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Osszefoglalél Summary

Az infravords (FTIR) spektroszkopia megbizhato, elterjedt modszer modell-, illetve biologiai membranok
jellemzésére; ennek ellenére az altala nyujtott informaciok nincsenek teljes mértékben kiaknazva. Teljes
reflexios infravoros spektroszkopiaval (ATR-FTIR) mesterséges és biologiai eredetii vezikulakat vizsgaltunk:

i) a gyogyaszatban mar alkalmazott igynevezett pegilalt, azaz PEG-lanccal stabilizalt vezikulak esetében a PEG
lanc szerkezeti valtozasait kovettiik (a C-O-C kotések trans-gauche aranya alapjan) az sszetétel fiiggvényében;
ii) ) tipust stabilizalt vezikulak kifejlesztése céljabol a vezikulakat felépitd lipid alapelemek és a kiilonboz6
adalékanyagok (pl. urzolsav, koleszterin) kdlcsonhatasait értelmeztiik;

iii) vorosvértest ghost membranbol és mesterséges lipidekbdl fizikai-kémiai eljarasokkal eldallitott igynevezett
nanoeritroszomak esetében a mesterséges lipid beépiilését vizsgaltuk;

iv) egy egyszerli, gyors modszert dolgoztunk ki sejt-eredetii (Jurkat) extracelluldris vezikuldk izolalasanak
jellemzésére a fehérje/lipid arany IR spektroszkopiai meghatarozasaval.

FTIR spectroscopy is a widespread, reliable investigation method to study model and biological membranes; the
provided information, however, are still underutilized. In this study the benefit of ATR-FTIR spectroscopy in
the study of vesicles (of artificial and biological origin) is demonstrated:

i) by IR spectroscopic study of trans-gauche ratio of the PEG (polyethylene-glicol) chains in the PEGylated
’steady stealth liposomes’ we could estimate the hydration level of the vesicle surfaces which is associated with
the optimal polymer/lipid ratio;

ii) the interactions between basic lipid components and other ingredients (ursolic acid, cholesterol) were studied
aiming novel type of sterically stabilized vesicles;

iii) in case of nanoerytrosomes obtained by vesicularisation of erythrocyte ghost membranes and synthetic lipids,
by physicochemical treatments (sonication and extrusion), the infiltration of synthetic lipids was demonstrated;
iV)a protocol based on protein-to-lipid ratio estimation by ATR-FTIR was proposed as a reliable, fast and
relative cheap screening approach for EV isolation.

Bevezetés

A nanoméretli gyogyszerhordozd rendszerek fejlesztése és vizsgalata fontos kutatdsi teriilete napjaink
kolloidkémiajanak. A lipid kettdsréteg alapu liposzomak/vezikulak - azon tal, hogy a sejtmembranok
modellrendszerei - gyogyszerhordozoként és diagnosztikai eszkozként a nanomedicina teriiletén is alkalmazast
nyertek, fejlesztésiik az orvostudomany legigéretesebb részét képezik.

A gyodgyaszatban mar alkalmazzadk az ugynevezett ,lopakodd” liposzomakat (steady stealth liposomes -
SSL), amelyek jellemzdje, hogy a lipid kettsréteget polietilén-glikol (PEG) réteg boritja, ami sztérikus
stabilitast és megnovekedett keringési id6t biztosit a vezikulaknak. A PEG-lanc szerkezetének infravoros (ATR-
FTIR) spektroszkopiai vizsgalataval (a polimer C-O-C kotéseinek trans-gauche aranyabdl) a vezikula

s

polimer/lipid arany értékével.
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1. abra. Kiilonb6z6 6sszetételtt SSL vezikuldk spektruma: a C-O-C vegyértékrezgés felbontasa.
Megallapitottuk, hogy a trans/gauche konformacié-aranynak 6 mol% PEG tartalomnéal minimuma van. Ez a
koncentracié egybe esik a legnagyobb kettosréteg-stabilitast biztositd arannyal, valamint a ,,gomba-kefe”

konformaci6 atmenethez tartozé koncentracioval [1].

1. tablazat. A kiilonboz6 Osszetételit SSL vezikulakra szamolt C-O-C trans/gauche arany

A v(C-O-Cjtrans / A v(C-O-C)gauche
SSL0.5 (HSPC:Chol:DSPE-PEG=3:1:0.5) 1.75
SSL1 (HSPC:Chol:DSPE-PEG=3:1:1) 1.25
SSL2 (HSPC:Chol:DSPE-PEG=3:1:2) 2.50

A PEG polimerrel stabilizalt vezikuldk alkalmazasa soran felmeriilt allergids jellegli stlyos tiinetek
miatt [2] mas, stabilizalé hatdsii biokompatibilis molekuldk is jelentds kutatasi érdeklédésre szamithatnak.
Urzolsav multilamellas modell lipidrendszerre torténé hatasanak tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy
spontan modon nagyszamban képzédik unilamellas forma. Az IR spektrumok elemzése alapjan az urzolsav, bar
szerkezetileg hasonlit a koleszterinhez, nem ¢kelédik be a lipid szénlancok kozé. A vizben rosszul oldodo

urzolsav molekulak/aggregatumok a lipidek észter-csoportjainal, az acillancokra mer6legesen helyezkednek el.



