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MODELLMEMBRANOK (LIPOSZOMAK) ORVOSI, GYOGYSZERESZI ALKALMAZASA



Liposzémak (vezikuldk) szerkezete

A kovetkez6kben a liposzomak (vezikuldk) szerkezetvizsgdlatardl lesz szo6. Ehhez szamba kell
vennink e rendszerek szerkezeti tulajdonsagait. Els6sorban az alkotd szerkezeti elemeket, azok
kiterjedését kell tekintetbe venniink. A karakterisztikus értékek megszabjak, hogy a hierarchikus
modon felépulé végsé fomanak milyen tovabbi tavolsag jellegli paraméterei, pl. ismétlddési
tavolsagai vannak.

Az el6z6 el6adasokban elhangzott, hogy a vezikulak épitéelemei az amfipatikus kémiai
tulajdonsagu lipidek. Liposzomakat, a legnagyobb biokompatibilitas figyelembevételével és a
sejtmembranokhoz valé hasonlatossag elérése céljabdl olyan lipidekbdl készitenek, amelyek a
sejtmembranokban tipikusak. Ezek alapjan a liposzomak leggyakoribb lipidjei a foszfolipidek.

Pl. egy tipikus foszfolipid rud alaku. Ez azt
preferalja, hogy az amfipatikus molekuldk
sokasaga kettOsrétegl legyen. Kifelé mutatd
hidrofil fej, a vizes kozegnek megfelel6en. A
kett6s lipidréteg Onmagaval zarddik és 4
|étrehoz egy tobbé-kevésbé gdombhéjszerd
réteget (ami egy, angol roviditéssel, ULV
vagy ULL= egyrétegl liposzéma, ), ezaltal a
szénlanc régid nem érintkezik vizzel. A
kett6sréteg elasztikussaga szabja meg, hogy
mekkora lesz a gdomhéj sugara. Minden
esetre, a liposzdma meérete |ényegesen
nagyobb, mint a kett6sréteg vastagsaga.

I ~ 0.5 nm fejcsoport régio, hidrofil

= 1.5-2.0 nm szénlanc régio, hidroféb




A liposzomak lipidjei nem merevek, azok atomjai h6mozgast végeznek. Tehat az atomi
tavolsag-skalan nem beszélhetlink szigoru rendrdl. Ebben a méretdimenzidban
informaciéhoz leginkabb az infravoros (IR) spektroszkdpia modszerével nyeriink
informaciot. Pl. a kilonb6z6 funkcios csoportok allapotaban bekdvetkez6 valtozasokral.

A liposzomak készitésénél tovabbi ,,adalékokat” kell felhasznalni. A f6 lipid komponens
(,gazda”, ,,gost” lipid) mellé kevert koleszterinnel a liposzdma hémérsékletfliggé
sajatsagait lehet el6nydsen befolyasolni, mig a tovabbi lipidet tartalmazé nagymolekulak
(a lipidhez kovalensen kapcsolt 500 — 5000 Da moltomeg(i PEG lanc) a liposzdma
stabilitasat és a véraramban vald hosszabb idejl keringését, az immunrendszerrel
szembeni ,,dlcazast” biztositjak. Ezeket az adalékokat ,vendég” (,,guest”) molekuldknak
nevezzuk. A ,vendég” molekuldk liposzoman beliili elhelyezkedését az IR
spektroszkopiaval hatékonyan tudjuk vizsgalni, mert a ,vendég” molekulak
lokalizaciéjanal, a ,,gazda” lipid adott funkcids csoportjanal talalunk eltolédast a rezgési
savban.
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Az abran egy gyégyhatdsu molekula (urzolsav= .
egy triterpén szarmazék), amely vizben nem

oldddik, a dipalmitoil-foszfatidil-kolin (DPPC) .
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,pontjait” az IR mddszerrel azonositott funkcios
csoportok rezgési savjaiban torténd eltolddas
alapjan tudjuk azonositani.
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DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)/viz rendszer

Ez a gost DPPC rendszer IR
»yujlenyomata”
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IR eredmények, (hidratdlt DPPC-Urzolsav rendszer, 20 m%, n,/n,,.=0; 0,01, 0,1; 0,2; 0,3)
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Az IR kitér6 utan térjink vissza a liposzomak szerkezeti jellemz8inek targyalasara!

A lipid molekuldk, mint rudacskdk egymas mellett dllva ( a kémiai karakterben hasonlé részek
egymas mellett) létrehozzak a rétegszerkezetet (Gondoljunk a gyufaszalakra, amelyeket
ujjainkkal osszefogva az asztal lapjara allitottunk fel! Avval a trikkel megtoldva, hogy egy-egy
drétocskdval a gyufaszalakat parositjuk, hiszen a lipidben is két szénlanc van. ) A kovetkezd abrdan
ezt az elrendezést lathatjuk:

felulrdl, a lipidek sikjara nézve, a két sarga potty szimbolizalja a két
szénldncot, az 6sszekot6 drotocska a glicerin vazat (a glicerin harmadik
szénatomjanak ,,OH”-jardl kiindulva hajlik be a polaros fejcsoport)

kissé nagyobb (4 —5 A)
tavolsagskalan lathatjuk a

egy lipid, szénlancok , pakoléddsanak”
amelynek szabalyos hexagondlis racsat.
ke’,c , m— Ujjainkkal 6sszefogott
szénlanca gyufaszalak kotege is

van

hexagonalis formaban
rendezédik. Egy-egy lipidet a
drotocska szimbolizalja, de azok
azonositasat a vazolando
rontgenmaodszer nem biztositja.




