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Bevezetés

A lipid vezikuladk, vagy ahogy kevéshé pontos terminolégiaval nevezni
szoktak, liposzémak az utébbi években az orvosbiolégiai tudoméanyok egyre
tobb teriiletén nyertek polgarjogot, djabban pedig komoly gyakorlati jelentd-
ségre tettek szert. A lipid vezikuldk tulajdonképpen lipidréteggel hatarolt
gombocskék (1. abra), amelyek a sejtmembran lipidkettdsrétegét vannak hi-
vatva modellezni a kiilonféle vizsgalatokban. Eredetileg a kolloidika és a biofi-
zika tudomanyok korébe tartozé vizsgalatok kedvelt objektumai voltak, hama-
rosan azonban a biokémikusok is felfedezték, a kozelmiltban pedig klinikai
alkalmazasukra torténtek biztaté kisérletek. Jelen munkanak egyrészt az a
célkitiizése, hogy a hazai szakemberek szamara figyelemfelkeltd célzattal atte-
kintést nydjtson a lipid vezikuldk felhasznalhatésagarél, masrészt be szandéko-
zik mutatni, hogyan épiilnek egymasra az anyag szervezddésének egyre maga-
sabb bonyolultsagi fokan vizsgalédé diszciplinak (fizika, biofizika, biokémia,
élettan, immunolégia, klinikai orvostudomany) altal nyert eredmények.

A lipid vezikuldk elodllitasandl hasznalatos anyagok és médszerek

Errél a témakorrsl tobb dsszefoglalé tanulmany all rendelkezésre (PAGaA-
NO és WEINSTEIN 1978, SzokA és PApAHADJOPOULOS 1980, SZEBENI és BATHORI
1981), ezért csak kivonatosan ismertetem.

A lipidek alapvaza egyszerii esetben egy glicerin molekula, amelyhez
észter kotéssel kétzsirsavlanc kapcesolddik, és az iin. fejesoport. A fejcsoport a
molekula hidrofil része, amely toltésére nézve lehet negativ (példaul foszfatidil-
szerin, foszfatidsav, kardiolipin, foszfatidil-etanolamin), semleges (foszfatidil-
kolin) vagy pozitiv (szfingomielin). Ettél az altalanos szerkezettél eltérnek a
koleszterin és szarmazékai. Tovabbi megkiilonboztetést is tehetiink aszerint,
hogy az adott lipid tartalmaz-e kettdskotéseket vagy sem. Ez utobbi koriil-
mény erdsen befolyasolja fizikai tulajdonsagukat. A természetes anyagokbdl
kivonhaté lipidek altalaban kett§skotéseket tartalmaznak. Léteznek ezenki-
viil kettskotés mentes tn. szintetikus készitmények is.

A lipid vezikulak elallitasanal a cél altalaban az, hogy egy vizes fazis-
ban diszpergaljuk a lipideket, vagyis egy szerves fazist. Ha ezt a miiveletet

MTA Biol. Oszt. Kosl. 25 (1982)




678 BATHORI GYORGY

he
.@\ /7//’

"‘\_"«;o HO{:—\.
Y

1. dbra. Liposzéma sematikus abraja

kézzel razassal vagy razégéppel végezziik, akkor hagymahéjszeriien egymasra
borulé koncentrikus lipid kett&sréteget nyeriink. Ma mar csak az utébbiakat
nevezziik liposzémanak, az Gsszes olyan készitményt, amelyet egyetlen lipid
kettdsréteg alkot, lipid vezikulanak hivjuk.

A diszpergalast végezhetjiik ultrahang segitségével is. Ilyenkor vezikula-
kat kapunk. Az eljaras soran azonban részben oxidalédhatnak, részben pe-
dig a méreteloszlasuk inhomogén lesz.

Mindkét fenti problémat megoldjak az tin. injektaldsi médszerek. Ekkor
a szerves oldészerben oldott lipidet egy fecskendd segitségével juttatjuk a vizes
fazisba és az olddszert példaul dializissel tavolitjuk el. Az el8allitas soran befo-
lyasolni tudjuk, hogy nagy vagy kisméreti vezikulak késziiljenek. A vezikulak
fizikai tulajdonsagai — a molekulak rendezettsége — a mérettdl fiiggGen erésen
kiilonbéznek egymastol. A sejtmembrant csak a nagyméretiiek modellezik jol.

