerkezeti és mechanikai vizsgalatok

mikroszkopos képalkotds segitségével vizsgaltuk. A  kohledtok mechanikai
tulajdonsagait in situ AFM erGspektroszkopia segitségével tartuk fel. Az AFM képeket
és erdgorbéket a miiszerhez tartozd szoftver beépitett algoritmusai segitségével
elemeztiik. A részecskék belsé szerkezetét kisszogili rontgenszorasmérés (SAXS)

segitségevel tartuk fel.
3.4. Feliileti toltés és molekularis kolcsonhatasok vizsgalata

A DOPS membran feliileti toltéssiirliség Ca®* koncentraciofiiggésének
vizsgalatara zéta potencial méréseket végeztiink. A ca®*, illetve diszpergéloszek

indukalta molekularis kolcsonhatasokat ATR-FTIR spektroszkopiaval vizsgaltuk.



4. Eredmények

4.1.1. Kohleatok kialakulasa

A DOPS SUV-ok feliileti toltésének abszolut értéke koncentraciofiiggé modon,
jelentésen csokkent Ca®" hozzaadasara. A kohleatok eldallitasa soran azt tapasztaltuk,
hogy a liposzomakat tartalmazd enyhén opalos oldat és a viztiszta CaCl, oldat
elegyitésekor csapadék képzodott, amely szabalytalan alakd, tobb tiz mikrométer
atmér6ji aggregatumokbol allt (1. A abra). Atomieré-mikroszkopos képalkotas soran
vilagossa valt, hogy az aggregdtumok valtozatos méretli vezikuldkbol allnak, megnyult,
kohleatra emlékeztetd struktirakat nem vagy legfeljebb elvétve talaltunk benniik (1. B

abra).

1. abra Gyors elegyitéssel kesziilt kohleat mintik faziskontraszt (felsé sor) és AFM
amplitudo-kontraszt (also sor) képe a gyartas utdan kézvetleniil (A és B); 1 hét mulva (C
és D), illetve 1 honap mulva (E és F). A piros nyilhegyek a hosszukas objektumok
azonositdsat segitik.

Faziskontraszt-mikroszkoppal megfigyeltik, hogy a kezdetben szinte csak
vezikulak alkotta aggregatumokban idével (napok-hetek alatt) egyre tobb hosszikas

struktara jelent meg (1. C ¢és E dabrak). Ezeknek a hosszikés struktirdknak a



nagyfelbontasu AFM-topografiai képe megfelel a kordbban javasolt kohleat modellnek
(1. D és F abrak). A kohleatokhoz gyakorta asszocialodtak lipid vezikulak. Néhany
esetben részleges tekeredettséget mutatd kohleat részecskéket figyelhettiink meg (2.
abra). A tekered6 lemez magassaga a kettésrétegii foszfolipid membran vastagsaganak
tobbszorose volt. Kohleatképzodést csak vizes kozegii mintakban figyeltiink meg, a

mintak feliiletre szaritasa utdn nem jelentek meg tovabbi kohleatok az idé mulasaval.
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2. dbra Részleges tekeredettséget mutato kohleatok AFM amplitudo-kontraszt képe. A
szaggatott fehér vonal mentén mert magassagprofilt a képek alatt jelenitettiik meg.

4.1.2. Kohleatok mechanikai jellemzése
Egyedi kohleat részecskék AFM erdspektroszkdpos mechanikai vizsgalata soran

jellegzetes eréspektrumokat regisztraltunk, melyek a kohleatok nanomechanikai

ujjlenyomatanak tekinthetéek (3. abra).
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3. dbra (A) Reprezentativ erdspektrum. A vords vonal a rugdlapka kozelitése, mig a kék
a tavolitasa soran rogzitett erdket dabrazolja a csillamfelszintél valo tavolsag
fliggvényében. (B) Az erdspektrum szakaszainak sémds magyarazata.