A kettOsréteg belso szerkezete

a fejcsoport tob
nagyobb rendszamu
elemet tartalmaz
(N, P) ezért ennek
elektronsdrlisége
nagyobb, mint a
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a szénlanc régiojaban c, H atomok vannak,

kovetkezésképpen a régio elektronslrlsége kisebb,
mint a vizé.

a kozeg (viz) atlagos elektrons(irlisége:
s(ir(iség= 1 g/cm3 > 1/18 mol/cm?3 > (1/18) 6 -10%3 (8+2) elektron/cm?3 =
(6/18) -10%* elektron/(10%!) nm3 = 333 elektron/ nm3



A liposzdma egésze

Foszfolipidet vizzel elegyitve spontan madon multilamellas, tobbé-kevésbé gombalakd forma
alakul ki. Ha megfelel6 adalékkal, megfelel6 preparalasi technika alkalmazasaval (ultrahang,
extruder) szintén gémbalaku, unilamellds (egyréteg(i, ami egyszeres kettOsréteget jelent) forma
formalodik. A liposzomak mérete (fliggetlentl attdl, hogy uni vagy multilammarisak) polidiszperz
jellegli és a méret a 100 nm-es értéktdl a néhany mikrométeres értékig terjed.

Az unilamellas formara, tekintettel annak bioldgiai és orvosi felhasznaldsara, a sz(ikebb
mérettartomany a jellemzé.

A multilamellds forma a kettOsréteg lipid és a kozottlk |évi vizréteg (vastagsaga 1-2 nm kozott
van) szabalyos ismétlédésével alakul ki, amelyet kozvetlen médon a fagyasztvatoréssel
el6készitett elektronmikroszkdpos felvételek mutatnak.
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% i) A fényképen jol megfigyelhetd a ,,hagymahéj-szeri
4 /1 " rétegszerkezet. A multilamellds nagyméretd (~5 pm
atmérdjl vezikula sok szaz kettGsréteghbdl all.)

A fénykép egy ~100 nm atmérdjl attort vezikulat
mutat. (A kép szemcsés jellege a moédszer jellegébdl
adédik és nem a minta sajatja.)




Sejtmembran modell: vezikula (liposzoma)

Kettétort egyrétegl vezikula

D= 80 nm

Sokréteg( vezikula/liposzéma



Osszefoglalva az eddigieket, a liposzdmak gdmbszimmetrikus, réteges felépitésd alakzatok. A
lipid kettOsréteg vastagsaga 4 — 5 nm. Multilamellas formaban a kett6sréteg lipidek héjat a
vizréteg koveti és ennek kovetkeztében egy 5 — 7 nm vastagsagu hidratalt réteg szabalyos
ismétlédésébdl gobmbszimmetrikus rétegracs alakul ki. A liposzdmak egészének kiterjedése
hozzavetblegesen a 100 nm és a 5 um tartomanyba esik.

A lipidek rétegében horizontalis (helyesebben mondva a gorbilt rétegsikban haladva) a lipidek
szénlancainak hexagonalis pakolddasat figyelhetjik meg. (a szomszédos szénlancsok tavolsaga
kozelit6leg 0.5 nm). Ez a tartomany az atomi kiterjedésl méretskalara esik.

Kovetkezésképpen a liposzdmak szerkezeti sajatsagai nagyon széles méretskalan mutatkoznak
meg.

Melyik szerkezetvizsgalati médszer képes ezt a 4 - 5 nagysagrendet
atfogni ?

A rontgenszoras és rontgendiffrakcio !

Ez nem két technikat(moddszert) takar, hanem a szoras altalanos (gondoljunk a
fényszorasra) , mig a diffrakciod sz6 arra utal, hogy a széras egy periodikusan rendezett
mintan kovetkezik be (azaz |étezik a mintaban legalabb egyféle gyakori peridodus, és
annak megfelel6en bizonyos szdrasi szognél (szogeknél) kiugroan magas intenzitas
tapasztalhato).



a rontgensugdrzads(=elektromdgneses fény)

szordsa

erkez6 (megvilagito)
Sikhullam
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F:(mésjeléléssel Q,) : a haladasi
iranyba mutato hullamvektor
(amelynek abszolut érteke 2m/A)

,b” egy daltalanos faktor,
ami a szorasnal fellépé
kdlcsonhatast jellemzi
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a minta egy pontjatdl r
(tdvolsagba és irdnyba esd)
pontjan a megfigyelt szorasi
amplitudo (két részbdl all): az
athaladt (kdlcsonhatdsmentes)
sikhullam és a szorodott
gombhullam amplituddjanak
Osszege (a megfigyelési pont a
detektor egy eleme)

Alr) =

A, exp (ikr)
+

b/r A, exp (ikr)

9

k , hulldm szam vektor (| k|)=2m/A)

b, ,szorasi képesség” , =szorasi hossz,
> szorasi sdrlség fg.



Altalanos tudnivaldk: az elektromdagneses fény toltott részecskéken szérddik (van kélcsénhatés).
Anyagaink esetében proton és elektron. A proton ca. 2000-szeres tomege folytan, a protonon
fellép6 széras amplituddja 1/2000, tehdt az elektronhoz képest elhanyagolhato.

A rontgenfény az atomok elektronjain szorédik. Az atomok szorasi amplituddjanak nagysaga az
elektronszammal, a rendszammal aranyos.

A sz6rdsi intenzitds (energia) a szérdsi amplitudo négyzetével egyenlé.

A minta kilonbo6z6 pontjairdl szért sugarzasok (gombhulldmok, ezeket egyenként minden szérasi
pontra értelmezve) kiilonb6z6 amplituddval érkeznek a detektor egy elemébe, ott 6sszeadddnak
(nem veszti energiajat, mert mindegyik az elektronon szérddott, tehat a szdéras jellege
mindenhol egyforma, kovetkezésképpen a szérodott nyalab hullamhossza ugyanannyi, mint a
beérkez6é). Az ered6 amplitudo (=az amplitudok 6sszegének értéke) négyzete a detektor adott
elemébe érkezb szorasi intenzitas.

A detektor elemeinek 6sszeségébe érkezett intenzitas —eloszlas szdrdsi mintazatnak (x-ray
scattering pattern) nevezziik. A szdrasi intenzitas eloszlas (mintdzata) és a minta szerkezete
kdzott szoros (de nem egyértelmi) 6sszefliggés van.

