DSC : differential scanning calorimetry

Kalorimetrias moédszerek

a liposzémak vizsgalataban

= DSC : differential scanning calorimetry
= ITC: isothermal titration calorimetry
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Példa: DPPC multilamellaris liposzéma
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Példa:

koleszterin hatasa
DPPC liposzéma
termogramjara
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Glaukémaban szem belnyomasanak
csokkentésére.

Mellékhatasok: depresszio,
veseelégtelenség, hanyas, anorexia, ...
Lokalis alkalmazas problémai: rossz
vizoldékonysag, kicsi permeabilitasi
egyutthatd
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AAPS PharmSeiTech 2007; 8 (1)

Endothermic Pure DPPC

+ 5 mol% cholesterol

+ 12.5 mol% cholesterol

——‘h__:__,_‘_\——; +20 mol% cholesterol

+ 32 mol% cholesterol

5
S0 390 a0t 50 mol% cholesterol

Temperature (K)

retransition Tm g
4 = 1%/?%/%@%%;@% HE
L, To Py -

Dsc
mw

Liquid Crystalline Phase

Példa: Acetazolamid formulazasa
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"
ITC: isotherm titration calorimetry
izoterm titracios kalorimetria
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ITC név magyarazata: -
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Példa: fajdalomcsillapito és liposzoma
kdlcs6nhatasa
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Meghatarozhaté mennyiségek:
N, K, AH +

AG=-RThK } @ AS kbtési entrépia

AG=AH-T-AS

Példak orvosi/biolégiai alkalmazasra:
< fehérje-fehérje kdlcsénhatas

< fehérje-ligandum koélcsénhatas

< enzim-szubsztrat kotédés

< enzim-inhibitor kétédés

<~ lipid-lipid kélcsénhatas

< fehérje-lipid kdlcsdnhatas

<> nukleinsav-fehérje kdlcsénhatas

<~ nukleinsav-membran kdlcsénhatas
<~ oligomerizacié/disszociaciod

< micella képz6dés

<~ gyégyszer-lipid/fehérje kdlcsdnhatas
<~ gydégyszer-feliiletaktiv anyag khatas

Példa: Béta-receptor blokkolok kélcsénhatasa
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Példa: nem-szteroid gyulladasgatlok hatasa a

membra’nra Nem-szteroid gyulladasgatlok: pl. ibuprofen, diklofenak, naproxen |TC
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The membrane-activity of [buprofen, Diclofenac, and Naproxen: A physico-chemical
study with lecithin phospholipids 17
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Példa: DNS és liposzoma kdlcsOnhatasa 75 100 125 150

20 T T T T T T
. . . o o . ol ':"n;‘»\r\\J\r\F\M,\h i
DNS transzfer===> kationos liposzdma elényék: gyengébb immun 8 HE | | [ ——
vélasz, nagy W -204 i 0l | E
~méretvalaszték”, sejt = i i-“ \
- . P -40 4 I kY | -
specifikus liposzomak, ... g 4 /‘I
. e . T “"“—-—-_.—-—K 1
Liposzéma: diC14-amidin -60 T T TTT I ERES
- i o T ] liposzoma
NSNS SN A H F] A Edé
A + plazmid DNS 2 14 ot 4 atrendezddés ?
/prH—C(CH,)J = . a
\/\/\/\/\/\/VNH/* : 1 vobssos s b a . -
3 ..‘ * PyYe 7
E 4] o koétédés
3 ot
[ S —
Tim Joumnas, oF Biovoicat CHEMISTRY Vol 205, No. 38, lavuo of September 22, pp. 20533-29538, 2000 0.0 0.5 1.0 1.5
© 3000 by The American Socioty for Bicchemistry and Molecular Biology, Ine. Printed in USA

Molar Ratio (DNA/Lipid)
Biophysical and Structural Properties of
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19 20



T T r T T T
_ DSC
54
4
2
e 34
HE
®
2 24
14
04
1 15 2 25 30 35 40
Temperature (°C) === Szerkezet véltozas van.

De az miben all?

@ o~ @

57\

;f:: 44 \ ﬁ

% 3 h 1 .

£ ] fluoreszcencia
1] . ] spektroszkopia
I P T I R

DNA/Lpid (molar ratio) 21

" T
Fluoreszcencia
fluoreszcencia — lumineszcencia

Lumineszcencia: hémérsékleti sugarzason fellli tébblet sugarzas.

Megfigyelések:

® ,gyenge” kapcsolat a test =====>  hideg fény”
hémérsékletével

® vonalas, ill. savos spektrum ~ =====>> elekirongerjesztés
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Gerjesztés szerint:

Fluoreszcencias moédszerek
a liposzémak vizsgalataban

elektromos tér

mechnikai hatas

kémiai reakcio

hé

elektrolumin.
tribolumin.
kemolumin.

