I11.4. Lipid membranok vizsgalata

A foszfolipid molekuldk az eukaridta sejtek membranjainak leggyakrabban el6fordulé

komponensei. A sejtek minden kommunikécidja a kiilvildggal (pl. anyagcsere, elektromos ingerek)

vagy kozvetleniil a membranon, vagy a membranban kotott molekuldkon (pl. ioncsatornét alkotd

fehérjék, jelvezetd fehérjék) keresztiil zajlik. Ezért a membran szerkezetének és a benne zajlé

folyamatoknak a molekularis szintii megismerése alapvetd fontossagu a sejtek kiilvilaggal vald

mindenféle kolcsonhatasanak megértése szempontjabol.

Az éI06 sejtek membranja igen sokféle molekula (kiilonb6z6 lipidek, kisebb apoldros molekulék,

koleszterin, fehérjék, DNS szegmensek, stb.)
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II1.4.1. abra (a) a DMPC és (b) a koleszterin
molekula sematikus szerkezete. Az 4dbra az
atomok jelen dolgozatban haszndlt szdmozasat is
mutatja.
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rendkivill komplex egyiittese. A nagy
valtozatossdgban eléforduld kiilonféle
molekuldk koziil azonban a foszfolipideknek
kiemelkedd jelent6ségiik van, hiszen mint a
sejtmembrdn  leggyakrabban  el6fordul6
komponensei 6k alkotjdk azt a kozeget, ami a
membran tobbi molekuldjat koriilveszi. A
tiszta foszfolipid membrinok szerkezetének
részletes  megismerése  ezért  éppugy
elengedhetetlen eléfeltétele a sejtmembranok
tulajdonsdgainak molekuldris szintll
megértésének, mint ahogy a tiszta viz
szerkezetének részletes ismerete is sziikséges
a kilonféle komplex Osszetételli vizes
oldatok tulajdonsdgainak molekuléris szintii
értelmezéséhez. Ez a tény adja meg a lipid
membranok kutatdsanak igazi jelentOségét a
tudomany és az ipar szdmos teriiletén a
biotechnol6giatél a raciondlis gyodgyszer-
tervezésig.

Lipid membranok vizsgélatira
irdnyul6 kutatdsaim sordn tiszta dimirisztoil-

foszfatidilkolin (DMPC) membran illetve



DMPC-koleszterin elegy membrinok szamitégépes szimulédcids vizsgalatait végeztem. (A DMPC
és a koleszterin molekula sematikus szerkezetét és atomjaiknak a késObbiek sordn hasznalt
szdmozasit a II1.4.1. dbra mutatja.) E munkdk sordn részt vettem a Monte Carlo szimuldcids
moédszer néhany, lipid membrianok szimuldcidja sordn hasznosan alkalmazhaté metodoldgiai
fejlesztésében, vizsgaltam a tiszta DMPC membran fejcsoporti részének illetve a membrant
hidratal6 viznek a szerkezetét, koleszterin hatisit DMPC membranok tulajdonsagaira, kis
molekuldk oldédéasi szabadenergidjanak valtozdsit a membrdn normalisa mentén, illetve a
vakancidk eloszldsat és morfologidjat a kiilonboz6 membrianokban. E munkdim legfontosabb

eredményeit ismerteti ez a fejezet.

I11.4.1. Metodologiai fejlesztések

Az egyszerlibb rendszerekhez hasonléan a foszfolipid membrinok tulajdonsdgainak
megismerésében is nagy szerepet jatszhatnak a szamitogépes szimuldcids mddszerek. E
szimuldcidk idéigénye azonban a rendszer bonyolultsiga miatt 1ényegesen nagyobb a homogén
kondenzalt fazisok vagy a kis molekulds rendszerek kozotti hatarfelilletek szimulacidjahoz
szitkségesnél. A foszfolipidek glicerinvdzas molekuldk, melyekben a glicerin két hidroxil
csoportjat két, altaldban 14-22 szénatomot tartalmazd, telitett vagy telitetlen, esetleg rovidebb
elagazdsokat is tartalmazd nyilt lanci karbonsavak észteresitik. Ezek a szénldncok alkotjdk a
molekula apoldros farokrészét. A polaros fejcsoport dltalaban foszfatidilkolin, azaz egy
tetrametilammoénium és egy dimetilfoszfat ion C-C kotéssel vald Osszekapcsolodasaval 1étrejott
ikerion, mely a glicerinvdz harmadik oxigénjéhez kapcsolddik. (A foszfolipid molekuldk egyik
reprezentansianak, a DMPC molekuldnak a szerkezetét lasd a II1.4.1. abran.) Ezért a foszfolipidek
altal alkotott membrénok erésen inhomogén rendszerek. A kettds rétegben egymads felé forduld
farokcsoportok szénhidrogén-szerli apoldros fazist alkotnak, melyet két oldalr6l az ikerionos
fejcsoportok erdsen polédros rétege fog kozre. Az ilyen membrinok vizsgilatdndl nem szabad
megfeledkezni a rendszer harmadik rétegérdl, a fejcsoportokat hidratdlé vizrdl sem. Az emlitett
inhomogenitds mellett a membran kettosréteg szerkezete folytdn egyuttal anizotrép rendszer is.
Mindezek a tulajdonsdguk 6nmagukban is jelentdsen megnehezitik a lipid membranok szimulacids
vizsgélatét, hiszen a homogén, izotrop rendszerekkel ellentétben a szimuldcidé sordn vett mintdnak
a membran normadlisa mentén minden rétegben kiilon-kiilon is reprezentativnak kell lennie.
Tovabb neheziti a helyzetet a membranban zajlé mozgasok karakterisztikus idejének széles
skdldja. Igy példdul a vizmolekuldk fluxusa a membranon keresztiil a 10°~107 molekula/ns A?

nagysagrendbe esik, ami a konvenciondlis molekuldris dinamikai szimuldciok éltal vizsgalhat6
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méret- és id6skalan (kb. 10* A? és 1 ns) egyetlen vizmolekula membrinon val6 athaladdsdnak
megfigyelését sem teszi lehetévé. Hasonloképpen, a lipid molekuldk roticidjanak iddéskaldja
harom-négy nagysdgrenddel nagyobb a kotések vibracidjaéndl. Mindezek nem csak a
folyamatokat a valddi, fizikai idéskdlan modellez6 MD szimuldcidkat nehezitik meg, a fenti
jelenségek okai lassuva teszik a konfiguraciés térben MC szimulacié sordn végzett bolyongast is.
Ezért a lipid membranok szimuldcidja csak az utébbi egy-mdasfél évtizedben, a kelléen nagy
teljesitményli szamitégépek megjelenésével €s elterjedésével valt lehetségessé.

Mindazondltal az ilyen szdmitdsokban még mindig nagy szerepet kapnak a kiilonféle
bonyolultabb, a mintavételezés hatékonysagat javité Monte Carlo technikdk, alkalmasan vélasztott
irdnyitott mintavételezések (pl. konfigurdcidsan irdnyitott mintavételezés [58,251], egymast kovetd
tobb (legaldbb hat) torzié egyideji véltoztatasa [252], stb.). Munkdm soran tobb ilyen technika
alkalmassdganak demonstrdldsaban (pl. nagykanonikus sokasdgon végzett MC szimulécid) illetve
kifejlesztésében (kiterjedés szerint irdnyitott forgatds [253], iiregbeillesztéses Widom (Cavity
Insertion Widom, CIW) médszer oldddasi szabadenergia szamitdsahoz [254]) vettem részt. A jelen

fejezetben ezeket a mdodszereket targyalom részletesen.

II1.4.1.1. A nagykanonikus Monte Carlo modszer alkalmazdsa

A nagykanonikus sokasidgon végzett Monte Carlo szimuldciok egyik legfébb elonye, hogy e
mobdszerrel egyszeriien €s gyorsan biztosithatd az egyes komponensek kémiai egyensilya a
rendszer egymastol tobbé-kevésbé elszigetelt tartomanyai kozott. Ugyanakkor a mddszer legfobb
korlatja a sikeres részecskehozzdadasi 1épések igen kis szamdban gyokerezik, ami az ilyen
szimuldcidk elvégzését gyakorlati szempontbdl csak kis molekuldkra teszi lehetdvé. Lipid
membranok esetében a szimulaciét a vizmolekuldkra nézve elvégezhetjiik nagykanonikus médon,
mig a lipid molekuldk szamat 4llandé értéken kell tartanunk. Ez a mddszer igen alkalmas példdul a
vizmolekuldk membranba torténd behatoldsdnak gyors szimuldcidjara. Ezt illusztrdlja a 111.4.2.
dbra, mely a vizmolekuldk darabszdmstriiségének profiljat mutatja egy daltalunk szimuldlt, 50
DMPC molekuldbdl all6 hidratdlt membranban. A profilt kiszdmitottuk mind a nagykanonikus,
mind pedig a kanonikus sokasdgon végzett, 10’ MC 1épés hossziisagu szimuldcié alapjan is. Noha
a két futdst azonos kiinduldsi konfigurdciébdl inditottuk, mely latsz6lag mar egyensilyba jutott (a
kanonikus sokasdgon végzett eldzetes ekvilibracid sordn a rendszer energidja mar ldthatéan nem
valtozott), a kapott profilok mégis eltérnek egymastdl, a nagykanonikus futds soran a vizmolekuldk
lényegesen, kb. 5 A-mel mélyebben hatoltak be a lipid lancok k6zé mint a kanonikus futdsndl. Ez
természetesen azt jelenti, hogy a rendszer a futds kezdetén még nem érte el az egyensilyi

szerkezetet. A 10’ MC 1épés hosszisdgd kanonikus szimuldciét megismételtiik dgy is, hogy az
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mutat. A fenti eredmények azt
demonstrdljdk, hogy a vizmole- II1.4.2. d4bra A vizmolekuldk darabszamsuriiség-

profilja 50 DMPC molekuldbdl 4ll6 hidratilt kettds-
rétegben. Az egyes profilokat 107 1épésbsl 4ll6
behatolasanak, és igy a viz memb- szimuldci6 sordn szamitottuk.

kuldk lipid lancok kozé valo

ranon keresztiili egyensilyi siri-
ségprofiljanak vizsgdlata sordn a rendszer szdmunkra relevans tulajdonsagit (a vizmolekuldk
eloszlasat) tobb mint egy nagysigrenddel gyorsabban ekvilibralhatjuk, ha a szimulaciét kanonikus

helyett nagykanonikus sokasdgon végezziik.

111.4.1.2. Kiterjedés szerint irdnyitott forgatds

A lipid membrianok Monte Carlo szimulédciéjanak hatékonysdga szempontjabol kiemelkedden
fontos a forgatasi 1épések, elsdsorban a torzids forgatdsok hatékony elvégzése. Nyilvanvalo, hogy
minél jobban belesimul a forgatott molekula vagy molekularészlet a forgatds tengelyébe, annél
kisebb elmozdulast jelent a forgatott atomok szdmara egy adott szoggel val6 elforgatds, és igy
anndl nagyobb szogli forgatdsok vdlnak varhatéan sikeresen elvégezhetOvé. Ezt haszndlja ki a
forgatasi 1épések altalunk javasolt, kiterjedés szerinti irdnyitdsa. Ennek a valtozé 1épésméretii
moédszerek csalddjdba tartozé eljardsnak a lényege az, hogy a forgatott molekula vagy
molekularészlet forgastengelyre merdleges irdnyd legnagyobb kiterjedésének, azaz a
forgastengelytdl legtdvolabb esd forgatott atom tengelytdl vald Ry« tdvolsdganak fiiggvényében
allapitjuk meg az elforgatdsi kisérlet Acp,x maximalis szogét. A Amax paraméter Rp,,-tol valo

tobb lehetséges fiiggését tesztelve a

Al =—F7— (11L.4.1)

R max
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kapcsolat bizonyult a leghatékonyabbnak, ahol ¢ a 1épésméretet szabalyoz6 konstans. A mddszer
nagy elénye, hogy ha egy Monte Carlo 1épésben csak egyetlen forgatast végziink (azaz példaul
nem valtoztatunk meg egyidejileg tobb torzids szoget), akkor alkalmazdsa nem sérti a
mikroszkopikus reverzibilitds 11.2.19. egyenlettel megfogalmazott elvét, hiszen a lépésméretet
szabdlyozé mennyiség, Rmax a forgatds sordn nem véltozik. Ezért ilyenkor az eredeti Metropolis
féle elfogadasi kritériumot (I1.2.17 egyenlet) valtozatlan formaban alkalmazhatjuk, és igy a
modszer haszndlata gyakorlatilag nem jar a szamitas id6igényének novekedésével.

A moédszer hatékonysdganak demonstralasara 10° Monte Carlo 1épésbol 4all6 szimulaciot
végeztink 50 DMPC molekuldbdl allé hidratalt kettOsrétegre mind irdnyitatlan, mind pedig
kiterjedés szerint irdnyitott forgatdsokkal. A teljes molekulék illetve molekularészletek maximalis
forgatasat leir6 paramétert (az elforgatds Aog.x maximalis szoge illetve a IIL.4.1. egyenlet ¢
paramétere), valamint a teljes molekulak és molekularészletek forgatdsanak a relativ gyakorisagat
a két szimulacidban egymastdl fiiggetleniil optimaltuk. Az egyes forgatasi technikdk hatékonysagat
a kovetkezd paraméterekkel jellemeztiik: o4, ¢ és a, jelenti az egyes lipid molekuldk teljes
elforduldsat a szimulacid sordn az x, y és z tengely mentén (a membran az yz sikban fekszik), Dr,
Dy és D¢, pedig a teljes lipid molekuldk illetve fejcsoporti résziik és két szénhidrogénlancuk
szerkezetének a torzids forgatdsok hatdsara bekovetkezett valtozdsat. Ez utébbi mennyiségeket tigy
szamitottuk ki, hogy az egyes molekuldk glicerinvdzit a szimuldcié kezdeti és végsd
konfiguricidjdban egymadssal fedésbe hoztuk (elimindlva ezdltal a teljes molekula transzldciéja és
rotdcidja okozta valtozdsokat), majd a molekula vagy a megfelel6 molekularészlet dsszes atomja
igy szamitott elmozduldsanak a négyzetosszegébdl négyzetgyokot vontunk. A fenti
paramétereknek a két szimuldcioban kapott értékét a I11.4.1. tabldzat foglalja Ossze. Lathatd, hogy
a forgatas kiterjedés szerinti irdnyitdsa a mintavételezés hatékonysagat jellemzo6 fenti paraméterek

értékének a 15 —25%-0s novekedéséhez vezetett.

forgatds médja affok  aylfok  affok Dr/A Dug/A  Du/A
kiterjedés szerint irdnyitott ~ 2.23 3.06 3.19 8.01 3.29 6.88
irdnyitatlan 1.82 243 2.60 6.68 2.64 5.92

I11.4.1. tablazat A kiterjedés szerint irdnyitott és irdnyitatlan forgatasi lépések hatékonysaganak
Osszehasonlitdsa hidratilt DMPC membrin szimuldcidjandl. Az egyes paraméterek definicigjat
lasd a szovegben.

140



111.4.1.3. Az iiregbeillesztéses Widom (Cavity Insertion Widom, CIW) modszer

Az €16 sejtek membranjain kis, semleges molekuldk egész sora tud athatolni transzportfehérjék
segitsége nélkiil, passziv transzporttal, azaz egyszerii diffizioval. Sok ilyen molekuldnak van
kiemelkedden jelentOs élettani funkcidja vagy karos €lettani hatdsa, mely elképzelhetetlen lenne a
fenti képességiik nélkiil. Igy példaul 1égzérendszeriink teljes mitkodése a CO, és O, molekuldknak
a vorosvérsejtek €s a kiilsé 1€gkor kozotti folyamatos aramlasan alapul. A CO molekuldk erdsen
mérgezd hatdsukat az ugyanilyen dramldsra vald képességiik révén tudjak kifejteni. Az
anesztetikumok (pl. N,O, CHCI3) hatdsmechanizmusa az ilyen molekuldk azon tulajdonsdgian
alapul, hogy hosszabb ideig oldott allapotban képesek maradni a membran belsejében, és onnan
csak lassan (néhany o6ra alatt) iiriilnek ki. Az NO molekula membréanon keresztiili gyors athatol4sra
vald képessége a vérnyomdsszabalyozo rendszer [255], mig egyes bomlastermékeké (pl. ammonia,
karbamid) a kivélasztdsi rendszer mitkodésének alapvetd feltétele.