A minta belsejében elektrons(rlség kilonbségnek kell lenni ahhoz, hogy a szorasi kép
(valamilyen mintazat) megjelenjen. A mintaban mindig van elektrons(irliség kiilonbség
(=kontraszt), mert az elektronok az atomok gombalaku elektronhéjdban helyezkednek el és az
atomok kozott ,lres” tér van.



A bevezetd utan nézziik meg, hogy hogyan is néz ki egy rontgen apparatus?

Fogorvos ismerdsinktdl egy rontgenforrast
beszerezve, fényképez6 kamerankat ,kissé”
atalakitva, magunk is 6sszeallithatunk ilyen
berendezést.

detektor

a mintan athaladt,
kolcsonhatdsmentes

_ . nyalab
mintara esé
nyalab ) ) _
(sikhullam) a szlrke gémb azt a teljes
4m térszoget mutatja ahova
kollimécié: 2 db a szoras
élomlemez lyukakkal kiterjed, a mérés folyaman a
amellyel a rontgensugar detektor mozgatasaval ezt a
forras= (tjat megszabjuk gombfelszint korbejarhatjuk
rontgenlampa és a szort intenzitdst

mérhetjik



Az el6bbi elrendezés sikban abrazolva

wide-angle diffraction/scattering
(XRD or WAXS)

nagyszogu diffrakcio

small-angle scattering (SAXS)
Kisszogi szoras
20 <~ 10°

o " ® -
L _ ]\ r'hinta nyalab-fogo,
forras - kollimacio hogy az
athaladt, de
intenziv
nyalab ne
tegye tonkre a

detektort

nyalab

Praktikus (készuléképitési) okok miatt az athaladt primér nyalab kozelében, a kis szorasi
szogek tartomanyaban mért szorast (diffrakciot) kiilon megnevezéssel illetik



A detektor mozgatasaval tapasztaljuk, hogy a szirke gombfelilet egy — egy elemébe es szort
sugarzas valtozik. A mintazat valtozik, ha a mintat cseréljik.

Hogyan lehet az intenzitas eloszlasabdl (szérasi mintazatabdl) a minta szerkezetére
kdvetkeztetni?

Mindenek el6tt idézzuk a jol ismert Bragg egyenletet, amely a kristalyos anyagoknal mérhetd, a
diffrakcios csucsok szorasi szog alapjan mért pozicidja és a kristalysikok értéke kozotti
osszefuiggésen alapul.

Az osszefliggés alapja a hullamok konstruktiv interferenciaja, mely szerint azok a hullamok,
amelyek kozott a fazisktlonbség hulldmhossznyi (vagy annak egészszdm sokszorosa), azok
erGsitik egymast (=6sszeadddnak).



Osszefiiggés a szordsi sz6g és a periddicitds k6z6tt: Bragg térvény

kristaly atomi raccsal, ahol a periddicitas tipikusan
0.1-0.3nm(1-3A).

nA =2d sin(0®)

n, pozitivegész szam
d, peridodus hossz, racssik tavolsag
©, a szorasi szog fele, az Un. Bragg szog

Nézziik meg ennek megfelel§jét, nanorétegek
esetében (multilamellas liposzéma , MLV !!!),
ahol a periddicitas 1 - 10 (> 20) nm

d(nm) 20 ( °)
0,1 100,4
1,0 8,8

"_ Lathato, hogy
mi a kisszogu
z0ras!

0,0 0,88
100,0 0,088
Ultra, ,,nagyon kissz6gl” szoras i 1%8888 88832)



Kisszogl rontgenszoras (SAXS)

forras \
minta
X

nyaab detek&

A rontgenszoras geometriaja, elrendezés oth_\ay

2D szordsi mintdzat=
Detektorkép

\

feltétel : az uthossz

AS = 7A FKildnbség = hulldmhossz

egészszamu tobbszorose

2-d-sinf@ = ni

szOrasi
- valtozo




Kisszogl rontgenszoras (SAXS)

2D szorasi mintazat=

fOrTas Detektorkép
Itt 1athatjuk, hogy a detektor
kozéppontjatdl (0-bdl) a g
' vektor kiilonb6z6
nyalab tavolsagokba és iranyokba
~ mutathat.

,a propos”: mi a jelentése , As/\”
hanyadosnak? > fazis!
y

A kor (gomb) egy ,,jo” 6sszefoglalasa a
szorasi geometrianak. A kisérletek
kiilonb6z6 hullamhosszakra egységesitve
vannak.

Az abra alapjan kdnnyen megérthetjik a
szorasi amplitudo jelentését.

A szorasi amplitudo abszolut értéke
hasznalatos a szorasi problémak
targyalasanal. A szdrasi szoget helyettesiti.




Kisszogl rontgenszoras (SAX
\

Mennyi a szorasi.valtozo abszolut értéke?

Q,=21$,

| &

g=2nts A szort nyalab iranya a-beérkez6 nyalab
iranyara vonatkoztatva 20 (kék)= 2 ©

21t/A,
ori/A)

6 'szaru haromszog

|/A) sin ©
r (2rt/A) sin ©

A Q=21S, és a Q=2n1§ 5=(2/A)sin ©
vektoroknak egyenlé a hossza,
mert a szoéras soran a
hulldamhossz nem valtozik. Ezek

hossza 1/ A-nek van definialva.

SS—
or

g= (4m/A)sin®




Kisszogl rontgendiffrakcid (SAXS)

, 4w . 2T
nA =2dsin(®) Bragg equation q = ﬁsm(@ q = -
diffrakcids
pontok 2D detektor:

szorasi mintazat
s,=2/d
s,=1/d

minta:periddikusan
forras rendezett sikok,

a rétegnormalis

felfelé mutat

»
> -

v

i ri
nyalab detekd P
lamellaris szerkezet
Az egykristaly-diffrakcios esetében a szdrdsi mintazat
legegyszerlbb esete nano-rétegracs ekvidisztans pontokbdl all

esetében



Kisszogt rontgendiffrakcio

nl=2dsin(®) Braggequation |gq= lsin@ q=—

forras \

minta 9, (s)

, detekt@
nyalab

periodikusan rendezett sikok bt

halmazanak sokasaga, az

egyes kotegekrétegnormalisa a A réteMs bedllasnak két esete:

térben minden irdnyba mutat 1. A rétegnormalis forog kdrbe a 0°-tél 360°-ig,
kbvetkezésképpen, g szintén korbeforog> a pontok
helyett a Bragg gydrd alakul ki.

