Valasz Tegze Miklosnak az MTA doktoranak disszertacidmrol készitett biralataban feltett kérdéseire
és megjegyzéseire

Tisztelt Birdlom!
Megkdszonom hasznos, gondolatébreszt6 észrevételeit, kérdéseit. Valaszom a kovetkezé.

1. A bioldgiai modellrendszerek kissz6gli réntgenszords méréseinél okozott-e problémdt a
sugdrkdrosodds?

A biolégiai modellrendszerek kisszogl rontgenszéras méréseinél a szerkezeti azonositasban
nem okozott problémdt a sugarkarosodas. Laboratériumi sugdrforras (rontgencsé) alkalmazasanal
nem tapasztaltam olyan mérték(i sugarkarosodast, amely a szérdsi kép valtozasat okozta volna. A
vizsgalt rendszerek kozil legérzékenyebbek a foszfolipideket tartalmazd rendszerek. Kezdetben
kromatografiaval ellenériztem a rontgenmérések utan a kapillarisokbdl kivett mintak 6sszetételét és
abban a foszfolipidek sugarkarosodasa soran képz&dhet6 szarmazékokat (a moédszerre jellemzé
hatdaron felil) nem mutattam ki.

Szinkrotron forrasoknal sugarkarosodasra utalé jeleket gyakran tapasztaltam. Ebben az
esetben a mérési id6vel a szérasi kép valtozik. A szérasi kép valtozasa a jol rendezett, diffrakciot
mutaté mintdk esetében a legmarkansabb. Példaul a DPPC-viz (dipalmitin-lecitin — viz) alapu
multilamellds vezikuldk esetében a karakterisztikus Bragg csucsok szélesedése, eltolddasa
egyértelmlen mutatja a sugdrzas karos hatdsat. A sugarkdrosoddas folyamdn olyan komponensek
jelennek meg a rendszerben, amelyek a szabdlyos rétegrendszert perturbdljk, illetve nagyobb
mennyiség (1 mol % -ot megkdzelitd vagy azt meghaladé lipid-Osszetétel valtozas) esetén nagyobb
mértékben maodositjdk. Az alkalmazott nyaldb energidja is hatassal van a sugarkarosodasra. (A
nagyobb energiaju nyalab, E > 12 keV kevésbé roncsolja a mintat, mint az alacsonyabb. A legkisebb
energiaju nyalab, amivel tapasztalatunk van, az 4 keV.)

Szinkrotron berendezéseknél két moddszerrel minimalizdltam a sugdarkarosodast.
Legegyszer(ibben a mérési program beallitasaval. Adott ideji mérés soran rovid ciklusokat
alkalmazunk, és azokat Osszehasonlitjuk. Addig a ciklusszamig megyiink, ameddig nincs véltozas a
szOrasi képben (példaul fél 6éra mérés helyett, hatszor 6t perc és minden ciklus eredményét
Osszevetjlik az el6z6vel és az elsé méréssel). Masik lehetdség, hogy rovid idejli méréseket friss
mintakon végziink (ami bonyolultabb és nem minden mérGhelyen van ra lehet&ség). Példaul az ESRF
D02-es mérShelyén egy pumpa friss, még nem besugarzott mintat tol a megyvilagitas helyére. Ezen a
helyen tipikus mérési id6 50 és 100 ms, az elSretolt mintatérfogat 10- 50 pL (mm?) kézott valtozik, a
megvilagitott mintatérfogat 1 uL korli, a nyaldb méretétdl fliggben.

2. A reflexios mérési elrendezésnél egészen kis sz6geknél totdlreflexio lép fel. Korlatozza-e a
jelenség a mérési tartomdnyt?

Igen, a totdlreflexid korldtozza a mérési tartomanyt. A totalreflexids tartomany kiterjedését
az anyag torésmutatdja (elektronsliriisége) és a felllet érdessége befolyasolja. A disszertacidban, a
mszerfejlesztés kapcsan bemutatott reflexiés mérés egy tenzid-agyagasvany keveréket tartalmazdé
mintardl késziilt. A minta felllete egyenetlen, és annak lokalis anyags(rlsége is valtozé. Egészen kis
szogeknél a mintabdl kidlld kolloid szemcséken halad at a sugar (a transzmissziés méréshez
hasonléan). A minta felsé rétegét tekintve, abban az elektronsl(irliség a rétegnormalis iranyaban
folyamatosan (nem ugrdsszer(ien) valtozik. Ennek kovetkeztében nem I|ép fel totalreflexid. Sik



szilicium lapra, mint hordozéra felvitt egyrétegli foszfolipid rétegen az alabbi, totalreflexiot mutato
gorbét nyerjik. Ebben az esetben a hordozd anyagabdl és a felllet simasdgdbdl addéddan a
totalreflexié megfigyelhets, ami a mérést q > 0,03 [1/A] szérasi valtozd tartomanyra korlatozza.
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Szilicium lapra, mint hordézéra felvitt egyrétegli DPPC réteg reflexidja. A felvételt Balint Szabolcs
munkatarsam (MTA TTK, MFI) készitette a disszertaciéban szerepl, kisszog( feltéttel elldtott X'pert
rontgendiffrakcids berendezésen.