Az ilyen molekuldk membréanon keresztiil torténd diffizidja azonban a mar emlitett okok folytan
(a szimuldcidkban elérhetd méret- és idOskaldhoz képesti kis fluxusuk miatt) szamitégépes
szimuldcids médszerekkel kozvetleniil nem tanulmanyozhatd. A passziv transzport folyamatinak
termodinamikai hattere azonban vizsgidlhaté a molekuldk membréanbeli oldddési szabadenergia-
profiljanak kiszamitdsaval. A lipid membranok szimulidcidjanak mar emlitett nehézségei
(inhomogenités, anizotrépia, a lipid molekuldk konformécids valtozasanak lassisidga) azonban a
homogén vizes kozegben jol mitkodd, oldddasi szabadenergia szamitdsdra alkalmas moddszerek
jelentés részét (pl. termodinamikai integralds) a membranban hasznalhatatlannd teszik. Noha
bizonyos moddszerek alkalmasak lehetnek adott tipusi molekuldk adott membranrétegben vald
oldédédsi szabadenergia profiljdnak a kiszdmitdsdra (pl. apoldros molekuldk oldédési
szabadenergia-profilja meghatirozhaté a membrin apoldros fazisdban “umbrella sampling”
eljarassal), az egyetlen olyan moddszer, amelyik alkalmas Ilehet kis molekuldk oldédési
szabadenergia-profiljanak a teljes membréanon keresztiil torténd kiszamitdsara a 11.2.7.3. fejezetben
részletesen targyalt Widom-féle tesztrészecske-beillesztési modszer [70]. Azonban az ilyen tipusd
szamitdsok iddigényét is jelentdsen megndveli az a tény, hogy a membran anizotrépidja miatt az
eredmény egy profil és nem egyetlen szamérték, azaz a I1.2.70. egyenletben szerepld
mintavételezésnek és dtlagoldsnak a membran minden egyes rétegében kiilon-kiilon is megfeleléen
pontosnak kell lennie. Az ilyen szdmitdsok hatékonysdginak novelése érdekében dolgoztuk ki a
modszer iiregbeillesztéses valtozatit. (A tovabbiakban a modszer jelolésére angol nevének —
Cavity Insertion Widom — réviditését, CIW-et haszndlom.) A CIW mddszer hasonld elven alapul,
mint a nagykanonikus Monte Carlo szimuldcidékban a részecskehozzdadasi 1épés sordn alkalmazott

tireg szerinti iranyitas (I1.2.4. fejezet) [51,52], azaz a tesztrészecskét rendszeriinknek csak olyan
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pontjaiba prébaljuk meg beilleszteni, amelyek egy R,y sugaru iireg belsejében taldlhatok, azaz R,y
tavolsagon belill nincsen koriilottikk egyetlen atom kozéppontja sem. Ilymédon drasztikusan
csokkenthetd a nagy energidju, és igy a I11.2.70. egyenletben szerepld sokasdgitlaghoz elenyészden
kis (gyakorlatilag nulla) sillyal hozzajarul6 beillesztések szama. Ebben az esetben a mddszer egy
olyan egy 1épéses szabadenergia-perturbaciés szamitasnak felel meg, melynek sordn a rendszerben
taldlhatd R.,, sugari lireget vdltoztatjuk a vizsgilt molekuldvd. (Mint a I1.2.7.3. fejezetben
emlitettiik, az eredeti Widom mddszer tulajdonképpen olyan egy lépéses szabadenergia-
perturbéciés szdmitds, melyben a vizsgdlt molekuldt idedlis gédz 4allapotbdl oldott &llapotba
vissziik.) Ezért a szamitasok sordn az iiregek keletkezésének szabadenergidjat is figyelembe kell

venni. Ennek megfelelen az eredeti 11.2.70. egyenlet a kdvetkezOképpen mddosul:

A=—kgT [In{exp(= BU 1)) d5 iy — kT In(Pey ) (I11.4.2)

ahol P.,, a megfeleld, legalabb R ,, sugarud iiregek el6fordulasanak a valdsziniisége. Az old6dasi
szabadenergia profiljdnak membrianban valé szdmitdsakor az A, Uny1 és P.,, mennyiségek
mindegyike természetesen a membrdn normdlisa mentén valé elhelyezkedés fiiggvénye. P,y
értékét a szamitds sordn egyszerlien megkaphatjuk mint a beillesztéshez sziikséges tesztpontok
keresése sordn taldlt megfeleld, legaldbb R.,, sugari iiregekben elhelyezkedd tesztpontok és az
Osszes vizsgilt tesztpont hdnyadosat. Mivel a szdmitds sordn a megfeleld egyensilyi trajektdria
(melyen a CIW szamitast elvégezhetjilk) eldallitasa, illetve a megfeleld iiregek keresése a
sebességmeghatirozo 1épés, az ilyen szamitdsokat egy helyett tobb molekula szabadenergia-
profiljdnak egyidejii kiszdmitdsdra viszonylag kis szdmitdsigény-tobblet mellett egyszerlien
kiterjeszthetjiik.

A CIW médszer pontossagét nyolc, kiilonbdz6 méretli €s polaritasd kis molekula (O,, CO, CO,,
NO, H,0, NHj;, CHCl;, formamid) vizben val6é old6ddsi szabadenergidjanak szadmitdsa soran
teszteltiink. A szdmitdsokat egy 107 vizmolekulabol all6, 310 K hdmérsékletii rendszer 40000
egyenstlyi mintakonfiguraci6jan végeztiik az eredeti Widom modszerrel, illetve a CIW mddszerrel
két kiilonboz6 Reqy érték, 2.6 A és 2.8 A mellett is. A beillesztéseket az eredeti Widom médszerrel
végzett szadmitdsndl egy 15 x 15X 15 pontbdl all6 rics pontjaiban végeztik el, mig a CIW
szamitdsok sordn a megfeleld iiregeket egy 60 X 60 X 60 pontbdl 4ll6 rdcs pontjaiban kerestiik. A
CIW szamitds idéigénye az R,y paraméter 2.6 A értéke mellett 10%-kal, mig R,y =2.8 A esetén
75%-kal volt kevesebb az eredeti Widom moddszerrel végzett szamitdséndl. Az oldodasi
szabadenergia értékét meghataroztuk a homogén, izotrép rendszerekben igen pontosan €s gyorsan

alkalmazhaté termodinamikai integrdlas (TI) mddszerével is, az 1igy kapott adatokat
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referenciaértékeknek tekintettiik. Viz esetén a szabadenergidt nagykanonikus (£, V,T) sokasdgon
végzett Monte Carlo szimuldcidval is meghataroztuk a kémiai potencidl azon értékbdl, amellyel a
szimuldcidt elvégezve a rendszer atlagosan éppen 108 részecskét tartalmazott. A kapott adatokat a
I1.4.2. tablazat foglalja 6ssze. Lathat6, hogy a Widom-tipusi mddszerek viszonylag pontatlanok,
alkalmazdsuk ezért csak olyan esetekben (pl. lipid membrdnok) indokolt, ahol a pontosabb
modszerek (pl. TI) gyakorlati okokbdl nem haszndlhatok Az iiregbeillesztés alkalmazdsa nem csak
a szamitds idéigényét csokkentette, hanem egyuttal pontosabba is tette a mddszert még a nagyobb
R .y érték haszndlata mellett is. Az eredeti Widom mddszerrel szdmitott adatok nagyjabdl +4-6
kJ/mol hibdja a CIW mddszer Rcav=2.6A érték melletti hasznalataval +2-3 kJ/mol értékre
csokkent. Ezek a hibdk azonban a legnagyobb molekuldk (CHCls, az eredeti Widom moédszer
hasznélata mellett még a formamid is) esetében 1ényegesen nagyobbnak adddtak, jelezve, hogy a
Widom-tipusii mddszerek ennél nagyobb molekuldkra mar nem alkalmazhatdak, illetve hogy a
CHCls-ra és hasonld méretli molekuldkra kapott adatok is csak legfeljebb félkvantitativ

eredményekként értelmezhetok.

(wV.,T) . CIW _ CIW

MC 11 Widom o 26A  Rw=28A IIL4.2. tablazat Nyolc

H,0 241 -240+28 -233 -22.6 -19.6 kiilonboz6  molekula

0, 11.8+3.1 14.2 13.7 13.7 hidrataciés szabadener-

Cco 13.8+3.5 17.3 16.5 16.7 gidja (kJ/mol egység-

CO, 0.1+32 5.8 43 4.6 ben) 310 K hémérsek-

NO 96+2.9 12.7 12.1 12.1 leten kiillonb6z6 mod-

NH; _1'3 5_+ 2 g _7'4 —8‘ 4 —6'3 szerekkel végzett szé-
CHCl; 55+5.1 15.8 15.2 12.2 mitdsok alapjén.

formamid 340+39 227 31.4 26.2

I11.4.2. A vizmolekulak orientaciéja tiszta DMPC membranban

A hidratélt foszfolipid membranok kiilonb6z6 tulajdonsagait (pl. szerkezet, szolvatidloképesség,

permeabilitds) jelentds mértékben meghatirozza a fejcsoporti részt koriilvevo viz szerkezete.
Ugyanakkor a membran és a viz kolcsonhatdsa folytan ennek a vizrétegnek a szerkezetét a lipid
molekuldk jelenléte is erdsen befolydsolja. Mindezek ellenére az ilyen irdnyd vizsgdlatainkat
megeldzden a membrant hidratalé vizréteg szerkezetének vizsgalatara viszonylag kevés figyelmet

forditottak az irodalomban.
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Vizsgalataink sordn rétegenként 25 DMPC molekuldbdl 4116 hidratalt kettdsréteg szimuldcidjat
végeztiik el izoterm-izobar (N,p,T) sokasdgon 1 bar nyomdson és 310 K hémérsékleten. (A
rendszer ekvilibracidjanak elso, 10’ Monte Carlo 1épés hosszusagu szakaszat nagykanonikus
sokasdgon végeztik.) Az izoterm-izobdr szimuldcié sordan a rendszer 2033 vizmolekulat
tartalmazott, melyeket a TIP3P vizmodellel [150] irtunk le. A periodikus hatarfeltételeket ugy
véalasztottuk meg, hogy az egyes atomok eltolt képmadsai kozotti tdvolsdg a membrannal
parhuzamos sikban maximadlis legyen, ezért a szimuldciés dobozunk alakja szabalyos hatszog
alapid prizma volt. A DMPC molekuldk geometridjat és a kolcsonhatdsaikat jellemzd
paramétereket a fehérjék és foszfolipid molekuldk modellezésére kifejlesztett CHARMM?22
er6térbol [12,13] vettiik. E modell a lipid molekula minden atomjat kiilon kezeli, a kétéshosszak és
kotésszogek értéke rogzitett, a torzids szdgek viszont véltozhatnak. A szdmitdsokat az MMC
programcsomag [256] segitségével végeztiik el. A szimuldci6 sordn viz és lipid mozditasi, illetve
térfogatvaltoztatdsi 1épések véltakoztak. Minden viz mozditdsi 1épés utin egy lipid mozditds
kovetkezett, €s minden 625 ilyen 1épéspart egy térfogatvaltoztatasi 1épés kovetett. A viz mozditasa
sordn egy vizmolekuldval véletlenszert irdnyba és 0.3 A-nél kisebb véletlen tavolsdgra transzlaciot
végeztiink, majd a molekulat elforgattuk egy 20°-nal kisebb véletlen szoggel egy véletlenszeriien
valasztott térbeli tengely koriil. A mozditand6 vizmolekuldkat véletlenszeriien valasztottuk ki dgy,
hogy a membrianhoz kozelebb esé molekuldk nagyobb valdsziniiséggel keriiljenek sorra, mint a
membrant6l tavoliak. A lipid mozditisok sordn vagy egy lipid molekuldval végeztiink a
vizmolekuldkéhoz hasonlé véletlen transzlacidt €s rotaciot, vagy a molekula egyik torzids szogét
valtoztattuk meg. A kétféle mozditast 20% illetve 80% valdsziniiséggel végeztiik el. A mozditandd
molekula kivélasztidsa sordn ciklikusan végigmentiink mind az 50 molekuldn, azonban egy-egy
cikluson beliill a molekuldk sorrendjét véletlenszeriien valasztottuk meg [257]. A mozditandé
torzié kivélasztdsakor sorban haladtunk a molekula egyes ldncainak torzids tengelyein a ldncok
végétdl a molekula kdzepe felé, azonban a soron kovetkezd torzidt csak adott, torzidnként valtozo
valészinliséggel vélasztottuk ki, lehetdvé téve ezaltal, hogy a ldnc végén levd torzidkat ritkdbban
véltoztassuk, mint a molekula kdzepéhez kozelieket [253]. Egy-egy térfogatvaltoztatdsi 1épés sordn
felvéaltva vagy a prizma alaki szimuldcids doboz magassagit, vagy a szabdlyos hatszog alaku
alaplap élhosszat véltoztattuk meg véletlenszerien dgy, hogy az egész rendszer térfogata ne
viltozzon tobbet 800 A’-nél. Ilymédon a lipid molekuldk feliileti stiriségét és a teljes rendszer
térfogati stiriségét egymastol fiiggetleniil tudtuk egyensilyba hozni. A vizmolekuldk illetve teljes
lipid molekuldk megkisérelt elmozditdsainak és a megkisérelt térfogatvaltoztatdsoknak koriilbeliil
az 50, 25, ill. 35%-a volt sikeres. A sikeres torzié véltoztatdsi kisérletek ardnya torzidnként

valtozott, nagyjabol 15% és 35% kozott. A rendszer egyensilyanak eléréséig 710" Monte Carlo
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lépést végeztiink el. Ezutin 1000, egymaéstdl 10° Monte Carlo 1épés tavolsdgra 1évo

mintakonfiguraciot mentettiink el a tovabbi vizsgalatokhoz.

111.4.2.1. A vizmolekuldk membrdnhoz viszonyitott orientdcioja

A vizmolekuldk membranhoz viszonyitott orienticiéjat dipélusmomentum vektoruknak a

membran apoldros fazis felé mutaté X normadlvektordval mint referenciavektorral bezart o

szogével (IIL.3.1. dbra) jellemeztiik. (Kiszdmitottuk a vizmolekuldk orientdcidjat jellemzo,

I1.3.1.1. fejezetben definialt cos?} és ¢ polarkoordinatdk (III.3.1. 4bra) egyiittes eloszlasat is,

azonban ez az eloszlds a membrdn minden rétegében és minden cos ¢ értéknél gyakorlatilag ¢-tol

fliggetlennek bizonyult.)

A vizmolekuldk dipSélusmomentum vektordnak
III.3.1. egyenlettel definidlt, és membran két
oldaléra atlagolt @«(X) orientdcids profiljat a 111.4.3.
dbra mutatja. Az abran feltiintettiik a vizmolekuldk
darabszamstirtiségének p,(X) profiljat is. Lathato,
hogy a @,(X) profil a membran koézéppontjatdl (az
X=0A helyzettdl) 20 A tdvolsdgra maximumon
megy 4at, majd a membridn belseje felé haladva
csokken, a membran kozéppontjatdl 15 A tdvolsagra
pedig eldjelet valt. A @Dy(X) profil lefutdsa alapjan a
kovetkezd vizsgilatokhoz a membrant négy rétegre
osztottuk. Az X >25A tartoméanyban 1évo 1 réteg
tombfazisbeli viz, itt a viz strlisége eléri a
tombfazisbeli értéket, Dy(X) pedig O érték koriil
fluktudl, jelezve, hogy a membrian hatdsa a
vizmolekuldk orienticidjara e tartomanyban mar
elenyész6. A 20 A <X <25A tdvolsdgtartomanyt
lefedo 1I rétegben @Dy(X) a membran kozepe felé
haladva folyamatosan nd. Az orientdcids profil
értéke a membran kozepétdl 15—20 A tdvolsdgra

lévé III rétegben is pozitiv, azonban itt mar a
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II1.4.3. abra A vizmolekuldk slrliség-
profilja (felsé panel) és Dy (X) orientacids
profilja (k6zéps6 panel), valamint a lipid
molekuldk py(X) toltésstirliség-profilja €és
ennek F4(X) integralja (alsé panel) a memb-
rdn normdlisa mentén. Az dbrédzolt profilo-
kat a membrén két oldaldra atlagoltuk. A
szaggatott fiiggdleges vonalak a rendszer
négy rétegre osztasat szemléltetik.

membran belseje felé haladva csokken, mig a IV rétegben, az X < 15 A tartomanyban negativva

valik. Mind a négy rétegben kiszdmitottuk coser eloszldsat is, az eredményeket a I111.4.4. dbra
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preferencidjaként. Igy tehit a vizmole- II1.4.4. 4bra A vizmolekuldk dip6lusmomentum
kuldk dipélusmomentum vektora a II vektordnak orientdci6jat lefr6 cosa paraméter

. . i ) egyvaltozos eloszlasai a membran egyes rétegekben.
és III rétegben preferdltan a membran

belseje felé mutat, és ez a preferencia a két réteg hatardn, X = 20 A-nél a legerdsebb, mig a IV
rétegben az orientacids preferencia ezzel éppen ellentétes.

A Dy(X) profil lefutdsdnak értelmezéséhez kiszadmitottuk a rendszerben 1évo lipid molekuldknak
az atomjaik parcidlis toltéseit8l szarmazé pq(X) toltésstirtiség-profiljat, illetve ennek £y(X)

integraljat a membran kozepétdl a vizes fazis felé haladva:

X
P, (X)= [p,(x)dx. (I11.4.3)
0

A membrén két oldaldra szimmetrizalva kapott py(X) és Fy(X) profilokat a II1.4.3. dbra als6 panelje
mutatja. Lathatd, hogy a toltésslirliség-profil X =18 A-nél minimumon, mig X =23 A-nél
maximumon megy at. E két X érték megfelel a negativ toltésii dimetilfoszfit illetve pozitiv toltésii
tetrametilammoénium csoportok membran kozepétdl vald atlagos tavolsdganak. A 18 A<X<23A
helyzetli vizmolekuldk tehat két parhuzamos, ellentétes toltésii réteg kozott helyezkednek el, és igy
dipélusmomentum vektorukkal preferdltan a negativ toltésdi, télikk a membrin belseje felé esd
réteg felé fordulnak. Azonban a vizmolekuldk ezt az orientacids preferenciat egy ennél lényegesen
szélesebb rétegben, a 15 A<X<25A tartomdnyban mutatjadk. Ennek a ténynek a megértésében a
Py(X) profil lehet a segitségiinkre. Amint az a III1.4.3. abrardl ldthatd, @u(X) ellentétes eldjellel
pontosan koveti a Fy(X) profil lefutdsat. A membran kozepétdl 15-25 A tavolsagra F(X) negativ,
vagyis az itt elhelyezkedd vizmolekuldk negativ eredd toltést érzékelnek a membran kozepe (és
igy pozitiv eredd toltést a vizes fazis) irdnydbdl, és ezért dipélusmomentum vektorukkal

preferdltan az eredd negativ toltés, vagyis a membrian belseje felé fordulnak az egész
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tartomanyban. Az X < 15 A tartomdnyban azonban £(X) pozitivva valik. Itt tehét a vizmolekuldk a
membran belseje feldl érzékelnek eredd pozitiv, a vizes fazis fel6l pedig eredd negativ toltést,

dipélusmomentum vektoruk preferdlt irdnya pedig ennek megfelelden a vizes fazis felé mutat.