A benyomasi gorbe o6t, jol elkiilonithetd szakaszra oszthatd. A ,,0” szakaszban
nem hat er6 a rugdlapkara. Az ,,a” szakaszban az er6 meredeken, linearisan novekszik,
ami egy ponton, a ,,b” szakasz kezdeténél, fiirészfogszerti erécsticsok sorozataba megy
at. Ez a részecske idedlisan rugalmas viselkedését, majd rétegrol-rétegre torténd
atszakitasat mutatja. A ,,c” szakaszban az el6z6 szakasz flirészfogainal kisebb erdkkel
jelentkez6 és kevésbé strukturalt rész kovetkezik, a tii ekkor hatol be a részecske belsd
tiregébe. A ,,d” szakaszban ismét egy erdcsucsok sokasagabodl allo rész kovet, ami az
alsd rétegek fokozatos atszurasanak kovetkezménye. A ,,d” szakasz végén az erd
hirtelen, meredeken megnd, amikor a tii eléri a merev hordozofelszint. A visszahuzasi
gorbe meglehetdsen jellegtelen. A nyomasi és visszahzési gorbe kozott szamottevo
hiszterézis jelentkezett.

Az er0gorbe kezdeti, linedris szakaszanak meredeksége felel meg a
membrantekercs merevségének (vagy rugoéallanddjanak), ennek eloszlasat a 4. abra A
panelje mutatja. Az atszrassal szembeni ellenalloképesség az atszarashoz sziikséges
erok értékével, vagyis az erdgorbe ,,b” €s ,,d” szakaszainak csticsaihoz tartoz6 erdkkel
jellemezhetd (eloszlasat a 4. abra B részén abrazoltuk). Ugyanazon pontban ismételt
eréspektroszkdpia soran mindossze az elsd terhelési ciklusban regisztraltuk a
kohleatokra jellemzd, a 3. abran bemutatotthoz hasonld er6gorbét. Az ezt kovetd
ciklusok erdgorbéi jelentdsen kiilonboztek az elsétdl: nem voltak tettenérhetdek a

jellegzetes eréatmenetek €s szamottevd hiszterézis sem. A részecskéken az AFM ti

alakjat hordoz6 benyomoddasok voltak megfigyelhetdek.
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4. dbra (A) Kohledtok merevségének hisztogramja (n=40). (B) Atsziirdsi erdesiicsok
hisztogramja (n,=373 and ny=330).



4.1.3. Mechanikai jellemzés vizes kozegben

tulajdonsagait AFM segitségével. Megallapithattuk, hogy a kohleatok és kialakulasi
melléktermékeik morfoldgidja vizes kozegben €s szdraz formdjukban gyakorlatilag
megegyezik. A szaraz és a vizes kozegli kohleatok eréspektrumai, kiilonésen azok
benyomasi er6gorbéinek kezdeti szakaszai, nagyfoku hasonlosagot mutattak. A szaraz
¢s a vizes kozegli kohleatok erdgorbéinek elemzései soran nyert f6 mechanikai
jellemzoOk (I. tablazat) hasonloak voltak egymashoz. Figyelemreméltd, hogy a vizes

crer

mintegy negyedoraval is jol megfigyelhetéek maradtak.

L tablazat. Szaraz és vizes kozegii kohledtok mechanikai jellemzdi (dtlag=SD)

Szaraz kohleatok Vizes kozegii kohleatok
Merevség 5,08+3,69 N/m 5,17+£6,61 N/m
Atszirasi er6k* 81,23+18,77 nN 63,76+38,63 nN
Csucs-cstics tavolsagok 15,2247,16 nm 17,79+10,05 nm
Vonalmenti fesziiltség kb. 1,2 nN kb. 1,2 nN

* Az atlagok kiilonboznek, de az erdk eloszlasanak fo csucsai egybeesnek. Az atlagok
eltérését egy, a vizes kozegben tiire tapado lipid kettosréteg atszurasabol szarmazo
adatok okozzak. Részleteket Isd. a disszertacioban.

