Kalorimetrias moédszerek

a liposzémak vizsgalataban

= DSC : differential scanning calorimetry
= ITC: isothermal titration calorimetry

DSC: differential scanning calorimetry
differencialis pasztazé kalorimetria
minta referencia

kalorimetria
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Kétféle készllék tipus:
@ mért mennyiség: AT = fiitételjesitmény szabalyozasa, hogy
AT =0 legyen = mért mennyiség: dQ4/dt — dQg/dt = dQ/dt

@ mért mennyiség: AT = szamolas: dQ/dt

DSC : differential scanning calorimetry
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Példa: DPPC multilamellaris liposzéma
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Példa:

koleszterin hatasa
DPPC liposzéma
termogramjara
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Liquid Crystalline Phase

Példa: Acetazolamid formulazasa

P —————

Glaukémaban szem belnyomasanak
csokkentésére.

Mellékhatasok: depresszio,
veseelégtelenség, hanyas, anorexia, ...
Lokalis alkalmazas problémai: rossz
vizoldékonysag, kicsi permeabilitasi
egyutthatd

=== l|iposzéma
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Példa: Lidokain bezarasa liposzémaba

DSC for evaluating the encapsulation efficiency of lidocaine-
loaded liposomes compared to the ultracentrifugation method
®) ; P S ——

Ermsihet Cuimd®

Cy/au.
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DSC mérésekkel megbizhatébban meg tudtak hatarozni a lidokain bezarédasi hatasfokat.
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ITC: isotherm titration calorimetry
izoterm titracios kalorimetria
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ITC név magyarazata:

S
B molekula Az A molekulahoz
':- = kis adagokban
s — adjuk hozza a B
molekulat.
A molekula |“| &) - —
° Mért mennyiségek:
. * AésBaranya
ando - fiitSteljesitmény

szabalyoz
fatészal

AT = konstans = a
cellaban fellépd
hével azonos
mértékben valtozik
a futészal o O
teljesitménye.’ 12
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Molar Ratio

@kétﬁhelyek szama @ kotési allando @ kotési entalpia

Meghatarozhaté mennyiségek:

N, K, AH +
AG=—-RTIhK
AG=AH-T-AS

Példak orvosi/bioldgiai alkalmazasra:

<~ fehérje-fehérje kdlcsénhatas
<~ fehérje-ligandum kélcsdnhatas
< enzim-szubsztrat k6tédés

< enzim-inhibitor kétédés

< lipid-lipid kélcsonhatas

<~ fehérje-lipid kélcsonhatas
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@ AS kétési entrépia

< nukleinsav-fehérje kdélcsénhatas

< nukleinsav-membran kélcsénhatas
< oligomerizacid/disszociacié

< micella képzddés

< gyogyszer-lipid/fehérje kélcsdnhatas
< gyogyszer-fellletaktiv anyag khatas
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Példa: fajdalomcsillapito és liposzoma

kodlcsdnhatasa

indometacin
HL—~0
CH,COO0H

TH,

cl
nem-szteroid antireumatikum

Mellékhatasok: gyomor-bél
problémak (hanyas,
gyomorvérzes, ...)

==> liposzéma
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Biophysical Journal Volume 86 February 2004 946-954

Interaction of Antiinflammatory Drugs with EPC Liposomes:

Calorimetric Study in a Broad Concentration Range
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Példa: Béta-receptor blokkolok kélcsénhatasa Példa: nem-szteroid gyulladasgatlok hatasa a
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Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 78 (2010) 275-282

The membrane-activity of Ibuprofen, Diclofenac, and Naproxen: A physico-chemical

Microcalorimetric and zeta potential study on binding of drugs on liposomes 17 study with lecithin phospholipids 18
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ITC Példa: DNS és liposzoma kdlcsdnhatasa
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fluoreszcencia Biophysical and Structural Properties of
spektroszképia DNA-diCu-amidine Complexes
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Fluoreszcencias moédszerek
a liposzémak vizsgalataban
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Fluoreszcencia
fluoreszcencia — lumineszcencia

Lumineszcencia: h6mérsékleti sugarzason fellli tébblet sugarzas.

Megfigyelések:

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

® vonalas, ill. savos spektrum ~ =====2> elekirongerjesztés
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Lumineszcencia mechanizmusa

Gerjesztés szerint: atom: E=E, =
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gerjesztés . , ]
mddja AUz Pl gerjesztés emisszid (pl. Na)
fény fotolumineszcencia kinin-szulfat,
(fluoreszcencia) foszfor, ...
rontgensugarzas. rontgenolumin. Nal (TI) molekula: £ = Eel + Ev (+ Er)
radioaktiv sugarzas. radiolumin. Nal (T1) -
AN
elektromos tér elektrolumin. higanygdzlampa Eabs s § VOnalaS/SéVOS Spektrum
mechnikai hatas tribolumin. kockacukor i} £ lumin (pl. fluoreszcein)
kémiai reakcio kemolumin. szentjanosbogar l SUgé__r?a's
(biolumin.) nélkdli atmenet Stokes- _
hé termolumin. CaSO0, (Dy) L i eltolédas: Elumin < Eabs
sugarzasos atmenet
26
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; AR 4 Fluoreszcencia és foszforeszcencia
Lumineszcenciafény jellemzése
m vonalak, savok helyzete, alakja, intenzitasa
m Stokes-féle eltolodas [ Elumin < Zabs ] ~N— —
. . . . . X <«— metastabil allapot
m kvantumhatasfok: Q = emittalt fotonok szama/abszorbealt gerjesztés P
fotonok szama( < 1) e <+—kis valoszinlségl
S atmenet
m élettartam: 1 1
. Slettart fluoreszcencia foszforeszcencia
T elettartam B B B pl. triptofan:
& phos < Efluo < Eabs _
- - - Aflwo =340 nm
Aabs < Afluo < ﬂ«phos Iphos =440 nm

