Sugar Istvan ,,Sejt- és lipid membran strukturak. Az elektromos-, termalis-, ¢s kémiai
kolcsonhatasok szerepe” cimii nagydoktori értekezésének véleményezése

Sugar Istvan nagydoktori értekezésének kozéppontjdban a sejtmembran ,,bizonyos
alkotéelemeinek™ klaszterei allnak, legyen sz6 akar az elektromos tér altal indukalt poérusok
(elektroporusok) klasztereir6l (1.-2. tézisek), akar a lipid doménekr6l (3. tézis), akar a pedig a
periferialis fehérjék kihorgonyzéasat szabalyozo apolaris lipid klaszterekrdl (4. tézis), akar
pedig a sejtek érzékelésért felelés mikrovillusok klasztereirdl (5. tézis). Az értekezés célja a
fenti klaszterek mérési eredményeken nyugvé elméleti fizikai (statisztikus fizikai) leirasa. A
feladat Osszetettségének megfeleléen amig az elektroporacids, jeltatviteli és bioérzéklési
problémak analitikusan aranylag jol kezelhetdk, addig a lipid domének generalasdhoz mar
szofisztikalt komputeres modellezésre van sziikség.

Az értekezéshez felhasznalt sajat cikkek koziil tobb foglalkozik a sejtmembran molekula
klasztereinek, elsOsorban a lipid-klaszterek keletkezésének és szerkezetének kisérletileg
meghatarozhatd paramétereken (pl. a differencidlis szkenning kalorimetrids entalpia adatok)
nyugvo statisztikus fizikai leirasaval, modellezésével. A kisérletileg meghatarozhatod
termodinamikai paraméterek analitikai moédszerekkel torténd szarmaztatdsa, a kiillonb6zo
striiségviiggvények idofejlodésének explicit fliggvényekkel torténd megaddsa azonban
sokmolekulds kolcsonhatd rendszerekre szinte lehetetlen, ez idokolja a Monte Carlo
modszerek széleskorli alkalmazasat az értekezésben. Bar a modellezés f6 célja a kisérletileg
mar megismert jelenségek magyardzatanak a megtalalasa, feladatat akkor tolti be igazén ha a
mar ismert jelenségeken tilmendleg 1 jelenségek, torvényszeriiségek 1€tezését is képes eldre
megjosolni. Véleményezésemet ezt szem eldtt tartva igyekeztem felépiteni.
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A téma gyakorlati fontossagat kiemeli, hogy manapsag az elektroporator a géntranszfekciot
alkalmazo biologiai laboratoriumok nélkiilozhetetlen kellékévé valt. A szerzo kifejlesztette a
membran pérusok un. ,,periddikus blokk” modelljét, mely alapjan analitikusan kiszamolta a
porusok szabadenergidjat a pérusméret €s az elektromos tér fliggvényében. A szabadenergia
megadasa pedig lehetdové tette a porusméret idofiiggésének meghatarozasat ha a poérus
kiilonb6z6 allapotait egy Markov-lanc elemeinek tekintjiik. Ezen témakor f6 eredményei hogy
sikeriilt értelmezni az elektropordcid kiiszobfesziiltségét, a reverzibilis és irreverzibilis
(,,dielektromos letorés”) elektroporacio jelenségét, valamint sikeriilt megadni a pérus kinyilds
¢s bezarddas idofiiggését kiilonbozd erdsségii elektromos terek jelenlétében. Kiemelkedden
fontos eredménynek tartom, hogy a szerzd a ,,periddikus blokk™ modell tovabbfejlesztésével
altalanositania, hogy ne legyen sziikség a porusfal molekularis felépitésének ismeretére. Ezzel
lehetove tette a kifejlesztett elmélet mas teriileteken (pl. elektromos terek hatdsa emberi
szovetekre) valo alkalmazhatosagat is.

