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Jelen munka célkitiizése az volt, hogy tanulméanyozzuk a lipid kett&s-
réteg folyadékkristalyos fazisatalakulasanak szerepét kiilonféle biolégiai funk-
ciékban (alkéliion transzport, membran fizié és lizis). Erre a célra legalkal-
masabbnak az tn. lipid vezikula bizonyult, amely jél modellezi az él§ sejt
membranjanak biomolekularis lipidrétegét. Izolaltan (mas biolégiai folyama-
toktol fiiggetleniil) tanulmanyozhaté rajta a célkitiizésben emlitett mindharom
funkcié, ugyanakkor egyértelmiien mutatja a lipidek folyadékkristalyos fazis-
atmenetét is. A lipid vezikulak elGallitasa céljabol médositottuk a KrREMER
(1977) altal leirt médszert. Az igy elgallitott liposzomak viszonylag nagyat-
mérgjiek (100—200 nm), homogén méreteloszlasiak voltak és nem tartalmaz-
tak lipid bomlastermékeket, valamint oldészer (alkohol) maradvanyokat. A
fazisatalakulasok detektalasara apparens abszorpcié elvén alapulé optikai méd-
szert dolgoztunk ki. A lipid kettdsréteg molekularis szerkezetében és mozga-
saiban a fazisatalakulas soran létrejové valtozasok felderitésére infravirss
spektroszképiai vizsgalatokat végeztink. Tekintettel a viz ers abszorpcigjara
az infravoros tartomanyban, mintaink mérésére Fourier transzformaciés infra-
voros spektroszkopiai (FT-IR) médszert alkalmaztunk, amelynek segitségével
a lipid molekula fejcsoportjanak rezgési szinképe tanulmanyozhaté. Errél a
régiorol relative kevés informacié all rendelkezésre, ugyanakkor mind a transz-
porthoz sziikséges lipid-ion kolesonhatasban, mind a fdzi6 els§ 1épésében a két
vezikula kozti fal—fal kolesonhatasban kulcsszerepet jatszik.

Végiil egy modellrendszert fejlesztettiink ki a lipid vezikula-élgsejt kol-
csonhatas (fizi6) tanulmanyozasara. Kisérleteinkben patkany timusz limfo-
citakba juttattunk be kiilonféle anyagokat a vezikulak segitségével. Ezek a
kisérleteink egyuttal a vezikuldk egyik gyakorlati alkalmazhatésaganak (cél-
zott intracellularis gyégyszer bejuttatas) iranyaba mutatnak.

* X. Membrin Transzport Konferencian 1980. majus 13 —16. kozott Siimegen elhang-
zott eladas.
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Felhasznalt anyagok és médszerek

A lipid vezikulakat részben szintetikus lecitinb8l (dipalmitoilfoszfatidil-
kolinbsl, DPPC Merck) részben tojas-lecitinbél készitettiik.

Az elektronmikroszképos felvételek szerint vezikulaink egyrétegiiek vol-
tak, nem tartalmaztak tobbszoros kett&srétegli frakcickat. Atmérdjik kb.
120 nm; a méreteloszlasuk csak abban az esetben homogén, ha kiindulaskor
alkalmazott etanol oldat nem tartalmaz 10 mg-nal t6bb lecitint milliliteren-
ként és az injektalas legalabb 10 ml vizes oldatba torténik. Ennél nagyobb
lecitin, ill. alkohol mennyiségek alkalmazéasa soran mind az analitikus UC,
mind az oszlopkromatografia tanisaga szerint améreteloszlas inhomogénné valt.

Az infraviros spektroszkopiai mérések az esetek tilnyomé részében nem
mutattak ki alkoholt a készitményekben (két esetben maradt vissza alkohol).

Vizsgalataink soran meghataroztuk, hogy a vezikulak hany szazalékat
zartdk be annak az oldatnak, amelyben készitettiik ket. A meghatarozas az
oldatban lev§ anyagok mennyisége alapjan tortént. Erre a célra mintegy tiz
alkalommal 0,1 M dinatrium hidrogénfoszfatot, két esetben tricialt c-AMP-t
egy alkalommal pedig tricialt GDP-t hasznaltunk. A fiizios kisérletek soran a
patkany timusz limfocitakba tricialt c-AMP-ot, tricialt GDP-t, piridoxalfosz-
fatot és jelzetlen c-AMP-ot juttattunk be. A f-méréseket Packard gyartmanyua
p-folyadékszcintillaciés késziiléken végeztiik.

A vezikuladkat KREMER moédszere szerint allitottuk els. Esetenként 1,
illetve 10 ml kevert vizes oldatba kiilonféle lipid koncentraciéju etanol oldatot
fecskendeztiink be. Az injektalas konstans sebességét egy automata injektalo
eszkozzel (Infumat, MTA KUTESz) biztositottuk. Az elkésziilt oldathél az alko-
holt dializalassal, néhany esetben diafiltralassal (Amicon diafiltralé cella) tavo-
litottuk el. Egyes esetekben vakuum desztillalast (Rotadeszt, MTA KUTESz)
alkalmaztunk.