Ezek a konikus alaka lipid-tutaj”-urzolsav asszocidtumok az Onszervezddés soran nem-kettdsréteg
(hexagonalis, kobos) szerkezeteket alakitanak ki [3].

Kutatocsoportunk vordsvértest ghost membranbdl szintetikus lipid (DPPC) hozzaadasaval kiilonb6z6
fehérje/lipid Osszetételli igynevezett nanoeritroszomakat allitott eld. IR spektroszkdopiai mérésekkel egyrészt a
szintetikus lipid beépiilését kovettilk a fehérje/lipid ardny meghatarozasaval, masrészt szintetikus lipidekben

gazdag domének kialakulasat igazoltuk a membranban [4].

2. tablazat. Fehérje/lipid arany meghatarozasa vordsvértest membranbol (ghost) késziilt

vezikulakban
Fehérje/lipid arany Spektroszképiai

(Bradford/Stewart assay) fehérje/lipid arany

A(Amid I)/A (CH,)
Ghost membran 0,91
Nanoeritroszéma 0,21 0,59
Nanoeritroszoma (+DPPC) 0,06 0,16
Nanoeritroszoma (+2DPPC) 0,04 0,04

A fenti mesterséges nanoeritroszomak referenciaként szolgalhatnak a természet altal eldallitott extracellularis
vezikulak IR jellemzéséhez. Az extracellularis vezikulak a sejten kiviili térben talalhato, ketts foszfolipid
membrannal hatérolt, sejt eredetli struktarak. Az egy mérettartomanyba esé extracellularis vezikulak (EV)
tulajdonsagai — jelen tudomanyos allaspont szerint — hasonldsdgot mutatnak; ennek alapjan tobb EV
szubpopulaciot kiilonboztethetiink meg: a multivezikulds testek exocitdzisaval keletkezé exoszomak (30-100
nm), a plazmamembranbol leflizédéssel 1étrejové mikrovezikulak (100 nm -1 pum) és a programozott sejthalal
soran keletkezé apoptotikus testek (800 nm-5 pm). Az extracellularis vezikuldk termel6dése altalanos
sejtbiologiai folyamat, gyakorlatilag minden - eddig vizsgalt — prokariota vagy eukaridta sejt termel EV-ket.
Sejtbioldgiai és élettani jelentdségiik mellett az extracellularis vezikuldk potencialis diagnosztikai, prognosztikai
és gyogyaszati szereppel is birnak. Az extracellularis vezikuldkra iranyuld kutatds egyelére még szamos
nehézségbe iitkozik. Az extracellularis vezikuldk még nem megfelelden osztalyozottak, izolalasuk és
jellemzésiik még kevéssé standardizalt. A leggyakrabban hasznalt és elfogadott EV izolalasi modszerek a
differencial és a gradiens ultracentrifugalas, annak ellenére, hogy ezek iddigényes eljarasok (2-24h). Raadasul
szamos gyakorlati problémat felvetnek: a nagy centrifugéalis er6k hatasara a sejtek fragmentalddhatnak, a
fehérjék és EVk aggregalodnak. Az izolalas soran azt is figyelembe kell venni, hogy mas, nem vezikularis
strukturak is egyiitt {ilepedhetnek le, ha méretiik és shrtségiik hasonld. Ilyenek példaul a lipoproteinek,
baktériumok (mikrovezikulak), virusok (exoszémak). Szamos mas hasonlé mérettartomanyba esé képzddmény
(fehérje aggregatumok, immunkomplexek) is megtalalhatd a biologiai folyadékokban, amelyek téves
eredményekhez vezethetnek. Ennek fényében sziikség van olyan gyors, egyszeri izolalasi €s jellemzési eljarasok

fejlesztésére, amely nagy hatékonysaggal preciz eredményeket szolgaltatnak.



Az extracellularis vezikulak részletes ATR-FTIR vizsgalata sordan egy egyszert, gyors, kis mintaigényti
modszert dolgoztunk ki a kiilonb6zd extracellularis szubpopulaciok jellemzésére a fehérje/lipid arany IR

spektroszkopiai meghatarozasan keresztiil.
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3. abra. Jurkat sejtvonalbdl differencial centrifugalassal eldallitott extracellularis vezikula

szubpopulaciok ATR-FTIR spektrumai.

Limfocita T-sejtvonalbol (Jurkat) differencial centrifugalassal el8allitott EVk ATR-IR vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy az exoszomak (EXO) és a mikrovezikulak (MV) jol elkiiloniilnek az apoptotikus testektdl
(AB). Az altalunk kidolgozott spektrum-feldolgozasi protokoll figyelembe veszi a kis koncentraciot (0,15-0,02

mg/ml 6sszfehérje), illetve a fehérje aggregatumokkal/lipoproteinekkel valdo kontaminaciot.
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4. abra. Az ATR-FTIR spektrumok alapjan szamolt fehérje/lipid arany értékek a kiillonb6z6 EV

szubpopulaciokra.

Eljarasunkat mas forrasbol eldallitott EVk esetében is teszteltiik. Eredményiink mar jelenlegi stddiumaban is

alkalmazhatd EVk izolasanak gyors, egyszeri ellenérzésére (screening).
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