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crer

1. Van-e 0sszefliggés a lipid-domének ,,agas-bogassaga”, €lhossza és a kepzodott
elektroporusok szama kozott? Van-e olyan megfigyelésiik, hogy az elektroporusok
inkabb a domének elvalaszto hatarain képzddnek? A membran koleszterol tartalma
(lipid-raft struktura) befolyasolja-e az elektroporusok eloszlasat?

Vilasz az 1. kérdésre

A tézisek 3.8 pontjaban emlitettem a lipid-domének agas-bogas topologidjat. Ezek az
eredmények kétkomponensii foszfolipid membranokra vonatkoztak, ahol az egész
membran vagy fluid vagy gél allapotban van. Az elektroporusok keletkezésének a
membran fluid allapota kedvez (1asd a kovetkezd bekezdést). A membran feliiletre
merdleges elektrmos tér a membran minden pontjaban lateralis eréket eredményez,
amelyek a membrant Osszetartd erékkel szemben dolgoznak és porus keletkezéshez
vezethetnek elegendden erds tér esetén (Lewis T.J. A model for bilayer membrane
electroporation based on resultant electromechanical stress. IEEE Trans. Diel. Electr.
Insul. 2003, 10:769-777). Kétkomponenst, fluid allapotu, foszfolipid membranok
esetén a kompozicios domének hatdran a membrant Osszetartod erok gyengébbek mint a
domének belsejében (ez a megallapitas a kooperativitasi paraméter, w), = 80 cal/mol-
lanc, pozitivitasabol kovetkezik (Sugar I.P. et al. Monte Carlo simulation of two-
component bilayers: DMPC/DSPC mixtures. Biophys. J. 1999, 76:2099-2110)) és ezért
az elektroporus keletkezés feltételezhetéen nagyobb gyakorisdggal torténik a domén
hatarokon. A fenti megallapitast alatdmaszto kisérleteink azonban nincsenek.

Mielétt valaszolnék a kérdés masodik felére szeretném megemliteni, hogy Professzor
Parkson Chong-gal egyitittmiikodésben régota tanulmanyozzuk foszfolipid/koleszterol
keverekek tulajdonsagait. Kisérleti eredményeink szerint a membran tulajdonsagok
ugynevezett kritikus koleszterol koncentracioknal maximumot (vagy minimumot)
mutatnak (Venegas B., Sugar I.P., Chong P.L.-G. Critical factors for detection of
biphasic changes in membrane properties at specific sterol mole fractions for maximal
superlattice formation. J. Phys. Chem. B. 2007, 111: 5180-5192). Ezeket a
tulajdonsagokat csak akkor lehetett kimérni ha a rendszerben a koleszterol keverési
aranyat nagyon kis 1épésekben (=~ 0.3mol % ) valtoztattuk. A kisérleteket értelmezd
elméleti model (Sugar I.P., Chong P.L.-G. A Statistical Mechanical Model of
Cholesterol/Phospholipid Mixtures: Linking Condensed Complexes, Superlattices, and
the Phase Diagram. J.Am.Chem.Soc. 2012, 134: 1164-1171) nagy jelentéséget



tulajdonit a koleszterol foszfolipidekre gyakorolt kondenzald hatasanak. Kimutatjuk,
hogy a keverékben fluid és kondenzalt fazisok egyszerre vannak jelen, €s a kritikus
koncentracidknal a kondenzalt fazis részardnya maximumot ad.

Elektrooptikai forgatas és abszorpcid relaxszacios mérések azt mutatjak, hogy novekvo
membran koleszterol tartalom csokkenti a membran elektroporaciot (Kakorin S. et al.
Cholesterol reduces membrane electroporation and electric deformation of small bilayer
vesicles. Biophys. Chem. 2005, 117:155-171). Ezt az eredményt a szerzok a
koleszterolnak a foszfolipidekre gyakarolt kondenzald hatdsaval hozzak kapcsolatba.
Azonban Kakorin és munkatarsai kisérleteikben a koleszterol keverési aranyat nem
valtoztattak elég kis 1épésekben ¢€s ez elfedte a kritikus koncentracidknal tapasztalhato
széls6érték tulajdonsagokat. Ugy gondolom, hogy minden kritikus koncentracional a
membran elektroporacionak lokalis minimuma van, mivel elektroporusok csak a fluid
fazisban keletkeznek.

Kétkomponensi lipid membranok modellezése:

2. A DMPC/DSPC kétkompenensti lipid keverék fazis-diagramjanak Monte Carlo-Ising
modellezése soran kis racsméretnél a lipid racs energia eloszlasanak két csucsa 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 kialakulasanak kis racsméreteknél? Mitdl fligg a méretkiiszob értéke mely felett
az energiaeloszlas unimodalis?