A rétegnormalis a d-hez (Bragg egyenlet tartozo)
sz0ghoz képest kisebb, vagy nagyobb lesz, a
diffrakcios feltétel megsziinik > nincs jel

Ez a pordiffrakcido megfelel6je a 3
nanorendszerek kisszogl

diffrakcidja esetében.

A diffrakcids gydrik Debye-

Scherrer gy(rikként ismeretesek.



MLL liposzémak kisszog r('_jgtgenszérésa

_ q MLL/multilamellas

liposzdma

——  N-szer

Ha kettOsréteg vastagsaga
|ényegesen kisebb, mint a
liposzdma atmérdje, a réteg
siknak tekinthetd.

szorasi valtozd nagysaga, q = (4mi/A) sin ©

Intenzitas

| Ju

0.0 ' 0,3 0,6

Ha a detektor ,,0” —pontjatél sugariranyba haladunk (=a szérasi valtozé
abszolut értéke) és annak fliggvényében dbrazoljuk az intenzitast, akkor
a szorasi gorbét (Bragg csucsok jelenlétében diffrakcids gorbét) nyerjik.



Szamos esetben a multilamellas vezikulak helyett mas, nanoszerkezeti formak keletkeznek

Ezeknek jelent6sége abban all, hogy valamilyen formulazasi okbdl kivanunk nem lamellaris
formakat preparalni, vagy kisérleti célbdl kivanjuk megvizsgalni, hogy az adott keverékben a
lamellas szerkezet helyett tud-e mas szerkezeti forma létrejonni. Mas oldalrél, az aktiv
membranm(ikodést jelent6sen befolyasoljak az un. ,,nem kettSsréteg lipidek” amelyeknek
lokalis koncentralédasa esetén nem a szabalyos kett6sréteg( lipidréteg hanem valamilyen kobos,
vagy hexagonalis struktura kezdeménye alakul ki. Ezeknek megjelenése és megsz(inése
dinamikus folyamat és szamos membranhoz kotott komplex jelenség magyarazataul szolgalhat.
Megfigyelésik nagy kihivast jelent a gyakorlatban. Az el6z6ekben emlitett rontgenszorasi
technikaval csak akkor figyelhet6k meg, ha jelenlétiik a minta egészére nézve legalabb néhany
%-ot elér.

A nem kettésréteg szerkezetek kialakulasa olyan (,,nem kett6sréteg”) lipidekhez kotott, amelyek
alakja eltér a hengeresétdl, és inkabb kup, vagy csonkakup alakuak.

Tovabba bizonyos vendégmolekuldk jelenlétében olyan vendégmolekula-lipid gazdamolekula
asszociatumok alakulhatnak ki, amelyek szintén a hengertél eltéré alakhoz, és igy nem
kett6sréteg strukturak kialakulasahoz vezetnek.

Ennek bemutatdsara szolgal a kdvetkez6 abra, a lipidek toltésének feltlintetésével.

Ezt kovetOen, egyszerl trigonometria felhasznalasaval, a jellemz6 racs-periddus ismeretében a
varhato kisszog( diffrakcids gorbét is lathatjuk.



Néhany lipid felsorolasa, amelyek a lamellaris szerkezet mellett hexagonalis vagy kobos

szerkezetet formalnak.

Kilénbozd lipidmolekulak, eltérd toltés-sajatsagokkal > kiilonb6z6 nanoszerkezeteket
formalnak vizes fazisban (a lipid mérete folytan a nanoszerkezet szorasa/diffrakcidja

tovabbra is a kisszogl tartomanyba esik.
DPPC *- D :
DPPG -

§
DPPE *-
< DPPA-

Lamellar(L)

inverse hexagonal

DPG ©




Hexagonalis és kobos szerkezetek kisszogl diffrakcidja, jellemzdék

hexagonalis elrendez6dés

d’=(v3)d > q

q, = 2rn/d,

,kobos” elrendez6dés
/sikban abrazolva

b

d'=(v2)d > q,
8/11

/.

SAXS ,,gorbe” , diffrakciés mintazat

j!!

q,=1/d’
(]

q,=V3-q,=1/d (=1/a)

‘q3=2/d’

SAXS ,,gérbe’l’ ,

q1=1l/d’ l é3=2/d'
q,=v2:q,=1/d (=1/b)



Konkrét esetek, amelyek a SAXS modszer jelent6ségét mutatjak

A valés membranok eltérd alaku, kiilonb6z6 lipideket tartalmaznak.

Modellmembranokban (liposzdmakban) az eltéré alaku lipidek aranya
meghatarozza a formalddd nanoszerkezet fajtajat.

Most vendégmolakulakként az antibiotikumokhoz tartozo
aminoglikozidok (AGs) szerepelnek.

<« I +@l\ Az aminoglikozidok (AGs) a
lipidnél kisebb, kationos
DPPG
W + AGs DPPE
4= (,guest”)

komponensek
| |

Ezek a karakterisztikus
nanoszerkezetek a jellemz6, a

g korabban bemutatott szérasi
Lamellar (L) Hexagonal (H)) Inverse hexagonal (Hy)) (diffra kC.:IOS) gorbeket fogjak
Lamellaris (L) Hexzagonalis (Hp) Inverz hezagonalis (Hy) mutatni.




Konkrét esetek, amelyek a SAXS modszer jelent6ségét mutatjak

Spectinomycin (egy AG)/DPPG-DPPE rendszer: AG/lipid = 0.1-0.3, DPPE/DPPG=8/2
Hexagonalis fazis (HI) a dominans Spectinomycin jelenlétében

SH]

Két fazis van
egyszerre jelen:

Lamelleraris és
hexagonalis

Lamellaris fazis

rel.int. (a.u.)