Tovabbi eljarasok is ismeretesek, ezekre azonban itt nem kivanok kitérni.

A vezikuldk biofizikdja

A vezikulak molekularis kett8srétegében lezajlé szerkezetviltozasokat
tilnyomérészt fizikai médszerekkel tudjuk vizsgalni és fizikai fogalmakkal
értelmezni. A biofizikai vizsgalédasok targyaul azok a szerkezetviltozasok
szolgéalnak, amelyek biolégiai funkciékkal birnak.

A lipid vezikulak (tdgabb értelemben: a molekularis lipid kettgsrétegek)
fizikai szempontbél tn. folyadékkristilyoknak tekinthet8k. A folyadékkrista-
lyok esetén a szilard halmazallapotbél a folyadék halmazallapotba nem egy
1épcsében torténik az dtmenet, hanem tobb kiilonb6z§ kozbeesd tin. mezomorf
allapoton keresztiil. Egy adott anyag esetén nem sziikségképpen lép fel az
osszes mezomorf allapot. A mi szempontunkbél érdekes atalakulast a 2. abra
mutatja. A sematikus rajzbél jol lathaté, hogy a molekula réteg alapvetSen
rendezett marad, de azért a rendezettség bizonyos mértékben csokken (elsd-
sorban a molekulan beliili rendezettség).
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Ezen fazisatalakulas jelentGségének alatamasztasaul szeretném el6ljaré-
ban megemliteni azokat a biolégiai funkciékat,amelyekben a fazisatalakulas
szerepet jatszik s amelyek egyébként vezikulakon modellezhet§k. Négy ilyen
funkcié van: anyagtranszport (permeabilitas), immunolizis, membrdn fizié,
enzim aktivitds szabdlyozdsa. Emellett azt is érdemes megemliteni, hogy szamos
gyogyszer (anesztetikumok, trankvillansok) szintén a fazisatalakulas meneté-
be szélnak bele. Miutan lathatjuk, hogy ugyanaz a fizikai jelenség ennyi kiilon-
b6z6 folyamatban jut szerephez, 6nként adédik a kérdés, hogyan lehetséges ez?
A valasz a kovetkezdben foglalhat6 6ssze: a molekularis mechanizmus viszony-
lag bonyolult, ennek kovetkeztében, mikor a lipidréteg egyéb anyagokkal kap-
csolatba keriil (fehérjék, ionok), végkifejlete a kolesonhaté anyagtél fiiggen
mas és mas lehet. Ezek utan szeretnék ratérni a fazisatalakulas targyalasara.

A fazisatalakulast elsésorban a hGmérséklet valtoztatasaval lehet kivalta-
ni, de ezenkiviil pH, ionkoncentracié valtozas, fehérjékkel valé kolesonhatas is
okozhatja. A fazisatalakulasi allapotban a membran kiilonleges tulajdonsagok-
kal rendelkezik, példaul kiilonb6z8 anyagokra nézve ilyenkor a legnagyobb az
atereszt8képessége.

A kiilonféle lipidfajtaknak mas és mas hémérsékleten van a fazisatalaku-
lasa. Szokas szerint ennek pontos értékét mikrokalerimetrias médszerrel alla-
pitjadk meg (a leggyakrabban DSC-vel) (Sz6cy1 és mtsai 1981). Az atalakulas
soran végbemend molekularis valtozasokat pedig kiilonféle szerkezetvizsgalo
modszerekkel deritik fel (rontgenszéras, neutronszéras, elektronszéras, NMR,
ESR, lézer-Raman, infravoros és fluoreszcens spektroszképia). Ezek a méd-
szerek kiegészitik egymast, de még tavolrél sem adnak teljes képet a vizsgalt
folyamatrél. Eppen emiatt birnak kiilonleges jelent&séggel az elméleti modellek,
amelyek kapcsolatot teremtenek a kiilonb6z6 tipusi mérési eredmények kozott
(SucAr 1979). Néhany példat mutatok be izelitéképpen arrél, hogy milyen
tipusid informaciét tudnak nyijtani. A masodik abran lathaté szénhidrogén-
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2. dbra. Molekularis konformdcié valtozdsok a fazisatalakulds alatt
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3. d@bra. Spektrumrészlet a metiléncsoport vegyértékrezgéseinek régiéjabol