Tfluo << Tphos Tuo = 0,1 - 518
Tonos = 0,001 -5
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Mérés — luminométer felépitése

Példak:
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Anizotropia mérése

Fluorofér:

FITC-vel jelzett dextran
linearisan
polarizalt fény

v

% release Dxt-FITC
@

(FITC: fluoreszcein-izotiocianat) emittalt fény

gerjesztd fény
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Perrin-egyenlet: r :1:7°/¢ ¢ rotacios diffuzi6 korrelacios ideje Liposzéma mikroviszkozitasa a hémérséklet fliggvényében:
T
Liposzéma: DPPC
¢ _ % 7 viszkozitas DPPC: dipalmitoil foszfatidilkolin M-nu s °a A

V : molekula(rész) térfogata Fluorofér: DPH

k - Boltzmann-allandé DPH: difenil hexatrién s

T: hémérséklet D e o .

on
/ o .
7 : mikroviszkozitas A fazisatalakulasi

hémérséklet folott
jelentésen lecsokken a o L

lipidréteg mikroviszkozitasa = * “® =
Az anizotropia értékek atszamolhatok mikroviszkozitasra. P 9 ' Temparature ( °C )

Nagyobb anizotrépia nagyobb mikroviszkozitast jelent.

(1/7 : mikrofluiditas)
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Alkanok és nyomas hatasa a liposzéma mikroviszkozitasara: Forster-féle rezonancia energiatranszfer (FRET)
donor
Liposzoma: DPPC donor emisszio

energia atadas

DPPC: dipalmitoil foszfatidilkolin molekula akceptor
emisszio
032
Fluorofér: DPH —fy— 05MP2 propane  ----- |8 MPa ethane £
. . —0— L EMPapropane  ««ofess 70 MPa sthone | akceptor
DPH: difenil hexatrién 0.1 ] —— 7.0 MPa propane o’ molekula

gerjeszt6 fény
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Fluorescence emission
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016
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01z ) - ) oL Nagyon erésen fiigg
Mért mennyiség: donor/akceptor intenzitasarany a tavolsagtol!
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Temperature (K)
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Példa: nem-szteroid gyulladasgatlok (ibuprofen, diklofenak, naproxen)

201

hatasa a membranra (folytatas) Magnetollposzomak COLLOIDILT;\I\.“'ISI
FRET 110 Liposzéma: DPPC+koleszterin IN};E?EIG E‘E
1.084 Magnes: Fe;O, nanorészecskék
106

1.044

[d& or ’,[u\:u:pluf
2

0.944 1l 1:2 1:3 1:4 1:5
0.924
0.90 T T T T u T
0 50 100 150 200 250 300
Time (s)
m==D> nincs valtozas ® ¢ -
A vizsgalt molekulak (TEM felvételek)

=== nem hatolnak be a lipid
molekulak kozé. 39
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Melegités radidhulldamokkal
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Elv:
1. Daganat lokalis felmelegitése 39-41°C-ra (Ty), pl. MRIgHIFU technikaval
2. Hatéanyag bezarasa olyan liposzémaba melynek,
a) gél->fluid atmeneti h6mérséklete T kdzelében van,
b) hatéanyag kieresztése Ty alatt minél kisebb, Tz kdzelében minél
nagyobb.

Liposzéma tervezése:

korabban hasznalt liposzéma Uj tervezésii liposzéma

tartomany,
ahol a
liposzéma
sereszt’

i

£ M
DPPC:1-stearoyl-lysoPC:DSPE-PEG2k (86:10:4 molar ratio),

" DPPC:Ef:DPPE:Chol:DSPE-PEG2K (8
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Példa: hémérséklettel aktivalt liposzéma tervezése

® R 3n0medicine
. 0 pri ¢ Nonckechvalgy. Biology. ond Hedicire

ELSEVIER Orig

al Article nanomedjourmal com
Principles of rational design of thermally targeted liposomes
for local drug delivery
Roberto Tejera-Garcia, PhD', Petteri Parkkila, BSc',
Vladimir Zamotin, PhD, Paavo K.J. Kinnunen, PhD*

Helsinkt Biophysics and Biomembrane Group, Departwent of Biomedieal Engin
o Universiy, E

tig and Computational Seience, Sehool of Sciences,
d

DOXOI’LIbicin Received 7 January 2014; accepied 20 March 2014
(Dox) citosztatikum, Célkitizés:
a szokasos m> liposzémas bejuttatas, de ugy,
mellékhatasokkal hogy az egészséges szdvetben

minél kevesebb, a daganatban
minél tébb hatdanyag jelenjen
meg.

Van sajat fluoreszcenciaja

42

Uj tervezést liposzoma

11
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Kilénb6zd uj
tervezési
liposzomak

DPPC:Edf:DPPE:Chol:DSPE-PEG2k (86:6:4:2:4 molar ratio)

Fluoreszcencia:
100+ D 41°C
£ 801 40°C
=]
Y 60
©
v
e 40 !
5 201 :
o ﬂ 37°C !t
01 86:6:4:2:4
0 2 4 6 8 10
t (min)

DPPC:Edf: DPPE:Chol: DSPE-PEG2k (86:6:4:2:4 molar ratio)
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Fluoreszcencia:
100 korébban hasznalt liposzéma
DPPC:1-stearoyl-lysoPC:DSPE-PEG2k (86:10:4 molar ratio).
R
g 804
@ ,/-’:;:C
3 60 ‘
g
a Uj tervezésli liposzéma
40

DPPC:Edf:DPPE:Chol: DSPE-PEG2k (86:6:4:2:4 molar ratio)
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