111.4.2.2. A szomszédos vizmolekuldk relativ orientdcidja

Kiszdmitottuk a szomszédos vizmolekuldk dipSlusmomentum vektorai, illetve sikjai
(normadlvektorai) dltal bezart szogek, egy vizmolekula két szomszédjanak O atomja altal a kozponti
vizmolekula O atomja koriil bezart szog (OO0 szdg), valamint az egymadssal hidrogénkotésben
1évo vizmolekuldk hidrogénkotésének H-O™O szoge (azaz a H-donor molekula O-H kotése és a
két O atomot Osszekotd tengely altal bezart sz6g) koszinuszdnak eloszldsidt a membran hidratalt
részének eldz6ekben definidlt mind a négy rétegében. A szamitasokat elvégeztiik tiszta
tombfazisbeli vizben mint referenciarendszerben is. Két vizmolekuldt akkor tekintettiink
egymassal szomszédosnak, ha O atomjaik tavolsiga kisebb volt 3.3 A-nél, azaz a vizmolekulak
els6 koordindciés szférdjanak hatdrandl, és akkor tekintettiink egymdssal hidrogénkotésben
1évének, ha ezen kiviil az egyik (donor) molekula valamelyik H atomja 2.5 A-nél kozelebb volt a
masik (akceptor) molekula O atomjihoz.

A szomszédos molekuldk dipdlusmomentum vektorai 4ltal bezart szognek illetve a
hidrogénkotés szogének az eloszldsa nem mutatott fiiggést a molekuldknak a membran normaélisa
mentén val6 elhelyezkedését6l, a szomszédos molekuldk sikjai dltal bezart £ és a @-val jelolt
OO0 szog eloszldsa viszont igen. Ezeket az eloszldsokat mutatja a II1.4.5. dbra. Lathatd, hogy
tombfazisbeli vizben a P(cosf) eloszlds nagyjdbdl egyenletes 0 és 0.6 kozotti cosf értékeknél,
majd 0.6 folott monoton csokken. Ennek oka az, hogy a molekuldk pontosan négyszeres
koordindcidjat, szigorian linearis hidrogénkotéseket és a hidrogénkotéses szomszédok pontosan
tetraéderes elrendez6dését feltételezve cosyértéke nem lehet nagyobb 0.57-nél. A P(cos/f) eloszlas
0.57 feletti része az ilyen idedlisan rendezett hidrogénkotéses szerkezettdl vald eltérésekbdl
adddik. Lathaté, hogy a hidrogénkotéses szerkezet torzuldsa a membran belseje felé haladva
er6sodik, és a II rétegtdl kezdve a szomszédos molekuldk egymdssal preferdltan parhuzamosan
allnak. Ez a preferencia a membran belseje felé haladva er6sodik. Mivel a hidrogénké6tés szogének
eloszldsa nem mutat valtozdst a membrdan normalisa mentén, vagyis a hidrogénkotések linedris
elrendezddése még a IV rétegben is éppoly erdsen preferdlt, mint tiszta, tombfazisbeli vizben, igy a
fenti torzulasok hatdsdnak elsOsorban a szomszédok egymds koriili térbeli elrendezddésének
megvaltozdsdban kell megnyilvdnulnia. Ezeket a vdltozdsokat tiikkrozik a membrin kiilonbdzd

rétegeiben kapott P(cos ®) eloszlasok.
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Tombfazisa vizben a P(cos®)

S oonal| ¢ e I réteg . eloszlas a III.1. fejezetben részletesen
Q O - - -lréteg = = IVréteg ‘o ) . ) ,
4 O tombfizisd viz T targyalt okok miatt két maximumot mutat.
Q )
=~ ©0000%00%0000°000%000 00 er ,‘. v Az elso, széles csics —-0.3 koril a
L 0.020 ., cue,sennsnssgestat T
gD Ty * OOO%O tetraéderesen elhelyezkedd szomszédok-
LN J'* L/ . 00,
0.016 o0 ra, mig a kicsi és éles csics cos@=0.5
. T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 ,31.00 (azaz @=60°) koriil szoros illeszkedésti
COS
szerkezeti részletekre (melyekben hirom
S 0.016 molekula érintkezik paronként kozvet-
& leniill, szabdlyos hiromszoget alkotva),
O 0.0124
[ azaz az intersticidlis molekuldk jelenlétére
0.008 - . Irceg Dréeg | % utal. Lathat6, hogy a membrin belseje
- = = Il réteg e = [Vréteg 4 4 .
o tmbfizisd viz felé haladva a tetraéderes csics magas-
0.004 T T T saga fokozatosan csokken, és a III
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

cos® rétegben mar 1ényegében teljesen el is

III.4.5. abra A szomszédos vizmolekuldk sikjai  t{inik, mig a cos@= 0.5 értéknél taldlhaté
(normalvektorai) éltal bezart S szog (felsé panel)
illetve egy vizmolekula két szomszédjanak O
atomja dltal a kdzponti vizmolekula O atomja koriil  tény az intersticidlis szomszédok ndvekvo
bezart @ szog (OO0 szodg, alsé panel) koszi-
nuszdnak eloszlasa a membrdn négy rétegében és
tombfazisi vizben. viz hidrogénkotéses szerkezetének

csucs magassdga fokozatosan nd. Ez a

relativ gyakorisdgara, végso soron pedig a

fokozatos szétesésére utal. Végezetiil a IV rétegben a tetraéderes csucs helyett két 4j maximum
jelenik meg a P(cos®) gorbén, a @ szog 180° illetve 90° értékeinek megfeleld —1 ill. 0 cos®@
értékek koriil. E csicsok jelenléte arra utal, hogy a szomszédos vizmolekuldk itt mér preferédltan
plandrisan koordinalédnak, k6zos sikba rendezddnek. Méas szoval a lipid lancok kozé fokozatosan
behatolé vizmolekuldkat a ldncok eldbb fokozatosan pédrhuzamos sikokba orientdljdk, majd a

szomszédos molekuldkat is sikszerti médon rendezik egymas koré.
111.4.3. A DMPC molekulak fejcsoportjanak szerkezete tiszta DMPC membranban

A foszfolipid membrénok legnagyobb siirtiségli és legerOsebben poldros rétege az ikerionos
fejcsoportok régidja, mely — éppen nagy stirlisége €s a benne taldlhaté toltott csoportok révén — a

membrin egy sor tulajdonsdgit meghatdrozza. Az elézéekben lattuk a toltott csoportok térbeli

elrendezddésének hatdsidt a membrant hidratdlé vizek orientdcidjdra. Hasonloképpen, a membran
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kiilonbozd kis molekuldkra illetve ionokra vonatkozé permeabilitdsdt is dontd mértékben
hatdrozhatjdk meg a fejcsoporti réteg tulajdonsagai. A fejcsoporti réteg kordbbi vizsgalatainak
z0me a fejcsoport dipélusmomentum vektora (illetve az azt kozelitd, a molekula P atomjabol az N
atomba mutaté PN vektor) orienticidjanak a targyaldsira szoritkozott. E vizsgilatok arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a PN vektor nagyobb valészinliséggel mutat a vizes fazis irdnyéba,
mint a membran belseje felé, habar az ut6bbi tipusi orientaciok is viszonylag nagy gyakorisaggal
elofordulnak [258-263]. Pasenkiewicz-Gierula és munkatdrsai részletesen vizsgaltdk a lipid
fejcsoportok lehetséges kapcsoldddsait, és azt taldltak, hogy a szomszédos molekulak fejcsoportjai
kozott a viz-hidas kapcsolédds (azaz amikor két lipid molekula fejcsoportja ugyanahhoz a
hidszerepet betoltdé vizmolekuldhoz kapcsolddik hidrogénkotéssel) domindl az ellentétes toltésii
fejcsoporti részek kozvetlen toltés-toltés kolcsonhatdson alapuld kapcsoléddsdval szemben
[262,264]

Munkdnk sordn az ikerionos fejcsoporti rész ellentétesen toltdtt csoportjai kozéppontjdnak
tekinthet6 N és P atomok egymdashoz viszonyitott elrendez0dését, valamint a fejcsoportok
dipélusmomentum vektordt kozelitd PN vektorok relativ orientdcidjat vizsgaltuk részletesen.
Annak a kérdésnek az eldontése érdekében, hogy a megfigyelt tulajdonsigok mennyiben
kovetkeznek a membran kettés rétegben elrendezddd szerkezete, illetve az ellentétes toltésii
csoportokat ikerionnd kapcsolé kémiai kotés okozta kényszerektdl, szamitdsainkat elvégeztiik
tetrametilammoénium-dimetilfoszfat (TA-DP) 1 M, 2 M és 3 M toménységi, illetve o-foszforilkolin
(0-PC), azaz a két ionos csoport 0sszekapcsolodasaval keletkez6 ikerion 2 M toménységili vizes

oldatan, mint referenciarendszereken is.

II1.4.3.1. Az ionos csoportok egymds koriili elrendezédése
Az ionos csoportok egymds koriili elrendezddésének vizsgalata érdekében kiszamitottuk a P-P,
P-N illetve N-N atompdrok gij(r) parcidlis parkorreldcids fiiggvényét, illetve az ezen atompdarok

kozott hat6 atlageré wij(r) potencidljat, mely a g;(r) fliggvénybdl a

wi;(r)=—RTIng;(r)+C (IIL.4.4)

egyenlet szerint szdrmaztathat6. (C egy additiv konstans, melynek értékét az a feltétel hatdrozza
meg, hogy végtelen tdvoli ionpar esetén a koztiikk haté atlagerd wy; potencidlja nulla.) Az egyes
rendszerek szerkezetét azért célszeribb a wji(r) és nem a g;(r) fiiggvényeken keresztiil
Osszehasonlitani, mert az atlagerd potencidlja végteleniil hig oldatban (azaz olyan oldatban, mely

az olddszeren kiviil mindossze azt a két iont tartalmazza, amelyek kozott az atlageré potencidljara
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kivancsiak vagyunk) is kiszdmithaté szimuldcids mddszerekkel. E szamitasok elvégzése érdekében
a két iont és 510 vizmolekuldt helyeztiink egy tégla alaki, 40.0 A x 20.0 A x 20.0 A nagysagi
szimuldcids dobozba. Az egyik iont a doboz kézéppontjdba helyeztiik (a TA-DP ionpdr esetén ez a
TA ion volt), és a szimuldci6 sordn helyzetét rogzitettilk. A masik ion a doboz hosszi oldalaval
parhuzamos X tengely mentén mozoghatott. Annak érdekében, hogy a szimulacié sordn vett
mintank az ionpar r tdvolsdganak kell6en széles tartomdnyat lefedje, a szamitdsokat az adaptiv
umbrella sampling médszerrel [73] (I1.2.7.4. fejezet) végeztiik, vagyis a mozg6 iont egy modositd
potencidl segitségével a rogzitett iontdl adott tdvolsdgtartomanyban tartottuk ugy, hogy e
tartomanyon beliil az ionpar minden lehetséges tavolsidga azonos gyakorisaggal forduljon eld, majd
az ehhez sziikséges moddosité potencidl alakjdbol kovetkeztettiink vissza az egyes ion-ion
tavolsagok el6fordulasi gyakorisdgdra. A szamitdsokat mindegyik ionpar esetén ot ilyen,
egymadssal paronként atfedd tavolsagtartomanyon végeztiik el. Nyilvanval6, hogy az eredmények
elvileg fliggnek a rogzitett ion X tengelyhez viszonyitott orientdcigjatol. A  kozel
gombszimmetrikus TA ion esetén azonban ez a fiiggés csak igen csekély, ezért vizsgalataink sordn
elhanyagoltuk. (A TA-TA illetve TA-DP ionparra vonatkoz6 szamitdsok sordn a TA iont ugy
rogzitettiik, hogy egyik kétfogdsi szimmetriatengelye egybeessen az X tengellyel.) A DP ionpér
esetében azonban a szamitasokat a rogzitett ion 6tféle helyzetében (II1.4.6. abra) is elvégeztiik.

Az  egyes szdmitdsok sordn  kapott
wij(r) figgvények Osszehasonlitdsdt a II1.4.7. dbra
mutatja. Az abrardl lathat6, hogy az ionos csoportok
hasonl6 mdédon rendez6dnek el a DMPC
membrdnban, mint a homogén rendszerekben. Ez a
hasonldosdg kiilondsen az ionos csoportokat mdar

ikerion formdjaban tartalmazé6 2 M o0-PC rendszer

esetén szembetlind. Az egyes csticsok és minimumok
helye és amplitiddja egyarant jO egyezést mutat a

@ legtobb esetben. Az egyetlen kivétel a wpp(r)
_ 0 __ > fliggvény két minimumdnak a helye, noha a két
minimumot elvdlasztd potencidlgdt helye mar
I11.4.6. abra A kozponti (rogzitett) DP megegyezik a DMPC membranban és a 2M o-PC
ionnak a DP ionpér kozt hat6 dtlagerd  oldatban.
potencidljanak szamitdsa sordn hasznalt

otféle helyzete. r a masik DP ion P
atomja felé mutaté vektor. fliggvény tobb szempontbdl is hasonlit az ikerionos

A végtelen hig oldatban kapott wnn(r)
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rendszerekben  kapott  gorbékhez. A
legfontosabb ilyen hasonlésag az, hogy az
els6 minimum ezekben a rendszerekben,
szemben a véges koncentracidju homogén
TA-DP ionos oldatokkal, a kontakt TA
jonparnak megfelelé 5.5 A tdvolsagnal
jelentkezik. Ez az eredmény azzal az
ismert ténnyel magyardzhat6, hogy a TA
ionok végteleniil hig oldatban hidroféb
részecskék modjara hidratdlédnak [265]. A
kontakt ionpdrnak megfeleld minimum
lényegesen mélyebb a végteleniil hig
oldatban, mint az ikerionos rendszerekben,
hiszen ez utébbiakban az ionos csoportok
kozotti tobbrészecske-kolcsonhatdsok

egyéb  elrendezddéseket is  kevésbé
kedvezOtlenné tesznek. Hasonlé a helyzet
az ellentétes toltésli ionpar esetében is: a
végteleniil hig oldat wnp(r) gorbéje — az
elsd, kontakt ionparokhoz tartozd, 4.6 A-
nél jelentkez6 minimum mélységétdl
eltekintve — igen hasonlé az ikerionos
rendszerekéhez.

A TA és DP ionos csoportok kiilénboz6
rendszerekben vald eltéré viselkedésének
megértésében segitségiinkre lehet a wyn(7)
€s wnp(r) gorbék osszevetése. Noha a wij(r)

fliggvényt a részecskék elrendezddése csak

- . E
= 107 N TA-TA
g 04 ’ Emes
% -10 1
= ® DMPC membrén
=20+ 0 végtelen hig oldat
30 - - -~ IMTADP oldat
_12_ —-—--2M TADP oldat
° - - - - 3M TADP oldat
6 TA-DP —— 2M 0-PC oldat

DP-DP

04 e  TMnargpeme
............
-5
54 v . DP-DP
Vo . . végtelen higitas
0- A : A i s
’ "\ B Adanp
RN :
-15 NG '
30— . e
4 5 6 7

I11.4.7. abra TA illetve DP ionok kozt haté
atlager6 potencidlja kiilonbozé rendszerekben.
Fels6 panel: TA ion par, masodik panel: TA-DP
par, harmadik panel: DP ion par a vizsgilt véges
toménységli rendszerekben, alsé panel: DP ion par
végtelen hig oldatban, a kozponti (rogzitett) ion
otféle orientacidja mellett elvégzett szamitassal.
Az  ikerionos  rendszerekben az  azonos
molekuldhoz tartoz6 TA-DP ionpar kozti atlagerd
potencialjat nem vettiik figyelembe.

egy additiv konstans erejéig hatdrozza meg (14sd a II1.4.4. egyenletet), és e konstans értékére csak

viszonylag pontatlan becslést tudunk adni azon feltétel alapjin, hogy az ionok kozétti kelléen nagy

tavolsdg esetén wj(r) értékének 0-hoz kell tartania, a II1.4.7. dbrar6l mégis nyilvanvald, hogy

végteleniil hig oldatban a kontakt TA ionpér 1étrejttéhez tartoz6 szabadenergia érték 1ényegesen,

kb. 20 kJ/mol-lal mélyebb, mint a kontakt TA-DP parok keletkezésének szabadenergidja. E

meglepd eredmény a két ionpar egymastol nagyon eltérd hidratdcidjaval magyardzhatd. A hidroféb
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modon hidratal6édé TA ionokkal ellentétben a DP ionok hidraticidja erdsen hidrofil jellegli, ezek
az ionok vizzel tobb hidrogénkotést is képesek egyidejlileg alkotni. A két ion hidratacidjanak ilyen
kiilonbsége kelléen hig oldatokban elvileg akar lokdlisan tul is kompenzélhatja az azonos toltésii
ionok kozotti elektrosztatikus taszitds hatdsat, az oldat szokatlan mikroszkopikus szerkezetét hozva
ezaltal 1étre. (E lehetdség elméleti hatterét di Caprio és munkatérsai tisztaztdk két dimenzidban
[266].) A vizsgalt véges koncentraciojui TA-DP oldatokban (vizsgalatainkat késébb 0.1 M
toménységli TA-DP oldatban is megismételtiik) azonban ilyen szokatlan szerkezetnek nem talaltuk
nyoméat. Mds széval, a TA-TA és TA-DP kontakt ionpérok kialakuldsanak végteleniil hig oldatbeli
szabadenergidja kozotti kb. 20 kJ/mol kiilonbség nem elegendd ahhoz, hogy az 1 M (vagy akar
0.1 M) toménységi TA-DP oldatban legydzze a kellden nagy slirtiségli pozitiv toltésti ionok
kozotti elektrosztatikus taszitast, és igy a rendszerben észrevehetd mennyiségli kontakt TA ionpér
jelenjen meg. A TA ionok kontakt ionpér alkotdsdra vald képessége azonban meg tud nyilvanulni
az ikerionos rendszerekben, ahol a hozzdjuk kémiai kotéssel kapcsolodo ellentétes toltési DP
ionok képesek ezt a taszitast jobban arnyékolni, és igy annak a hatasat kelloképpen csokkenteni.