3. Az aktivszenek szerkezetét a jel6lt gombokbdél allo krisztallit halmazzal modellezi. Mennyire jol
egyezik a modellbél szamolt és az aktivszeneken mért kisszégli szordsi gérbe a nagyobb szordsi
vektorok tartomdnydban? Ugy tiinik, hogy a 46. dbra csak a kis szérdsi vektorok tartomdnydt
dbradzolja. (A, log q” skdla szamomra nem értelmezhets a g mértékegységének megaddsa nélkiil.)

A hozzavet6legesen 1.5 nm atlagos atméréji gombokbdl allo krisztallit halmaz durva modell.
(A viszonylag nagy egységméreten kivil, a gdmbok konstans és homogén elektrons(riiségének
feltételezése tovabbi korlatja a modellnek.) A szamitott szérasi gorbék csak kozelit6leg irjak le az
aktivszenek kisszogl szérasat. Az ésszerl szamolasi id6 limitdlja a modell finomsagat. A modell
leirassal a kisszogl gorbék alakjanak (bizonyos szérasvaltozé tartomanyban, a log — log abrazolasi
moddban megfigyelt linearis szakasz meredekségének) értelmezése volt a célunk. Ezzel a
megkozelitéssel az aktivszén vazszerkezetének tagoltsagat, adszorpcios tulajdonsagaival 6sszefliggé
texturajat kivantam leirni. Az alapegység mérete miatt alkalmatlan a nagyobb szérdsi szogeknél
tapasztalhatd reflexidk leirasara. Ha a modellben a gombok méretét a szénatomok méretére
csokkentenénk, akkor akar a mintak (hkl) reflexidit is modellezhetnénk. Ebben az esetben a
grafitszer(i (amorf grafit) szerkezeti formajanak megfelelen kellene felépiteni a szerkezeti modellt.
Ebben az esetben nyilvanvaléan a gombok elhelyezésekor a szénatomok atomi Iéptékl
rendezettségét/rendezetlenségét is figyelembe kellene venni. Birdldmnak a nagyobb szoérasi sz6gek
tartomanyara (a(hkl) reflexiokra utald) kérdése nagyon hasznos. A nagyszogl tartomanyban
megjelené Bragg csucsok, szénatomok alapjan torténé modellezését elsé lépésként alkalmazva,
annak egy kisszog(i tartomanyba atlagolt formajat lehetne elkésziteni, igy egy univerzdlisabb modell
leirashoz jutnank.

A 46. dbran a lemaradt dimenzié: q [1/A].

4. A Synperonic A7 — viz rendszer kalorimetrikus vizsgdlatandl a nyirdsnak kitett rendszernél nem csak
az dtalakuldsi hé, hanem az atalakuldsi hémérséklet is valtozott. Mi ennek az oka?



A Synperonic A7 — viz rendszer fazisdiagramjan, a réteges és az inverz micellds fazisok
egyensulyi hémérséklete a tenzid koncentracidjdnak novekedésével meredeken csdkken
(Disszertacio, 16. abra). Kiilonb6z6 koncentracidju rendszerek DSC gorbéit meghatarozva az aldbbi
értékeket nyertiik: 75, 80 és 85 tomeg % tenzid tartalmu rendszerek olvaddspontja rendre: 66, 54 és
25 °C (Fetter, Szilagyi, Zrinyi, Béta: Shear effect on the thermotropic behaviour of the SynperonicA7 —
water system, J. of Thermal Analysis and Calorimetry, 2005 ; 85(2) 513-517. disszertacidban idézett
[193] irodalom ). A disszertacié 65. abrajan felflitésben ~6°C leh(itésben ~15°C a kiilénbség a nyirt és
a nyirds nélkili mintdk jellemzé atalakuldsi h6mérsékletei kozott. A fenti értékek interpolacidja
alapjan ezek az eltérések f(itésben kb. 81%-o0s, hiitésben kb. 82%-o0s 6sszetételeknek felel meg. Tehat
az atalakulasi h6mérséklet valtozdsa az Osszetétel valtozasaval értelmezhetd.

A nyirt minta elGélete okozta a vizveszteséget (Az 1 %-os vizveszteség a minta nyirdcellaba
valo betoltése, kivétele, 1 éran at tartd nyirdsa soran redlisnak tiinik.) A felflités véghémérséklete (a
DSC hémérsékletprogramjanak megfeleléen) 80°C volt. Ezen feliil a zart mintatartd 1cm-es térfogata
a minta térfogatdhoz képest végtelenll nagy, ami a leh(tésben tapasztalt tovabbi vizveszteséget
magyarazza.