(biolumin.)
termolumin.

gerjesztés , )
médja elnevezés példa
fény fotolumineszcencia kinin-szulfat,
(fluoreszcencia) foszfor, ...
rontgensugarzas. rontgenolumin. Nal (T1)
radioaktiv sugarzas. radiolumin. Nal (T1)

higanygdzlampa
kockacukor
szentjanosbogar

CaS0, (Dy)




" JEE
Lumineszcencia mechanizmusa
atom: E=E, =

_? =2 vonalas spektrum

gerjesztés emisszid (pl. Na)

molekula: E=E,, +E (+E,)

—
Eabs 8 == Vonalas/savos spektrum
A £ lumin (pl. fluoreszcein)
sugarzas
nélkuli atmenet Stokes-

L eltolodas: Elumin < Eabs
sugarzasos atmenet
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Fluoreszcencia és foszforeszcencia

—
gerjesztés <«— metastabil allapot
e <+— kis valdszinliségl
4) ) atmenet
4

fluoreszcencia foszforeszcencia

_ _ _ pl. triptofan:

& phos < Efluo < Eabs _

- - - Aflwo =340 nm

Aabs < Afluo < lphos thos =440 nm
Tiluo << ;phos o =0.1=5ns

Tohos =0,001-55
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Lumineszcenciafény jellemzése

vonalak, savok helyzete, alakja, intenzitasa
Stokes-féle eltolddas [ Elumin < Eabs )

kvantumhatasfok: Q = emittalt fotonok szama/abszorbealt
fotonok szama( < 1)

élettartam:

T élettartam

Példak:

«~—— fenilalanin
<~ tirozin

triptofan
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Mérés — luminométer felépitése
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Példak:

liposzéma + Ca

Fluorofoér:

FITC-vel jelzett dextran

(FITC: fluoreszcein-izotiocianat)

DNS destabilizalja a
liposzémakat = dextran
kiaramlas, fuzié

% release Dxt-FITC

liposzéma + fluorofér

fazio utan
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Anizotropia mérése

linearisan
polarizalt fény
v

emittalt fény
gerjeszté fény

d U Mért intenzitas-
polarizator analizator értékek:

ﬁ Jyy €8 Jyp

anizotrépia (n): 7 = JW _JVh = JW _J"h 0<r<i
J,+2-J, J

1 helyett a maximalis érték r,
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Liposzéma mikroviszkozitasa a hémérséklet figgvényében:

Liposzéma: DPPC

DPPC: dipalmitoil foszfatidilkolin cooo o 4
ot % A

Fluorofér: DPH
DPH: difenil hexatrién °

02 o
)

A fazisatalakulasi
hémérséklet folott
jelentésen lecsdkken a 1 L

lipidréteg mikroviszkozitasa = = “ =
’ Temperature ( °C )
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Perrin-egyenlet: r=—2>—
9 l+7/¢
_nv
/ kT

-4 > < 3

|

: rotacids diffuzié korrelacios ideje

: viszkozitas
: molekula(rész) térfogata
: Boltzmann-allandé

: hémérséklet

n : mikroviszkozitas

1/7 : mikrofluiditas
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Alkanok és nyomas hatasa a liposzéma mikroviszkozitasara:
Liposzéma: DPPC
DPPC: dipalmitoil foszfatidilkolin
0.32
Fluorofér: DPH —f— 08 MPapropane  ---%-- 1% MPa ethane
—0— LEMPapropane  codese 70 MPa dhane
DPH: difenil hexatrién 11 ] —4— T0MPa propane
RN O 034 0.1 MPahydrosiatic
O [PrEss U
:‘5 020 /
0164
o124
0.08 T T T T
90 208 300 308 310 318 320 335 330
Temperature (k)
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Forster-féle rezonancia energiatranszfer (FRET)
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Példa: nem-szteroid gyulladasgatliok (ibuprofen, diklofenak, naproxen)

hatdsa a membranra (folytatas)
donor

L10-
emisszié

donor ia atada FRET 1.084

molekula energia atadas akceptor
emisszié 1.0
1.044
akceptor 1.024

J molekula

or Macceptor

gerjeszt6 fény
£ 0,98

Fluorescence
Flvorescence
s =
il
—_—
—
-
—
—_—

Fluorescence emission

Wavelength (nm) Wavelength (nm) 0.90 T T T T T T
) o _ o Nagyon erdsen fiigg 0 50 100 150 200 250 300
Mért mennyiség: donor/akceptor intenzitasarany a tavolsagtol! Time (s)
,molekularis ===> nincs valtozas
mérdszalag A vizsgalt molekulak
===} nem hatolnak be a lipid
37 molekulak kézé.
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Magnetoliposzémak

Liposzéma: DPPC+koleszterin
Magnes: Fe;O, nanorészecskék
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Melegités radidhullamokkal
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REKTORI PALYAZAT

epidermalis névekedési faktor (EGF)

Liposzémak orvosi és Epithelsejteket modellez6 liposzoma:
gyogyszerészi felhasznilasa

DSC termogram

— PG

2. +PC+PE
—3. +20%Chol
—4. +30%Chol

fﬁgr
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Korduyi Frigye: Szabdcllézium
Tamvezets: Tolzyesi Feranc
Egyetami adjumkus

Sezmmelwei Exyeterm

Biofizikai és Sugirbioldgiai Intézet
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