4.1.4. Kohleatok diszpergalasa

Feltételeztiik, hogy a kohledt membrantekercsek belsd rétegei kozott talalhatd
Ca®*-ionok nehezebben hozzaférhetéek a kelatképzOk szdmara, mint a felszini
igaz, akkor egy megfelelé Ca®*-affinitissal rendelkezé molekula csak a részecskék
felszinérél tavolitana el a Ca®*-ionokat. Ez eléidézné az aggregatumok szétesését, de
nem ¢érintené a kohledtok szerkezeti stabilitdsat. Ezen hipotézis vizsgalatira
szisztematikus elemzésnek vetettiik ala az ecetsav, borkOsav és citromsav és EDTA
natriumsoinak az aggregatumokra kifejtett hatasat. Az acetationok még 500 mM
koncentracioban sem tudtak szétbontani az aggregatumokat. A tartaratot 500 mM-0s
koncentracioban alkalmazva az aggregatumok csak részlegesen estek szét. Ezzel

szemben a citrationok koncentraciofiiggd modon diszpergaltak a kohleatokat. A 0-150



mM natrium-citrat koncentraciotartomanyban az aggregatumok legfeljebb részlegesen
estek szét, 200 és 212,5 mM koncentracioknal a kohleatok egyenletesen diszpergalt
allapotban voltak jelen (5. A abra), mig ennél nagyobb koncentracioknal egyre
kevesebb kohleat és egyre tobb oOriasi vezikula volt megfigyelhetd. Amennyiben a
kohleatokat hosszabb ideig inkubaltuk az optimdlis koncentracioban alkalmazott Na-
citrattal, alapvetd szerkezeti valtozasoknak lehettiink tanui: a kohleatok szerkezete
felbomlott (5. B abra). Ellenben, ha a diszpergalas utan a citrationokat puffercserével
eltavolitottuk, a kohleatok nem alakultak at vezikulakkda (5. C 4bra).

5. dbra Citrationnal kezelt kohleatok faziskontraszt-mikroszkdpos képe. (A) 212,5 mM
natrium-citrattal frissen diszpergalt kohleatok. (B) Ugyanazon minta 24 ora elteltével.
(C) Az (A) felvételnek megfelelé minta, melyet a diszpergadlas utan azonnal
centrifugaltunk, és tiledéket 100 mM TRIS pufferben (pH=7,4) szuszpendaltuk. A (C)
kép 1 honappal a diszpergalads utan késziilt. A DOPS és Ca* névleges koncentracioja
3,1 mM volt.

4.1.5. A citratkezelés hatasa a kohleatok szerkezetére

A citrationnal diszpergalt mintak szerkezetét nagyfelbontasi AFM képalkotas és
kisszogli rontgenszoras segitségével vizsgaltuk. A diszpergalt kohledtok AFM képei
semmilyen strukturalis kiilonbséget sem mutattak a kontroll mintak kohleatjaihoz képest
(6. abra). A rontgenszorast a foszfolipid kettOsréteg vastagsaganak és rendezettségének
megfeleld szoréasi intervallumban (0,3-6 nm™) vizsgaltuk, dsszesen 6tféle mintan: (@)
DOPS multilamellaris vezikuldkon, (b) aggregalt kohleatokat tartalmazo kontroll
mintan, (c) 100 mM, illetve (d) 212,5 mM citrationt tartalmaz6 kohleat mintan, és (€) 50
mM EDTA-t tartalmazd kohledt mintan. 100 mM citrat-koncentracional az
aggregatumok csak részlegesen estek szét, 212,5 mM koncentracional teljesen
diszpergalt kohledt mintat kapunk, mig 50 mM EDTA hatdsdra a kohleatok

pillanatszeriien atalakulnak oridsi vezikuldkka.
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6. abra Citrationnal diszpergalt kohleatok AFM amplitudo-kontraszt felvételei.

A DOPS MLV rendszer egy széles szorasi csiicsot mutat 0,5 nm™ < g < 3 nm™
kozott (7. abra, a spektrum), ami a rosszul korrelalt multilamellaris rendszerekre

jellemzd.
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7. dbra (a) DOPS MLV, (b) kontroll kohledtok, (c) kohleatok + 100 mM citration, (d)
kohleatok + 212,5 mM citration, (€) kohleatok + 50 mM EDTA SAXS diffrakcios
spektrumai. A spektrumokat a jobb kovethetdség kedvéért dnkényesen eltoltuk
egymashoz képest a relativ intenzitas tengely mentén.

