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Jelen m u n k a célkitűzése az vol t , hogy t a n u l m á n y o z z u k a lipid ke t tős-
r é t e g fo lyadékkr is tá lyos fáz i sá ta laku lásának szerepét különféle biológiai f u n k -
c iókban (alkáliion t r an szpo r t , m e m b r á n fúzió és lízis). Er re a célra legalkal-
m a s a b b n a k az ú n . lipid vezikula bizonyul t , a m e l y jól model lez i az élő se j t 
m e m b r á n j á n a k biomolekulár is l ip idrétegét . I zo l á l t an (más biológiai fo lyama-
t o k t ó l függet lenül) t a n u l m á n y o z h a t ó r a j t a a célki tűzésben e m l í t e t t mindhárom 
funkc ió , ugyanakko r egyér te lműen m u t a t j a a l ip idek fo lyadékkr is tá lyos fázis-
á t m e n e t é t is. A lipid vez ikulák előállí tása cé l j ábó l m ó d o s í t o t t u k a K R E M E R 

(1977) által leírt módszer t . Az így előállí tott l iposzómák v iszonylag nagyá t -
mérő jűek (100—200 nm) , homogén mérete loszlásúak vol tak és n e m ta r t a lmaz-
t a k lipid bomlás t e rmékeke t , v a l a m i n t oldószer (alkohol) m a r a d v á n y o k a t . A 
fáz i sá ta laku lások de tek tá lá sá ra appa rens abszorpció elvén a l apu ló optikai mód-
szer t dolgoztunk ki. A lipid ke t tő s r é t eg molekulár i s szerkezetében és mozgá-
sa iban a fáz i sá ta lakulás során lé t re jövő vá l tozások felder í tésére infravörös 
spekt roszkópia i v izsgá la tokat végez tünk . Tek in t e t t e l a víz erős abszorpciójára 
az infravörös t a r t o m á n y b a n , m i n t á i n k mérésére Four ie r t ranszformációs in f ra -
vörös spektroszkópia i (FT- IB) módsze r t a l k a l m a z t u n k , a m e l y n e k segítségével 
a lipid molekula f e j c s o p o r t j á n a k rezgési sz ínképe t a n u l m á n y o z h a t ó . Erről a 
régióról re la t íve kevés információ áll rendelkezésre, ugyanakkor mind a t ransz-
po r thoz szükséges l ipid-ion kö lcsönha tásban , m i n d a fúzió első lépésében a k é t 
vez ikula közt i fal — fal kö l c sönha tá sban kulcsszerepet já tsz ik . 

Végül egy model l rendszer t f e j l e sz t e t t ünk ki a lipid vezikula-élősej t köl-
csönha tás (fúzió) t a n u l m á n y o z á s á r a . Kísér le te inkben p a t k á n y t imusz l imfo-
c i t ákba j u t t a t t u n k be különféle anyagoka t a vez ikulák segítségével . Ezek a 
kísér le teink egyú t t a l a vez ikulák egyik gyakor la t i a lka lmazha tóságának (cél-
zo t t intracel lulár is gyógyszer b e j u t t a t á s ) i r á n y á b a m u t a t n a k . 

* X. M e m b r á n T r a n s z p o r t K o n f e r e n c i á n 1980. m á j u s 13 — 16. k ö z ö t t Sümegen e lhang-
z o t t előadás. 
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Felhasznál t a n y a g o k és módszerek 

A l i p i d vez ikuláka t részben sz in t e t i kus lecitinből (dipalmitoi l foszfat idi l -
kolinból, D P P C Merck) részben to jás- lec i t inből k é s z í t e t t ü k . 