A wpp(r) gorbék 0sszehasonlitdsa a fentiekkel konzisztens képet mutat. A végteleniil hig oldatban
kapott gorbék elsé minimumdnak mélysége nagyjabol azonos a wnn(r) fiiggvényével. (A wpp(r)
fiiggvény elsé, 5.5—6.0 A koriil jelentkezé elsé minimuma a mindkét ionhoz hidrogénkotéssel
kapcsol6d6 vizmolekula altal elvalasztott DP ionparnak felel meg.) A kiilonb6z6 orientacidju
rogzitett ionnal végzett szamitisok eredményeinek a DMPC membranban kapott gorbével vald
Osszevetése alapjan a DP parok membranbeli preferilt relativ orientdcidjara nézve is vonhatunk le
kovetkeztetéseket. Lathato, hogy mig a 2M o-PC oldatban a wpp(r) fiiggvény elsé minimumdanak
helyzete a B illetve C orientdcioban (ahol a kozponti ion legaldbb az egyik kettds kotésti O
atomjaval fordul a mozgé ion felé) végzett szamitasok eredményeivel egyezik legjobban, addig a
membrinban kapott gérbe minimuma a D és E orientéci6 (ahol a kézponti ion egy metil csoportja
fordul a mozgé ion felé) esetén kapott minimumok helyzetéhez esik a legkdzelebb. Ez a kiilonbség
a lipid molekuldk membranbeli kettOsréteg szerkezetli elrendez8désébdl eredd kényszerek

kovetkezménye.

111.4.3.2. A szomszédos molekuldk PN vektorainak relativ orientdcidja

A szomszédos fejcsoportok PN vektorainak relativ orientdciéjit vizsgdlandé kiszdmitottuk az
egymiashoz 8.0 A, 10.8 A illetve 17.3 A tavolsdgnal kozelebbi fejcsoport parok PN vektorai dltal
bezart ¥szog koszinuszanak eloszlasat. (A fenti tdvolsdgok a fejcsoportok dtlagosan 2, 5 illetve 15
legkozelebbi szomszédjanak figyelembe vételét jelentették). A szamitdsokat haromféle modon is

elvégeztiik, két fejcsoport tdvolsdganak a két N atom, a kozelebbi N-P pdr, illetve a két P atom
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tavolsagat tekintve. (Az ezen definicidk szerinti szomszédokat a tovabbiakban N-N, N-P ill. P-P
szomszédoknak nevezziik.) A kapott P(cos) eloszldsokat a II1.4.8. dbra mutatja. Lathato, hogy az
N-N, N-P illetve P-P pérok esetén kapott eloszldsok egymashoz minden esetben igen hasonléak. A
szomszédos PN vektorok minden esetben az egymadssal parhuzamos orientaciét preferdljak. E

preferencia erdssége nem valtozik 1ényegesen akkor, ha a legkdzelebbi kettd helyett 6t szomszédot

vesziink figyelembe, de mar
0.03 észrevehetden gyengiil, ha a
[C ' 2 . P . v
&= —— DMPC membrin, < 8.0A szamitasainkat atlagosan tizenot
8 - - - DMPC membrin, r_<10.8A A
S 0024 - DMPCmembrin,r, <17.3A szomszédra terjesztjiik ki. Lathat6 az is,
A + 2Mo-PColdat, r < 8.0A - ) o
. hogy a  parhuzamos  orientdcid
° ] ® e ° « s r”r
0.01 4 e, R A2 preferencidgja nem erésebb a P-N
A = NG, 7 -~
szomszédok kozott, mint az N-N vagy P-
0.00 P péarok esetében, ami a lancszeri
—— DMPC membrin, r_< 8.0A
> NP N 14 z . .
- - - DMPC membré n, r_< 10.8A elrendezddés (amikor az egyik molekula
- - - - DMPC membrd n, r_< 17.3A . . .
_ > NP N
0.02 - OMoPColdat, r.< 8.0A PN vektora N atomjaval a masik
molekula PN vektordnak P atom feldli
0.01+ vége felé fordul) dominancidjanak
hidnyéra utal, és azt mutatja, hogy a PN
0.00 vektorok egymds melletti parhuzamos
—— DMPC membrd n, r,,< 8.0A | )
- = = DMPC membrd n, r,,< 10.8A /! elrendezddése legaldbb olyan jelentds
0.02| - DMPC membrén, r < 17.3A ] L . .
’ « OMo-PColdat, r,< 8.0A S szerepet jatszik a membrdnban, mint a
lancszerli péarhuzamos 4allds. Ez az
0.01 P (s " oo
eredmény némiképp meglepdnek tiinik,
Poosgeer P-P szomszédok : . .
[t hiszen a PN vektorok egymds melletti
0.00 \ T \ L w1«
-1.0 05 0.0 0.5 cos v 1.0 parhuzamos elrendezddésében az azonos

toltésti  csoportok egymds kozelébe

I1.4.8. abra A szomszédos molekuldk PN  keriilnek (a t5ltott csoportok kozotti
vektorai altal bezart yszog koszinuszanak eloszla-

sa a kiilénbozd ikerionos rendszerekben. elektrosztatikus kolcsonhatdsok alapjan

vagy a lancszerli parallel, vagy az
egymds mellé rendez6dd antiparallel orientidcié dominancidjat varhatnank). Az egymds mellé
rendez6dé parallel orientdciok nagy gyakorisdga nyilvanvaléan a membran kettosréteg
szerkezetével all Osszefiiggésben, melynek kovetkeztében a DMPC molekuldk N atomjai a
membran kozepétdl atlagosan tavolabb helyezkednek el, mint a P atomok, és igy a PN vektorok

nagyobb valészinliséggel mutatnak a vizes fazis felé, mint a membrén belseje irdnydba. Ez az
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orientacidés kényszer a szomszédos molekuldk PN vektorait is bizonyos mértékig egymassal
parhuzamos orientdcioba rendezi. Ugyanakkor a PN vektorok egymds melletti parhuzamos
elrendezddését (és ezzel az azonos toltésti csoportok egymdéshoz viszonylag kozel keriilését)
elosegiti a TA ionoknak a hidroféb hidratacidjukbdl eredd hajlama kontakt parok 1étrehozasara. A
TA és DP ionos csoportok egymdstdl markdnsan eltérd hidraticiéja tehat a fejcsoportok olyan
elrendezddésének kialakuldsat segiti eld, amelyet egyébként a membran kettsréteg geometridja az
ikerionos csoportok toltései kozt haté elektrosztatikus kolcsonhatdsok ellenében amugy is
kikényszerit. Ez a tény magyardzhatja a foszfatidilkolin fejcsoportot tartalmazé lipid molekuldk
membranjainak kiemelked6 stabilitasat, és igy az ilyen tipusu lipidek dominancidjat az €16 sejtek

membranjdban is.

I11.4.4. Koleszterin hatasa a DMPC membran szerkezetére

A koleszterin és szarmazékai az eukaridta sejt membranjanak szintén fontos alkotérészei.
Membranbeli koncentracidjuk egyes esetekben elérheti akdr az 50 mol%-ot is [267]. A foszfolipid
molekuldk mellett igy a koleszterinszarmazékok is az €16 sejtmembran alapveté komponensének
tekinthetok. Ezért a tiszta foszfolipid membranok mellett a kiilonb6z6 koncentracidju foszfolipid-
koleszterin elegy membranok molekuldris szerkezetének részletes vizsgalata is fontos 1épésnek
tlinik a biolégiai membranok szerkezetének és mitkodésének megértése felé.

A foszfolipid molekuldk koleszterinnel nem elegyednek korlatlanul, szételegyedési
tartomanyuk egybeesik az €l6 sejtek membranjira jellemzé homérséklet-, nyomds- és
koncentraciétartomdnnyal [267-274]. Példdul 37 °C-on és 1atm nyomdson a dimirisztoil-
foszfatidilkolin (DMPC) nem elegyithetd koleszterinnel 10 és 28 mol% kozotti koleszterin
koncentricié esetén [267]. Ezért az él6 sejtek membrdnjidban sokszor fazisszétvalds torténik,
melynek sordn koleszterinben szegény és koleszterinben gazdag tartomédnyok jonnek létre
[267-270]. Kisérleti adatok sora bizonyitja, hogy a folyadékkristdlyos fazisi foszfolipid
membranok tulajdonsigai megvaltoznak koleszterin jelenlétében [275]. Igy példdul koleszterin
hozzdaddsanak hatdsara csokken az ilyen membrianok permeabilitisa [276-280], a membrin
rugalmasabba valik [281], feliileti moldris slrlisége megnd [282], mikdzben a foszfolipid
molekuldk rendezettebbé valnak [283,284]. Altaldban koleszterin jelenlétében csokken a
kiilonbség a membran folyadékkristalyos €s gél-a fazisu szerkezete kozott.

Az utébbi évtizedben tobb szdmitdgépes szimuldcids vizsgdlatot végeztek foszfolipid —
koleszterin elegy membranokon is [261,285-291]. Ezeknek a szimulacidoknak a nagy részét

azonban 50 és 60°C kozotti hémérsékleten végezték [261,285-289,291], dltaldban olyan
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koleszterin koncentracié mellett, amely — legaldbbis 37 °C-on, testhémérsékleten — a DMPC-
koleszterin szételegyedési tartomanyba esik [285,286,288-291]. Csak néhany szimulaciét végeztek
a bioldgiailag relevins Osszetétel tartomanyok valamelyikében, altaldban 50 mol%-os koleszterin
koncentracié mellett [261,287,289,291]. Tudomasunk szerint eddig mindossze egyetlen vizsgélatot
végeztek koleszterinben szegény Osszetételnél: az egyik elsé ilyen vizsgdlat sordn Edholm és
Nyberg 3 mol% koleszterint tartalmaz6 elegy szimuldcidjat végezte el [285].

Kutatdsaink sordn kiilonbozé 0Osszetételll, teljesen hidratdlt DMPC-koleszterin elegy
membrinokat vizsgiltunk Monte Carlo szimuldcié segitségével. A rendszerek Osszetételét ugy
valasztottuk meg, hogy azok a szételegyedési tartomany mindkét oldalat reprezentaljak.
Vizsgalatainkat kiterjesztettiik a tiszta DMPC membrin elézéekben részletesen targyalt
szimuldcidval kapott modelljére, mint referenciarendszerre is. A szimuldcidk alapjdn a membran
kiilonbozd szerkezeti jellemzoinek a koleszterin koncentrdcigjatol vald fliggését vizsgaltuk. A
membrin egészének szerkezetét jellemzd fontos tulajdonsidgok mellett megvizsgaltuk, hogyan
moédosul az egyes DMPC molekuldk szerkezete koleszterin kozelében. A membran lokalis
szerkezetének ilyen véltozdsai szintén nagy jelentOségliek lehetnek, hiszen — egyebek kozott —
megvaltoztathatjak a membran szolvatalo- ill. teresztOképességét is. Munkankat kiterjesztettiik kis
molekuldk old6dasi szabadenergia-profiljanak, valamint a membranban taldlhaté iiregeknek a
részletes vizsgalatara is. A tovabbiakban ezeket az eredményeket foglalom Ossze.

A szimuldcidkat a tiszta DMPC
membrdnéhoz hasonld6 médon  végeztiik
izoterm-izobdr (N,p,T) sokasdgon 1 atm
nyomdson és 37 °C hOmérsékleten. Négy
kiilonbozd Osszetételli rendszert vizsgaltunk.
Az 1 rendszer az el6zekben részletesen

targyalt tiszta DMPC-bol 4all6 kettds réteg

volt. Ezt a rendszert referenciarendszernek

tekintettiik, —amihez —a (6bbi rendszer 1y 49 gbhra A IV rendszer egy egyensulyi konfi-

tulajdonsagait hasonlitani tudjuk. A II és III ~ gurdci6ja. A DMPC, koleszterin €s vizmolekuldkat
fekete, kék ill. piros szin jelzi. A jobb attekinthetdség

rendszer 4 illetve 8 mol% koleszterint kedvéért a H atomokat nem tiintettiik fel az abran.

tartalmazott. Ezen rendszerek Osszetételét a

DMPC és koleszterin szételegyedési tartomanyédnak koleszterinben szegény oldalardl valasztottuk.
Végezetil a 40 mol% koleszterint tartalmazé IV rendszer a szételegyedési tartomdny
koleszterinben gazdag oldalat reprezentalta. A koleszterint tartalmazé rendszerek szimulacidjanak

kiindulasi konfiguraciéit ugy allitottuk eld, hogy az I rendszer kiindulasi konfiguracijaban a
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kettds réteg mindkét oldalan 1, 2 illetve 10 véletlenszerien kivélasztott DMPC molekulat

koleszterinre cseréltiink. A IV rendszer egy egyensulyi konfiguraciéjat illusztracioként a 111.4.9.

dbra mutatja.

1I1.4.4.1. Atlagos szerkezet

A szimuldciék sordn kapott eredményeink azt mutattdk, hogy az egyes rendszerek

keresztmetszete a koleszterin koncentracidjanak novekedésével fokozatosan csokken: az egy

molekuléra esé atlagos membranfeliilet az I, II, III ill. IV rendszerben 58.2, 57.0, 56.7 ill. 53.2 A

nek addédott. Ezek az eredmények a kisérleti adatokkal 6sszhangban [282,283] arra utalnak, hogy a

membrdn koleszterin hatdsdra laterdlis
Osszehuzodast szenved. A négy szimuldlt
rendszer elektronslriiség-profilja, valamint
a vizmolekuldk illetve a lipid (DMPC és
koleszterin) molekuldk nehéz atomjainak
(C, N, O ill. P atomok) a membran két olda-
lara atlagolt darabszamstriiség-profilja a
[11.4.10. abran lathat6. Az abra betétje a
tiszta DMPC membranra kapott elektron-
strtiiség-profil kisérleti adatokkal [292] val6
Osszevetését mutatja. A kisérleti gorbét a
membran kozepén taldlhaté  siiriiség-
minimum mélységének a kivételével jol
sikeriilt reprodukdlni,. Azonban, mivel
eredményeink szerint a membrdn apoldros
régidjdban a surliség viszonylag kevéssé
fligg a membran Osszetételétdl, a kisérleti
adatoktdl valé ezen eltérés a tovabbi
vizsgilatok  szempontjab6l nem  tlinik
jelent6s problémanak. Esszertinek latszik
ugyanis feltételezni, hogy magukhoz a
stiriségekhez ~ hasonléan a  szamitott
stiriségeknek a valédi membréanra jellemzd

értékektol valo eltérése is csak gyengén fiigg

< 50 DMPC, 0 koleszterin
= 0.03 O 48 DMPC, 2 koleszterin
=) | ----46 DMPC, 4 koleszterin
VB I TR 30 DMPC, 20 koleszterin
& 0.02 4

0.01 1 viz

0.00

e 0.044 5 S
< /O’ ®\
§ 0.03 -
vﬂ
U 0.02
lipid nehéz atom
0.01
0.00 : ‘ ‘

T T -
30 20 <10 0 10 20,,¢ 30
X/A

I11.4.10. abra  Elektronsirtség-profil (felso
panel), a viz molekuldris darabszamstiriség-
profilja (kozéps6 panel) valamint a DMPC és
koleszterin molekuldk nehéz (C, N, O és P)
atomjainak darabszamsiiriiség-profilja (alsé panel)
a szimuldlt membranokban. Az &bra betétje a
tiszta DMPC membrin szdmitott elektronstiriség-
profiljanak (folytonos vonal) rontgendiffrakcids
kisérleti adatokkal (tele korok) [292] wvald
Osszehasonlitasat mutatja.
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az Osszetételtdl, és igy nem jdtszik szerepet a tulajdonsdgok Osszetétellel vald véltozdsanak
vizsgélataban.

A kiilonb6z6 rendszerekben kapott striiségprofilok osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a
tiszta DMPC membranban kapott profilok kis mennyiségii koleszterin hozzdadasanak a hatdsara
csak alig észrevehetden valtoznak. Hasonlé megfigyelést tettek Tu és munkatarsai [288] valamint
Smondyrev és Berkowitz [289] 12.5 mol% illetve 11 mol% koleszterint tartalmazé
dipalmitoilfoszfatidilkolin (DPPC)-koleszterin elegy membranok tiszta DPPC-vel valé
Osszehasonlitdsa sordn. A koleszterinben gazdag membrdn (IV rendszer) atlagos szerkezete
azonban tobb vonatkozasban is kiilonbozik a tiszta DMPC-ét6l és a koleszterinben szegény elegy
membranokétdl. Jelentds mennyiségli koleszterin jelenlétében csokken a slirliség a membranra
merdleges X tengely mentén +14A és +25A kozott (az X tengely O pontjanak a membran kozepét
tekintjiik), és megné a siirliség a membran belsejében, X = £14A tavolsdgon beliil. fgy a membrén
legnagyobb és legkisebb strliségli részének siirtiségkiilonbsége a tiszta DMPC membranban
tapasztalt 0.20A7 értékhez képest 20%-al, 0.16A>-ra csdkken 40 mol% koleszterin jelenlétében.
Mas széval, a koleszterinben gazdag membran stirlisége lényegesen kisebb vdaltozast mutat az X
tengely mentén, mint a koleszterinben szegény, vagy azt egyéltalan nem tartalmazé membranok.

A viz és a lipid nehéz atom profilok 6sszehasonlitisa azt mutatja, hogy a koleszterinben
gazdag membranban mind a viz-, mind pedig a lipid molekuldk kozelebb tudnak keriilni a
membran kozepéhez, és igy a szé€nhidrogénlancok tartomanyaban az atomoknak egy kompaktabb
elrendez6dése tud megvaldsulni, mint a masik hiarom rendszerben. Ezzel Gsszhangban a IV
rendszerben a vizmolekuldk strlisége 13 és 23 A kozbtt észrevehetden nagyobb, mint a
koleszterint nem, vagy csak kis mennyiségben tartalmaz6 membrdnokban, jelezve, hogy
koleszterinben gazdag membranba jobban és mélyebben be tudnak hatolni a vizmolekuldk, mint a
nagy mennyiségii koleszterint nem tartalmaz6 membranokba.