SPE

Hexagonalis fazis (jelenlétét
négy Bragg reflexid (csucs)
mutatja)

SAXS (SAXD)

Fagyasztvatoréssel
kombinalt
elektronmikroszképos
felvételek

A: lamellaris formak
B,C: csoves formak:
hexagonalis



Az el6z6 esetekben Ilathattuk, hogy a ,szabalyos” nanorendszer egységei a lemezek
(pontosabban gombhéjak liposzdmdk esetében), nanoméretl rudak, vagy gombocskék
periddikusan ismétl6dve racsot alkotnak, amelynek a rontgenvizsgalatnal az lesz a
kovetkezménye, hogy diffrakcios gorbét kapunk. Az éles csucsok, a Bragg csucsok, vagy mas
szoval reflexidk g-ban , vagy s-ben mért skalan (az x-tengelyen) jellemz6 poziciékban lesznek.
Tehat a diffrakcids gorbe a szerkezeti elemek altal felépitett racsot jellemzi, ezért a diffrakcid a
kristalyt, az un. ,szerkezeti faktort” irja le.

Mit tapasztalunk abban az esetben, ha ugyanilyen egységek fordulnak el6, de a sokasag nem
alkot szabalyos racsot?

Ebben az esetben nem tapasztalunk diffrakciot, hanem az egyedi objektumok (lap, rid, gomb)
formajanak megfelel6en diffuz szorast kapunk. Ezt az esetet tapasztalhatjuk az egyszeres
kettGsréteghdl allo unilamellas liposzoOma esetében, amelynek esetét a kovetkezd abran
|lathatjuk. A szoras az objektum formajanak megfelel6 szorasgorbét mutatja, és ezért a
szorasgorbét ,formafaktorként” nevezzik meg.

Mi torténik ha csak kevés szamu réteg helyezkedik el periddikusan? Ebben az esetben a
szerkezeti faktor, a Bragg csucsok kiszélesednek. Kiszélesedett csucsok detektalasa esetén
lehet&ség van a kiszélesedés mértékébdl a ,racs”-ba rendez6dott egységek szamanak a
kiszamitasara.



ULV kisszogl rontgenszérasa

ULV/unilamellar
A vesicle

wiiE Sl

4
d, periodicity

A multilamellas elrendez6dés hianyaban nincs rétegracs, azaz peridédus sem, és a Bragg egynlet

analdgidja alapjan nincs Bragg reflexié. Az unilamellas réteg szordst (és nem Bragg reflexidkkal
jaré diffrakciét) mutat.

szorasi valtozd nagysaga, q = (4m/A) sin ©

0,063

1
o
=)
L

0,021 ULV

Intenzitas [cm ]

0,00

0.0 0,1 02 03
q[A7]




Liposzomak centroszimmetrikus blokk modellje

A multilamellds liposzdma egészének és az ismétl6dé egységek (kettbsréteg lipid + viz-hé))
méretét figyelembevéve, a rétegek szama tobb szaz. Ennek ellenére a Bragg csucsok nem
élesek. Lehetséges magyarazat: rétegzddési hibak vannak jelen.

Hullamos gél fazis esetén az elkilonilt
blokkok kisérletileg is megfigyelhet6k
(fagyasztvatoréssel kombinalt TEM)

T,>T,

relativ intenzitas

a Fazisatalakulasi
b }h(ﬁmérséklet-
tartomany
T

T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

s[1/A]



Egyrétegl és sokrétegli (multilamellas)
vezikulak tanulmanyozasa

Tiszta lipid (dipalmitoilfoszfatidil-kolin, DPPC) — viz,
mint alaprendszer tanulmanyozasa

_ A rétegszam
l—sle kdvetkezménye egy
szabalyos

] " multilamellas
_LJX /NE0 ¢m=m liposzdmadban.

10000

5000

Intenzitas (relativ egység)

0 L__/’\/__\N=2
L N=1
|||||||||||||| T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6
0 1 2 3 4 5

h [1/A]

relativ intenzitas

Ly’ gél fazis, 28°C




Liposzomak, mint gombszerd alakzatok méretének meghatarozasa: a ,Guinier” sugar

A Guinier sugar a kisszogli rontgenszorassal leggyakrabban meghatarozott paraméter

(érdemes Osszevetni, mas technikakkal, pl. fényszérassal vagy TEM-el meghatarozott értékekkel)
Kiindulasképpen vizsgaljuk a homogén gomb méretét! A homogén gémb (melynek elektronsir(isége eltér a
kdzegétdl, praktikusan nagyobb, mint a vizé) szorasa kiszamolhaté. A gombok sokasaga diszpergalt, azaz
rendezetlen allapotban van a folyadékban. Nincs racs, az egyedi gombdcskék szornak, és azok szorasanak
intenzitdsa egyenld egyetlen gdmbdcske szérasanak és a gombocskék darabszamanak szorzatdval. A szérds
sz0g szerinti, azaz a szorasi valtozo, g-szerinti alakja szolgaltatja a gdmb forma faktorat.

Vegylk észre, hogy a szdrasi gorbe eleje
egy , forditott” parabolara hasonlit.
Valbéban, ha a gorbe elején |évo
intenzitasértékeket a g2 fliggvényében
abrazoljuk, akkor egy egyenest nyerink. (a
betétabra legeleje, zold szinnel kiemelve).
A gorbe alakja minden gomb esetén
hasonlé lesz, csak a g skalan tolddik el,
attol figgben, hogy kisebb vagy nagyobb
gombrél van-e sz6.