Az e lek t ronmikroszkópos fe lvé te lek szerint vez iku lá ink egyré tegűek vol-
t ak , n e m t a r t a l m a z t a k többszörös ke t tő s r é t egű f r a k c i ó k a t . Á t m é r ő j ü k k b . 
120 n m ; a mérete loszlásuk csak a b b a n az esetben h o m o g é n , ha k i i ndu lá sko r 
a lka lmazo t t etanol o l d a t nem t a r t a l m a z 10 mg-nál t ö b b lecitint mil l i l i teren-
ként és az in jektálás l ega l ább 10 ml vizes oldatba t ö r t é n i k . Enné l nagyobb 
lecitin, ill . alkohol mennyiségek a lka lmazása során m i n d az ana l i t ikus UC, 
mind az o sz lopkroma tográ f i a t anúsága szer in t a méreteloszlás inhomogénné vá l t . 

Az inf ravörös spekt roszkópia i m é r é s e k az esetek t ú l n y o m ó részében nem 
m u t a t t a k k i alkoholt a ké sz í tményekben (két esetben m a r a d t vissza alkohol) . 

Vizsgá la ta ink so rán m e g h a t á r o z t u k , hogy a vez iku l ák h á n y százalékát 
zár ták b e a n n a k az o l d a t n a k , amelyben kész í te t tük ő k e t . A megha t á rozá s az 
o lda tban l evő anyagok mennyisége a l a p j á n tö r tén t . E r r e a célra m i n t e g y tíz 
a lka lommal 0,1 М d i n á t r i u m hidrogénfoszfá to t , ké t e se tben t r ic iá l t c -AMP-t 
egy a l k a l o m m a l pedig t r i c i á l t GDP- t ha szná l tunk . A fúz iós kísérletek során a 
p a t k á n y t i m u s z l imfoc i t ákba triciált c -AMP-ot , t r ic iá l t GDP- t , p i r idoxálfosz-
fá to t és j e lze t len c -AMP-ot j u t t a t t u n k b e . A /9-méréseket Packard g y á r t m á n y ú 
/З-folyadékszcintillációs készüléken v é g e z t ü k . 

A vez iku láka t K R E M E R módszere szerint á l l í t o t t u k elő. E s e t e n k é n t 1 , 
illetve 10 m l kevert vizes o lda tba kü lönfé le lipid koncen t rác ió jú e tano l o ldatot 
f e c s k e n d e z t ü n k be. Az in jek tá l á s k o n s t a n s sebességét egy a u t o m a t a in j ek tá ló 
eszközzel ( I n f u m a t , MTA K U T E S z ) b i z to s í t o t t uk . Az e lkészül t o ldatból az alko-
holt dial izálással , n é h á n y esetben d ia f i l t rá lássa l (Amicon diaf i l t rá ló cella) távo-
l í to t tuk el . Egyes e se t ekben vákuum deszt i l lálást ( R o t a d e s z t , MTA K U T E S z ) 
a l k a l m a z t u n k . 

A vez iku laá tmérő mérete losz lásá t részben osz lopk roma tog rá f i áva l (Se-
pharose 4 B ) , részben ana l i t i kus u l t r acen t r i fúgáva l e l lenőr iz tük . 

A fáz isá ta lakulás de tek tá lá sá ra a lka lmazot t a p p a r e n s abszorpció elvé-
nek l ényege , hogy a kü lönfé le kolloid m é r e t ű részecskék az á t m é r ő j ü k nagy-
ság rend j ébe eső hul lámhosszúságú f é n y t erősen szó r j ák , s ezt egy közönséges 
spek t ro fo tométe rben in t enz i t á sc sökkenéskén t észlel jük. 

Mérése ink során a l ip id vez iku láka t t a r ta lmazó m i n t á t egy P e r k i n - E l m e r 
200 t í p u s ú UV-VIS s p e k t r o f o t o m é t e r b e n p rog ramozo t t an f e l f ű t ö t t ü k , m a j d 
h ű t ö t t ü k (sebessége 0 ,2—1,0 fok/perc közöt t volt v á l t o z t a t h a t ó ) . A min ta 
hőmér sék l e t é t egy t e r m o e l e m segítségével e lekt ronikusan de t ek t á l t uk . A jelet 
megfelelő erősítés u t á n egy XY-író ( E M G N E 230) X tengelyére v i t t ü k . Az Y 
tengelyre a spek t ro fo tométe r analóg k imenetérő l l e v e t t je let kapcso l tuk . 