Valasz a 2. kérdésre

Ezeket a szimulaciokat olyan homérsékletnél végeztem, ahol a rendszer fele olvadt
allapotban van. Kis racsméret esetén ez ugy valdésul meg, hogy a rendszer az id6
feleben foleg gél, az 1d6 masik felében foleg fluid allapotban van. A kritikus racsméret
folott pedig minden idOpontban a rendszer kb. fele gél és a masik fele fluid allapotban
van. Kis rdcsméret esetén tehat az energiaeloszlas kétcsticsu: a kisebb energiahoz
tartozo csucs a féleg gél, a nagyobb energiahoz tartozé csucs a féleg fluid allapoti
rendszernek felel meg. Kis racsméret esetén 1ényeges eltérés a homogén fazistol tul
nagy szabadenergia novekedéssel jarna: egyrészt jelentds lenne az energia novekedés,
amely a gél-fluid fazishatarok fenntartdsdhoz kell, masrészt kicsi lenne az
inhomogenitas miatti keverési entropia novekedés. Az energiandvekedés kiilondsen
nagy lenne mivel kis rendszerben csak kis gél/fluid domének keletkezhetnek, azaz a
domének szinte minden eleme a gél-fluid fazishatdron lenne. Nagy rendszerben, a nagy
domének tartalmaznak sok energetikailag kedvezObb belso pontot is. A racs
méretkiiszob tehat ott talalhatd, ahol mar belsd ponnttal rendelkez6 domének
megjelennek. Fontos megjegyezni, hogy minden szimulacid periddikus hatarfeltételek
mellett tortént, tehat racs-feliileti hatdsoknak nincs szerepe.



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

Vilasz a 3. kérdésre

A hosszatava kolcsonhatasok lipid struktarara gyakorolt hatdsat kétkomponensii lipid
membranokon tanulmanyoztak, ahol az egyik komponens fejcsoportja toltéssel
rendelkezett (Shoemaker S.D., Vanderlick T.K. Intramembrane electrostatic
interactions destabilize lipid vesicles. Biophys. J. 2002, 83:2007-2014). Novelve a
toltéssel rendelkezd komponens aranyat a lateralis rugalmassagi allandé nem valtozott,
de a membran stabilitas Iényegesen csokkent. Szobahdmérsékleten ezek a
kétkomponensii rendszerek nem mutattak fazisszeparaciot (Findlay E.J., Barton P.G.
Phase behavior of synthetic phospholglycerols and binary mixtures with
phosphatidylcholines. Biochemistry 1978, 17:2400-2405; Graham I., Gagne J., Silvius
J.R. Kinetics and thermodynamics of calcium-induced lateral phase separations in
phosphatidic-acid containing bilayers. Biochemistry 1985, 24:7123-7131). Ezért arra
kovetkeztetiink, hogy a toltott komponensek kozti elektrosztatikus kolcsonhatas
kovetkeztében e molekulak igyekeznek egymastol tavol elhelyezkedni, azaz
hexagonalis rendet kialakitani. A hdmozgas kovetkeztében természetesen ez a rend
sériilhet, amennyiben az ezzel jard energiandvekedés 6sszemérhetd marad a termalis
energia egységével, KT-vel. Tehat nem varhat6, hogy a tolt6tt lipid komponensek, nagy
doméneket alkotva, kiilonvalnak a tobbi lipid komponenstdl.

4. A sejtek nyugalmi membranpotencialjanak (kb. -100 mV) lehet-e akkora hatasa,
hogy befolyasolni képes a lipid-domén strukturidkat? Elképzelheto-e, hogy egyetlen
ioncsatorna (pl. fesziiltségvezeérelte K+ csatorna, mely képes a membranpotencial
befolyasolasara), vagy ioncsatorndk egy csoportjanak koherens kinyilasa a lipid-domén
struktura lokalis (tranziens) atrendezddését idézheti eld?

Vilasz a 4. kérdésre
Az els6 kérdésre adott valaszomban emlitettem, hogy a fluid allapotu, kétkomponensii
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kooperativitasi paraméter értékétdl fligg. Ugyanott szobakertilt, hogy a membran
feluiletére merdleges elektromos tér minden pontban igyekszik szétfesziteni a membran
strukturat. A sejtek nyugalmi potencialja (-100mV) nem elegendd, hogy elektroporusok
keletkezzenek, azonban kiss¢ megnovelheti a lancok kozotti atlagos tavolsadgokat, €s
kovetkezésképp csokkentheti a lancok kozti kolcsonhatasi energiakat (E), E!| and EJ,).
Ha a harom kolcsonhatési energia megvaltozasa nem azonos értékii, akkor a nyugalmi
potencial befolyasolja a w{, paraméter értékét és igy a kompoziciés domének
szerkezetét.
Ugy tiinik, hogy korai kisérleti eredményeink a fenti elképzeléseket alatamasztjak. A
BLM-eken (Black Lipid Membrane) mért nem-linearis dram-fesziiltség karakterisztikdk
arra mutatnak (Sugér, 1., Blasko, K., Erdéi, L. (1978) Electric field induced defect-
forming mechanisms in lipid bilayers. Acta Biochim.Biophys.Acad.Sci.Hung. 13, 193-