A vezikuladtmérd méreteloszlasat részben oszlopkromatografiaval (Se-
pharose 4B), részben analitikus ultracentrifigaval ellenériztiik.

A fazisatalakulas detektalasara alkalmazott apparens abszorpcié elvé-
nek lényege, hogy a kiilonféle kolloid méretd részecskék az atmérgjiik nagy-
sagrendjébe es§ hullimhosszisagi fényt erdsen szorjak, s ezt egy kozonséges
spektrofotométerben intenzitascsokkenésként észleljiik.

Méréseink soran a lipid vezikulakat tartalmaz6 mintat egy Perkin-Elmer
200 tipusi UV-VIS spektrofotométerben programozottan felfiitottiik, majd
hiitottiik (sebessége 0,2—1,0 fok/perc kozott volt valtoztathatd). A minta
hémérsékletét egy termoelem segitségével elektronikusan detektaltuk. A jelet
megfeleld erdsités utan egy XY-ir6 (EMG NE 230) X tengelyére vittiikk. Az Y
tengelyre a spektrofotométer analég kimenetérél levett jelet kapcsoltuk.

Az infravores spektroszképiai méréseket a MTA Kozponti Kémiai Ku-
taté Intézetében egy Nicolet 7199 tipusi rendszeren végeztik. KRS-5-bél
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késziilt kiivettat hasznaltunk (20 um rétegvastagsag). Elsé lépésben tébbszor
felvettiik az adott hémérsékleten az oldészerek (viz, 0,1 M KCl) spektrumat,
majd ezek atlagat a késziilék memdriajaban taroltuk. Ezutan ugyanilyen ké-
rillmények kozott elkészitettiik a lipid vezikula és viz egyiittes spektrumat.
Ezen spektrumokbdél készitett atlagspektrumbél — a beépitett szamitégép
segitségével — kivontuk a viz atlagspektrumat. Ezeknél a méréseknél 1 ml
vizes oldészer kb. 50 mg DPPC-t tartalmazott.

Eredmények, diszkusszié

1. A fazisatalakulas detektalasa apparens abszorpcié segitségével:

Az 1. és 2. abra lipid vezikulidk, illetve Gsszehasonlitasul lipid diszper-
ziok fazisatalakulasat mutatja. Az abrak tanisaga szerint a két folyamat
néhany részletben eltér egymastél. Diszperziok esetében a 41,5 °C-nal talal-
haté tn. féatmenet szlikebb hdmérséklet-tartomanyban megy végbe, valamint
25 és 30 fok kozott egy elGatmenet, az un. pretransition talalhaté. Az utébbi
Atmenet hiszterézissel bir és feltehetSleg a vezikulak aggregaciéjahoz rendel-
hetd (PETERSEN és CHAN 1978).

A vizsgalatokban mért fazisatalakulasi hGmérséklet megegyezik a DSC-
vel mért értékkel (Sz6cY1 és mtsai 1980).

2. Fourier transzformaciés infravoros spektroszképiai vizsgalatok:

Az infravoros spektrumban lathaté abszorpciés savok a lipid molekulak
funkciéscsoportjainak rezgémozgasaitél (vibraciok) szarmaznak. A molekula
vibraciés spektrumanak valtozasaib6l a molekula konformaciéjanak valtoza-
saira is kovetkeztethetiink.

Vizsgalatainkat 28 °C, 37 °C, 42 °C és 48 °C-on végeztiik. Ezek koziil
négy spektrumkészletet mutatunk be illusztraciképpen a 3—6. abriakon. A
spektrumokat a beépitett szamitogép segitségével elemeztiik és megéallapitot-
tuk, hogy:

— A metiléncsoport szimmetrikus és aszimmetrikus vegyértékrezgése a ma-
gasabb frekvenciak felé tolédott el.

— A foszfatesoport vegyértékrezgésében nem tapasztaltunk a sav helyében
és alakjaban valtozast. A spektrumban tapasztalhaté valtozasok mind az
intramolekuléris, mind az intermolekularis rend valtozasara felvilagositast
adnak. Példaként tekintsiik a szimmetrikus CH, vegyértékrezgést. Az
intermolekularis rend valtozasa intenzitasbeli valtozast, az intramoleku-
laris rendé pedig hullamhossz-eltolédast, valamint kisebb mértékben inten-
zitasvaltozast okoz (GABER és PETicOLAS 1977).

A fenti eredmények altalaban megegyeznek CAMERON és mtsai (1978,
1980) lipid diszperziékon nyert adataival. Egyetlen jelentds kiilonbség, hogy
48 °C-on a vezikuldk metiléncsoportjainak aszimmetrikus C—H vegyérték-
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rezgési savja a folyadékkristalyos allapotban felhasad (2923 cm—1). Ezt a
vezikulak és a diszperzidk kozti finomabb szerkezeti kiillonbségek kovetkezmé-
nyének tartjuk.