A szOrasi intenzitas drasztikus mértékben
csokken, g —el, a szorasi valtozd fg-ében.
A s(irlisodé és le — fel valtozo jelleg csak

|||||,|,| 111)

|||,|| 11111

log(1)

log(Intenzitas)
wl
A
R BT BT AT AR T B AR T MR TITT BE AR

U

q*[A7]

3 0.000 0.001 0.002 smgoruan morlwoc.ilszperz méretd
| — — L objektumoknal figyelhet6 meg!
1E-3 0,01 0,1

q[A"]



A Guinier sugar

I - - : - ] Az elhajlas a gorbe elején (a logaritmikus
] skalat figyelembe véve) az alabbi
Osszefliggést (André Guinier) :

= | | _a°Rg
2 I(q~0)=1Ie 3

3 _ Rg, Giracids sugar (Radius of gyration), vagy

q’ [A] elterjedt megnevezéssel Guinier sugar, egy

1 : : : . ' linearis méretet ad meg a szorasi

0,000 0,001 0,002 objektumrol.
Az inercia (tehetetlenségi) sugar definicidja:

( gi) sug J . ﬂ'fo" r2 p(r)dv
G~ v
) 11, p(r)av

Inercia sugara minden szabalytalan testnek van. A diszpergalt részecske (gomb, vagy mas
forma) forog, p6rog az oldatban, mikdzben a rontgenfényt szdérja. A szabalytalan részecske
tehetelenségét (szamldald a gyokjel alatt) egy olyan tomegpont (nevezd a gyokjel alatt)
tehetetlenségével azonositjuk, ami a forgasi k6zépponttdl R tavolsagra van.



Egyszer(i szamolas, amellyel megmutatjuk, hogy a gdmb Guinier sugara kisebb, mint a
gomb sugara:

o M e
| Y p@av

A gdmb minden elemi tdmegpontjdnak tehetetlensége : m, 12 a fenti képletben: r? p(r)

tomegpont,

m R < R, miért?

¢ =

W o
[ p(MdV  megfelelsen:

m tomegl homogén  az m témeget pontba s(iritve, R
gomb R sugarral hosszUsagu szalon porgetjik

5 f;/p(r)rzdv . f(:/p(r)rzd(47rr3/3) _ f:rzd(4nr3/3) .

¢ ) e fy p(r)av 7 av
7"5 R
ff r2(12nr?/3)dr _ 4”[?]0

f(:/ dv B

=3/ R?

47r3
3




Guinier —sugar

A levezetés alapjan belathatjuk, hogy az unilamellds vezikuldk (=vékony gombhéjak) Guinier
sugara kozel esik a gombhéj értékéhez, a szorasgorbe kezdeti szakaszabdl szamolt sugar
kdzvetlenill az ULL sugarat adja.

log(Intenzitas)

q'[A7]

3 0.000 0.001 0.002

1E-3 0,01 0,1
q[A]

Emlitésre kertlt, hogy a kisebb és
nagyobb objektumok szdrasa hasonlo
alakot mutat. ULL esetében, ha a
rendszer heterodiszperz, akkor az eltéré
méret( frakcidk szorasanal a minimum
és maximum helyek 6sszeesnek és az
eredd szoras egy ,,siman” lefutd
gorbealakot eredményez. Altaldban az
abran megfigyelhetd els6, nagyobb
intenzitasu lokalmaximum marad meg
"vall” formajaban.

Ha a Guinier abrazolas nem ad egyenest,
akkor realisnak tlnd eloszlas-tipus
(normal, log-normal) feltételezésével a
minta méreteloszlasa kiszamolhatd. (A
SAXS maddszer altalaban realisabb
eredményt szolgaltat, mint a DLS.)



Talan sikerult felkelteni az érdekl6dést a rontgenszorassal kapcsolatban! Ha igen tegylink egy kis
kitér6t, amelyben bemutatasra keril, hogy diffrakcid hijan, a szorasgorbe alakjanak
figyelembevételével, pl. az unilamellas liposzdmak belsd, kettGsrétegen bellili szerkezete is
feltarhatd. Ennek jelentdsége a tobb kémiai komponensbdl allé készitményeknél van. Lehetbség
van a komponensek (vendégmolekuldak, hatdanyagok) rétegen belilli elhelyezkedésének
megallapitasara.

0,06
: A formafaktor lefutasa
q 0o - eltérhet.

o Milyen informacioét

.‘g 0.02- 1 hordoz az eltérés?

I3

=

0,00-
0,0 0.1 0.2 0.3

qlA"]




A sz6ras elméleti leirasa roviden (1)

A rontgen fény = elektronmagneses sikhullam formajaban terjed.
Kémiai rendszerben a szérd pont (akadaly) az elektron (a proton nagy tomege miatt
elhanyagolhatd)

, [1+cos?(20)\ 1
- 1(20) = 75 -1 3 1o
Az elektron szérasat a Thomson egyenlet irja le. 2 e
(A beérkez6 fény intenzitdsa, a kdlcsénhatds utdn, a az elektrontdl mért tavolsag (r) négyzetének
reciprokaval aranyos. A zardjeles kifejezés kis szogek esetében kozel 1. Az aranyossagi tényez6
(ro?)az elektron szdrasa (az elektron klasszikus sugaranak négyzete).

A sikhulldmot az id6 és tavolsagfiggsé amplitudo kifejezéssel irjuk le: B, ki ((Jt I ’“)

4 p— e = -
(a mérés hosszu ideig tart, szdmunkra a tavolsag a lényeges, hiszen - A
ezvan kapcsolatban a szerkezettel)

Uthossz kiildnbség / tavolsag egységben:
) (A/2n) r1(Q'Qo)= (A/2m) r,.q
Uthossz kiilonbség / fazis egységben :
r(Q-Q,)=r.q

e 2ns$=Q

origo Két ponton szort sikhullam esetének bemutatasa



A sz6ras elméleti leirasa roviden (2)

detektor (,,0”-n keresztil
haladd) L tavolsaggal is
figyelembe vesszik:

‘ Az ,Ut” tagot egy, a forras —
/ A mérési elrendezés
ﬁ sematikusan, a

o o — forras, a minta
@ A néhany pontja ,,0”
0 kortl, a detektor

, 2L
A;(q)= A |wt - —7.q
Fazisklilonbség ebben a
pontban a "0” ponthoz
kéepest: r.Q

r(Q-Q,)=r,q
N

A szort nyaladb

ranya: o 0

—
21 S, = Q,
A bejovo
nyalab irdnya

>

rQ




A szoras elméleti leirasa roviden (3)

