Kalorimetrias modszerek
a liposzdmak vizsgalataban

DSC : differential scanning calorimetry

ITC: isothermal titration calorimetry

DSC: differential scanning calorimetry
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Példa: DPPC multilamellaris liposzoma
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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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ITC: isotherm titration calorimetry Felépités:
izoterm titracios kalorimetria
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Meghatarozhaté mennyiségek:

N, K, AH +

AG=-RThhK } (@ AS kbtési entropia
AG=AH-T-AS

Példak orvosi/biolégiai alkalmazésra:
< fehérje-fehérje kdlcsdnhatas nukleinsav-fehérje kélcsénhatas
< fehérje-ligandum kélcsénhatas nukleinsav-membran kdlcsdnhatas
< enzim-szubsztrat k6tédés oligomerizacioé/disszociacioé
< enzim-inhibitor k6t6dés micella képz6dés

< lipid-lipid kdlcsdnhatas gyogyszer-lipid/fehérje kdlcsénhatas

R

< fehérje-lipid kdlcsénhatas gyogyszer-fellletaktiv anyag khatas

Példa: fajdalomcsillapitd és liposzéma kolcsdnhatdsa
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nem-szteroid antireumatikum
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problémak (hanyas,
gyomorvérzeés, ...)

==> liposzéma

KL
f
=]
od .; ketfazist kotodés
4

ik ? Ox 10 LRCH ()

1AM

Bogtyscad Sourrdl Yolems 16 Fotiraary 2004 256054

nteraction of Antlinfamanaiory Drugs with EPC Liposomes:
Calorimalric Stedy in 3 Broed Concentraticn Range

Pelda: Béta-recentor blokkolok kélcsonhatasa
liposzomaval EE 2L L2

[ I
H l‘
, 30 \ ‘ |
§ |
\
|
Progomoll

+ <« BRERSP> R
a4 /’ | Vizsgaltak:
o] I
37°C

A

Liposzéma: POPC+POPG § .|  ec ° §ii ¢ koncentracis
] ol | < ionerésség
’; 10 4 | < hémérséklet
g 1 | < liposzéma méret
=y | hatasat.
o |
v . '
Cotloids and Surfaces B: Bxointerfaces 78( X 282

Microcalonimetne and zera patential study on binding of drugs on liposomes




Példa: nem-szteroid gyulladasgatlok hatdsa a

b . Nem-szteroid gyulladasgatlok: pl. ibuprofen, diklofenak, naproxen
memaoranra Liposzéma: DMPC
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Példa: DNS és liposzoma kdlcsénhatasa

DNS transzfer===> kationos liposzéma elénysk: gyengébb immun
valasz, nagy
,méretvalaszték”, sejt
specifikus liposzomak, ...
Liposzéoma: diC14-amidin
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Fluoreszcencias modszerek
a liposzdmak vizsgalataban
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Fluoreszcencia

fluoreszcencia — lumineszcencia

Lumineszcencia: hdmérsékleti sugarzason fellli tobblet sugarzas.

Megfigyelések:

® .gyenge” kapcsolat a test =====>  hjdeg fény”

hémérsékletével

® vonalas, ill. sdvos spektrum

=====D0> elektrongerjesztés

Gerjesztés szerint:

gerjesztés . )
médja elnevezés példa
fény fotolumineszcencia kinin-szulfat,
(fluoreszcencia) foszfor, ...
rontgensugarzas. rontgenolumin. Nal (TI)
radioaktiv sugarzas. radiolumin. Nal (TI)
elektromos tér elektrolumin. higanyg6zlampa
mechnikai hatas tribolumin. kockacukor
kémiai reakcio kemolumin. szentjanosbogar
(biolumin.)
hé termolumin. CaSO, (Dy)




Lumineszcencia mechanizmusa
atom: E=E, _

—%: === vonalas spektrum

gerjesztés  emisszid

molekula: E=FE, +E,(+E,)
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Eabs S§ =2 Vonalas/savos spektrum
KA
K

(pl. fluoreszcein)

& lumin

l sugarzas nélkali
4tmenet Stokes-

L eltolédds:  Elumin < Eabs
sugarzasos atmenet

Lumineszcenciafény jellemzése

« vonalak, savok helyzete, alakja, intenzitasa

* Stokes-féle eltolédas [ Elumin < Eabs]

* kvantumhatasfok: Q = emittélt fotonok szama/abszorbedlt fotonok szama( <

1)
« élettartam:

T élettartam

* anizotrépia:r t
* molekuldk kozotti energia dtadds (FRET)

Fluoreszcencia és foszforeszcencia
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fluoreszcencia foszforeszcencia
pl. triptofan:

Ephos < Efluo < Eabs

zabs < zﬂuo < zphos

Afluo =340nm
Aphos =440 nm

Thuo = 0,1 =5ns
=0,001-5s

Tfluo << %phos
Tphos
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Mérés — luminométer felépitése
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Példak:

liposzoma + Ca

liposzéma + fluorofér
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Fluorofér:

FITC-vel jelzett dextran

(FITC: fluoreszcein-izotiocianat)
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Anizotropia mérése

linearisan
polarizalt fény
\

gerjeszté feny |
e minta
i polarizator

anizotrépia (r):
r= Jw = Jun — Jw = Jvn
Jw +2-Jyn J

Mért intenzitas-
értékek:
Jw €s i

zator

0<r<l

1 helyett a maximadlis érték r,

Perrin-egyenlet: r= _fo ¢ rotacios diffizio korrelacios ideje
1+7/¢

p=17

KT

: viszkozitas
: molekula(rész) térfogata

: Boltzmann-alland6

= * < 3
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7 : mikroviszkozitas

(2/7 : mikrofluiditas)

Az anizotrépia értékek atszamolhatok mikroviszkozitasra.
Nagyobb anizotrépia nagyobb mikroviszkozitast jelent.

Liposzéma mikroviszkozitasa

Liposzéma: DPPC

DPPC: dipalmitoil foszfatidilkolin
Fluorofér: DPH

DPH: difenil hexatrién

A fazisatalakulasi
hémérséklet fol6tt
jelentésen lecsokken a
lipidréteg mikroviszkozitasa.

a hémérséklet fliggvényében:
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Alkanok és nyomas hatasa a liposzoma mikroviszkozitasara:

Liposzéma: DPPC
DPPC: dipalmitoil foszfatidilkolin
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Forster-féle rezonancia energiatranszfer

(F RET) donor
emisszié
donor A s
molekula energia atadas . akceptor
¢ emisszi6
[ \
| akceptor
molekula

gerjeszt6 fény

ii' | N

oo e —
. . . Nagyon erésen fiigg

Mért mennyiség: donor/akceptor intenzitasarany a tavolsagtol!
- »molekularis
mérészalag”
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Példa: nem-szteroid gyulladasgatlok (ibuprofen, diklofenak, naproxen)
hatdsa a membranra (folytatas)
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2011
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Példa: hémérséklettel aktivalt liposzdma

ELSEVIER Origimal Anticle
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Principles of rational design of thermally trgeted liposomes
for local drug delivery
Roberto TejeraGarcia, PRD', Pevteri Parkkilo, 98¢,
Viadimic Zomutin, PhD. Pagvo K. Kinnunes, Mhi)®

D I . L

Doxorubicin
(Dox) citosztatikum, Qélkimzés; .
o oM a a szokasos ===} liposzémas bejuttatas, de ugy,
sy mellékhatasokkal hogy az egészséges szbvetben
1 o minél kevesebb, a daganatban

minél tébb hatdanyag jelenjen
meg.

H
T - U

Van sajat fluoreszcencidja
HHy

41

Elv:
1. Daganat lokalis felmelegitése 39-41°C-ra (Tg), pl. MRIgHIFU technikaval
2. Hatéanyag bezarasa olyan liposzémaba melynek,
a) gél—fluid atmeneti hémérséklete T kdzelében van,
b) hatéanyag kieresztése Ty alatt minél kisebb, T kdzelében minél
nagyobb.

Liposzéma tervezése:

kordbban hasznalt liposzoma 0] tervezési liposzoma

tartomany,
ahol a
liposzéma
.ereszt’

Uj tervezésii liposzoma

ok

| EG2k (86:6:4:2:4 molar ratio)

= 4 n<\ DPPC:Edf:DPPE:Chol:DSPE-PEG2k (86:6:4:2:4 molur ratio)
2 s\
5 Fluoreszcencia:
: \ .........
1 N\

7 MW % N OB OB W
e

Kulénboz6 aj
tervezés(i

Dox released (3%)

liposzémak ﬂ stct
° 866424
o z 4 & 8 10

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

iC kordbban haszndlt liposzoma
100 o y—
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RERTOR! PALYAZAT

epidermalis novekedési faktor (EGF)

Liposzomak orvosi és

gvogyszerészi felhasznalisa
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Epithelsejteket modellezd liposzoma:

DSC termogram

—1 PG
2. +PC+PE
—3. +20%Chol
——4. +30%Chol

v

15 20 25 30 35 40 45

hémérséklet ('C)

EGF kot6dése

steady-state anizotréopia mérések

anizotropia - r

0 20 40 60 80 100

lipid koncentracié (umol/l)
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EGF emisszids spektruma

355 nm
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Rezonancia energia-transzfer

A NE—
{——TT
o J
donor akceptor

Nrrer = 1 —

Forster-tipusu rezonancia
energia-transzfer

A kozeltérben torténik
energia-atadas, nincs
kézben foton-kibocsatas!

A donor élettartama csdkken

Tdonor-akceptor

Tdonor

A FRET hatasfok nagyon erésen fligg a tavolsagtol,

csak ~nm kozelségben lép fel.

Komplex képz6dés bizonvithato vele.

~

o
POPC

DBD dartvative .

s

SMFH labebea
207t TAMRA 3 ra60dy
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Hoang HT, Mertens M, WessigP, Sellrie F, Schenk JA, Kumke MU. Aniibody Binding at the Liposome-Water
Interface: A FRET Investigation toward a Liposome-Based Assay. ACS Omega. 2018;3(12):18109-18116.
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