Az inf ravörös spekt roszkópia i méréseke t a MTA Közpon t i K é m i a i Ku-
t a tó I n t é z e t é b e n egy Nicole t 7199 t í p u s ú rendszeren végez tük . KRS-5-bő l 
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készü l t k ü v e t t á t h a s z n á l t u n k (20 / л т r é t egvas t agság ) . Első l é p é s b e n többször 
f e l v e t t ü k az a d o t t hőmérsék le t en az oldószerek (víz, 0,1 M KCl) s p e k t r u m á t , 
m a j d ezek á t l a g á t a készülék m e m ó r i á j á b a n t á r o l t u k . E z u t á n u g y a n i l y e n kö-
r ü l m é n y e k k ö z ö t t e lkész í t e t tük a l ip id vez iku la és víz e g y ü t t e s s p e k t r u m á t . 
E z e n s p e k t r u m o k b ó l kész í t e t t á t l a g s p e k t r u m b ó l — a b e é p í t e t t számí tógép 
segítségével — k i v o n t u k a víz á t l a g s p e k t r u m á t . Ezeknél a mérésekné l 1 ml 
vizes oldószer k b . 50 mg D P P C - t t a r t a l m a z o t t . 

E r e d m é n y e k , diszkusszió 

1. A f áz i s á t a l aku l á s d e t e k t á l á s a a p p a r e n s abszorpció segí t ségével : 
Az 1. és 2. á b r a lipid v e z i k u l á k , illetve összehasonl í tásul l ip id diszper-

z iók f á z i s á t a l a k u l á s á t m u t a t j a . Az á b r á k t a n ú s á g a szerint a k é t f o l y a m a t 
n é h á n y rész le tben el tér egymás tó l . Diszperz iók ese tében a 41,5 °C-nál ta lá l -
h a t ó ú n . f ő á t m e n e t s z ű k e b b h ő m é r s é k l e t - t a r t o m á n y b a n megy v é g b e , v a l a m i n t 
2 5 és 30 fok k ö z ö t t egy e lőá tmene t , az ún . p r e t r a n s i t i o n t a l á l h a t ó . Az u tóbb i 
á t m e n e t hiszterézissel b í r és f e l t ehe tő leg a v e z i k u l á k aggregác ió jához rendel-
h e t ő ( P E T E R S E N és C H A N 1 9 7 8 ) . 

A v i z s g á l a t o k b a n m é r t f áz i sá t a l aku lás i hőmér sék l e t megegyez ik a DSC-
ve l m é r t é r t ékke l (SzŐGYi és mtsa i 1980). 

2. Fou r i e r t r ansz fo rmác iós i n f r a v ö r ö s spek t roszkóp ia i v i z s g á l a t o k : 
Az in f r avörös s p e k t r u m b a n l á t h a t ó abszorpc iós sávok a l ip id moleku lák 

f u n k c i ó s c s o p o r t j a i n a k rezgőmozgása i tó l (v ibrációk) s zá rmaznak . A molekula 
v ibrác iós s p e k t r u m á n a k vá l tozása ibó l a moleku la k o n f o r m á c i ó j á n a k vál tozá-
sa i ra is k ö v e t k e z t e t h e t ü n k . 

V iz sgá l a t a inka t 28 °C, 37 °C, 42 °C és 48 °C-on végez tük . E z e k közül 
n é g y s p e k t r u m k é s z l e t e t m u t a t u n k be i l lusz t rác ióképpen a 3 — 6. á b r á k o n . A 
s p e k t r u m o k a t a b e é p í t e t t s zámí tógép segí tségével e lemez tük és megá l l ap í to t -
t u k , hogy : 
— A met i l éncsopor t s z immet r ikus és a s z i m m e t r i k u s vegyér ték rezgése a ma-

gasa bb f r e k v e n c i á k felé t o lódo t t el . 
— A fosz fá t c sopo r t vegyé r t ék rezgésében nem t a p a s z t a l t u n k a s á v he lyében 