_ : of 2nL '
4"11(({) — 4‘41 ((I)t i T Pk rlq)

. 21L
Ay(q) = Ay (wt— T —71,q)

Minden ponton szort nyalab amplitudadjat figyelembe A(q) = A’ z sin [(wt _ 2}”‘) _ T;—Q‘

kell venni a detektor felszinén, és dssze kell adni, igy : A

nyerjuk az ered6é amplitudot: \ Y ’
Trigonometrikus . :

Az amplitudé négyzete az intenzitas ! 5 sin(a + b;)

formaban ilyen alaku:

I1(q) = A(q)?
Ennek megfelelGen:

A A" :
I(g) = 7 ZZCOS b; cosb; + ZZsin b;sinb; | = > Z e Ti Z e Tiq
i j Y

i i

Egy nehezen kezelheté kifejezést nyeriink! Praktikusan a kifejezést komplex formaba irjuk!
A komplex forma kovetkezménye, hogy a négyzetreemelés helyett a komplex konjugalttal valé

szorzast kell hasznalni: . —_
1(q) = A(qQ)- A°(q)

Az amplitudod kifejezését atalakitjuk: 6sszegzésrdl attériink az integralasra:
" hiszen az elektronok pozicidéja nem adhaté

A & £* A ,
A(q) = 7z (Z e"f") = ﬁj p(Me™dv, = 7z Flp(r)| meg, azok ,elkenve” vannak a térben. Az
i < elektrons(r(iség pontosan ezt fejezi ki.



A szoras elméleti leirasa roviden (4)

Al’

r Vv r
A(q) =5 (Z e"f"‘) = %fo p(rle " dv, = % Flp(r)|

Erdemes az utébbi 6sszefiiggésnél elid6zni! Az 6sszeadds a minta minden egyes elektronjardl
szorodott gombhullam amplituddjara vonatkozik. A masodik alak, a térfogat szerinti integralas a
mintara vonatkozik, az exponencialis t, minden egyes , a mintan beluli r tavolsagra lévé par
fazisa. Mas oldalrdl, matematikailag a p(r) elektronsiirliség Fourier transzformaltjahoz
jutottunk (harmadik tag). Ez egy nagyon szép és fontos eredmény! A minta
elektronsilr(ségének Fourier transzformaltja a szérasi amplitudd. Ezek utan ezt komplex
konjugaljaval szorozva, a minta rontgenszorasanak intenzitdsa szamolhatd! Tehat modell-
elképzeléseink alapjan az intenzitdas szamolhatd és a kisérletileg meghatarozott intenzitas
gorbéve 0Osszehasonlithatd. Ha az egyezés a szamolt és mért gorbék kozott, akkor lehet
elképzelésiink a minta elektron sirlségének térbeli eloszlasardl, azaz a szerkezetrdl.

Ez egy ,nano” gomb,
homogén elektron

Ezek utan foglalkozzunk a
korabban bemutatott gomb-

szorassal! slirGiséggel. Mérete
akkora, mint egy
_ . B liposzomaé.
1@ = |[[| perree @r o (1)
R
- >
—




A szoras elméleti leirasa roviden (5)

A konkrét megoldasnal érdemes egy hasznos ,triikkh6z” folyamodni: a gdmbo6t a Descartes
féle koordinatak helyett, polarkoordinatakkal kell dolgozni.

Az azimut szog ,,2” tengelyét
a g-val parhuzamosra
allithatd, mert
iranyfoggetlen objektumrdl

Ugyanis a Fourier transzformacio

kiszamitasat polarkoordinatakkal sokkal A( ) .
egyszerlbb elvégezni, mert egy q) = p(r) e

gombszimmetrikus alakzatrél van szo.

o
~
L~
-’

|

Végezzik el az u= cos O helyettesitést!

e
~
-z
"’

I

A belsé integrdl szamolhato

A belsé integrdl az Euler formula alapjan atirhato (a 1
komplex szamtdl megmenekuliink) (e*= cos a + i sin a): - [e_“’r - e_‘q"] = — [2isin(gr)] =
—iqr iqr

2 sin(qr)
qr




A szoras elméleti leirasa roviden (6)

Az utdbbi részeredményt visszairva az A(q)
kifejezésébe:

R-szerint integralva (figyelembe véve az
objektum méretét!)

Végezetil egy bdvités, hogy a gomb
térfogatat felismerjuk!

- 4@ =m0 [ o=

g mar nem vektor,
skalar valtozé!

4Ttp
Isphere: q— (SID(QR QRCOS(QR))

I(q) —{p@qig (sin(qR — qRCOS(qR)))
\_'_I \

J
|

V (volume) P(qR)

Ez utdbbi kifejezés alapjan kerult kiszamitasra a korabbi abrakon bemutatott gomb intenzitas
gorbéje. Ezek utan egy liposzdma szorasgorbéjének szamitasa konnyen megoldhatd. Az egyes
régiok (=gombhéjak) hatarait, és a région beliil aktudlis p(r) értékeket vessziik figyelembe.
Multilamellas esetben, az ,unilamellas , réteget pakoljuk egymas folé, realis vastagsagu

vizréteggel elvalasztva.



Unilamellas liposzéma szerkezetvizsgalata (1)

Szinkrotronos mérés, ESRF, Grenoble

10°F 5
’ Vezikula belsé
szerkezete:
~4 nagysagrend ‘é\

S
g,
A
N—
2
o
A
N
< ., : :
T — S— _—
= ’ - Vezikula egésze
BS ; :

1073 1077 107

’ / .e 7 . q (l/nm)
A szorasgorbén megfigyelt ~3 nagysagrend

Jellegzetességek:
A, B a liposzOma egésze
C, D, E, F a liposzéma belsé, Ezeknek a jellegzetességeknek a magyarazatara a

rétegszerkezete modell segitségével adunk valaszt.