A koleszterin 4tlagos membranszerkezetre gyakorolt hatdsdnak jobb megértése érdekében
kiszamitottuk kiilonb6z6é konstiticids helyzetli atomoknak a térbeli eloszldsit a membranra
merdleges X tengely mentén a koleszterinben gazdag rendszerben. A kapott, és a membran két
oldaléra atlagolt profilokat a II1.4.11. dbra mutatja. A rendszer elektronsiiriiség-profiljanak (melyet
referenciaként szintén feltiintettiik az dbrdn) a cstcsa nagyjabol 15 és 25 A ko6zé esik. Ez az a
tartomany, ahol a DMPC molekuldk N és P atomjai elhelyezkednek, és ahol nagy mennyiségli
koleszterin jelenlétében a stirlis€g a leginkabb csokken. Ez azt jelenti, hogy a membranban jelen
1évé nagy mennyiségli koleszterin a DMPC fejcsoportjainak tartomdnyédban csokkenti a rendszer
striiségét. Eredményeink azt mutatjak, hogy a koleszterin O atomjainak siirisége 1ényegében 0-ra

csokken a membran kozepétél 20A-re, azaz a koleszterin molekuldk a fejcsoportok tartoménydnak
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csak nagyjabdl a kozepéig érnek el, a DMPC fejcsoportok tartomédnyédnak egy jelentds része a

koleszterinek szdmara lényegében nem megkozelithetd. Ennek oka abban keresend6, hogy a

koleszterin molekuldk poldros feje minddssze egyetlen OH csoportbdl 4ll, azaz 1ényegesen kisebb

a DMPC molekuldk nagy, ikerionos foszfatidilkolin fejcsoportjandl. A kiilonbozo stirliségprofilok

0.45
o 0.40 .o
< elektronsuruség
§ 0.35
o 0.30+
QU
0.25
. —%—0
koleszterm' o C65

0.000 L FPR A4 2SS

-20 -10 0 10 20
X/A

II1.4.11. abra Kiilonb6z6 konstiticiés helyzetii
atomok eloszl4dsa a membranra merdleges tengely
mentén a IV rendszerben. Felso panel: a rendszer
elektronsuiriség-profilja, kozéps6 panel: koleszte-
rin atomok strliségprofilja, als6 panel: DMPC
atomok stirliségprofilja. Az 1, 5, 9 ill. 13 felirat a
lancbéli elsé (C33 és C42), otodik (C54 és CI1),
kilencedik (C66 és C103), illetve tizenharmadik
(C78 és C115) szénatomokra utal.

Osszevetésébol az is latszik, hogy a
koleszterin molekuldkr6l hidnyz6 nagy
poléros csoportok helyét részben viz tolti ki.
Az X tengely mentén 13 és 23 A kozott
taldlhaté tartomany, ahol a viz siirlisége
nagyobb a koleszterinben gazdag memb-
rdnban, mint a masik hdromban, nagyjiabdl
egybeesik azzal a réteggel, ahol a DMPC P
atomok talalhatok, és kozvetleniill a
koleszterin molekuldk legkiilsé (oxigén)
atomjainak X = 14 A-nél 1év6 legval6szi-
nlibb pozicidja mellett helyezkedik el.

Az a tény, hogy jelentds mennyiségii
koleszterin  jelenlétében a  membran
belsejének strisége megnd, viszonylag
egyszerien magyarazhatd, legalabbis rész-
ben, azzal a ténnyel, hogy a szénatomok a
koleszterin gytrlirendszerében szorosabban
vannak elrendez6dve, mint a DMPC
szénhidrogénldancaiban. = A koleszterin
gylrtirendszerét felfoghatjuk két “szénhid-
rogénldncnak” is (C67-C70-C47-C49-C52-
C38-C30-C33 ¢és C62-C72-C71-C54-C44-
C41-C40-C36, lasd a I11.4.1. dbra jeloléseit),
melyek négy kovalens kotéssel (a C70-C71,

C52-C54, C38-C40 ill. C33-C36 atomok kozott) dssze vannak egymadssal kitve. A lancok kozotti

keresztkotések ezen rendszere az atomok sokkal szorosabb pakolddésat teszi lehetdvé, mint ami a

DMPC két valédi szénhidrogénldncdban, ahol az atomok van der Waals sugaraik &sszegénél

jobban gyakorlatilag nem tudjak egymast megkozeliteni, megvaldsulhat.
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A TIL4.11. 4brdn lathaté atomi stiriségprofilok alapjan a szénhidrogénlancok &tlagos
szerkezetére vonatkozé kovetkeztetéseket is levonhatunk. Igy példdul lathat6, hogy a DMPC
molekuldk karbonil O atomjai nagyjabdl X = 15A  értéknél taldlhaték a legnagyobb
valészinlis€ggel. A koleszterin C36-o0s illetve C65-0s atomjat (azaz a gylriirendszer két
végpontjit) a membrin kozepétél 6 illetve 14A tdvolsigra taliljuk meg a legnagyobb
valészinliséggel, vagyis a koleszterin gylriirendszerének atomjai zommel ebbe az X tartomdnyba
esnek. Mind a DMPC, mind a koleszterin lancvégi CHj3 csoportjai a membrén kozéppontjatél 5A-
nél nem nagyobb tdvolsdgra taldlhatok. Nincs lathatd kiillonbség e lancvégi CHs csoportok
eloszlasdban aszerint, hogy DMPC vagy koleszterin molekuldkhoz tartoznak-e. Mindezen
megfigyelések dsszhangban vannak az eddigi kovetkeztetéseinkkel, és azt mutatjak, hogy a kétféle
molekula apoldros része nagyjabol egyforma hosszi, és a két molekula koriilbeliil azonos
valészinliséggel képes elérni a membrdn kozepéig. Ez a megfigyelés ellentétben 4ll a hosszabb
foszfatidilkolin (PC) molekuldkat, pl. DPPC-t tartalmazé PC-koleszterin elegy membranok
szimulacidi sordn tapasztaltakkal. Az ilyen membranokban a PC molekuldk lancai észrevehetéen
hosszabbak a koleszterin molekuldkéndl, és igy a koleszterin molekuldk nem érnek el a membréan
kozepéig. A DMPC és DPPC molekuldk kiilonbsége okozhatja a koleszterinben gazdag elegy
membranjaik elektronstiriségprofiljai kozott megfigyelt markans kiilonbséget is. Nevezetesen,
Smondyrev és Berkowitz DPPC és koleszterin 1:1 mol ardnyd elegye 4ltal alkotott membran
szimulacidja sordn [289] azt tapasztalta, hogy a rendszer elektronstirliség-profilja a membran
kozepétdl nagyjabdl 4A tavolsdgra hirtelen drasztikusan lecsdkken, és ezen tavolsdgon beliil — azaz
a koleszterinek altal el nem érhetd régiéban — még a tiszta DPPC membran siiriségénél is kisebb
lesz (1asd a 289. hivatkozas 8. dbrdjat).

A II1.4.11. dbrardl az is lathatd, hogy a koleszterin O atomjainak az eloszldsa a membranra
merdleges X tengely mentén rendkiviil hasonlé a DMPC glicerinvazanak kozépso (a I11.4.1. dbra
jelolése szerinti 28-as szdmi) C atomjaéhoz. Ez a megfigyelés Osszhangban van a korabbi,
kiilonbozé osszetétellt DMPC-koleszterin [290] ill. DPPC-koleszterin [288,289] elegy membranok
szimuldcidja sordn tapasztaltakkal. A koleszterin O és DMPC C28 atomjainak térbeli eloszldsa
kozotti hasonldésdg még szembedtlobb a I11.4.12. dbrdn, mely a koleszterinben gazdag membran d
vastagsdgdnak eloszldsat mutatja. A membrdan vastagsdgat itt egy alkalmasan vélasztott atomnak az
X tengely mentén szamitott két rétegbeli atlagos pozicéjanak kiilonbségeként definidljuk. A
membrian koleszterin O illetve DMPC C28 atomok szerinti vastagsaganak eloszldsa egyarant 30A
kortiil taldlhato, és a két eloszlds gyakorlatilag teljesen dtfedi egymast. A koleszterin O és DMPC
C28 atomok X tengely menti eloszldsa kozotti hasonldsdg oka a koleszterin és a szomszédos

DMPC molekuldk kozotti komplex hidrogénkotéses szerkezetben rejlik. A koleszterin molekula
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OH csoportja ugyanis hidrogénkotéses kolcsonhatdsba 1éphet a DMPC karbonil ill. foszfat
csoportjainak oxigénjeivel. Ez a kolcsonhatds lehet kozvetlen hidrogénkotés, vagy egy
vizmolekuldn keresztiil két hidrogénkotéssel 0sszekapcsolddd hidszerli szerkezet is. (A lehetséges
koleszterin-DMPC hidrogénkotéses kolcsonhatasokat jol illusztralja a 290. hivatkozéas 10. dbréja.)
Ezért a koleszterin molekuldk OH csoportjukon keresztiil erésen kapcsolodnak a szomszédos
DMPC molekuldk poldros csoportjadhoz [290]. Ez a meglehetdsen Osszetett hidrogénkotéses
szerkezet rogziti a koleszterin poldros OH csoportjit nagyjabdl annak az X értéknek megfeleld
helyen, ahol a DMPC C28 atomok is elhelyezkednek (azaz a karbonil és foszfat oxigének kozott).
A koleszterin molekulédk fejcsoportjanak lerdgzitddése egy adott X tartomdnyban segit megérteni a
membrin vastagsdganak nagy mennyiségli koleszterin jelenlétében megfigyelt csokkenését is (1asd

a II1.4.10. abrat). Mivel a koleszterin

molekuldnak a gylrirendszert kovetden .

csak egyetlen szénhidrogénldnca van, a 0.15+ ' It
DMPC molekuldak koleszterinre cserélése § o pMPCN .'II‘I'. I-'":
(azaz a koleszterin koncentracidjanak 0104 L e s .'II'. : -

o ® KkoleszterinO || i
novelése) sordn elvileg hely szabadul fel a D o bolesmerin €65 |} : '
membran kdzepén. A koleszterin molekula- 005 l .;I ": . I-I
kat azonban fejcsoportjaik rogzitése meg- f '; : ',
akadédlyozza abban, hogy a membran Do I.'I I'n |’ I-‘
belseje felé elmozdulva kitoltsék ezt a teret. 0'0026 l % 30 0 3 I 6 ‘ js‘g 40
Ehelyett a membrdn két rétege Kkeriil dIA
kozelebb egymdshoz, ami a vastagsig I11.4.12. abra A membran (egy adott konstitdcids

helyzetli atom két rétegbeli atlagos, membranra
merdleges irdnyd pozicidjdnak tdvolsdgaként
magyardzza a strliség e tartomdnyban definidlt) d vastagsdgdnak eloszlasa a IV
rendszerben 6t kiilonbozo helyzetii atom alapjan.

megfigyelt  csokkenéséhez  vezet, ¢és

tapasztalt novekedését is.

I11.4.4.2. Kozeli koleszterin molekula hatdsa a DMPC molekuldk szerkezetére

A molekuldk membrdnra merdleges irdnyu elrendezédése. Megvizsgaltuk a koleszterin
koncentracidjanak hatiasit a DMPC molekuldk X tengely menti eloszlasara is. Ennek érdekében
Osszehasonlitottuk a 0, 8 illetve 40 mol% koleszterint tartalmazé membran C28 atomok szerinti
vastagsagat (II1.4.13. abra). Az Osszehasonlitis meglepd eredményre vezetett, hiszen az éatlagos
vastagsag 30.2 £ 0.2, 30.6 = 0.2 illetve 29.8 + 0.2 A-nek adédott az I, TIT ill. IV rendszer esetében.
Vagyis kis mennyiségii koleszterin hozzdadasanak hatdsira a membran vastagabbd vilik (azaz a

C28 atomok a membran kozepétdl tavolabbra keriilnek), mig nagyobb mennyiségii koleszterin
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jelenlétében ellenkezd valtozds tapasztalhaté: a C28 atomok elhelyezkedése szerint a IV rendszer
membranja vékonyabb a tiszta DMPC-nél. Ez utébbi megfigyelés dsszhangban van az elektron-,
viz illetve lipid nehézatom stiriségprofilokkal (II1.4.10. dbra), és egybevdg a Tu és munkatarsai
altal DPPC-koleszterin elegy membranra kapott eredményekkel [288] is. Megfigyeléseink nem
valtoztak, ha a membrdanok C28 szerinti vastagsiga helyett a P vagy az N atomok szerinti
vastagsagot hasonlitottuk Ossze, jelezvén, hogy a megfigyelt viselkedés szempontjabdl nincs
kiilonosebb jelentdsége a vastagsagot meghatarozo atom kivélasztasanak.

A membrinvastagsdg fenti véltozdsanak

0.25 értelmezéséhez két csoportra osztottuk a
> \
© 0.204 (is7ta DMPC N g rendszerben 1év6 DMPC molekuldkat
S === - 8% koleszterin i ‘\Ossz,es,DMPC alap.!an
) 0157 e 0% bolestern | seamitolt vastagsag aszerint, hogy van-e kozvetlen koleszterin
X i '- o . -
0.10 | szomszédjuk, vagy nincs. Ennek érdekében
0.05 \ p P 4
| az egyazon rétegben 1év6 DMPC és
0.00 ; , e o iy
koleszterin molekuldk tomegkozéppontjait
0.20 1 —O— koleszterinhez . P . 4
kozeli DMPC-k 8% koleszterin levetitettiik az YZ sikra (azaz a membran
0.15+

—&— koleszterintdl
tavoli DMPC-k

sikjara). A tovabbiakban azokat a DMPC
molekuldkat, amelyek tomegkodzéppontjanak

8 A-nél  kozelebb

vetiilete van

cgy
koleszterin tomegkozéppontjanak vetiileté-
hez, “koleszterinhez kozeli DMPC’-nek, a
tobbi DMPC molekulét pedig “koleszterintol

DMPC’-nek nevezziik. A kritikus

—O— koleszterinhez
kozeli DMPC-k

—@— koleszterintol
tavoli DMPC-k
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‘ tavolsag értékének 8 A-6s vélasztasit az

czs.czs/A indokolja, hogy a koleszterin tomegkdzép-

. pont vetiileteknek 8 A tavolsdgon beliil
I11.4.13. abra A szimulalt membranok DMPC

C28 atomok szerinti vastagsdganak eloszlasa.
Fels6 panel: az I, III és IV rendszer Osszes
DMPC molekula alapjan szamitott vastagsaga,
kozéps6 panel: a koleszterinhez kozeli és attol
tavoli DMPC molekulak szerinti vastagsag a III
rendszerben, alsé panel: a koleszterinhez kozeli
és attdl tivoli DMPC molekuldk szerinti
vastagsdg a IV rendszerben.

atlagosan éppen két DMPC tomegkdzéppont

vetillet szomszédja van, és gy a
“koleszterinhez kozeli DMPC” molekuldk
nagyjab6l egybeesnek a koleszterinnel
valamilyen hidrogénkotéses kolcsonhatés-
ban 1évdé DMPC molekuldkkal. A fenti

definicié szerint a II, III ill. IV rendszerben

atlagosan 4, 9 ill. 23 koleszterinhez kozeli, és 44, 37 ill. 7 koleszterintdl tdvoli DMPC molekula
talalhato.
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A koleszterinhez kozeli ill. azoktdl tdvoli DMPC molekuldk két rétegének C28 atomok
szerinti tavolsagat kiilon-kiilon is mutatja a 111.4.13. 4dbra a III és a IV rendszerben. Mint lathato,
8 mol% koleszterin koncentrdcié mellett a membran koleszterinektdl tdvoli DMPC molekuldk
szerinti vastagsaganak eloszlasa nagyon hasonl6 a tiszta DMPC-ben kapott eloszldshoz, azaz a
vastagsag kis mennyiségli koleszterin hatdsara bekovetkezo novekedése kizardlag a koleszterinhez
kozeli DMPC molekuldknak tulajdonithatd. Amint azt mar kordbban targyaltuk, koleszterin
jelenlétében a koleszterin nagy fejcsoportjanak hidnya miatt hely szabadul fel a fejcsoportok
tartomdnydban. Jelentds mennyiségli koleszterin esetén ez a hatds a lokdlis slirliség észrevehetd
csokkenéséhez, valamint a vizmolekuldk fokozottabb behatoldsdhoz vezet. Azt is targyaltuk
korédbban, hogy a koleszterin molekuldk hidrogénkotéses kdlcsonhatdsokkal er6sen kapcsolddnak a
szomszédos DMPC molekuldkhoz, és ezért egy-egy koleszterin molekula egymagédban nem tud
kozelebb keriilni a vizes fazishoz, hogy ilymddon toltse be a felszabadult teret. Azonban ez a tér,
legaldbbis részben betdlthetd olymddon, ha a koleszterin és DMPC szomszédai dltal alkotott
hidrogénkotéses molekulakomplexek egésze mozdul el a vizes fazis felé. Ez az effektus vezethet a
membrin két rétegében taldlhaté koleszterinhez kozeli DMPC molekuldk C28 atomjainak a két
réteg kozotti nagy atlagos tavolsdgahoz a III rendszerben. A koleszterinek és kozeli DMPC
szomszédaik X tengely menti eloszldsdnak ilyen korreldcidjdra utal az a tény is, hogy a III
rendszernek a koleszterinhez kozeli DMPC-k C28 atomjai szerinti vastagsiga 31.9 + 0.4 A-nek
ad6dott, ami kitiin6en egyezik a koleszterin O atomok szerinti vastagsdg 31.8 +0.2 A értékével.