és a l a k j á b a n v á l t o z á s t . A s p e k t r u m b a n t a p a s z t a l h a t ó v á l t o z á s o k mind az 
in t r amoleku lá r i s , m i n d az in t e rmoleku lá r i s r e n d vá l tozásá ra fe lv i lágos í tás t 
a d n a k . P é l d a k é n t t e k i n t s ü k a s z i m m e t r i k u s C H 2 vegyé r t ék rezgés t . Az 
in t e rmoleku lá r i s r end vá l tozása in t enz i t á sbe l i vá l tozás t , az i n t r a m o l e k u -
láris r endé pedig hu l l ámhossz -e l to lódás t , v a l a m i n t kisebb m é r t é k b e n in ten-
z i t á svá l tozás t okoz ( G A B E R és P E T I C O L A S 1 9 7 7 ) . 

A fen t i e r e d m é n y e k á l t a l ában megegyeznek C A M E R O N és m t s a i (1978, 
1980) lipid d iszperz iókon n y e r t a d a t a i v a l . E g y e t l e n je lentős k ü l ö n b s é g , hogy 
48 °C-on a vez iku lák m e t i l é n c s o p o r t j a i n a k a s z i m m e t r i k u s С H vegyé r t ék -
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rezgési s á v j a a fo lyadékkr i s tá lyos á l l apo tban f e lhasad (2923 c m - 1 ) . Ez t a 
vez ik idák és a d iszperziók közti f i n o m a b b szerkezeti különbségek köve tkezmé-
nyének t a r t j u k . 

E lkész í t e t t ük a l ip id vezikulák s p e k t r u m á t 0,1 M KCl-ot t a r t a l m a z ó 
vizes közegben is. I t t az t t a p a s z t a l t u k , hogy a f o sz f á t , va lamin t a szén— 

Abs 

0,8 -

0,5-
I , , _ 

30 4 0 50 ЦС] 

l . ' ó b r o . D i p a l m i t o i l f o s z f a t i d i l k o l i n lipid v e z i k u l á k f á z i s á t a l a k u l á s a . S z a g g a t o t t v o n a l : f ű t é s , 
f o l y t o n o s vonal : h ű t é s . F ű t é s i sebesség 20 °C/óra 

Abs T 

0 , 4 0 0 1 

0 ,300 

0,200 

2. ábra. D ipa lmi to i l fo sz fa t id i lko l in d i szperz ió f á z i s á t a l a k u l á s a . Szagga to t t v o n a l : f ű t é s , fo ly -
t o n o s vonal : h ű t é s . F ű t é s i sebesség 20 °C/óra 
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HULLÁMSZÁM 

3. ábra. S p e k t r u m r é s z l e t a i ne t i l éncsopor t vegyé r t ék rezgése inek r é g i ó j á b ó l 

LIPID VEZIKULÁK-VÍZ 28 С 

4. ábra. S p e k t r u m r é s z l e t a f o s z f á t c s o p o r t vegyé r t ék rezgése inek r é g i ó j á b ó l 

oxigén kötés vegyér tékrezgéséhez t a r t o z ó sávegyüt tes a lakvál tozás t szenvedet t 
a v ízben fe lve t t spek t rumokhoz képest (1100 és 1000 c m - 1 közöt t ) . A vál tozás-
ér t fe l tehetőleg a ká l ium ionok tö l tésárnyékoló h a t á s a a felelős. 
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3. Fúz iós k í sé r le tek : 
Megha tá roz tuk h á r o m különféle anyag segítségével , hogy az á l ta lunk 

kész í t e t t l ipid vez ikulák optimális e s e t b e n a k ivá l a sz to t t anyagnak h á n y szá-
za léká t t u d j á k m a g u k b a zárni. Mérése ink szerint a b e z á r t t é r foga t 10—15% 
közö t t i é r tékeke t v e h e t fe l . Megá l l ap í to t tuk , hogy a p a t k á n y t imusz l imfoci ták 
a to jás lec i t inből készül t vez iku láknak csupán 1 — 2 % - á t veszik fel , a m i azon-
ban k b . 400 db vez iku lá t jelent s e j t e n k é n t . F igye lembe véve a 10—15%-os 

i LIPID VEZIKULÁK-VÍZ 28 *C 

HULLÁMSZÁM 

5. ábra. S p e k t r u m r é s z l e t a m e t i l é n c s o p o r t vegyé r t ék rezgése inek r é g i ó j á b ó l 