2. Az alacsony fesziiltségli elektroporator (LVEP) fenomenologikus modellje

Ez az elrendezés a sejtek kozvetlen kozelében tapasztalhato lokalis aramsurtiség az
elektromos ellenallas térbeli modulacidja révén elért nagymértékii (1000-szeres) felerdsitésén
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alapszik. Az ellenallas lokalis modulaciojat a sejtek alkalmas szigetelé anyagbol késziilt sziird
mikrométeres porusaiba vald ,beterelésével” érik el. Ennek, s tovabba a sejtek
megnyuldsdnak hatasara relative kis fesziiltségértékek (25 V szemben a hagyomanyos
elektroporator 150-700 V fesziiltségével ) mellett is megvalosul az elektroporacio jelensége (a
sejtek kozvetlen kozelében a fesziiltség értéke nagymértékben csokken linearisan). Ezen
elrendezés nagy elénye a hagyomanyos elektroporatorral szemben, hogy a sejtek tulnyomo
tobbsége tuléli a transzfekciot (98% és 10-20% talélési hanyadok) a lokalisan képzddott
Joule-féle hd gyors disszipacioja (300 ps) kovetkeztében. A szerzé a Poisson-egyenlet
analitikus megoldédsa révén megadja az elektromos tér profiljat a mikroporusokba helyezett
sejtek kornyezetében, valamint a képzodott elektroporusok sejtfelszini eloszlasat az
alkalmazott fesziiltség és sejtelhelyezkedés, sejtalak fiiggvényében.

3. Kétkomponensii lipid membranok modellezése

Ezen munka bioldgiai jentdségét kiemeli az a tény, hogy a lipid klaszterek alapvetd szervezoi
a sejtmembranon keresztiili jelatviteli folyamatoknak, a kiilonféle lipid-raftok kiindulasi
alapjaul szolgalnak. A szerzé Monte Carlo szimulécios Ising-modell segitégével vizsgalta az
egy ¢és kétkomponensii lipid klaszterek szervezddését, azok viselkedését a fazisatalakulasi
pontok kornyékén. A modellezés bemend paramétereiként szolgald kdlcsonhatési energiadkat
azon feltételbdl hatarozta meg, hogy a modellezés révén kapott kalorimetrids gorbék (fajhé a
homérséklet fliggvényében) egyezzenek meg a tapasztalati gorbékkel. Meghatarozta tovabba
a lipid klaszterek geometriai jellemzoit: gél ¢és folyékony domének méreteloszlasa a
homérséklet €s Osszetétel fliggvényében, a domének fraktal dimenziodja, élhossza, a domének
atlagtavolsdga, a doménekben taldlhaté belsd szigetek szama, méreteloszlasa. A
kompozicidos domének méret szerinti eloszlasat illetden megallapitja, hogy mig kis keverési
aranyoknal adott hdmérsékleten sok kis domén van jelen a nm-es mérettartomanyban, azaz a
méreteloszlas unimodalis (ezek a domének lényegében az ,.egy-molekula nyomkdvetési
modszerrel”, SPT, nemrégiben felfedezett un. ,,atmenetileg korlatolt lipid zonaknak™ felelnek
meg, TCZ, STALL), addig egy bizonyos kritikus keverési arany (perkolacios kiiszob) felett a
méreteloszlas bimodalissd valik, azaz megjelenik egy nagy domén, melynek mérete
Osszemérhetd a membran méretével. E kritikus keverési aranyokat a homérseklet
fliggvényében abrazolva megalkotja a kétkomponensii lipid membranok egy a kompozicios
domének tulajdonsagait tiikr6z6 0j tipust diagramjat. A jelatviteli folyamatokat illetéen a
munkénak kiilonésen nagy jelentdsége van abbdl a szempontbdl, hogy felhivja a figyelmet
arra a jelenségre, hogy a lipid domének az egyes perkolacids kiiszobok kornyékén a
membranon-keresztiili jeltaviteli folyamatok szdmara mindegy gyors kapcsoloként (relé)
szolgalhatnak, hiszen a kisméretli toredezett lipid domének receptorfehérjékkel valo
kolcsonhatasformai  lényegesen eltérnek a nagyméretii  Osszefiiggd lipid domének
kolesonhatasformaitol. Masrészt, felhivja a figyelmet arra is, hogy a kiilonféle lipid domének
eltérd ¢lhosszal rendelkeznek, mely megszabja pl. a sejtmembranok eltérd permeabilitasat,
tovabba a domének hatdrain végbemend sikbeli kémiai reakciok (pl. immunreceptorok
kicserélddése kiilonbozo lipid domének kozott) erdsségeit és ezek drasztikusan megvaltoznak
a perkoléacios kiiszobok kornyékén. A lipid domének dimer €s monomer modelljeit
Osszehasonlitva megallapitja, hogy a dimer modell esetén a lipid klaszterek kompaktabbak



mint a monomer modell esetén, 6sszhangban van a keverési entropia kisebb értékével. Ezen
eredmény utmutatéul szolgalhat pl. a tobb alegységbdl allo receptorok (pl. az MHCII
molekula az dimer, az MHCI molekula az monomer) klasztereinek értelmezéséhez is.