A koleszterinben gazdag membran koleszterinhez kozeli és attdl tdvoli DMPC molekuldinak
a két réteg kozotti atlagos, C28 atomok szerinti tdvolsdgat Osszehasonlitva (1asd a 111.4.13. abra
als6 paneljét) a III rendszerben ldtotthoz hasonl6 kiilonbség figyelheté meg. A koleszterinhez
kozeli DMPC-k éltal adott eloszlas a koleszterintdl tavoli DMPC-kéhez képest nagyobb tavolsdgok
felé van eltolédva. Ezen eloszldsok varhaté értéke €s standard devidcidja 30.5 + 0.3A ill. 27.4 +
0.4A értéknek adédott. Ez az eredmény is arra mutat, hogy — a IlI rendszerhez hasonléan — a
koleszterinhez kozeli DMPC molekuldk a IV rendszerben is dtlagosan tdvolabb helyezkednek el a
membrian kozepétdl, mint a koleszterintdl tdvoli DMPC-k. Azonban a III rendszerben kapott
megfeleld eloszlashoz képest a IV rendszerben mindkét eloszlds kisebb tavolsidgértékek felé
tolodott el. Ennek oka a membrédn kordbban tirgyalt vékonyoddsa a koleszterinben gazdag elegy
esetén. Ez a vékonyodds elég jelentds ahhoz, hogy az 6sszes DMPC molekula rétegek kozotti
atlagos C28 szerinti tavolsagat a tiszta DMPC-ben kapott értékeknél is kisebbre hizza Ossze.
Ilymédon jelentds mennyiségli koleszterin jelenléte a membranban éppen ellenkezd hatdssal van a

membran vastagsidgara, mint ha a membran csak kis mennyiségli koleszterint tartalmaz.
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Molekuldkhoz kotott vektorok membrdnhoz viszonyitott orientdcidja. A koleszterin

molekuldk és veliik szomszédos DMPC-k korreldlt elrendezédése a membranra merdleges X

tengely mentén a DMPC molekuldk fejcsoportjdnak szerkezetére is hatdssal van. Ezt

megvizsgalandd kiszamitottuk az egyes DMPC molekuldk PN vektora és a membranra merdleges,

membrin belseje felé mutaté X vektor dltal bezart ¢ szog koszinuszdnak eloszldsit az egyes

rendszerekben. A tiszta DMPC membrinban és a koleszterinben gazdag rendszerben kapott

0.08
SN N
S ,,\l tiszta DMPC
& 0.06+ o - - - - 40% koleszterin
0.041
0.02
@ 00
-1.0
Cos ¢
0.15
-
i —O— koleszterinhez
2 kiszeli DMPC-k
<
0.10+ —@— koleszterintol

tavoli DMPC-k

0.05

(b)

0.00 : ! ‘
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
COs ¢

111.4.14. abra A DMPC molekula PN vektora
és a membranra merdleges, a membran kozepe
felé mutaté X vektor dltal bezart ¢ szog
koszinuszanak eloszlasa. (a) Eloszlas az I és IV
rendszerben. (b) A koleszterinhez kozeli és
attél tavoli DMPC molekuldk PN vektorai
szerinti eloszlas a TV rendszerben.

P(cos ) eloszlasok Osszehasonlitisat a I11.4.14.
dbra mutatja. Amint Il4thaté, a PN vektor
lényegesen nagyobb valdsziniliséggel mutat
mind a membrinra merd6legesen a vizes fazis
irdnyaba, mind pedig visszafelé, a membran
belseje felé, ugyanakkor kisebb valdszintiséggel
mutat a laterdlishoz kozeli irdnyokba a IV
rendszerben, mint tiszta DMPC membranban. E
jelenség megértése érdekében kiszdmitottuk a
koleszterinhez kozeli és attdl tdvoli DMPC
molekuldk jarulékat a IV rendszerben kapott
P(cos ) eloszlashoz. A kétféle helyzetii DMPC
molekula P(cosg) jarulékat a I11.4.14. 4bra alsé
panelje mutatja. A koleszterinhez kozeli DMPC
molekuldk  P(cosp) eloszlasa  nagyjabol
egyenletes a cos¢ tartomdny nagy részén, kb.
0.75-ig. Ez az eloszlas meglehetdsen hasonld a
DMPC  membrinban

tiszta kapotthoz.

Ugyanakkor a koleszterintél tidvoli DMPC
molekuldk &ltal adott eloszlds egy nagy csucsot
mutat a cos@=-1 érték kozelében, és egy masik
éles csticsot 0.5 és 0.75 kozott, mikdzben a két
csucs koOzotti tartomdny nagy részében az
eloszlds gyakorlatilag 0 értéket vesz fel, és
kozeli DMPC-k

végig a koleszterinhez

eloszlasa alatt marad. Ezek az eredmények jol magyarazhatdk a koleszterin molekuldk és DMPC

szomszédaik X tengely menti, el6z0 alfejezetben tirgyalt, korreldlt eloszldsdval. Eszerint a
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koleszterintdl tdvoli DMPC molekuldk atlagosan kozelebb helyezkednek el a membran kozepéhez,
mint koleszterinhez kozeli tarsaik. A koleszterinben gazdag membranban, ahol a molekuldknak
csak csekély hdnyada koleszterint6l tavoli DMPC, ezek a molekuldk a koleszterinek és DMPC
szomszédaik 4ltal alkotott hidrogénkotéses molekulakomplexekkel vannak koriilvéve. E
komplexek molekuldi kozelebb tudnak keriilni a vizes fazishoz, mint a kozottik 1€vo,
koleszterintdl tavoli DMPC. Ez az elrendezddés jelentésen megneheziti a kézponti, koleszterintdl
tavoli DMPC molekula fejcsoportjanak oldaliranyu kiterjeszkedését, hiszen a rendelkezésére allo
szabad térrész legvaldsziniibb alakja egy, a membran sikjdra merdleges csatorna. Ezért az ilyen
molekuldk zomének PN vektora a membran sikjara kozel merdlegesen mutat a vizes fazis fel€,
azon PN vektorok pedig, melyek a szénhidrogénes fézis felé éllnak, a lehetd legmeredekebben

mutatnak a membran belseje felé.

A 1I1.4.15. édbra a Kkoleszterin | 04
"o . . . g 03
gylrlrendszer, koleszterin ldnc illetve 3 2
3( 3 tiszta DMPC
4 A 4 i A2 | 8% koleszterin
DMPC ldncok membrinra merdleges L I N 40% koleszerin
tengellyel bezart szogének Kkoszinusz o
. . 02+ | I
eloszlasat mutatja a IV rendszerben. E 00 055 05 075 0s g 100
szogek alatt az X vektornak a koleszterin 0 Koleszterin gylirt (C65-C36)
0.19  —e—Koleszterin ldnc (C36-C9)
C65 atomj éb(’)l C36 atomj éba, a —— DMPC ldncok (C33-C78 és C42-C115)
koleszterin C36 atomjabdl C9 atomjaba, 0.0

T T
-0.25 0.00 0.25 0.50 0.75 1.

illetve a DMPC C33 atomjabdl C78 ' cos ¢

atomjdba vagy C42 atomjib6l Cl115 IIL.4.15. abra A koleszterin gyfirlirendszer,

atomjdba mutatd vektorral bezart szogét koleszterin lanc, valamint a DMPC ldncok és a
membrinra merdleges, a membridn kozepe felé
mutatd X vektor dltal bezart szog koszinuszanak
DMPC lancok egyarant ersen preferaljak eloszldsa a IV rendszerben. Az &dbra betétje a
DMPC lancok altal az I, III és IV rendszerben
adott eloszlasok Osszehasonlitdsat mutatja.

értjiik. A koleszterin gyliriirendszere €s a

a membrdn normadlisidval pdrhuzamos
bedllast. Természetesen ez a preferencia
er6sebb a merev koleszterin gylirlirendszer esetén, amely ett]l a preferdlt bedllastdl nem is tud
jelentdsen eltérni. Meg kell jegyezni, hogy Chiu és munkatarsai allitdsaval [291] ellentétben e szog
legvaldszintibb értéke (ami nem azonos az atlagos értékével) mind a koleszterin gytirGirendszer,
mind pedig a DMPC léncok esetében 0°.

A koleszterin ldncok X vektorral bezart szdgének koszinusz eloszldsa a mdsik kettdnél
lényegesen kevésbé éles, 0.6 és 1 kozott (ez a koszinusz tartomény a kb. 0° és 50° kozotti
szogtartomanynak felel meg) nagyjabol allandé érték korill fluktual. Ez a kiilonbség a DMPC

lancok és koleszterin gytiriik illetve a koleszterin ldncok orienticidéja kozott vildgosan mutatja,
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hogy a szénhidrogénes fézis szerkezete mds a membrin kozepén, mint a koleszterin gylirtik
tartomanydban. A membran kozépsé része lényegesen izotrOpabb, mint a szénhidrogénes fazis
kiilsé részei. Esszertinek ldtszik az a feltételezés is, hogy a membran kozepének izotrépidja
nagyobb a tobb koleszterint tartalmazd rendszerekben, hiszen a koleszterin molekula masodik
lancanak hidnya megkonnyiti a ldncok oldalirinyd kiterjeszkedését. (Ezt a kérdést a
kovetkezOkben részletesebben is megvizsgaljuk.) Masfel6l a szénhidrogénes fazis kiilsé része
rendezettebb a membran kézepénél, €s ez a rendezettség a koleszterin koncentraciéjanak — azaz a
merev koleszterin gylriik szdmdnak — novekedésével tovabb nd. Ezt illusztrdlja a II1.4.15. dbra
betétje, amely a DMPC ldncok X vektorral bezart szogének koszinusz eloszlasat mutatja az I, III és
IV rendszerben. Amint lathatd, az eloszlas a koleszterin koncentricidjanak novekedésével egyre
meredekebbé vilik. Ez a szénhidrogénes fézis kiils6 és belso részének szerkezete kozott megfigyelt
kiilonbség, ami egybevag a Marrink €s munkatdrsai altal tiszta DPPC membranon végzett szabad
térfogat analizis [293] eredményeivel is, jelentds hatdssal lehet a membran ateresztoképességére
[293-295].

A DMPC ldncok szerkezete. A DMPC lancok lokdlis rendezettségét a membran kiilonbozo
mélységli rétegeiben a lancok deutérium rendparaméterének profiljaval jellemezhetjiik. Ezt a
profilt kisérletileg, szelektiven deuterdlt minta NMR spektroszképiai vizsgalataval is meg lehet
hatdrozni. Egy adott konstitiicids helyzeti C atom Sc¢p deutérium rendparaméterét a szimulacid

soran az

3 2 1
Sep =(—cos”a—— 111.4.5
cD <2 2> ( )

egyenlet alapjan lehet kiszamitani, ahol «ra C-D kotés és a membranra merdleges X tengely szoge,
a <...> zardjel pedig sokasdgatlagolast jelent. A DMPC molekuldk két lancra dtlagolt szamitott Scp
profiljat a négy szimuldlt rendszerben a II1.4.16. dbra mutatja. Az dbrdn Osszehasonlitasképpen
feltiintettitk a tiszta DMPC membranban kisérletileg kapott profilt [296] is. (Meg kell jegyezni,
hogy a rendparaméter-profil szamitasakor a szénatomokat a DMPC molekula kézepétdl a lancok
vége felé haladva szamoztuk, azaz a C33 és C42 atomokat tekintettiik az els6, mig a lancvégi C78
és C115 atomokat az utolsé (tizenharmadik) lancbéli szénatomoknak.)

A tiszta DMPC membran kisérleti S¢p profiljat az elsé szénatomokat kivéve a lanc teljes
hosszdban sikeriilt jol reprodukélni a szimulacié sordan. A kiillonb6z6 Osszetétell rendszerekben
kapott profilok 6sszehasonlitdsa csak viszonylag kis kiilonbségeket mutat: a ndvekvd koleszterin
koncentracidval az els6 6t CH, csoport rendparamétere kismértékben novekedett. Amint a I11.4.11.

abrardl lathatd, ezek a CH, csoportok a koleszterinmolekuldk gytirtirendszereivel nagyjabol azonos
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I11.4.16. abra A deutérium rendparaméter profilja
a DMPC lancok mentén az egyes rendszerekben.
Fels6 panel: a kiilonb6z6 rendszerekben az Osszes
DMPC molekula alapjan kapott profilok sszeha-
sonlitdsa. A tiszta DMPC membrédnban kisérletileg
kapott profilt [296] tele korok jelzik. A koleszte-
rinhez kozeli és attél tdvoli DMPC molekuldk
alapjan kapott profil 6sszehasonlitasat a II, IIT ill.
IV elegy membranban az dbra masodik, harmadik
ill. legals6 panelje mutatja.

111.4.4.3. A membrdn lokdlis laterdlis szerkezete

mélységben taldlhatok a membranra
merdleges X tengely mentén. A
membrdn kozepe felé haladva a
rendparaméter  értéke  drasztikusan
csokken mind a négy rendszerben,
mutatvan, hogy a szénhidrogénes fazis a
membran kozepe felé egyre izotropabba
valik.

A T1II.4.16. dbran a koleszterinhez
kozeli ill. attél tdvoli DMPC molekuldk
Scp profiljat is feltiintettik. Ez az
Osszehasonlitds egyértelmlien mutatja,
hogy a DMPC léncok rendezettsége
jelentésen megnd koleszterin kdzelében.
Ez a hatds azonban a koleszterin
koncentracidjanak novekedésével egyre
gyengébbé vilik, a két profil kozotti
kiilonbség a II rendszertdl a IV rendszer
felé haladva fokozatosan csokken. A
koleszterin molekula tehdt rende-
zettebbé teszi a szomszédos DMPC-k
szénhidrogénlancait, de ez a rendezd
hatds a koleszterin novekvo
koncentraciéjaval fokozatosan gyengiil,
ami megmagyardzza a DMPC ldncok
atlagos rendezettségének a megfigyelt
gyenge fliggését a koleszterin

koncentraci6jatol.

A kiilonbozo Osszetételii membranok molekuldi koriili lokélis laterdlis szerkezet vizsgélata soran

az egyes DMPC és koleszterin molekuldk tomegkozéppontjat levetitettiik a membran YZ sikjara, és

e vetitett pontokon két dimenziés Voronoj analizist végeztiink. E szdmitds sordn a membran két

rétegét egymastol fiiggetlen mintaként kezeltiikk. Hasonlé6 mddon vizsgélta a molekuldk lateralis
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elrendezddését tiszta DMPC membranban Shinoda és
Okazaki [297]. (A vizsgalatokat megismételtiik tigy is,
hogy a molekuldk tomegkozéppontja helyett a DMPC
C28 és koleszterin O atomokat vetitettiik a membran
sikjara, a kétféle moédon kapott eredmények azonban
érdemben nem Kkiilonboztek egymadstdl.) A vetitett
pontok egy adott konfigurdcidjat a IV rendszerben a
hozzéjuk tartoz6 Voronoj celldkkal a I11.4.17. dbra, a

koleszterinek valamint a hozzdjuk kozeli illetve tdliik

tavoli DMPC-k egy-egy tipikus Voronoj celldjat pedig
IIL4.17. d4bra A Koleszterin (tele a I1.4.18. dbra szemlélteti. Az egyes Voronoj celldk

korok), hozzdjuk kozeli DMPC (kettds  méretét a teriiletiikkel (A), alakjit pedig a ¢
korok) ill. toliik tavoli DMPC moleku-

lak (tures korok) vetiileteinek Voronoj

cellii a IV rendszer egy egyensilyi szamaval jellemeztiik. Az acirkularitdsi paramétert a
konfiguricidjaban.

acirkularitdsi paraméterrel illetve a csicsok N,

1 12
¢— -

=— I11.4.6
dr A ( )

egyenlettel definidltuk, ahol L a Voronoj cella keriilete. A fenti definicid értelmében ¢ értéke

szabalyos kor esetén pontosan 1, és minél

elnytjtottabb (kevésbé korszerti) egy stkidom, (a) ~———. (b) ; *
anndl nagyobb a hozzi tartoz6 ¢ érték. Az A, / \ \

L, ¢ és N, paraméterek atlagos értékét az I, 111

és IV rendszerben a II1.4.3. tdbldzat foglalja /
Ossze. Az 0sszes molekuldra jellemzo atlagos \ ©
(Y E—

értékek mellett a tdbldzatban feltiintettiik a \ \/
koleszterinekre valamint a hozzdjuk kozel

illetve toliikk tdvol es6 DMPC molekuldkra ! : \
kiilon-kiilon kapott értékeket is. A Voronoj \

cellak teriiletének és acirkularitdsi \

paraméterének az eloszldsat a IV rendszerben 11 4.18. 4bra A koleszterin (a), a hozz4 kézeli (b)

a 111.4.19. dbra mutatja kiilon-kiilon e harom 1ll. téle tivoli DMPC molekula (c) egy-egy tipikus
. . Voronoj celldja.
fajta molekuldra. Lathato, hogy a koleszterin-

tol tavoli DMPC molekuldk Voronoj celldjanak teriileteloszldsa nagyobb A értékek koriil talalhato,
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mint a koleszterineké vagy a hozzdjuk kozel es6 DMPC molekuldké, ugyanakkor e két utébbi fajta
molekula P(A) gorbéje egymdssal nagyjabol megegyezik. Az dbra betétjébdl lathaté az is, hogy a
koleszterint6l tdvoli DMPC molekuldk P(A) eloszldsa gyakorlatilag azonos a kiilonbozo
Osszetételli membranokban. Ez az eloszlas rdaddsul igen hasonlé a Shinoda és Okazaki altal mas
potencidlmodellel szimuldlt tiszta DPPC membréanban kapott P(A) gorbékhez [297] is. A Voronoj

cellék teriiletének atlagos értékei (I11.4.3. tablazat) a tobbi rendszerben is hasonl6 képet mutatnak.

I11.4.3. tablazat A kiilonb6z6 molekuldk Voronoj celldit jellemz6 paraméterek atlagos értéke ill.
standard devidci6ja a vizsgélt rendszerekben.

