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Célkittizés

A kutatotdbor egy hete soran lehet&séglink nyilt
arra, hogy kozelebbrél megismerjik, a bioldgiai
szempontbdl legjelent6sebb hatarfeliiletet,

a sejtmembrant. A sejt az él6vilag legkisebb
egysége. Szamos feladatot kell ellatnia, ezért
fontos, hogy valami biztositsa a kiilonb6z6
anyagok aramlasat a sejt belseje, vagyis a
citoplazma és a sejt kils6 kornyezete, az
extracelluldris tér kozott. Ezen anyagdramlas
zavartalan lebonyolitdsdban van szerepe a
sejtmembrannak.
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1. dbra A sejtmembradn felépitése

A sejtmembran alapjat a kett8s foszfatidréteg
képezi, melyhez kapcsolédhatnak szénhidratok
(oligoszacharidok), valamint talalhatunk
fehérjéket a fellletén (periférias fehérje), a
foszfolipid rétegek kozott (integrans fehérje),
vagy akar at is érhetik a membrant, csatornaként
mUkddve. Ezek a fehérjék és szénhidratok

teszik egyedivé a sejtmembrant. Fontos

beéplil6 vegyllet a koleszterin, mely biztositja
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a megfelel6 merevségét. A legfontosabb
molekulacsoport mégis a foszfolipidek, hiszen
6k alkotjak a membran alapjat. A foszfolipidek
glicerinnek két zsirsavval és egy foszforsavval
képzett észterei. Amfipatikusak, tehat kettés
oldddasi tulajdonsaguk van. Az apolaris
(hidroféb) szénlancok egymas felé fordulnak,
mig a poldris (hidrofil) feji részik a két vizes
fazis felé (citoplazma, extracellularis tér) esik,
kialakitva ezzel a bioldgiai membranokat. Ennek
ismeretében, tovdabbgondolva, a foszfolipideknek
jelent@s szerepe van a gydgyszerkutatasban.
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2. abra Foszfolipidek



3. dbra Foszfolipidek kloroform oldatban

Példaul a haromdimenziés formajukban (vezikula,
liposzoma) el lehet juttatni hatéanyagokat a
szervezet karositasa nélkul rakos sejtekhez, hogy
ott helyileg fejtsék ki hatasukat (1. dbra).

Mi a kutatasunk soran kétdimenziés modelleket
készitettiink: mono- és kettGsrétegeket, majd
ezeket vizsgaltuk kiilonb6z6 mddszerekkel.

A rétegek készitése soran 3 féle foszfolipidet
alkalmaztunk: DSPC (disztearil-foszfo-kolin), DPPC
(dipalmitoil-foszfo-kolin) és DPPC-d62 (dipalmitoil-
foszfo-kolin alkil lancaiban deutériummal
helyettesitve) (2., 3. dbra).

Kisérleteink

Az emlitett foszfolipidek felhaszndlasaval
vizfelszini monorétegeket, illetve szilard hordozds
mono- és kettésrétegeket készitettiink. A
vizfelszini monorétegekrél 6sszegfrekvencia-
keltési szinképeket vettiink fel, és izotermakkal
jellemeztik azokat. A szilard hordozds
monorétegek és kettGsrétegek vizsgalatdhoz
infravoros mikroszkdpiat, illetve 6sszegfrekvencia-
keltési spektroszkopiat alkalmaztunk.

Langmuir filmmeérleg
A legtobbet hasznalt eszkoz a kutatétabor ideje

4. abra Langmuir filmmérleg

alatt a Langmuir filmmérleg volt, ugyanis ezzel
készitettiik el a foszfolipid rétegeket és vettlink
fel roluk izotermakat (4. abra). A filmmérleg f6
egysége a teflonkdd, amit kétszer desztillalt vizzel
kell feltlteni. A két gat feladata a viz felszinén
|évé lipid réteg egyenletes 6sszenyomasa, az
eréméré segitségével pedig az oldalnyomas
mértiik. Az er6mérére akasztott Wilhelmy-lemez
altal mérhet6 az oldalnyomas, ami nem mas,
mint a szabad vizfelszin és a vizfeliiletre felvitt
foszfolipid fellleti feszlltségének kiilonbsége (5.
abra). A megfelel§ foszfolipideket kloroformban
(CHCL) oldva, hig oldat formajaban cseppentettiik
mikrofecskendével a vizfelszinre.