LIPID VEZIKULÁK-VÍZ Л8 С 
1 

HULLÁMSZÁM 

6. ábra. S p e k t r u m r é s z l e t a f o s z f á t c s o p o r t vegyé r t ék rezgése inek r é g i ó j á b ó l 
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ADSZORPCIO ENDOCITOZIS 

NEM <& 
SPECIFIKUS К 

SPECIFIKUS Í S 

yLIZOSZOMA 

?;xCITŐPLAZMA 

i .^ÜZÖSZOMA 

?>ClfÓPLAZMA 

FUZIO LIPID TRANSZFER 

4 L 

/ 

о 

7. ábra. A l i p i d vez iku lák és se j tek kölcsönhatásának különféle módoza ta i 

b e z á r t t é r f o g a t o t ez e g y r endk ívü l rossz b e j u t t a t á s i h a t á s f o k o t j e l e n t . Ezé r t a 
m ó d s z e r csak b io lóg ia i lag igen a k t í v anyagok e s e t é n h a s z n á l h a t ó . E b b ő l a 
meggondo lá sbó l e s e t t a v á l a s z t á s u n k a c -AMP-ra . A c -AMP h a t á s á t a l imfo-
c i t á k s z t e r o i d k ö t ő képességének v á l t o z á s á v a l t e s z t e l t ü k és m e g á l l a p í t o t t u k , 
h o g y a kö tőképes sége t min tegy 1 6 0 % - k a l lehet n ö v e l n i a kezele t len kont ro l l -
hoz k é p e s t . A c - A M P ö n m a g á b a n h a t á s t a l a n , mive l n e m j u t be a s e j t b e . 

A semleges l i p i d e k b ő l pl. l ec i t inbő l készül t v e z i k u l á k és a s e j t e k közt i 
k ö l c s ö n h a t á s l ehe t séges m ó d o z a t a i r ó l jelenleg az i r o d a l o m b a n v i t a folyik 
( P O S T E és P A P A H A D J O P O U L O S 1978, P A G A N O és m t s a i 1978). K í s é r l e t e i n k P A -

G A N O és H U A N G á l l á s p o n t j á t l á t s z a n a k a l á t á m a s z t a n i , ame ly sze r in t semleges 
l i p i d e k b ő l készü l t , f o l y a d é k k r i s t á l y o s á l lapotú v e z i k u l á k k a l is l é t r e h o z h a t ó 
az é lőse j t — vez iku la fúz ió . A 7. á b r á n a k ö l c s ö n h a t á s lehetséges m ó d o z a t a i 
l á t h a t ó k , P A G A N O s z e r i n t . 

A meglevő e r e d m é n y e i n k és az i r o d a l o m b a n ész le lhe tő t e n d e n c i á k alap-
j á n v i z s g á l a t a i n k a t s ze r e tnénk k i t e r j e s z t e n i ö s sze te t t ( többféle l i p i d e t t a r t a l -
m a z ó ) r endsze rek re is. A t r a n s z p o r t t é m a k ö r b e n e l sőso rban a l i p i d — i o n köl-
c s ö n h a t á s v i z s g á l a t á n a k kiszélesí tését t e r v e z z ü k a F T - I R t e c h n i k á v a l . Vizsgálni 
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k í v á n j u k néhány m ó d o s í t ó anyag h a t á s á t a l ip id s t r u k t ú r á k r a (a vibrációs 
s p e k t r u m o k r a ) . A fúz iós vizsgálatok fo ly t a t á sáná l , együ t tműködések segít-
ségével, a gyakorla t i hasznosí tás t sze re tnénk célul k i tűzn i . Ezen a t e rü le ten a 
lehetőségek szinte ko r l á t l anok ( G R E G O R I A D I S 1 9 8 0 ) . 
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