foszfolipid membran kompoziciés domén szerkezete a w), (= E}, —



200; Sugar, 1. (1979) Current-voltage characteristics of black lipid membranes and the
related conformational changes. MTA Biol.Oszt.Kozl. 22, 145-155), hogy a
membranokban mar 100mV membranpotencial alatt is tér-indukalta strukturalis
valtozéasok torténnek, amelyek novelik a membran vezetdképességét. Elképzelhetd,
hogy e strukturalis valtozasok nagyobb valoszinliséggel jelentkeznek a domének szélén,
ahol a membran struktira a leggyengébb.

A 4. kérdés masodik felével kapcsolatban megemlitem, hogy az ioncsatornak kozelében
1évé lipid molekuldk az erds fehérje-lipid kolcsonhatas miatt meglehetdsen rigid
allapotban vannak. Erre mutatnak mind a kalorimetridas mérések, mind pedig a
molekularis dinamikai szimulaciok (Alonso A. et al. Protein-lipid interactions and
differential scanning calorimetric studies of bacteriorhodopsin reconstituted lipid-water
systems. Biochim. Biophys. Acta 1982, 689: 283-289; Tarek M. Membrane
electroporation: a molecular dynamics simulation. Biophys. J., 2005, 88:4045-4053).
Ebben a rigid allapotban a lipid molekuldk lateralis diffuzidja harom nagysagrenddel
lasstibb mint fluid allapotban (lasd az 1. Téblazatot a kovetkezd publikacioban: Sugar,
[.P., Biltonen, R.L. (2005) Lateral diffusion of molecules in two-component lipid
bilayer. A Monte Carlo simulation study. J.Phys. Chem. B. 109: 7373-7386). Az
ioncsatorna kinyilasa megvaltoztathatja a lokalis membran potencidlt és a w?
paraméter lokalis értékét, amely a lipid-domén struktira lokélis (tranziens)
atrendezddését 1dézheti eld. Azonban ez az atrendezddés nagyon lasst lesz a rigid lipid
molekulak kis diffuzios allanddja miatt.

5. A lipid-domének dimér modellje esetén a kedvezdtlenebb entropiaprodukcid miatt a
lipid-klaszterek kompaktabbak mint a monomer modell esetén. Ez a megallapitas
»atvihet6-e” fehérje (immun receptor) klaszterekre (pl. az MHCII sejtfelszini antigének
az és alegységek hetero-dimérjei, mig az MHCI antigének monomérek).

Vilasz az 5. kérdésre

A kétkomponensii lipid dimér és monomér modellekre tett megallapitdsaink atvihetok
hasonlo6 rendszerekre. Ilyen rendszer lehet példaul egy egykomponenst lipid
membranfeliilet, amelyet kétfajta periferialis fehérje, szorosan pakoltan, teljesen
beborit. Szorosan pakolt rendszer 1étrejohet, ha a két fehérje komponens
keresztmetszete elégge hasonlo.

6. A FRAP mérésekbdl adodo kiiszobhdmeérsékletek inkabb a gél allapott lipid-
domének perkolacios-kiiszob hdmérsékleteivel korrelalnak semmint a folyékony
doménekével. Ennek mi az oka?

Valasz a 6. kérdésre



A FRAP kiiszobhomérséklet megegyezik azzal a homérséklettel, ahol a gél domének
perkolacios frekvenciaja 0.36. Azaz, az 1d6 64 szazalekaban nagy, de nem perkolalt, gél
allapoti domének vannak jelen a membranban, mig az id6 36 szazalékaban egyetlen
perkolalt gél allapoti domén van jelen, sok kicsi gél domén mellett. A FRAP
kiiszobhdmérseklet alatt a fluoreszcens molekuldknak tehat meg kell kerlilni ezt (vagy
ezeket) az agas-bogas, nagy gél domént (vagy doméneket), hogy az elézbleg
megvilagitott (photobleached) térrészbe jussanak. E hossza, bonyolult it megtétele sok
ideig tart. A FRAP kiiszobhdmérséklet folott viszont a gél domének kicsik, szerkezetiik
egyszerl €s ezért a fluoreszcens molekuldk konnyen megkertilhetik 6ket. Tehat annak
ellenére, hogy a fluoreszcens molekula a nagy 6sszefiiggd (perkolalt) fluid doménben
diffundalhat, ahol a fluoreszcens molekuldk diffuzids allanddja hdrom nagysagrenddel
nagyobb mint a gél doménben (referencia a 4. kérdésre adott valaszban), a
photobleached térrész elérése hosszu 1d6t vehet igénybe mivel a diffuzios ut nagyon
hossza a gél domeén(ek) mérete €s bonyolult szerkezete miatt.