40% koleszterin 8% koleszterin  tiszta DMPC
0sszes molekula 53.2+8.6 56.7+ 8.8 58.3+8.7
<A>/A2 koleszterin 50.9 £ 8.5 523+119 -
koleszterinhez kozeli DMPC 509+7.5 52.6+11.1 -
koleszterint6l tavoli DMPC 59.1 £6.8 574+ 79 58.3+8.7
0sszes molekula 288+ 1.9 20.7+1.7 30.0x1.5
<L>/A koleszterin 283+19 28.6+2.2 -
koleszterinhez kozeli DMPC 285+2.0 28.8+24 -
koleszterint6l tavoli DMPC 209+1.3 209+14 30.0£1.5
0sszes molekula 1.256 £0.086 1.250 £ 0.088 1.245 £ 0.098
<> koleszterin 1.269 £ 0.089 1.278 £ 0.139 -
koleszterinhez kozeli DMPC 1.281 £ 0.088 1.279 £ 0.057 -
koleszterint6l tavoli DMPC 1.207 £ 0.055 1.245 £ 0.082 1.245 £ 0.098
0sszes molekula 6.00 £0.99 6.00 £0.88 6.00+0.83
<N.> koleszterin 5.90 +£0.95 5.87 £1.19 -
Y koleszterinhez kozeli DMPC 5.79 £0.83 5.77 £ 0.81 -
koleszterint6l tavoli DMPC 6.38 £1.10 6.03 £0.85 6.00 £0.83

Az a tény, hogy a koleszterintdl tdvoli DMPC molekuldk Voronoj celldja atlagosan nagyobb
(azaz a molekuldk koriili lokdlis laterdlis striiség atlagosan kisebb), mint a masik két fajta
molekula esetében, arra utal, hogy a koleszterin molekuldk és legkdzelebbi DMPC szomszédai
kozott valamilyen specifikus kolcsonhatds 1éphet fol, aminek kovetkeztében egymadst dtlagosan
jobban meg tudjiak kozeliteni, mint barmely mads laterdlisan szomszédos molekulapar. Ez a
kolesonhatds meglehetdsen Osszetett. Egyes DMPC-koleszterin parok esetében nyilvdnvaléan
szerepet jatszik benne a molekuldk kozotti kozvetlen hidrogénkotéses kapcsolat is (két DMPC
molekula H-donor csoport hidnydban egymadssal ilyen kapcsolatot nem tud Iétesiteni).

Eredményeink azonban azt mutattidk, hogy a IV rendszerben a koleszterin molekuldk mindossze

13%-a 1étesit kozvetlen hidrogénkotést egy DMPC molekulaval, és igy az ilyen hidrogénkotések
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I11.4.19. 4bra

A koleszterinhez kozeli

(ires korok) és attdl tavoli DMPC
molekuldk (tele korok) valamint a kolesz-
terinek (szaggatott vonal) koriili Voronoj
cellak teriiletének (felsd abra) és acirkula-
ritdsi paraméterének (als6 dbra) eloszldsa a
IV rendszerben. Az dbra betétje a ko-
leszterintdl tdvoli DMPC-k Voronoj cel-
ladinak teriileteloszldsdt mutatja a kiilon-

csak részben magyardzzdk a koleszterinek és

legkozelebbi DMPC  szomszédaik  kozott
tapasztalt szoros illeszkedést. A jelenség tovabbi
magyarazata a koleszterinnek a hozzd kozeli
DMPC molekuldk szénhidrogénlancait rendezo,
el6zo alfejezetben részletesen targyalt hatdsdban
rejlik. A rendezettebb  szénhidrogénlancok
ugyanis laterdlis irdnyban nem tudnak annyira
kiterjedni, mint a rendezetlenebb lancok, és igy a
DMPC molekula tomegkdzéppontja is kozelebb
marad a lancait rendezd koleszterinhez. Mds
két molekula

szoval, a hidrogénkotés a

fejcsoportjét, mig a koleszterin

szénhidrogénlancokat rendezd hatdsa a két
molekula apoldros farokrészét tartja egymads
kozelében. Az a tény pedig, hogy a koleszterintdl
tavoli DMPC molekuldk P(A) gorbéje a rendszer
Osszetételétol fiiggetlennek bizonyult, arra utal,
hogy a membran koleszterin hatdsira tapasztalt,

az Osszes molekula atlagos A értékében is

megmutatkoz6 (I11.4.3. tablazat), kisérletileg is

boz8 rendszerekben. Osszehasonlitdskép-
pen a Shinoda és Okazaki altal tiszta DPPC
membranban kapott eloszlast [297] is
feltiintettiik (tele korok).

megfigyelt [282,283] laterdlis 6sszehizddasa
kizarolag ennek a koleszterinek és legkozelebbi
DMPC szomszédaik kozott fellépd specifikus
kolesonhatdsnak tudhat6 be.

Az acirkularitdsi paraméternek a hdromféle molekuldra kapott eloszldsit Osszehasonlitva
lathatjuk, hogy a fentiekkel Osszhangban a koleszterinek illetve a hozzdjuk kozeli DMPC-k
Voronoj celldi lényegesen elnyiltabbak lehetnek, mint a koleszterinekt6l tavoli DMPC
molekuldké. (Hasonloképpen, egy koleszterinektdl tdvoli DMPC Voronoj celldja atlagosan tobb
csuccsal jellemezhetd, mint a mésik két fajta molekuldé.) Ennek oka az, hogy a molekuldk lokélis
laterdlis kornyezetének a korszerli szimmetrigjat a kozeli koleszterin-DMPC parok kozotti
specifikus kolcsonhatés torzitja. A koleszterin molekuldk P(¢) gdrbéje azonban nem szimmetrikus,
az acirkularitdsi paraméter nagy értékei felé hosszan elnyilik, 1.4 érték koril pedig egy vallat

mutat. (A koleszterinhez kozeli DMPC-k P(¢) gorbéje is hasonlé alakd, habar joval zajosabb.)
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Ennek az elnyult alaknak az oka feltehetSleg abban rejlik, hogy egyes kozeli DMPC-koleszterin
parok kozott kozvetlen hidrogénkotés is fellép, ami még kozelebb hozza a két molekulat
egymdshoz, mint pusztin a koleszterin DMPC ldncokat rendezd hatdsa. A koleszterin P(¢)
gorbéjének integrdldsa azt mutatja, hogy az eloszldsnak a cstics nagy ¢ értékek feldli oldaldn
taldlhat6 vallig terjed6 részét a molekuldk 85%-a, a véllon tuli részt pedig a tobbi 15% adja. Ez az
adat jol egyezik a DMPC-vel hidrogénkotést létesitd koleszterinek 13%-os ardnydval, és
megerdsiti azt a feltevésiinket, hogy a P(¢@) eloszlds elnyult alakja és a nagy ¢ értékeknél
megjelend vall a szomszédos DMPC molekuldval hidrogénk&tést 1étesitd koleszterineknek tudhatd

be.

I11.4.5. Kis molekulak oldédasi szabadenergia-profilja a membranban

Munkénk sordn vizsgaltuk a membran Osszetételének hatasat kiilonbozo kis, semleges, élettani
szempontbdl jelentds molekuldk oldéddsi szabadenergidjanak membranbeli profiljara is. Ennek
érdekében kiszamitottuk a II1.4.1.3 fejezetben targyalt nyolc, kiillonb6z6 méreti és polaritdsu
molekula (O,, CO, CO,, NO, H,O, NHj3, CHCls, formamid) szabadenergia-profiljat az el6zd
fejezetben targyalt tiszta DMPC és harom kiilonb6z  Osszetételi DMPC-koleszterin elegy
membranban. A szamitdsokat a CIW moddszer (II1.4.1.3 fejezet) segitségével végeztilkk a négy
rendszer szimulacidja soran elmentett 1000-1000 mintakonfiguracién. A profil szdmitdsahoz a
rendszereket a membran normalisa mentén 25 egyenld vastag szeletre bontottuk, az oldédasi
szabadenergia értékét az egyes szeletekben kiilon-kiilon szamitottuk. A beillesztésre alkalmas,
adott R, értéknél nagyobb sugari iiregeket négy, egymdshoz képest eltolt rics pontjaiban
kerestiik. Mindegyik racs szeletenként 7500 pontot tartalmazott. A tesztrészecskét pontonként 10
kiilonbozo, véletleniil valasztott orientacidban is beillesztettiik. A szamitasokat két R.., értékkel,
2.6 1ll. 2.8 A-mel is elvégeztiik. Ezen kiviil, miutdn a legnagyobb molekuldk esetén vélheten csak
a legnagyobb iiregekbe val6 beillesztés adhat a I11.4.2 egyenletben szerepld sokasigatlaghoz
értékelhetd jarulékot, a hadrom legnagyobb molekula, azaz a CO,, a kloroform és a formamid
esetén a szamitasokat R.,, =2.9 A értékkel is megismételtiik, tiz kiilonb6z6 racsot haszndlva a
kereséshez.

A tiszta DMPC membranban NO és NH; molekuldkra 2.6 A és 2.8 A kritikus iiregsugérral,
valamint a CHCl; molekulira 2.6 A é 29 A kritikus iiregsugarral kapott profilok
Osszehasonlitasat a I11.4.20. dbra mutatja. Az R.,, paraméter 2.6 A ill. 2.8 A értéke mellett kapott

profilok minden esetben egymdshoz meglehetdsen hasonlénak bizonyultak, az Reay=2.6 A
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védlasztds esetén kapott szabadenergia értékek altaldban néhdny kJ/mol-lal alacsonyabbak voltak,
mint az Rey = 2.8 A esetben kapottak. Ez a kiilonbség a nagyobb molekuldk esetén kisebb volt.
Mivel a szdmitdsokat mindkét esetben ugyanigy végeztiik el, a tapasztalt kiilonbségek a 2.6 és
2.8 A kozotti sugard iiregeknek az utébbi szamitds sordn torténd elhagyasabdl adédnak. Ezek az
tiregek, foképp a kisebb molekuldk esetében, idonként alkalmasak lehetnek kelléen alacsony
energidju beillesztésekre. Az R,y = 2.9 A értékkel végzett szamitdsok sordn a 2.6 és 2.9 A kozott

sugaru iiregek elhagyésa a szamitast olymértékben

meggyorsitotta, hogy igy lehetdség nyilt tobb - 25 . N
racspont hasznélatdval a legnagyobb (Rc,y = 2.9 A) g SN A N
tiregek részletesebb feltérképezésére. Az igy g iz:

kapott profilok a CO, és a formamid molekula < 5 ]—R _=26A

---R =284

esetén koriilbelill megegyeztek az R,y =2.8 A
értékkel kapott profilokkal, jelezve, hogy a 2.8 és
2.9 A kozotti sugaru liregek elhagyasdval okozott
hib4t nagyjabél kompenzélta a 2.9 A folstti sugard

tiregek tobb racsponton torténd keresése. A CHCls

molekula esetén azonban az R, =2.9 A esetén
szamitott  profil  lényegesen  alacsonyabb
szabadenergia értékeket mutatott, mint a masik két

tiregsugarral kapott. Ez a kiilonbség kiilondsen a

membrdn nagy surlségli fejcsoporti régidjdban

bizonyult jelentésnek. Ez az eredmény azt jelzi,

(k6z€psO panel) és CHCI; (alsé panel)

molekula tiszta DMPC membréinban kiilon-

lényegesen fontosabb a viszonylag kis, 2.6-2.9 A b0z0 Rey €rtékek mellett kapott szabad-
energia-profiljainak 6sszehasonlitasa.

legnagyobb iiregek minél alaposabb felkutatdsa

sugaru iiregek figyelembe vételénél, hiszen ekkora

tiregekbe a CHCI; molekula mar altaldban nem illeszthetd be kell6en alacsony energidji pozicidba.
Mindezek alapjan a tovabbi vizsgalatokhoz CHCl; esetén az Reay = 2.9 A, a mésik hét molekulandl
pedig az Rcay = 2.6 A értékkel kapott profilokat hasznéltuk.

Az egyes molekuldknak az I, III és IV 6sszetételt (0, 8 ill. 40 mol% koleszterint tartalmazo)
membranban kapott, a membran két oldaldra atlagolt szabadenergia-profiljait a 111.4.21.-111.4.23.
abrak mutatjdk. Lathatd, hogy a koleszterin jelenléte 1ényegében nem befolydsolja az oldodasi
szabadenergia értékét sem a vizes fazisban, sem pedig a membran apolédros, bels6é részében.

Ugyanakkor a membrdn nagy siirliségii fejcsoporti rétegében, nagyjabsl 10 A <X <20 A
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tartomdnyban  mindegyik molekula  old6dasi L rendszer

50+

@ [IL rendszer
CO O IV. rendszer

szabadenergidja  alacsonyabb a  koleszterint
tartalmazé membrianokban, mint tiszta DMPC-ben.

Ennek oka az, hogy a koleszterin molekula, nagy

AX)/kJ mol”

fejcsoportja hidnydnak kovetkeztében, csokkenteni
tudja ennek a zsufolt régionak a slrliségét,
alapvetéen befolydsolva ezzel a molekuldk
membranon vald dthatoldsdnak a termodinamikajat.
Lathaté az is, hogy mig a koleszterin jelenléte

megvaltoztatja az egyes molekuldk old6dasi

szabadenergidjit ebben a régidban, a szabadenergia

értéke érzéketlen a koleszterin koncentracidjdra, a 204 ?0 R of ‘

kapott profilok nem térnek el érdemben egymdstol a 4030 =20 1001020 3)?/ A40

8 és 40% koleszterint tartalmazo rendszerben. Ez az IL4.21. dbra  Apoldros ill. gyengén
eredmény azzal magyardzhatd, hogy az egyes poldros molekuldk szabadenergia-profilja

Kiilonboz6 osszetételii membranokban.
molekuldk oldédési szabadenergidjat (kellden kis A COmre Opre i mce(r)n_rga“(;(apft‘t

koncentréacié esetén) a legmélyebb energidju lokalis profilokat a jobb attekinthet8ség kedvéért
-8.5, +8.5 ill. +20 kJ/mol egységgel

elrendez6dések hatdrozzdk meg, hiszen a molekula .
eltolva mutatjuk.

ugyis szinte mindig ilyen kornyezetben fordul eld.

(Ez a tény a CIW szamitas sordn ugy jelentkezik, hogy csak a legmélyebb energidju beillesztések
adnak érdemi jarulékot a II1.4.2 egyenlet sokasdgatlagdhoz.) Vagyis ha egy molekula mélyebb
energidju poziciot taldl egy koleszterin kozelében, akkor ezdltal csokken az oldédési
szabadenergidja, a koleszterin koncentraci6janak tovabbi novelése azonban ezen mar tovabb nem
véltoztat.

Az egyes molekuldk membranon keresztiili transzportjdnak szabadenergia-gétjat a koleszterin
kiilonbozéképpen befolydsolja attdl fiiggden, hogy az adott molekula szabadenergia-profilja
hogyan viselkedik a kritikus 10 A < X <20 A tartoményban. A kis, apoldros vagy gyengén poléros
molekuldkra szamitott szabadenergia-profilokat a I11.4.21. dbra mutatja. Lathato, hogy a kétatomos
molekuldkra kapott profilok mindegyike az X > 20 A tartomanyban konstans értéket mutat, 10 és
20 A koz6tt a membran kozepe felé haladva fokozatosan csokkennek, majd a membran belsejében
szabadenergidgjuk a vizes fazisra jellemzonél 10-15 kJ/mol-lal alacsonyabb értéket vesz fel
mindegyik rendszerben. E molekuldk membranon valé dthalad4dsdnak a szabadenergia-gatjat tehat
a koleszterin jelenléte nem befolydsolja. Némiképp mds a helyzet a CO, molekula esetén. Itt a

vizes és apolaros fazisbeli oldddédsi szabadenergia értéke nagyjabol megegyezik, ezt a két
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I11.4.22. abra Erdsen polaros molekuldk
szabadenergia-profilja a  kiilonbozd
osszetétell membranokban. A H,O-re ill.
NHj-ra kapott profilokat a jobb
attekinthet6ség kedvéért -70 ill. +30
kJ/mol egységgel eltolva mutatjuk.

tartomdnyt azonban a tiszta DMPC membran
fejcsoporti részében, a 10A<X<20A rétegben
egy kb. 8kJ/mol nagysdgi szabadenergia-git
valasztja el egymastdl. Koleszterin jelenlétében ez a
gat egy nagyjabol ugyanilyen mély minimumma
valik, mikozben a membranon valdé athatolas
szabadenergia-gatja lényegében nem véltozik. Az
erdsen poldros molekuldk esetén (II1.4.22. dbra) az
oldddasi szabadenergia a vizes fazis és a fejcsoporti
réteg hatdran, nagyjabol X = 20 A-nél a legmélyebb.
A membrintdl tdvolodva ez a szabadenergia az
ikerionos fejcsoporti 1ész elektromos terének
gyengiilése miatt lassan, a membrdn belseje felé
haladva pedig a kornyezet fokozatosan egyre
apoldrosabbd vdldsdval rohamosan nd. Mivel a
koleszterin jelenléte ezeknek a molekuldknak az
olddodasi szabadenergidjat éppen ott csokkenti, ahol

az egyébként is a legmélyebb, igy e molekuldk

membranon vald dthatoldsdnak szabadenergia-gitja koleszterin jelenlétében megnd. Ez az

eredmény O0sszhangban van azzal a kisérleti ténnyel is, hogy a koleszterin csokkenti a foszfolipid

membran vizre vonatkozé permeabilitasat
[276,279]. Végezetiil a CHCl; molekuldk
oldodasi  szabadenergia-profilja  tiszta
DMPC membranban igen éles maximumot
mutat a koleszterin hatdsa szempontjabol
kritikus, 10 A<X<20A tartomanyban
(II1.4.23. 4bra). Koleszterin jelenlétében ez
a maximum eltinik, és a CHCl; molekula
oldédési szabadenergia-profilja hasonléva
valik a kisebb apoldros vagy gyengén
polaros molekuldkéhoz (lasd a IIL.4.21.

abrat). Ilyen médon a CHCl; molekula

— 454
'75 I. rendszer
g CHC]3 e [II. rendszer
g 30 IV. rendszer
S
< 154
O O
07. [ )
-15 *\o
o ©0o0 88000 o
T T T T T T

T
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I11.4.23. abra Kloroform szabadenergia-profilja a
kiilonboz6 Osszetételli membranokban.

membranon val6 athatoldsdnak szabadenergia-gitja koleszterin jelenlétében drasztikusan, kb.