Unilamellas liposzéma szerkezetvizsgalata (2)

e gl el T e i,
- (&) "o | '

casA

eyl

Baloldali dbra

Egy adott kiils6 méretl liposzdma (adott vastagsagu ca. 4nm kett6sréteggel). A konstans
R kovetkezménye, hogy a , fluktual” a szorasgorbe. Az ,,A” a kezdeti Guinier szakaszbdl
adaédik, ,B” az els6 maximum, ,,C” (s6t a tovabbi két kicsiny maximum, D és E-vel jel6lve)
mint a kettOsréteg formafaktora azonosithato.

K6zépso abra

A liposzdma méretét kismértékben valtoztatva (heterodiszperz jelleg figyelembevétele).
A liposzomak kozé néhany 3 — 4 réteget is tartalmazo frakcio bevitele, az F és G
jellegzetességek, mint a sokrétegbdl szarmazo Bragg csucsok megjelenését okozza.

Jobboldali abra
A polidiszperz jelleg novelése, maximum 2 kett8sréteg 5%-os jelenléte a mért gorbe

lenvialitativ leiracat adia A< minden a7 eredeti kicérleti ocArhén lathatA iellec7eteccdo



Unilamellas liposzéma szerkezetvizsgalata (3)

102 .
i A
10t | E
whole of vesicle i B bilayer
"g - structure
~
= F G &3
o e
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107 ' . :
107 107 10 10° 10!
q, (nm)

A kisérleti szorasgorbe (kék) és az illesztett modellgorbe (piros) a liposzémsa rendszer
jellemzését adja. A C formafaktoron belil (itt nem kozolt részletekkel) a kettésrétegen beliili
szénlanc, fejcsoport vastagsag és azok lokalis elektrons(ir(isége kerult kiszamitasra. Ezen felul
lognormalis eloszlas feltételezésével a liposzoma minta méreteloszlasat is meghataroztuk. Ez az
unilamellas liposzéma polialmasav adalékkal készlilt, ami a rendszer sztérikus stabilizasat

biztositotta. A felsorolt jellemz6k mellett a polialmasav (pontosabban oligo-almasav, mert a
tagszam 5-7 kozotti érték volt).



Unilamell3s liposzéma szerkezetvizsgalata (4)

Az unilamellas liposzdma radialis iranyu elektrons(rdlség profilja. A komponensek
elhelyezkedését nem lépcs6-profillal, hanem a valds helyzetnek jobban megfelel6 Gauss-
fuggvényekkel irtuk le.
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Unilamellas liposzéma szerkezetvizsgalata (5)

SZTERIKUSAN STABILIZALT VEZIKULAK

DPPE-PEG (2000) POLIMER LANCANAK JELLEMZESE
a DPPC (HSPC) — KOLESZTERIN — DPPE-PEG (2000) —bdl all6 rendszerben
Extrudalas utan (a polikarbonat szlrl pérusatmérdje 80 nm)

|,-CH,) -O-CH,

n~50 —O7 0N
?

—_— Az el6zG6ekben targyalt médon az orvosi célra
elterjedt, sztérikusan stabilizalt ,,PEGylalt”
liposzomak kilsé oldalan elhelyezkedd PEG lancok
altal formalt héjréteg vastagsagat hataroztuk meg.




Unilamellas liposzéma szerkezetvizsgalata :Tripszinnnel toltott vezikulak (5)

A tripszin az érfalon lerakddott plakkok elemésztésére szolgadl

referencia: toltetlen vezikula 1D sz6rdsgérbe

Szemcsés belsé felszin
Héj-modell a réntgenszords alapjan
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a-hélix 9%
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random 9%

http://en.wikipedia.org/wiki/Tr

ypsin
A tripszin a hidrofil/hidroféb hatarfellleti tartomanyaban
helyezkedik el — lokalizalt

Second derivative / Absorbance

1750 1700 1650 1600 1650 1600 Tanka-Salamon et al, BioMed Research International,
hullamszém , cm-d 2017 https://doi.org/10.1155/2017/5130495.




Unilamellas liposzéma szerkezetvizsgalata: urzolsav lokalizacidja (5)

DPPC-Koleszterin-Urzolsav-PEG (3-1-1-0,06) PBS-ben (10mM)
DPPC-Koleszterin-Urzolsav-PEG-NBD (3-1-1-0,06-0,03) PBS-ben (10mM)
ULV Kisszogl rontgenszorasa
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SZELES KARAKTERISZTIKUS MERETTARTOMANY
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A kisszogl szoras mérésének technikaja
elterjedt laboratoriumi berendezés

kollimacios rendszer
a nyalab ,vagasara”

kamera

D,: kisszogU szoras/diffrakcio 1 — 100 nm

D,: nagyszogl diffrakci6  0,3-0,5nm
parhuzamosan alld lipidek tipikus tavolsaga



Laboratoriumi nagyberendezések

GeniX3D Cu ULD réntgenforras (30 W) Pilatus-300k kétdimenzids, helyérzékeny
detektor 3575 mm motorizalt mintamozgatas, h6mérséklet, magneses tér, nyiras. . .
Valtoztathatd minta-detektor tavolsag: széles szogtartomany lefedheté
(g = (41t/A)sin ©: [0.019; 30] nm™tamia 0.2-320 nm-es mérettartomanynak felel meg)
Teljesen automatizalt mdkodés (10 db. Iéptetémotor). Felhasznalobarat
adatgylijto, -tarold és -kiértékel6 szoftverrendszer, automatikus mérési programok.

Az Eurdpai Bizottsag K6z6s Kutatokodzpontja (Institute for Reference Materials
and Measurements, Joint Research Centre of the European Commission, Geel,
Belgium) altal tanusitott SAXS laboratorium




Szinkrotron allomasokon telepitett SAXS berendezések

JUSIFA SAXS (ASAXS) beamline, it was a unique 7
good mashine, prototype for other apparatus - — -

SAXS apparatus/DESY,
Hamburg

SAXS at BESSY, Berlin
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Fotonok mellett NEUTRONOK! (Grenoble, France)

ESRF
Iropean Synchrotron Radiation Facility
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