A kontroll kohleat mintak diffrakcios spektruman ehhez képest drasztikus véltozasokat
figyelhetiink meg. Eles Bragg-csucsok jelentek meg 1,2; 2,4 és 3,77 nm™>-nél (7. 4bra, b
spektrum). Ez erdsen rendezett, periodikus rétegzettségii szerkezetre utal, amelyben a
rétegek ismétlédési tavolsaga 5,15 nm. Citration hozzaadasara a csucsok pozicidja
Iényegében valtozatlan maradt, de intenzitasuk csokkent (7. abra, ¢ és d spektrumok).
Ez azt mutatja, hogy ezeknél a citratkoncentracioknal a rendezett, réteges szerkezet

megtartott marad. 212,5 mM citration koncentracional a SAXS jel monoton novekedést



mutatott a kisszogli tartomany felé¢ haladva, ami az aggregatok felbomldsa soran
szabadda valo kisebb részecskék difftiz szorasanak kovetkezménye. EDTA hozzdadéasa
ugyancsak jelentds valtozasokat okozott a kontroll mintahoz viszonyitva (7. abra, e
spektrum). Egyetlen éles Bragg-cstcs jelentkezett 0,92 nm™-nél, amely az MLV
spektrumon lathatéhoz hasonldan, széles szorasi csucsra szuperponalodott. Ez a szorasi
kép arra utal, hogy a réteges rendezett szerkezet részben felbomlott, részben 6,8 nm-es

periodicitassal van jelen a mintaban.
4.1.6. A lipidréteg molekularis valtozasainak vizsgalata FTIR spektroszkopiaval

Az infravords spektrumok harom tartomanyat elemeztiik részletesebben: a foszfat
(1250-1000 cm™, 8. A 4bra), a metilén (3000-2800 cm™, 8. B 4bra), és az észter
karbonilcsoport (1760-1690 cm™, 8. C 4bra) nyujtisi rezgéseit. A PO, csoport
aszimmetrikus és szimmetrikus nyujtasi savjai, amelyek a 1219, illetve 1065 cm™-nél
talalhatoak, nem mutattak kiilondsebb jellegzetességeket a DOPS SUV rendszer esetén
(8. A abra, a spektrum).
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8. dabra A DOPS molekula FTIR spektrumanak (A) foszfat, (B) C-H és (C) észter
karbonil nyujtasi rezgéseinek tartomanyai. A puffer spektrumat elézéleg kivontuk. Az
egyes spektrumokat az abszorbanciatengely mentén onkényesen eltoltuk egymdshoz
képest a jobb kivethetéség érdekében. A kiilonbozé mintak spektrumait kisbetiikkel
Jjeloljiik az alabbiak szerint: (a) DOPS SUV, (b) kohledtok; (C) kohledatok + 100mM
citration, (d) kohledtok + 212,5 mM citration; (€) kohledtok + 50 mM EDTA.

A kontroll kohleatoknal a PO, aszimmetrikus nyujtasi savja 1219 cm™-rél 1236
cm™-re tolodott, és a szimmetrikus PO’ nyujtasi sav négy komponensre hasadt fel

(1111, 1102, 1075 és 1063 cm™, 8. A 4bra, b spektrum). Ezek a valtozasok a

crcr

komplexképzodésre utalnak. 100 mM-os citration koncentracié alkalmazdsa nem
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okozott szamottevd valtozast ebben a hulldmhossztartomdnyban (8. A 4bra, C
spektrum). A citration optimalis diszpergald koncentraciojanal (212,5 mM) a PO,-
nyljtasi savok komponenseinek relativ intenzitasai megvaltoztak (8. A abra, d
spektrum), pozicidjuk azonban nem valtozott. Ez a Ca®**-PS komplexek egy részének
felbomlasaval magyarazhato. Jelentds valtozast tapasztaltunk, amikor 50 mM EDTA-t
adtunk a kohleatokhoz: a jellegzetes, felhasadt PO, nyujtasi savok eltlintek (8. A abra, e
spektrum), jelezve a komplexek teljes felbomlasat.