7. A DSPC molarany a klaszter méret fiiggvényében jellegzetesen valtozik.
Nagyméretli gél klaszter esetén novekszik, kismeéretii 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 bioldgiai iizenete ennek a jelenségnek? Ez a
jelenség kisérletileg valds bioldgiai rendszerekben tapasztalhato-e? Ha a klasztereken
,méységanalizist” végeznek, akkor ,,folyékonysagi gradienseket” (a DSPC
molarany/’viszkozitas” valtozasa a klaszter belseje felé¢ haladva) észlelnek-e?

Valasz a 7. kérdésre

Annak érdekében, hogy a kérdésre valaszoljak konzultaltam Luis Bagatolli
Professzorral, aki a lipid klaszterek struktarajat két évtizede vizsgalja. Elmondta, hogy
kisérletileg még nem képesek a komponensek klaszteren beliili eloszlasat megfigyelni.
Polarizacios két-foton fluoreszcens mikroszkop segitségével megfigyeltek azonban
orias gél klasztereken beliili szubklasztereket (Bernchou U. et al. Texture of lipid
bilayer domains. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131:14130-14131), ahol egy szubklaszteren
beliil a lipid molekulék orientacioja (orientation of the tilt angle) hasonlo.

Fehérje-membran kolcsonhatds modellezése:

8. A sejtek nyugalmi memranpotencialjanak lehet-e hatésa a lipaz fehérje membranhoz
torténd kihorgonyzasahoz, azaz a membranpotencial befolyasolhatja-e a periferids
fehérjék kozremitkodédével torténd jelatviteli folyamatokat?

Vélasz a 8. kérdésre

Erre a kérdésre adott valaszom a 4. kérdésre adott valaszbol kovetkezik. Mivel a
nyugalmi membranpotencial befolyasolhatja a sejt domén strukturajat, elképzelhetd,
hogy a hidrofob domének méretét, s igy a kolipaz fehérje membranhoz torténd
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9. Az apolaris régidokhoz valo kitapadas mellett a lipaz (vagy PKC) fehérjek
membranhoz torténd ,,kihorgonyzasara” alternativ mechanizmust is javasoltak: amikor
a peiferialis fehérje egy kiallo6 maganyos lipid-lanchoz (,,inverted non-lamellar L
phase”) kotddik (Paavo K.J. Kinnunen, Chemistry and physics of lipids, 1996. 81. 151-
166). Mennyire kell ezt a mechanizmust szamitasba venni?

Vilasz a 9. kérdésre

A Kinnunen 4ltal javasolt mechanizmus olyan fehérjékre vonatkozik amelyek hidrofob
tireggel rendelkeznek, ahova a membrén egy lipid molekuldjanak egyik hidrokarbon
lanca bejut és a membran feliilethez horgonyozza a fehérjét. A mi altalunk javasolt
mechanizmus olyan fehérjékre vonatkozik, amelyek feliiletén ‘sima’ hidroféb feliilet
talalhato. Ez a fehérje feliilet odatapadhat a membranhoz, ha a membran feliileten kelld
nagysagu hidrofob feliilet alakul ki.

Hamsejtek kozotti kémiai kdlesonhatas modellezése:

10. A sejtek kozti kommunikaciéo modellezése sordn figyelembe kellene-e még venni
azt a koriilményt, hogy a ligand esetleg nem rogton talalja meg a receptorat a membran
felszinén, hanem a kotddés elott feliileti diffiziot végez. Vagy ez a jelenség
elhanyagolhat6?

Vilasz a 10. kérdésre

A hamsejtek pillanatnyi modellje nem lokalizélja a receptorok helyét. Feltételezi, hogy
a receptorok a membran feliiletén homogénen oszlanak el. Pontosabban, az egységnyi
membranfeliileten a ligand receptorok szdma aranyos a « paraméterrel és barmelyik,
membran feliilethez kozeli, ligand « -val aranyos valoszinliseéggel megkotodhet. Ez a
model érvényét veszti, amikor a receptorok feliileti stirlisége alacsony. Ebben az
esetben a model modositasra szorul a birald javaslatanak megfelelden.