Elkészitettik a lipid vezikulak spektrumat 0,1 M KCl-ot tartalmazé
vizes kozegben is. Itt azt tapasztaltuk, hogy a foszfat, valamint a szén—

Abs
0,8 1
0,71
06 1
0,5
b T T 3
30 40 50 4[Cl

1.7dbra. Dipalmitoilfoszfatidilkolin lipid vezikulak fizisitalakuldsa. Szaggatott vonal: fiités,
folytonos vonal: hiités. Fiitési sebesség 20 °C/éra

2. dbra. Dipalmitoilfoszfatidilkolin diszperzié fazisitalakuldsa. Szaggatott vonal: fiités, foly-
tonos vonal: hiités. Fiitési sebesség 20 °C/éra
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LIPID VEZIKULAK-VIZ 48 °C
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3. dbra. Spektrumrészlet a metiléncsoport vegyértékrezgéseinek régi6jabol

LIPID VEZIKULAK-VizZ 28 €

"

ATERESZTOKEPESSEG

1

e —

41,404 . R
1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900
HULLAMSZAM

4. dbra. Spektrumrészlet a foszfitcsoport vegyértékrezgéseinek régiéjabol

oxigén kotés vegyértékrezgéséhez tartozo savegyiittes alakvaltozast szenvedett
a vizben felvett spektrumokhoz képest (1100 és 1000 cm ! kozott). A valtozas-
ért feltehetdleg a kalium ionok toltésarnyékolé hatasa a felelds.
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3. Fuzios kisérletek:

Meghataroztuk harom kiilonféle anyag segitségével, hogy az altalunk
készitett lipid vezikuldk optimalis esetben a kivéilasztott anyagnak hény sza-
zalékat tudjak magukba zarni. Méréseink szerint a bezart térfogat 10—15%,
kozotti értékeket vehet fel. Megallapitottuk, hogy a patkany timusz limfocitak
a tojaslecitinbgl késziilt vezikuldknak csupan 1—29,-at veszik fel, ami azon-
ban kb. 400 db vezikulat jelent sejtenként. Figyelembe véve a 10—159,-0s

LIPID VEZIKULAK-ViZ 28°C

o]
o

ak
o
o
S T

.

N
o

ATERESZTOKEPES SEG
()]
o

N
o

L-—“_T‘_‘—r—"——177r"’ T T T
2970 2945 2920 2895 2870 2845 2820 2785 2770

HULLAMSZAM

5. dbra. Spektrumrészlet a metiléncsoport vegyértékrezgéseinek régi6jabol

LIPID VEZIKULAK-VIiZ 48 C

D
~
1

ATERESZTOKEPESSEG

(6]
w
" |

w
w

R T ST

1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900
HULLAMSZAM

6. dbra. Spektrumrészlet a foszfatcsoport vegyértékrezgéseinek régiojabol
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7. d@bra. A lipid vezikulak és sejtek kolesonhatdsdnak kiilonféle médozatai

bezart térfogatot ez egy rendkiviil rossz bejuttatasi hatasfokot jelent. Ezért a
modszer csak biolégiailag igen aktiv anyagok esetén hasznalhaté. Ebbél a
meggondoléashél esett a valasztasunk a c-AMP-ra. A ¢-AMP hatasat a limfo-
citak szteroidkotd képességének valtozasaval teszteltiik és megallapitottuk,
hogy a kotéképességet mintegy 1609, -kal lehet n6évelni a kezeletlen kontroll-
hoz képest. A c-AMP 6nmagaban hatastalan, mivel nem jut be a sejtbe.

A semleges lipidekbdl pl. lecitinbdl késziilt vezikulak és a sejtek kozti
kolesonhatas lehetséges moédozatairdl jelenleg az irodalomban vita folyik
(PosTE és PapamapjorouLos 1978, PAcANo és mtsai 1978). Kisérleteink Pa-
cANo és Huanc allaspontjat latszanak alatimasztani, amely szerint semleges
lipidekbdl késziilt, folyadékkristalyos allapoti vezikuldkkal is létrehozhaté
az él6sejt — vezikula fizié. A 7. abran a kolesonhatas lehetséges médozatai
lathaték, PAGANO szerint.

A meglevs eredményeink és az irodalomban észlelhetd tendenciak alap-
jan vizsgalatainkat szeretnénk kiterjeszteni Gsszetett (tobbféle lipidet tartal-
mazo6) rendszerekre is. A transzport témakorben elsGsorban a lipid—ion kol-
csonhatas vizsgalatanak kiszélesitését tervezziik a FT-IR technikaval. Vizsgalni
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kivanjuk néhany mddosité anyag hatasat a lipid struktirakra (a vibraciés
spektrumokra). A fuziés vizsgalatok folytatasanal, egyiittmikodések segit-
ségével, a gyakorlati hasznositast szeretnénk célul kitiizni. Ezen a teriileten a
lehetGségek szinte korlatlanok (GREGORIADIS 1980).
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