A DOPS SUV-ok antiszimmetrikus (vasCH2) és szimmetrikus (vsCH,) metilén
nyljtasi rezgései 2924 és 2854 cm™-nél jelentkeztek (8. B 4bra, a spektrum). A
kohle4dtok esetén a metilén nyajtdsi savok kismértékben eltolodtak a kisebb
hullamszamok felé (8. B abra, b spektrum), szorosabb zsirsavlanc-pakolasra utalva, ami
a Ca’*-ion és a fejcsoportok kozotti erds kolesonhatas kovetkezménye lehet. Amikor a
kohleatokhoz 100 mM citrationt adtunk nem tapasztaltunk jelentds spektralis valtozast
(8. B abra, c spektrum). A diszpergalé citrat-koncentracional (212,5 mM) azonban mind
az aszimmetrikus, mind a szimmetrikus nyujtasi rezgés savja a nagyobb hulldmszamok
felé mozdult el, megkozelitve a liposzomakra mért értékeket (8. B abra, d spektrum).
Vagyis a zsirsavlancok egy része feltehetden mar kevésbé szorosan pakolt ebben a
rendszerben. Amikor a kohleatokhoz 50 mM EDTA-t adtunk, a szimmetrikus metilén
nyUjtasi rezgések tovabbi enyhe hullamszam ndvekedést mutattak, a rendszer
visszanyerte a liposzomakra jellemzd zsirsavlanc-pakoltsagot.

A DOPS liposzémak esetén az észter karbonilcsoport (vC=0) rezgésére jellemzd
tartomany egyetlen széles savként jelentkezik, ami két (kb. 1736 cm™-nél, illetve kb.
1725 cm™-nél talalhatd) cstcsra bonthatd fel (8. C 4abra, a spektrum). Ezek a két
karbonilcsoport kiilonbozé mértékben hidratalt alpopulacioinak feleltethetéek meg. A
kohleéatok esetében négy vC=0 nyjtasi sav valt lathatova 1745, 1729, 1720 és 1704 cm”
Lnél (8. C 4bra, b spektrum). A hullamszam-csokkenés 0j hidrogénkdtések
kialakitasara, mig a sdvszélesedés a mozgasi szabadsag csokkenésére utal. Ezek mogott
a polaris fejcsoportok Ca?*-ionokkal torténd komplexképzése allhat. A citration 100
mM-os koncentraciojanal nem tapasztaltunk szamottevo spektralis valtozast (8. C abra,
c spektrum). A citration diszpergald koncentraciojanal (212,5 mM) azonban a keskeny
vC=0 savok intenzitasai csokkentek, és az 1729 és 1720 cm ™ -nél talalhatd csucsok

egyetlen széles savva olvadtak 6ssze, ami 1728 cm™-nél mutatott maximumot (8. C
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abra, d spektrum). Ez a fejcsoportok részleges hidrataltsaganak kovetkezménye lehet.
EDTA hozzaadasara a kohleatok spektruma a DOPS liposzoméakéhoz valt hasonlova (8.

C abra, e spektrum).
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5. Kovetkeztetések

5.1. Kohleatok kialakulasa

A kohleatok kialakulasat leir6 kiilonféle modellek kiegészitésekre szorulnak. Az
unilamellaris liposzomak Ca®*-ionok medialta fuzidja és aggregacioja elsésorban nem
planaris foszfolipid kettdsrétegekhez, vagy multilamellaris kettésréteg halmokhoz vezet,
hanem  multilamellaris  vezikula aggregdtumok kialakuldsdhoz. Mivel az
aggregatumokban kezdetben egyaltalan nem, vagy legfeljebb elvétve, néhany nap
mulva azonban nagy szamban taldlunk kohleatokat, azt feltételezhetjiilk, hogy a
multilamellaris vezikulak alakulnak at valamilyen mechanizmussal
membrantekercsekké. Tekintve, hogy a kohleatok viszonylag lassan szaporodtak fel a
mintdban, ugyanakkor atalakulasi koztitermékeket nem sikeriilt egyértelmiien
azonositanunk, azt feltételezhetjikk, hogy az MLV—kohleat atalakulas igen gyors,
egyiranyu, véletlenszeriien lejatsz6dd folyamat. A részlegesen tekeredett szerkezetek
elemzése ramutatott, hogy legtobbszor nem egyetlen, hanem tSbb parhuzamos
foszfolipid kett6sréteg tekercselddése alakitja ki a kohleatszerkezetet. Az, hogy a minta
kiszaritasaval leall az MLV-k kohleattd alakuldsa, azt mutatja, hogy a vizes kozegnek
fontos szerepe van a kohleatképzddésben. Az atalakulds pontos mechanizmusanak

megértéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
5.2. Kohleatok szerkezeti és mechanikai tulajdonsagai