4. Fehérje-membran kolcsonhatas modellezése

Ez a tézis egy manapsag nagyon forronak szamito teriiletet érint: A ligand-receptor kotddés
altal kivaltott a citoplazmabdl a sejtmembranba iranyul6 fehérje transzlokaciot. A leirt modell
alapul szolgéalhat szamos membran altal elinditott jelatviteli kaszkad értelmezéséhez. A
szerz0 a kolipaz diacilglicerol (DAG) ¢és foszfolipid keverékébdl allo membranokhoz torténd
adszorpcigjat irja le. A modell 1ényeges eleme, hogy a kolipaz csak a membran fluktuaciok
révén megjelend tranziens apolaros belsd lipid zondkhoz ill. a foszfolipidek altal nem kotott
(le nem arnyékolt) apoléaros diacilglicerol molekuldkhoz koétddhet. E modellben is 1ényeges
szerephez jut a lipid domének perkolacios kiiszob kornyéki vislekedése. A modell joslata az,
hogy a periferialis fehérje (kolipaz, PKC) szamottevéen csak akkor kotddik a membranhoz,
hogyha az apolaros lipid komponens domén mérete eléri a perkolacids kiiszobot.

5. Hamsejtek kozotti kémiai kolesonhatas modellezése

Az autokrin és parakrin érzékelési (jelatviteli) folyamatok modellezése a staciondrius
inhomogén diffuzids egyenlet (Poisson) numerikus megoldasa és az u.n. ,elnyelési hely
eloszlas fliggvény” meghatarozasa révén. A modell alapfeltevése, hogy az érzékelés a ligand
mikrovillusok révén torténd kibocsajtasa ¢és elnyelése révén valdsul meg. Az érzékelés
autokrin, ha a kibocsajto sejt koti meg sajat ligandjat, s parakrin, ha valamelyik szomszédos
sejt koti meg azt. Ebben a jelensegben a mikrovillusok alkotta klaszterek jatszak a f6 szerepet:
a parakrin jelatvitel akkor lesz domindns az autokrin jelatvitellel szemben ha a mikrovillusok
klasztereinek tomottsége nem lép tul egy bizonyos hatart. A mikrovillusok klasztereinek
pakoltsaga pedig a mikrovilusok keresztmetszetének aktiv szabalyozasa révén befolyasolhato
az aktinfilamentumokon keresztiil. A modell {izenete, hogy energiabefektetés (a
citoszkeletalis mozgas) révén a sejt vagy baktérium képes az autokrin és parakrin érzékelési
modok relativ sulydnak a szabdlyozasara (egyfajta adaptiv szabalyozasi mod). A munka
fontossagat kiemeli az, hogy a biologiai alapjelenség leirasan tilmendleg, a modell alapul
szolgalhat mesterséges bioérzékeldk kifejlesztéséhez is.

Osszefoglalva a fentiek (és a kdzlemények) alapjan kijelenthetd, hogy a nagydoktor jeldlt
altal idézett munkak sajat eredmények, azok hitelesek, tovabba a jeldlt munkaja révén jelentds
uj ismeretekkel gyarapitotta a tudomdanyteriiletét (lipidologia). A kutatott teriiletek
mindegyike kivétel nélkiill a mai membrankutatas kozéppontjaban 4&ll. Megjegyzendd,
tovabba, hogy a szlikebb értelemben vett tudomanyteriileten kiviil a jelolt magas szintii
matematikai ismeretekrdl is tanusagot tett munkajaban és az alkalmazott matematika irant
érdeklédok is szamos jo példat talalhatnak bizonyos matematikai diszciplinak ugymint a
stochasztikus folyamatok, Markov-lancok, perkolaciés elmélet, specialis fliggvények
elméletének az alkalmazasara. Negativumként csak a disszertacio kiilalakja hozhato fel: Sok
esetben a grafikonok nem latszanak ill. nagyon el vannak mosddva, ami a birald dolgat igen
megnehezitette ill. az adott abrak tekintetében az eredeti forras kdzleményekre volt utalva. Az
értekezésbdl kimaradt az 50. és az 53. oldal. Ezen kiviil sok az elirds. Ezektdl eltekintve



azonban az értekezés nyelvezete €s tartalma érthetd. Javaslom az értekezés nyilvanos vitara
valo kitlizését valamint az értekezés elfogadasat.

Debrecen, 2011 janius 28.