Izotermak

A Langmuir filmmeérleggel Un. izoterma gorbéket
vettiink fel, amely az oldalnyomdst az egy
Cmolekuldra juté terilet fliggvényében dbrazolja.

5. abra Eréméré és Wilhelmy-lemez

A gatak segitségével a lipid réteg felszinét
csokkentettilk, igy az egy molekuldra jutd teriilet is
csokkent.

A kllonb6z6 anyagok izoterma gorbéi eltéréek,
ezaltal alkalmasak a monorétegek jellemzésére.

A vizfelszinre teritett lipid réteg tulajdonképpen
kétdimenzios. A lipid rétegnek kiilonboz6 allapotai
figyelhet6k meg, amelyek analégiat mutatnak az
altaldnosan ismert halmazallapotokkal.

Az izoterma gorbe azon szakaszan, ahol
legnagyobb az egy molekulara esé teriilet, a réteg
gdz allapotunak tekinthetd, rendkivil nagy a
rendezetlensége, és minimalis az oldalnyomasa.
Ahogy csokken a rendelkezésiikre 3ll6 teriilet, né
az oldalnyomas, és elkezd névekedni a molekuldk
rendezettsége is. A réteg folyadék allapotba kerdil.
A DPPC-nek érdekessége, hogy két folyadék fazisa
is van, az alacsonyabb rendezettség(i az expandalt,
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6. abra Langmuir-Blodgett mddszer

és a rendezettebb a kondenzalt. Amikor ezek
egymasba alakulnak, egy plato figyelheté meg az
izoterman.

Szilard hordozds rétegek elGallitasa

ElSszor foszfolipidet tettlink a vizfelszinre, amelyet
a megfelel6 oldalnyomason tartottunk, majd egy
kvarc prizmara vittlink fel Ugy, hogy a hordozét
lassan kiemeltik a foszfolipid rétegen at (6. abra).
Ezt az eljardst Langmuir-Blodgett mddszernek
nevezziik. A Langmuir-Blodget eljardssal szilard
hordozds monorétegeket tudunk késziteni.
KettGsréteg elGallitdsakor egy masodik
monoréteget vittlink fel az el6bbi hordozds
monorétegre. Ehhez a Langmuir-Schaefer eljarast
alkalmaztuk. Egy masik fajta foszfolipidbdl

egy Ujabb réteget tettlink a vizfelszinre, és

ehhez lassan, felllrél vizszintesen kozelitve
hozzaérintettilk a monoréteggel el6z6leg bevont
prizmat. A két foszfolipid réteg érintkezésekor
alakult ki a szildrd hordozds kettésréteg (7. abra).

7. dbra Langmuir-Schaefer modszer

Osszegfrekvencia-keltési szinképek

Méréseink soran egy masik eszkoz is nagy
segitséglinkre volt. Az 6sszegfrekvencia-keltési
spektrométer (réviden SFG) mikodési elve

a kovetkez6: két sugdrnyaldabot hoz létre, az
egyik egy szabad szemmel is lathaté, zold
nyalab, mely fix hulldamhosszu, a masik egy
hangolhatd, infravords nyalab. E két sugarat
ugy iranyitottuk, hogy a minta meghatarozott
pontjan taldlkozzanak, és igy a két sugarnyaldb
frekvenciajanak 6sszegével megegyezd
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frekvenciaju sugdr hagyta el a mintat (8. dbra).
Ezt a nyaldbot detektaltuk, ez alapjan készilt

a szinkép. A szinkép ott lesz intenziv, ahol az
infravoros sugar frekvencidja ugyanakkora, mint
egy funkcids csoport rezgési frekvencidja. igy
itt a molekulan beliili rezgéseket vizsgalhatjuk,
és a kirajzolt szinkép alapjan meghatarozhatjuk
a foszfolipideket alkotd, kiilonb6z6 rezgési
frekvenciaval rendelkez6 molekularészleteket.
Emellett a szinképek 6sszehasonlitasaval

a molekuldk rendezettségére is tudtunk
kovetkeztetni.