Az atomier6-mikroszkop kivaloan alkalmasnak bizonyult a kohleat topografia és
bels6 szerkezet néhany specidlis tulajdonsdganak nagyfelbontasu vizsgalatara. Az AFM
képek megerdsitettek a kohleatok korabban felallitott szerkezeti modelljét, €s
megmutattak, hogy a tekercsek tartalmazhatnak belsd tlireget. Az erdspektroszkopias
mérések segitségével egyedi részecskéket vizsgalva azonosithatdé a kohleatok
nanomechanikai ujjlenyomata, melynek segitségével feltarhatdé a részecske belsd
szerkezete €s mechanikai tulajdonsdgai. A membrantekercsek mas biomolekularis
rendszerekhez képest anomalisan nagy, kb. 1-15 N/m rugdéllandoval (merevséggel)
rendelkezd struktarak. Kiugroan nagy erdk (tobb tiz, akar néhany szaz nN) szilikségesek
a tekercs atszurasahoz, ami azonban — a mérések idéskalajan irreverzibilis — plasztikus

alakvaltozashoz vezet. Mivel a szaraz és vizes kozegli kohleatok mechanikai
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paraméterei azonosak, a vizes koOzeg nem jatszik szerepet a mar kialakult
membrantekercsek stabilizalasdban. Az egyedi membranrétegek vonalmenti fesziiltsége
(kb. 1,2 nN) nagysagrendekkel haladja meg a folyadékkristalyos allapota
foszfolipidekét. Ez, valamint a foszfolipidek atszras utani visszarendezOdésének
hianya bizonyitja a kettdsrétegek kristalyos allapotat. Az atszaras sordn az egyes
membranrétegek fliggetleniil viselkednek, vagyis nem allnak mechanikai csatolasban
egymassal, ami két dolgot jelenthet. (1) Elképzelhet6, hogy a szomszédos lipid
kettOsrétegek fejcsoportjai nem Ca®"-hidakkal kotdnek egymashoz. A nagyszamu
Ca’*-keresztkdtés ugyanis nagyon er8s csatolast kellene, hogy biztositson a rétegek
kozott, ami nem vezethetne egymastol fiiggetlen, azonos erejii atmenetekhez. Kivéve,
ha azt feltételezziik, hogy a Ca®* keresztkotések dinamikus atrendezédésre képesek.
Ebben az esetben viszont szamithatnank az atszart rétegek legalabb részleges
visszarendezddésére is a perturbacid utdn, amit nem tapasztalunk. Lehetséges, hogy a
Ca’* csak az egyes rétegeken beliili szomszédos fejesoportokat kéti keresztbe, és az igy
kialakulo, nagyrészt dehidralt, toltésarnyékolt fejcsoport-rétegek van der Waals vagy
hidrofob koélesonhatasokon keresztiil asszocialodnak egymashoz. (2) Lehetséges, hogy a
rétegek egymason val6 elmozduldsa nem a fejcsoportok, hanem a zsirsavlancok kozotti

sik mentén torténik.
5.3. Kohleatok diszpergalasa

A citration koncentraciofiiggden hatott a kohleat aggregatumokra. Kis
koncentracioknal lazitotta a szerkezetiiket. Megfeleld koncentracioban alkalmazva
diszpergalta azokat, mig ennél nagyobb toménységben hasznalva a tekercsek felnyiltak.
Ez a hat4s annak tulajdonithato, hogy a citration képes arra, hogy az oldatban talalhat6
szabad Ca’*-ionok egy részét megkdsse, igy csokkentve azok koncentraciojat. A kisebb
szabad Ca”" koncentracié a PS—Ca”" kotédést a disszociacio iranyaba tolja el. Ebbdl a
szempontbél a kohleatok PS—Ca®" komplexei két részre oszthatok: (1) egy feliileti,
kénnyen hozzaférheté és (2) egy belsd, takarasban 1év8 hanyadra. A Ca®* PS
sebességét a kohleat és az oldat kozti kémiai potencidlgradiens nagysaga hatdrozza meg.
A citration Ca®* iranti asszociacios konstansa (pK4=3,17) egy nagysagrendbe esik &s