Tisztelettel,

Dr. Bene Laszlo

Kérdések a tézisekhez (az értekezés szakmai értékelését nem érintik, inkabb a birdld jobb
megértését szolgaljak).
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1. Van-e 0Osszefliggés a lipid-domének ,,agas-bogassdga”, élhossza és a képzddott
elektroporusok szama kozott? Van-e olyan megfigyelésiik, hogy az elektroporusok
inkabb a domének elvalasztd hatarain képzddnek? A membran koleszterol tartalma
(lipid-raft struktura) befolyasolja-e az elektroporusok eloszlasat?

Kétkomponensi lipid membranok modellezése:

2. A DMPC/DSPC kétkompenenst lipid keverék fazis-diagramjanak Monte Carlo-Ising
modellezése soran kis racsméretnél a lipid racs energia eloszlasanak két cstcsa van
(bimodalis), mely egy csucsuva valik egy bizonyos kiiszob racsméret felett (,,finite
size effect”, 2. abra, I.P. Sugar et al., Biophys. J. 1999. 76. 2099-2110). Mi az oka a
két csucs kialakulasdnak kis rdcsméreteknél? Mitdl fiigg a méretkiiszob értéke mely
felett az energiaeloszlas unimodalis?

3. Az értekezésben csak kozvetlen-szomszéd koélcsonhatassal szamolt a Monte Carlo-
Ising modellezés soran. Az esetleges hosszutava kolcsonhatasok (ha ilyenek vannak)
hogyan befolyasoljak a lipid-domén struktirakat?

4. A sejtek nyugalmi membranpotencialjanak (kb. -100 mV) lehet-e akkora hatasa, hogy
befolyasolni képes a lipid-domén strukturakat? Elképzelheto-e, hogy egyetlen
ioncsatorna (pl. fesziiltségvezérelte K csatorna, mely képes a membranpotencial
befolyéasolasara), vagy ioncsatornak egy csoportjanak koherens kinyildsa a lipid-
domén struktura lokalis (tranziens) atrendezodését idézheti el6?

5. A lipid-domének dimér modellje esetén a kedvezdtlenebb entropiaprodukci6é miatt a
lipid-klaszterek kompaktabbak mint a monomer modell esetén. Ez a megallapitas
»atviheto-e” fehérje (immun receptor) klaszterekre (pl. az MHCII sejtfelszini
antigének az o és B alegységek hetero-dimérjei, mig az MHCI antigének monomérek).



6. A FRAP mérésekbdl adodo kiiszobhdmérsékletek inkabb a gél allapota lipid-domének
perkolacids-kiiszob hdmérsékleteivel korrelalnak semmint a folyékony doménekével.
Ennek mi az oka?

7. A DSPC molarany a klaszter méret fliggvényében jellegzetesen valtozik. Nagyméretii
gél klaszter esetén novekszik, kisméreti gél klaszter esetén pedig csokken, folyékony
klaszterek esetén pedig ez a trend megfordul (9. abra, I.P. Sugar et al., Biophys. J.
1999. 76. 2099-2110). Mi a biologiai ilizenete ennek a jelenségnek? Ez a jelenség
kisérletileg valos biologiai rendszerekben tapasztalhato-e? Ha a klasztereken
»~meéységanalizist” végeznek, akkor ,folyékonysagi gradienseket” (a DSPC
molarany/”viszkozitas” valtozasa a klaszter belseje felé haladva) észlelnek-e?

Fehérje-membran kolcsonhatas modellezése:

8. A sejtek nyugalmi memranpotencialjanak lehet-e hatasa a lipaz fehérje membranhoz
torténd kihorgonyzasdhoz, azaz a membranpotencial befolyasolhatja-e a periferias
fehérjék kozremiikodédével torténd jelatviteli folyamatokat?

9. Az apolaris régiokhoz val6 kitapadas mellett a lipaz (vagy PKC) fehérjék membranhoz
torténd ,.kihorgonyzasara” alternativ mechanizmust is javasoltak: amikor a peiferialis
fehérje egy kiall6 maganyos lipid-lanchoz (,.inverted non-lamellar L phase”) kotodik
(Paavo K.J. Kinnunen, Chemistry and physics of lipids, 1996. 81. 151-166). Mennyire
kell ezt a mechanizmust szdmitasba venni?

Hamsejtek kozotti kémiai kdlcsonhatds modellezése:

10. A sejtek kozti kommunikacié modellezése soran figyelembe kellene-e még venni azt a
koriilményt, hogy a ligand esetleg nem rogton taldlja meg a receptordt a membran
felszinén, hanem a kotddés eldtt feliileti diffuziot végez. Vagy ez a jelenség
elhanyagolhat6?