it

8. abra Osszegfrekvenciakeltési-spektrométer
mlikédési elve

SFG szinképek kiilonb6z6 oldalnyomasokon

A méréseket ugy végeztik, hogy az el6z6ekben
mar megismert modszerrel a Langmuir filmmérleg
felszinén DPPC monoréteget készitettlink, és

a két sugarnyaldbot ugy iranyitottuk, hogy a
filmrétegen taldlkozzanak. Toébb szinképet vettiink
fel kiilonb6z6 oldalnyomasokon (30 mN/m,
20mN/m, illetve 10 mN/m értékeknél), melynek
eredményét a 9. dbra mutatja. Ahogy lathato,
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9. abra Kiil6nbz6 oldalnyomdsokon felvett 6sz-

szegfrekvencia-keltési szinképek DPPC monoréteg-

rél (fekete: 30mN/m, piros: 20mN/m,

kék: 10 mN/m)



nagyobb oldalnyomdasnal a rezgések intenzitasa is
nagyobb. Ez abbdl adddik, hogy az oldalnyomds
novekedésével nagyobb az egy adott feliiletre
jutd molekuldk szama, igy tébb molekula van a
sugarak daltal megvilagitott teriileten, ami noveli
az intenzitast. Ami még lathatd az abran, hogy

a legkisebb mért oldalnyomasnal a szinkép
intenzitasa jéval kisebb, mint varhatnank, ez azzal
magyarazhatd, hogy a molekuldk mar annyira
tavol keriltek egymastdl, hogy a rendezettségik
megvaltozott, kondenzalt folyadékallapotbdl
expandalt folyadékallapotba keriltek, ezaltal
joval kisebb jelet adva. A szinképek altal

kirajzolt csucsok hulldmszamanak ismeretében
meghatarozhatjuk a DPPC-ben szerepeld
kiil6nb6z6 molekulacsoportok rezgéseit, melyet
be is jeloltlink az dbran.
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10. abra Ugyanazon az oldalnyomdson felvett
DPPC-d62 (baloldali) és DPPC (jobboldali) monoré-
tegek szinképének ésszehasonlitdsa

Monorétegek SFG szinképének 6sszehasonlitasa

A kovetkez6kben két monoréteget készitettlink
30 mN/m oldalnyomas mellett, és felvettiik ezek
SFG szinképét: egy alkil [dancaiban deutériummal
helyettesitett DPPC-d62 monoréteget és egy
ugyanazon az oldalnyomason felvett DPPC
filmréteget. Amint a 10. dbra mutatja, nagyon
kiil6nb6z6 a szinképlik, a legnagyobb kiilonbség
az, hogy a két monoréteg szinképében mas-
mas helyen vannak a nyujtérezgések csucsai. Ez
a DPPC-d62 molekuldjaban lévé deutériumok
hidrogéntdl eltéré tomegébdl adddik, hisz a
deutérium a hidrogén azon stabil izotdpja,

mely tartalmaz egy neutront is, igy tdmege
kétszer akkora, mint a hidrogéné. Ez okozza
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azt, hogy a -CD, nyujtérezgések alacsonyabb
rezgési frekvencian detektalodnak, mint a -CH,
nyujtérezgések.

Infravoros szinképek

Az infravoros spektroszkdpia azon az elven
mukodik, hogy a mintankat infravoros sugarral
atvilagitjuk, ebbél a minta bizonyos frekvenciaju
sugarat elnyel, ami azt eredményezi, hogy

a mintaban taldlhaté atomokat nagyobb
amplitudoju molekulan belili rezgésre készteti.
Ennek a rezgésnek a frekvencidja megegyezik
az elnyelt sugdr frekvenciajdval, és a szinképben
ezen a frekvencian jelenik meg egy csucs. A
csucsok alapjan a mintaban talalhaté funkcios
csoportok beazonosithatdak, hiszen az adott
molekularezgések, vagyis a csucsok a molekulara,
illetve a benne Iévé funkcids csoportokra
jellemzéek.