30 kJ/mol-lal lecsokken.
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I11.4.6. A membranban talalhaté iiregek vizsgalata

A kis molekuldk membranon valé 4thatolasat oldodasi szabadenergidjuk profilja mellett a
diffuziéallandéjuk membranbeli profilja is befolydsolja. A membrian egy adott molekuldra

vonatkozé P permeabilitdsa az

1 J~ exXp A(X)/kB )d

D) (11L.4.7)

egyenlet szerint szamithat6 ki [295], ahol D az adott molekula diffiziéalland6ja. A diffuzidallando
membranbeli profiljanak molekuldris dinamikai szimulacidval torténd szamitisa azonban a
gyakorlatban igen nagy nehézségekbe iitkozik a folyamatnak a szimulaciok szokdsos idoskalajanal
Iényegesen lassabb volta miatt. Az irodalomban arra is csak néhany példa akad, hogy ezt a profilt
mindossze néhdny pontjdban, beillesztett tesztrészecske diffuzidallanddjanak szdmitasdval
hatdrozzak meg [294,295,298]. A membranban taldlhato iiregek részletes vizsgélata azonban, ha a
diffuziéallandd profiljanak kiszamitdsat nem is pétolhatja, némi tdmpontot mégis nyujthat a kis
molekuldk lehetséges diffizidjara vonatkozéan. Membranban taldlhat6 iiregek tulajdonsagait a mi
ilyen irdnyd munkdink el6tt csak Marrink é€s munkatérsai vizsgaltak részletesen tiszta DPPC kettOs
rétegben [293]. A mi munkdinkkal egyid6ben hasonlé szdmitdsokat végeztek Falck és munkatérsai
is kis koleszterintartalmi DPPC-koleszterin elegy membranokban [299]. Az iiregek felderitését
azonban a mi vizsgélatainktdl eltéréen mindkét esetben tesztpontok sokasdgdnak a segitségével
végezték.

Munkank sordn részletesen vizsgaltuk a kiilonboz6 lipid membranokban taldlhaté iiregek
tulajdonsagait: méretiik, alakjuk és a irdnyuk eloszlasat, illetve egymadssal valé kapcsolédéasukat a
membran kiilonbozo rétegeiben. Vizsgélatainkat az elézdekben targyalt tiszta DMPC, illetve
harom kiilonb6z6 Osszetételi DMPC-koleszterin elegy membran mellett 6t kiillonbozd, telitetlen
foszfatidilkolin (PC) molekuldakbdl all6 tiszta membranon is elvégeztilk. Az egyes membranokat
felépitd molekuldk elsd, a glicerinvaz kozéps6 O atomjat észteresito faroklanca mindegyik esetben
a 18 C atomot tartalmazé telitett CH3z-(CHa)16-COO csoport volt, mig a mésik farokldnc az egyes
esetekben az eldgazasmentes 18:1®9, 18:2w6, 18:3m3, 20:4m6 illetve 22:6m3 csoport volt, ahol az
n:dowp altalanos képletben n a lanc szénatomjainak a szdmaét, d a lancban taldlhatd, egy-egy CH,
csoport dltal szeparalt kettds kotések szamdt, p pedig a ldncvégi CHs csoportot az elsd kettds

kotéstol elvalasztd szénatomok szamat jelenti. (Az egyes molekuldkat a tovabbiakban a 18:0/n:dwp
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séma szerint jeloljiik, utalva ezzel a 18 szénatombdl 4ll6 elsd lancra is.) A kettds kotés koriil a

molekula konformdicidja minden esetben cisz volt. A telitetlen membranok kettds rétegei

rétegenként 48 molekuldbdl alltak, amit 2034 TIP3P potencidllal leirt vizmolekula hidratdlt. A

lipid molekuldkat most is a CHARMM?22 er6térrel modelleztiik. A telitetlen membranok

molekuldris dinamikai szimuldcidjat orosz partnereink, Rabinovich és Balabaev végezték. A

membranban taldlhaté iiregeket a 11.3.3. fejezetben részletesen ismertetett Voronoj S-diagramok

mobdszerével deritettiilk fel orosz partnereink (Medvedev és Voloshin) erre a célra kifejlesztett

programja [300] segitségével. Szamitdsaink sordn az atomok atmér6jének Lennard-Jones o

paraméteriik értékét tekintettiik.

A teljes szabad térfogat (végteleniil kis prébatest
szamara is hozzaférhetd iiregek, azaz a rendszer
atomok altal nem lefedett része), illetve a kiillonboz6
sugari probagdmbok szamara hozzéaférhetd iiregek
térfogatanak ardnyat a teljes rendszerben a
membran normaéalisa mentén az I, III és IV
osszetételi DMPC-koleszterin elegy membranok-
ban a II1.4.24., a vizsgélt telitetlen membranokban
pedig a I11.4.25. dbra mutatja. Lathatd, hogy a teljes
szabad térfogat aranya mindegyik membran esetén a
vizes fdzisban a legnagyobb. A nagyobb
prébagdmbok szamara hozzaférhetd szabad térfogat
azonban a probagdmb R, sugardnak novelésével
egyre nagyobb részben taldlhaté a membran belsd,
apoldros rétegében. Az 13-14 A sugard
prébagdmbok  szdmdra  hozzaférheté  szabad
térfogat részaranya az apolaros fazisban eléri a
vizes féazisbeli értéket, Ryop = 1.6 A esetén pedig
mar meg is haladja azt. Ez azt jelenti, hogy ugyan
kevesebb szabad térfogat taldlhat6 a membran
apolaros részében mint a vizes fazisban, ez a

szabad  térfogat azonban itt  lényegesen
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3 ' - - - IV.rendszer |
" 0.40- " -
0.35- :
0.30+
vizes; vizes
|~ fazis fazis ",
0.09-7 =" e
\ , )
0.06 /‘\\ /’\
0.03 + S
R
0.00
0.03 [N
" 1 \
[ o il \ .
0.024~ - R A RN Y
: . AL . 7
0.011 \’\ N Vo /‘/
I S WY

-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40
X/A

I1.4.24. abra A 0.0 A (fels6 panel),
13 A (kozéps6 panel) ill. 1.6 A (als6
panel) sugari prébagémb szamaéra hozza-
férhet6 szabad térfogat aranya az I (foly-
tonos vonal), III (szaggatott vonal) és IV
(pontozott vonal) 0Osszetételi DMPC-
koleszterin elegy membranban. A fiiggo-
leges szaggatott vonalak a rendszerek
harom fazisra valé onkényes felosztasat
szemléltetik.

rendezettebben, nagyobb iiregeket alkotva van jelen, mig a vizes fazisban egyenletesebben oszlik

el. A legkevesebb szabad térfogat a probagdmb sugaritol fiiggetleniil mindegyik membranban a

fejcsoportok zsifolt rétegében taldlhaté. Az itteni szabad térfogat részardnyit azonban a
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koleszterin jelenléte noveli. Ez a megfigyelés dsszhangban van a koleszterinnek a fejcsoporti rész

tulajdonsagaira gyakorolt, el6z6 fejezetekben targyalt hatidsaval. A koleszterin hatdsa a szabad

térfogat apoldros fézisbeli részardnydra Osszetettebb: kis mennyiségli koleszterin hozzdaddsa a

rendszerhez noveli, mig nagy mennyiségli koleszterin csokkenti azt. Ez a jelenség azonban

osszhangban 4ll a koleszterinnek a membran vastagsidgara gyakorolt, I111.4.4.2. fejezetben targyalt

hatdsaval, €s okai is megegyeznek az ott targyaltakkal. Lathat6 az is, hogy a foszfolipid molekuldk

telitetlenségének novekedésével a szabad térfogat részardnya az apolaros fazisban fokozatosan nd.

Ennek oka a metilén-szepardlt kettds kotésti lancok nagy flexibilitdsdban [301-303] rejlik: ezek a

lancok gyakran nem nyulnak be egészen a membrin kozepéig. (Ez még a 18:0/22:603 PC

telitetlen ldnca esetén is igaz, noha ez a lanc négy szénatommal hosszabb mint a molekula masik,

telitett szénldnca.) Ezzel Osszhangban a lanc telitetlenségének novelésével a szabad térfogat

részaranyanak nem csak a membrin kozepén valé novekedését, hanem az apoldros fazis kiilsd

részén (X =10A koriil) valé csokkenését is
megfigyelhetjiik — itt talalhatok ugyanis a
membran kozepéig be nem nyuld, flexibilis
telitetlen lancok végei is.

A tiszta DMPC és a 40% koleszterint tartalmaz6
DMPC-koleszterin elegy membran Rpp = 1.3 A
szdmdra  hozzéférhetd

a II1.4.26. abra

sugard  probagdmb
tiregeinek térfogateloszldsat
mutatja a membrdn hdrom kiilonbdz6 rétegében
(vizes fézis, fejcsoporti réteg, apoldros r1ész)
kiilon-kiilon. Az egyes eloszldsok egymdashoz
nagyon hasonléak, maximumuk minden esetben
10 A® koriil taldlhaté, csicsuk pedig a nagy
térfogatok felé exponencidlis lecsengést mutat. Ez
utébbi  tény a membrdnban fellépd nagy
sturiségfluktudciora, a szabad térfogat erdsen
[122,304].

inhomogén eloszl4sara utal

Logaritmikus skédldan &brdazolva azonban az
eloszlasok nagy térfogatoknal lecsengd részét
(lasd az édbra betéteit) lathatjuk, hogy a memb-
taldlhat6

rdnban legnagyobb iiregek mérete
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I11.4.25. 4bra A 0.0 A (folytonos vonal), 0.8 A
(szaggatott vonal) ill. 1.4 A (pontozott vonal)
sugarti probagdémb szdmara hozzaférhetd szabad
térfogat aranya kiilonbozo telitetlen membranok-
ban. Az Ry =14 A érték  mellett kapott
adatokat a jobb attekinthetség kedvéért harom-
szoros nagyitadsban mutatjuk.
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koleszterin jelenlétében sokkal, akar kétszer is
nagyobb lehet a tiszta DMPC membranban
levékénél. fgy a 40% koleszterint tartalmazé
elegy membrannak még a fejcsoporti rétegében is
talalhaték 300 —400 A’ nagysagd, 1.3 A sugard
prébagomb szamdra hozzaférheto tiregek. Ez a
térfogat olyan nagy, hogy mar maginak a
koleszterin molekula térfogatdnak a nagysagrend-
jébe esik. A szdmitisokat nagyobb, 1.6 A sugari
prébagdombbel elvégezve is hasonlé eredménye-
ket kaptunk, a legnagyobb térfogati iiregek mére-
te a 40% koleszterint tartalmazé elegy membran
fejcsoporti rétegében is eléri a 300 Aot

A Voronoj S-diagram csuicspontjaiban taldlhaté
elemi iiregek méreteloszldsdnak vizsgdlata
azonban meglepd eredményre vezetett. Ezen
elemi iiregek R; sugardnak eloszldsa a teljes
membranban (I11.4.27. dbra) ugyanis mar 2 A
értéknél nullara csokken, jelezve, hogy ennél
nagyobb sugaru iires gdomb a membran egyetlen
pontjan sem taldlhaté. (Mivel a jelen targyalasban

az 1lregek valdban fizikailag iires térrészeket
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0.20
0.154
0.10
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I11.4.26. abra Az I (folytonos vonal) és IV
(pontozott vonal) Osszetételi DMPC-kolesz-
terin elegy membrianok egyes rétegeiben
taldlhatd, Rprop = 1.3 A sugard prébagdmb
szamara hozzaférhetd iiregek térfogatanak
eloszlasa. Az dbra betétei az eloszldsok nagy
térfogatud részét mutatjak logaritmikus skéléan.

jelentenek, az elemi iiregek R; sugara az lireg kozéppontjanak a legkozelebbi atom felszinétol vald

tavolsagat jeloli, ellentétben az elézd fejezetben

0.04

P(R)

0.03

——1 rendszer
- IV rendszer

0.02+

0.01+

targyalt

CIW szamitasoknal hasznalatos R,

tiregsugdrtél, mely pusztin a  szdmitdsok
meggyorsitdsdra szolgdlt, és igy az egyszerlibb

szamithatosdag kedvéért a legkozelebbi atom

0.00 : : — T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

R
I11.4.27. abra Az elemi iiregek R; sugara-
nak eloszldsa az I (folytonos vonal) és IV
(pontozott vonal) 0Osszetételi DMPC-
koleszterin elegy membranokban.

kozéppontjdtol vald tavolsagot jelolte.) Mas szdval
az 1.3 A sugard probagdmb szdmdra hozzaférhetd
300-400 A, vagy az 1.6 A sugard prébagdmb

szamdra hozzaférheté 250-300 A° térfogati iiregek

egyetlen pontjukon sem elég szélesek ahhoz, hogy
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egy 2 A sugart probagdémb is elférjen benniik. Ezek az liregek
tehat hosszan elnyult, esetleg eldgazé vagy -cikk-cakkos
keskeny csatorndk. Két ilyen iireget mutat két-két nézetbdl is a
I11.4.28. abra.

Mivel az 1.3-1.6 A sugard probagdmbok mérete mar a kis
molekuldk szélességének nagysigrendjébe esik, felmeriil a
kérdés, hogy milyen ezeknek a hosszan elnyuld, nagy
térfogatd csatornaszerli liregeknek a membrdnhoz viszonyitott
orienticidja, illetve hogy képesek-e atérni a teljes membrant
vagy annak valamelyik rétegét. Ennek a kérdésnek a
megvalaszoldsa érdekében kiszamitottuk az egyes iiregeknek
a membran normalisa mentén valé Ly kiterjedését, illetve az

ireg teljes L hosszat. (A teljes hossz megbecslése érdekében

! :}
|

W V=304 3

I11.4.28. abra Két nagy iireg képe

két-két nézetbol a IV rendszerben.

az tireget helyettesitettilkk egy vele azonos térfogatd, félgombokben végzddd hengerrel. E henger

kozéppontjat és tengelyének irdnydt dgy hatdroztuk meg, hogy a teljes iireget alkoté minden

Voronoj S-csticshoz tartozd elemi iireghez a térfogataval ardnyos fiktiv tomeget rendeltiink, és

I. rendszer IV. rendszer
12 12

apolaros rész

L /A

apolaros rész

)

fejcsoporti réteg

ol vizes fazis g vizes fazis

0 4 8 [JA 12

II1.4.29. abra Az Ryob= 1.6 A sugard prébagdmb
szamara hozzaférhetd iiregek Lx-L diagramja az I (els6
oszlop) és IV (mdsodik oszlop) 0Osszetételi DMPC-
koleszterin elegy membran egyes rétegeiben.
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ezen fiktiv tomegek segitségével
kiszamitottuk az ireg (fiktiv)
tomegkozéppontjat és tehe-
tetlenségi  fotengelyét [305,306].
Az iireg hosszdnak ezutdn ennek a
félgombokkel lezart hengernek a
teljes hosszat tekintettiik. Fontos
megjegyezni azonban, hogy mig L
értékét ilymoédon egy, az eredeti
iireget helyettesitd test segitségével
becsiiltik  meg, Lx  értékét
kozvetleniil a valddi iireg adataibol
szamitottuk ki.)

A tiszta DMPC illetve a
40% koleszterint tartalmazé elegy
membrin harom kiilonb6z6

rétegében taldlhaté, 1.6 A sugard



prébagomb szamdara hozzaférhetd iiregek Lx-L diagramjat mutatja a I11.4.29. dbra. Ezen a
diagramon minden iireget egy-egy, a megfeleld (L,Lx) értékparndl taldlhaté pont reprezentdl. Az
tiregek X tengely menti Lx kiterjedésének eloszldsa a membrén kiilonbzd rétegeiben a I11.4.30.
abran lathato. (Az egyes iiregek helyét a membrian normdlisa mentén a mar emlitett fiktiv
tomegkozéppontjuk alapjan hataroztuk meg.) Az Lx-L diagramrdl lathatd, hogy a koleszterin
jelenlétében a fejcsoporti rétegben megjelend nagyon nagy térfogatu iiregek gyakorlatilag minden
esetben a membran sikjara nagyjabol merdlegesen helyezkednek el. Lathato az is, hogy a
legnagyobb iiregek sem tudnak 10-15 A-nél nagyobb tdvolsdgot atérni a membrdn normaélisa
mentén egyetlen esetben sem, igy a kb. 50 A széles membrant semmiképpen sem érhetik dt.
Nagyjabol atérhetik azonban a fejcsoportok nagy stirtiségi rétegét, vagy a membran apolaros belsd
részét. Mivel ezek a tartomdnyok (nagyobb molekuldkndl a fejcsoporti réteg, erdsebben
poldrosokndl az apoldros rész) kulcsfontossdgiak a kiilonbdz0 méretli és polaritdsi molekuldk
membrianon keresztiili transzportjdban (IIL.4.5. fejezet), a rajtuk keresztiil hatold, kis
molekuldkéval Osszemérhetd szélességli iiregek jelent6sége igen nagy lehet a membran
permeabilitdsa szempontjabol, hiszen éppen ott segithetik a diffunddlé molekuldk gyors

athaladasat, ahol azoknak az old6dasi szabadenergidja éppen magas.

i fejcsoporti .
3 .
10 réteg .
. 107 .
1. rendszer 1071
—— L. rendszer
= = = IV.rendszer
10°- 1072 - = «IV.rendszer
3 -3

1077 vizes fazis . 10 vizes fazis

@ : — b) : "
0 5 10 15 0 5 10 15

II1.4.30. 4bra Az (a) Ryrob = 1.3 A és (b) Rprob = 1.6 A sugart probagémb szdméra hozzaférhetd
tiregek X tengely menti Lx kiterjedésének eloszlasa az I (folytonos vonal) és IV (pontozott vonal)
osszetételil DMPC-koleszterin elegy membran egyes rétegeiben.
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