valamivel kisebb a PS molekulaénal (pK;=3,9). A citrationok és a PS fejcsoportok
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versengenek a szabad Ca?*-ionokért. A citrationokat a PS-nél nagyobb koncentracioban
kellett alkalmaznunk ahhoz, hogy annyi szabad Ca®*-iont megkdssenek, ami a kémiai
potencialgradienst megfelel6 mértékben tolja el ahhoz, hogy az inkubaci6 viszonylag
rovid ideje alatt a konyebben hozzaférhetd feliileti PS-Ca* komplexek disszocialjanak.
A mérsékelt kémiai potencidlgradiens nem teszi lehetvé, hogy a belsé rétegek Ca?'-
ionjainak is legyen idejiik kidramolni, még miel6tt a diszpergaldszert puffercserével
eltavolitanank. Ha nem torténik puffercsere, az optimalis diszpergald koncentracioban
alkalmazott citration hosszabb id6 alatt természetesen a tekercsek belsejébdl is kivonja a
Ca**-ionokat.

A joval nagyobb Ca®" iranti asszociacios konstanssal (pKz=10,75) bir6 EDTA a
szabad Ca®*-t nagysagrendekkel nagyobb affinitadssal koti meg, pillanatszerii, hatalmas
novekedést okozva a Ca?*-ionok kémiai potencidlgradiensében. Ez olyan mértékben
tolja el a PS—Ca?* komplex egyensulyat a disszociacio felé, és gyorsitja fel a Ca**-ionok
kiaramlasat a kohleat belsejéb6l is, hogy a jellegzetes tekercs-szerkezet szinte
pillanatszeriien bomlik fel. A joval kisebb asszociacios konstansu borkdsav (pKa=1,8)
¢és ecetsav (pK;=0,53) azonban még viszonylag nagy koncentracidban alkalmazva sem

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

(1) Megallapitottam, hogy — a korabban gondoltaktol eltéréen — a kohleatok
unilamellaris liposzomakbol vald képzddése soran eldszor multilamellaris
vezikula-aggregatumok keletkeznek, és ezek alakulnak a4t az egyedi
részecskéket tekintve egyirdnyl, gyors, véletlenszertien lejatszodo
folyamatban membrantekercsekké. A  részecskesokasagot tekintve az
atalakulas lassu kinetikdval jatszodik le, tobb hetet vesz igénybe, amig a
kohleatok tulstlyba keriilnek a vezikulakkal szemben. Az atalakulas csak

vizes kozegben megy végbe.

(2) Atomieré-mikroszkopos erdspektroszkopia segitségével azonositottam a
kohleatok nanomechanikai ujjlenyomatat, ami jol jellemzi az egyedi
membrantekercsek szerkezeti és mechanikai tulajdonsagait. A kohleatok —
mas rendezett biomolekularis struktirdkhoz viszonyitva — anomalisan nagy
merevséggel, kimagaslo  atszuradssal —szembeni  ellenalloképességgel
rendelkeznek. A  kohleatok kettdsrétegli membranjainak  vonalmenti
fesziiltségét 1,2 nN-ban 4allapitottam meg. Ez igen nagy érték, ami, a
mechanikai  perturbacié  soran  jelentkezd irreverzibilis, plasztikus
deformacidval egyiitt kdzvetett bizonyitékot szolgaltat a foszfolipid membran
kristalyosodasara. A kohledtok membranrétegei nem 4allnak mechanikai
csatolasban egymassal. Ez felveti annak lehetdségét, hogy i.) a Ca®*-ionok
csak ugyanazon kettdsrétegen beliil 1étesitenek keresztkotéseket a foszfolipid
fejcsoportok kozott; ii.) a szomszédos rétegeket van der Waals és hidrofob

kolcsonhatasok rogzitik egymashoz.

(3) Modszert dolgoztam ki kohleat aggregatumok diszpergalasara, ami azon
alapul, hogy a citrationokat megfelelé koncentracioban, puffercserével kell
alkalmazni. A kidolgozott modszernek megfeleld eljarasban a citration nem
karositja a kohleatok jellegzetes membrantekercs-szerkezetét. A kohleat-
struktira megorzését szolgald diszpergalds molekularis hattere az, hogy a
Ca”*-ionokat csak a kohleatok feliiletérdl kell eltavolitani, anélkiil, hogy a

tekercs belso rétegeit stabilizald Ca®*-ionokat is kivonnank.
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