Mi a DPPC-d62 oldatunkbdl készitettlink
monoréteget egy kalcium-fluorid lemezre (mint
hordozdra) Langmuir-Blodgett eljarassal. Ezt
vizsgdltuk az IR-mikroszkoppal. A szinképen

(11. dbra) szépen felismerhet6ek DPPC-
d62-ben taldlhatd metilén nyujtorezgések,

igy leellendriztik a monoréteg felvitelének
sikerességét.

-0.0005 +

Abszorbancia

-0.0010 +

T x T X T
2250 2160 2070

Hullamszam / cm’'

11. dbra DPPC-d62 monoréteg infravords-mikrosz-
kdppal felvett szinképe

Szilard hordozés kettGsrétegek szinképeinek
Osszehasonlitasa

Kétféle kettGsréteget készitettlink, mindkett6hoz
DPPC-d62 oldatot és DSPC oldatot hasznaltunk. Az
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12.a. abra Szildrdhordozds kettésréteg SFG-szinkeé-
pe (a hordozohoz kézel a DPPC-d62 réteg van)

elsé kett6sréteg készitésekor a szilard hordozdra
el&szor Langmuir-Blodgett eljarassal DPPC-d62
monoréteget vittlink fel, utana Langmuir-Schaefer
eljarassal felvittiik erre a DSPC monoréteget.

A masodik kettGsréteg elkészitésekor ugyanigy
jartunk el, csak el&szor a DSPC monoréteget vittik
fel a hordozora.

Ezeket az elkészitett kettGsrétegeket
Osszegfrekvenciakeltési-spektroszkdpidval
vizsgdltuk meg, a 12. dbrdn lathatdak a
szinképeik. A szinképeket a 2800-3000cm*
tartomanyban vettiik fel, ezen a tartomdnyon

a DSPC nyujtérezgései latszédnak, a DPPC-d62-
ben 1év6 nyljtérezgések nem, hiszen ezek az 11.
abran lathatdé mdédon alacsonyabb hulldmszamu
tartomanyban észlehetbek. Az els6 esetben
(12.a abra) tehat a hordozétdl tavol esd réteget
vizsgdltuk, a masodik esetben (12.b abra)

pedig a hordozéhoz kozel esé réteget. Ennek
kovetkeztében a két kiilonb6z6 kettGsrétegben
detektalt DSPC molekuldknak mas az orientacidja,
ami meg is latszik a két — egyébként eléggé
hasonlé — szinkép kilonbségein.

50

40

30

Intenzitas

20 |

10 4

o

T T ¥ T T ) T L T
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050

Hullamszam /cm’”

12.b. dbra Szildrdhordozds kett6sréteg SFG-szinké-
pe (a hordozohoz kézel a DSPC réteg van)

Osszegfoglalas, kdszonet

A tdbor soran sikeresen vizsgaltunk DSPC-, DPPC-
, illetve DPPC-d62-bdél készitett sejtmembran
modelleket. Langmuir-mérleg segitségével
monorétegeket allitottunk el§, melyeknek
felvettlik az izotermait, illetve megvizsgaltuk

Gket 0sszegfrekvenciakeltési-spektrométerrel és
infravoros mikroszkdppal is, majd készitettiink
kett&srétegeket is, melyeknek 6sszehasonlitottuk
az 6sszegfrekvencia-keltési szinképeit. Kézelebbrél
megismertlik ezt az igen érdekes hatarteriletet,
bepillantast nyerhettiink a fellletkémia
tudomadnyaba, illetve megismerhettiink kiilonb6z6
érdekes mérémUszereket, mindezt egy nagyon
kellemes tarsasagban eltoltott hét alatt.

Ezt a csoddlatos élményt Keszthelyi Tamas

és Mihdlyi Judith faradtsagot nem ismeré
munkajanak koszonhetjlk, akik az egész hét

soran tdmogattak és segitettek nekiink. Kilon
kdszonjik Lendvayné Gyérik Gabriellanak,

hogy lebonyolitotta a délutani programokat

és megszervezte a tabort. llletve kdszonjik
mindazoknak, akik nélkil nem johetett volna létre
ez a fantasztikus tabor.

34 AKI kivancsi kémikus 2015