lancokon torések vannak. Ezeknek a toréseknek a létrejottét lézer-Raman
spektrumokon lathaté valtozasok alapjan lehetett megallapitani (WALLACH és
mtsai 1979). A harmadik abran sajat eredményiink lathaté. Az infravoros
spektrum savjai kiilonféle molekularészletek (CH,, CHj stb.) rezgéseihez rendel-
het8k. Ezek valtozasainak elemzése alapjan allithatjuk, hogy nemecsak ezek a
lanctorések jonnek létre, hanem a molekulaszerkezet felborul, a lecitin moleku-
lak kozti szabad tér nagyobba valik. Nem sorolhatok itt fel minden médszert,
inkabb megint csak példaképpen a fenti molekularis valtozas konzekvenciait
emlitem meg. A lanctiorések kovetkeztében hibahelyek, in. lyukak jelennek
meg a membranban, amelyek a lanc mentén végig vandorolhatnak (SucAr
1979), s ekozben anyagot transzportalhatnak. Ezt az is alatamasztja, hogy a
lanctorések szamanak emelkedésével a lipid kettdsréteg permeabilitdsa novek-
szik. A molekulaszerkezet lazulasa pedig az oldaliranyd mozgast teszi lehetévé.
Ez a tipusd mozgas a fehérjék funkciojahoz, alegységeik egymasmellé keriilésé-
hez elengedhetetlen.

Kiilon részletezés nélkiil itt emlitem meg a biofizikai vizsgalatok egyik
melléktermékét. A vezikulak bizonyos korillmények kozott képesek egymassal
osszeolvadni, fuzionalni. A fiizi6 pontos molekularis mechanizmusa jelenleg
még nem ismert, tovabbi kutatasok targyat képezi.

A lipid vezikulak felhasznaldsi lehetoségei biokémiai vizsgalatoknal

Ebben az alfejezetben felsorolt eljarasok és vizsgalatok jelentds része
hatarteriiletet képez a biofizika és biokémia kozott. Hogy ez mit jelent, azt az
enzim beépitési kisérletek példajan szeretném bemutatni. Ha mondjuk egy
transzport enzimet épitiink be a vezikulaba, és ESR-rel vizsgaljuk a lipid—
fehérje kolcsonhatas jellegét, vagy mas alkalmas moédszerrel a lipidréteg szer-
kezetét a fehérjék koriil, akkor ez biofizika. Ha viszont a transzport funkciét
tanulméanyozzuk kinetikai mdédszerekkel, kiilonhozé gatlé anyagok hatasa
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alatt, akkor ez biokémia. Végezetiil, ha az enzimaktivitast vizsgaljuk, hémér-
sékletfiiggéshen, ésazt tapasztaljuk, hogy a lipid fazisatalakulasi hGmérsékletén
az aktivitas ugrasszeriien valtozik, akkor el sem tudjuk kiiloniteni, hogy melyik
diszciplinarél van szé tulajdonképpen. Hasonlé atfedés azonban az élettan
vonatkozasaban is tapasztalhaté.

Ezek utan vegyiik sorba a tovabbi fontosabb alkalmazasokat. Leg-
nagyobb jelent&sége a fiziés kisérleteknek van. Ehhez az alapétletet az a —
mar emlitett — megfigyelés adta, hogy a vezikulak képesek egymassal 6ssze-
olvadni nagyobb vezikulakka. Kézenfekvé volt az a feltevés, hogy ha egymassal
fuzionalhatnak, akkor az €16 sejtekkel is képesek a fiziora. Ilyen médon viszont
olyan anyagokat lehet a sejtbe juttatni, amelyek szamara a membréan egyéb-
ként atjarhatatlan. Kisérleteinkben a c-AMP-t juttattunk be sejten beliilre
(BATHORI és mtsai 1981). Igy valik tanulmanyozhatéva in vivo a c-AMP
hatasa kiilonféle biokémiai mechanizmusokra. A fiziés kisérletek mar elére-
mutatnak a gyakorlati alkalmazasok felé. Ha vezikulak segitségével olyan cito-
sztatikumokat juttathatunk célzottan a rikos sejtekbe, amelyek szamara a
membran nem atjarhaté, akkor csokkentjilk a karos mellékhatasokat.