5. A jelélt a polialmasav tartalmu vezikuldk szdrdsképét kiilénb6z6 rétegszamu mono- és
heterodiszperz, egy- és tébbrétegli vezikuldk feltételezésével probdlja leirni. Arra a feltételezésre jut,
hogy a méréseket a heterodiszperz, té6bbségében egyrétegli, 10%-ban pedig kétrétegli eloszldssal
lehet a legjobban leirni. Lehetséges-e mds leirds? En példdul a 108. dbra alapjén nem tartom
kizdartnak a tébb lipid kettdsréteget tartalmazo heterodiszperz leirdst. A kbzéps6 dbrarészen Idthato
finomszerkezet eltlinését mds is okozhatja, mint a kiterjedt rétegszerkezet hidnya.

A 108. dbra kozéps6 része demonstracids jellegli, azt kivdnja bemutatni, hogy tobb
kett6sréteg szabdlyos pakolddasa Bragg reflexiok megjelenéséhez vezet. Egyetértek biralom
megjegyzésével, hogy ennek eltlinését mas is okozhatja, mint a kiterjedt (azaz sok, akar 3, 4, 5 vagy
ennél is tobb kettGsréteget tartalmazo) rétegszerkezet hianya. Nagyobb rétegszam esetén nagyobb
mértékd rétegzédési hibat kellene feltételezniink (példaul az egyes rétegekre vonatkozdan kiilonb6zé
formafaktorokat és/vagy amorf formanak megfelelS szerkezeti faktort kellene beirni a modellbe). A
tobbségében egyrétegl és részben kétrétegl vezikuldkbadl allo rendszer feltételezésének érvei:

Fagyasztvatéréssel nyert képi informdciok: A DPPC/polialmasav/viz rendszerrél (egyszer(
Osszekeverés utdn az alakzatok spontan mddon alakulnak ki) fagyasztvatoérés utan készitett TEM
képeken kiilonb6z6 formaju vezikuldk vehet6k szemiigyre. Nagyméret(i (néhany mikrométer) és
kisebb (3altaldban 300 - 400 nm atmérénél kisebb) méretl vezikuldk lathaték. A nagyméretliek
jellemz6en néhdany réteggel rendelkeznek. A fagyasztvatorés soran félbetort vezikulak belsejében is
tovabbi nagyobb méretl liposzdmdk vannak. A képz6dott kisebb méretl liposzdmak (amelyeket a
masodik képen figyelhetlink meg) keresztbe tort formai egyszeres kettésréteget mutatnak.
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DPPC/polialmasav/viz rendszer fagyasztvatoréssel készitett TEM képei

A rétegszam csokkenése és a kisméretl liposzémak jelenléte arra utal, hogy a polialmasav jelenléte a
multiréteg kialakuldsat akadalyozza. (A polialmasav DPPC-viz rendszerre kifejtett hatdsat és azok
atomi szint( kolcsdnhatdsait részletesebben leirtuk, a [155] kozleményben (Biochimica at Biophysica
Acta 1828 (2013) 661-669.) A fenti képeken bemutatott rendszerhez koleszterint adva (a sztérikusan
stabilizalt vezikuldknal altaldnosan felhasznalt komponens) és a rendszert pdrusos szlrérétegen
atnyomva (,extrudalva”) a vezikuldk méretét 80 nm-re maximaltuk. A minta TEM képei nem
mutatnak multiréteges vezikuldkat (dissszertacié 105. abrajanak jobboldali képe).

A tanulmanyozott és a kisszog(i rontgenszorassal jellemzett vezikula rendszer TEM képe

Az extruddldssal maximdlt méret kévetkezményei: Az extrudalassal a DPPC vagy HSPC alapu
vezikulak a méretét a gyakorlati tapasztalatok alapjan 50 nm ala nem lehet vinni. A 80 nm atmérgji
vezikuldk nagyon kicsinek szamitanak. Az extrudalds az unilamellas vezikuldk elGallitdsanak elterjedt
mddszere, azaz tobbszords kettdsréteg kialakuldsa nem varhatd. Példdul, 3 kettGsréteget
feltételezve, kozelit6leg 20 nm vastag réteg alakulna ki. Kévetkezésképpen a belsé lipidréteg altal
alkotott gomb atmérdje 40 nm lenne. Ez az érték nagy gorbiletet jelent a belsé lipidréteg szamara,
aminek kialakuldsa energetikai okokbdl nem valdszind.

A modell egyszerisitésének kényszere: Az illesztend6 modellnek mar igy is tul sok
paramétere van. Esszerii okok alapjan a paraméterek szamat igyekeztem csokkenteni. Lényeges és
elégséges informacid a rendszerrdl, hogy az mennyi egyrétegli és nem egyréteg( vezikuldkbdl all. Ha
a tobbszoros rétegek kozotti korrelacidé mértékét is figyelembe venném, a modell tovabb
bonyolddna.

Tisztelettel és koszonettel:

Boéta Attila

Budapest, 2013. 10. 12.