A lipid vezikulak azonban nemcsak fiizi6 segitségével juttathatnak sejten
beliilre anyagot, hanem a fagocitézisra képes sejtek fagocitalhatjak is Gket.
A vezikulat alkoté lipid fazisatalakulasi hdmérséklete felett a fizid, alatta a
fagocitézis a dominalé folyamat. A vezikula — sejt kolesonhatas f6bb lehets-
ségei a 4. abran lathatok. A specifikus adszorpcié esetén a vezikula falaba
ellenanyag van épitve. Ennek segitségével keresi fel a célsejtet, példaul a rakos
sejtet.

ADSZORPCIO ENDOCITOZIS

nem
specifikus

LIPID TRANSZFER

4. dbra. A lipid vezikuldk és sejtek kolesonhatéséanak kiilonféle médozatai
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A faziés kisérletek segitségével megvaltoztathatjuk a sejtmembran
osszetételét is. Az ilyen tipusu kisérletek koziil legérdekesebb az az eset, amikor
valamilyen receptort, példaul acetilkolin receptort épitenek be a vezikula fala-
ba, majd fuzionaltatjak a sejtekkel. Az eljaras eredményeképpen a sejt egy 1ij
anyaggal szemben valik ingerelhetévé.

Lipid vezikulak segitségével valt felderithet§vé az immunolizis pontos
mechanizmusa is. Ha valamilyen antigént épitiink be a vezikula faldba, majd
specifikus ellenanyaggal és komplementtel hozzuk &ssze, létrejon a lizis.
Ezt tigy észlelhetjiik, hogy a vezikula kiengedi a bezart jelzéanyagot, példaul
spinjel6lét vagy glukézt (Hsia és Tan 1978, LEwis és McCoNELL 1978).
Ez a jelenség érdekes médon csak a fazisatalakulasi hémérsékleten megy
végbe.

Az immunolizisnek ez a modellrendszere magaban rejti a gyakorlati
alkalmazas lehet6ségét. Alkalmas a specifikus immunreakciék diagnosztikus
célzati kimutatasara. Elképzelhets, hogy ez az eljards a jovében membrdn
immunoassay néven a radio immunoassay vetélytarsava fejlédik.

Elettani vonatkozdsok —klinikai alkalmazdsok

Ezt a két alfejezetet célszerd osszevonva targyalni. Ezt az indokolja,
hogy az orvosi alkalmazasoknal sziikséges kotelezd 6vatossag miatt a potencialis
lehetdségeket élettani kisérletekben proébaljak ki elgszor (GREGORIADIS 1980).

ﬂjb(’)l csak rovid felsorolasra vallalkozhatom. Az egyik érdekes lehetdség
fehérjetermészetii anyagok ordlis bejuttatdsa. Ilyen kisérleteket végeztek példaul
inzulinnal. A vezikulakba zart inzulint diabéteszes patkanyoknak adtak be,
s a patkanyoknal ennek hatasidra hipoglikémia lépett fel (RyMAN és mtsai
1978).

Egy a kozelmultban a Lancet-ben megjelent kozlemény arrél tudésit,
hogy vérzékenységhen szenvedd beteget liposz6maba ,,csomagolt’ antihe-
mofilia faktorral gyégyitottak. A készitményt szintén oralisan alkalmaztak.
Antihemofilia faktor intravénas adagolas eddig is szokasos terapias eljaras volt,
azonban ilyenkor a hatas csak egy vagy két napig tartott. Az aj eljarassal
viszont csak négy nap milva kellett ijabb adagot adni. A hatéanyag a liposzé-
mabél nem azonnal szabadult fel, hanem csak bizonyos id§ elteltével, idében
elnydjtva. Ez az in. adjuvans hatas egy kissé bGvebb magyarazatra szorul.
A lecitinbdgl késziilt vezikuldk membréanjat a vérszérum fehérjéi leromboljak.
A dezintegralédas sebességét szabalyozni lehet. Ha koleszterint épitiink be a
membranba, lassithatjuk a folyamatot. Minnél magasabb a koleszterin tarta-
lom a vezikuldkban, azok annal ellenallébbak (KirBY és mtsai 1980, SCHERPHOF
és mtsai 1979).

A vezikulakat a daganatok kemoterapiajaban is fel lehet hasznalni
citosztatikumok célzott bejuttatasara (SHINOZAWA és mtsai 1980). A citosztati-
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kumokrél jol ismert, hogy igen toxikusak. Nemcsak a daganatot, hanem az
osszes 0szt6do sejtet pusztitjak. Ha lipid vezikuldkba zarjuk 6ket, akkor csak
azokkal a sejtekkel jutnak kapcsolatba, amelyekkel a vezikulak fuzionalnak.
Egyes esetekben daganat ellenes ellenanyagot épitenek be a vezikulak memb-
ranjaba. Ezek ilyen médon specifikusan a daganatsejtekhez kotGdnek, majd
bekovetkezik a fizi6 és a tartalmuk az intracellularis térbe tiriil. A kielégit6
hatasfoki célzasi médszerek kidolgozasat jelenleg vilagszerte kutatjak.

Ismeretes az is, hogy a daganatszovet a gyulladasos szévetekhez hasonlé-
an valamelyest magasabb h§mérsékletii, mint a kornyezete. Lehetséges olyan
lipid alkotékat talalni, amely fazisatalakulasa néhany fokkal a testhmérséklet
folott van. Az ilyen lipidbdl késziilt vezikula csak a daganatos szévetbe jutva
keriil a fazisatalakulas allapotaba. A biofizikai alfejezetben mar emlitettiik,
hogy a membran ilyenkor kiilonleges tulajdonsagokkal rendelkezik és ateresztd-
képessége maximalis. Ennek kovetkeztében a citosztatikum lokalisan szabadul
fel. Gyulladésos szovetek esetén a gyulladasgatlé gyégyszerek hasonlé lokalis
felszabadulasat érhetjiik el (GREGORIADIS 1980).

Radioaktiv izotépok és gammakamera segitségével nyomon kovethetd
volt, hogy a vezikulak elsdsorban a majban, lépben és a nyirokcsomékban hal-
mozdédnak. Ennek alapjan két tovabbi dologra hasznalhatok fel: segitségiikkel
kirajzolhaté a nyirokcsomdék pontos helye, tovabba egy bizonyos trépusi beteg-
ség,aleismaniazis esetén (ALVING és STECK 1979) a sziikséges gyogyszert kizvet-
leniil a majba juttatjak, igy a felhasznalt gyogyszer mennyisége jelentGsen
csokkenthetd.

Ezen a ponton abba kell hagynom az amiigy sem teljes felsorolast, rész-
ben, mert sajat tudasom sem biztos, hogy kiterjed minden lehetGségre, részben
pedig szinte naponta jelennek meg az 1j cikkek az irodalomban. Bizonyosnak
mondhaté, hogy mire ez a munka kikeriil a nyomdabél, mar kiegészitésre fog
szorulni.

Osszefoglalas

Végezetiill a kutatasi teriilletnek a gyakorlattal valé szoros kapesolatat
szeretném mégegyszer alahizni, egy tovabbi a gyégyszeriparunk szemszogébdl
fontos koriilmény kiemelésével. Anélkiil, hogy 1dj tipusi gyogyszereket kellene
elgallitani, az el6z8ekben ismertetett modszer segitségével, a mar meglevd régi
szereket lehet 1ij, hatékonyabb forméaban alkalmazni. Ez a megoldas jelentds
koltségmegtakaritast eredményezhet.

Szeretném azonban hangsilyozni, hogy a sokféle gyakorlati alkalmazas
csak lehetdségeket jelent és alapos, sokoldald kutatémunkaval kell majd tisz-
tazni, hogy mennyi valésithaté meg beléliik. Tekintettel az el nem hanyagol-
haté gazdasagi szempontokra, gondosan megvalasztott kutatasi stratégiat kell
alkalmazni. Ennek a stratégianak két pillére van. A gyakorlati felhasznalas
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interdiszciplinaris kutatast kivan. Sziikség lehet biofizikusok, biokémikusok,
élettanaszok, immunoldgusok, gyégyszertechnolégusok és klinikusok egyiitt-
miikodésére. Vegyiik még ehhez tekintetbe, hogy a liposzéméak nagyon sok
alapkutatasi probléma megoldasahoz bizonyulhatnak hasznos eszkoznek.
Ezeket a kutatasokat el kell mozditani, mert a gyakorlati céld kutatas tarta-

lékat képezhetik.

A masik alapeleme a stratégianak, hogy néhany j6l megvalasztott terii-
letre kell koncentralnunk, amelyek nagyobb valésziniiséggel és gyorsabban
hozhatnak eredményt (vakcina, RES betegségei, nyujtott hatdsi készitmé-
nyek).
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