Valasz Tombdécz Etelkdnak az MTA doktoranak disszertaciomrol készitett biralataban feltett
kérdéseire és megjegyzéseire

Tisztelt Professzor n6!

ElGszor birdlataban feltett kérdéseire valaszolok majd a biralatban megfogalmazott
észrevételekkel kapcsolatban fejtem ki véleményemet.

1. A Synperonic A7-viz rendszer in situ tanulmdnyozdsdhoz kapcsoldddéan. Hogyan dllitja
elé a mintdkat? Milyen mechanikai behatds érte Gket a nyirdsi vizsgdlatok elétt? Hogyan
biztositotta, hogy a mintdk azonos nyirdsi dllapotban legyenek a vizsgdlatok el6tt?

A 80 (m/m)%-os Synperonic A7-viz rendszer készitésének mddja (hasonldéan a tobbi, ettdl
eltér6 koncentrdcidk esetében is):

Zarhato Uvegbe 0,1%-os pontossaggal bemértiink 16 g, el6z6leg kb. 40°C-os vizflird6n
megolvasztott Synperonic A7-et (gyartd: ICl Surfactants, Briisszel, Belgium), majd 4 g desztillalt vizet.
Az Uvegbe teflonboritdsi magnes magot tettlink, majd 50 °C-os vizfirdén 15 percig kevertettiik.
Ezutdn a mdagnes magot kivettilk és az oldatot a kevertetéskor belekerilt levegébuborékok
eltdvolitdsa érdekében 3 percig 3000-es fordulatszamon MLW tipusu laboratériumi centrifugan
forgattuk. Az igy elkészilt A7-viz rendszer kozel Givegszerlien atlatszd, krém- vagy zselészer(. A
mintat felhaszndlds el6tt legaldbb egy hétig szobahémérsékleten alini hagytuk, tovabbi tarolasa is
szobahémérsékleten, fénytSl elzdrva tortént. A mintatartd Uvegbdl széles fejd spatuldval, lassu
mozdulattal a szendvics cellara kentik és lefedtik. A kisszogl szérdsgorbén megfigyelhet6 Bragg
reflexid szélessége és magassdga alapjan ellendrizhetd volt a minta rendezettsége. Ezt az allapotot a
hasonlé médon bet6ltott és fagyasztva tort mintdk elektronmikroszkdpos felvételein is tapasztaltuk.

2. A 89. dbrdn (116. 0.) a DPPE-DPPG rendszerre 40 és 70 °C kézétt mért szordsgorbéket
mutat be. A modell-membrdnok tanulmdnyozdsandl miért tért el ilyen jelentésen a vdlasztott
hémérséklet intervallum a bioldgiai rendszerekkel relevdans tartomdnytdl?

A magas hémérséklet valasztdsanak fizikai-kémiai okai vannak. A h6mérséklet novelésével a
rendszerben fazisatmenet zajlik le, amely a lipidek effektiv alakvdltozasaval valamint az egész
rendszer szerkezetbeli atalakulasaval jar. A kikényszeritett fdazisatalakuldssal az alacsonyabb
hémérséklettartomanyban vizsgalt (altaldban gél fazisban |év6) szerkezet mellett a magasabb
hémérséklethez tartozéd (altaldban folyadékkristalyos) szerkezet jellemzését is elvégezhetjik, igy a
szerzett informacidk 6sszessége az effektusok értelmezését konnyiti meg (példaul a magasabb
hémérsékleti tartomanyban a szénlancok pakoléddsa szimmetrikussa valik, a lipidek alakja
megvaltozik, igy a valtozdsok fényében nemcsak a magasabb, hanem az alacsonyabb fazisbeli
szerkezeti valtozdsok is értelmezhetGek). Ezen fellil a magas hémérséklet bioldgiai rendszerek
szempontjabdl sem irrelevans. Példaul a bakteridlis lipid rendszereknél a 60 °C feletti hémérséklet a
sterilizdlassal jaré valtozdsokat érinti. A baktériumok kiils6 plazmamembrdnjdban a f6 lipid
komponens a DPPE. Baktériumokbdl preparalt membranképletek termikus vizsgalatanal tapasztaltuk,
hogy a membrdn fehérjék denaturalédasat a lipid kettésréteg fazisatalakulasa el6zi meg, a két
folyamat széles hémérséklet tartomanyban (62 — 70°C) kovetkezik be.



3. Mennyire kézeliti a 10 mM PBS a biolégiai mili6t vagy csak akdr a fiziologids
kériilményeket?

A fiziolégids korilmények valtozatosak, a vizsgdlat célja, a szoveti kérnyezet donti el, hogy
melyik puffer haszndlata a célszer(i. A fizioldgiai kisérletek soran korabban acetat, citrat, borat,
karbonat, foszfat puffer rendszereket haszndltak 10 mM koncentracidban, kés6bb elterjedtek a nem
természetes pufferek (pl. TRIS, HEPES). A puffer rendszerek koncentraciéja a ,hatéanyagra”
vonatkozik, tehat a 10 mM koncentrdciéju oldat 10 mM Na,HPO, mellett 2 mM KH,PO, —et és az
izotdnias koriilmények biztositasahoz 137 mM NacCl-ot, valamint 2,7 mM KCl-ot tartalmaz (vannak
olyan PBS pufferek is, amelyek kalcium vagy magnézium sékat is tartalmaznak, ezeket kiilon
feltlintetik). A PBS nem minden esetben tartalmaz NaCl-t (ez nem izotdnias PBS puffer).

Az izotdnids PBS jol kozeliti a fizioldgias koriilményeket. A disszertaciomban leirt esetekben
kiilonboz6 puffer rendszerek szerepelnek. Az alap fiziko-kémiai kdlcsonhatdsok megismerése céljabol
olyan rendszereket vizsgaltam, amelyek preparaldsahoz tiszta vizet hasznaltam fel. Ez egy idedlis
allapot lenne a lipid és egyéb vendégmolekuldk altal kiépitett szerkezetek és azok atomi |éptékd
részleteinek megismeréséhez. Sajnos a vizsgalatokhoz beszerzett és koltséges lipidek (természetesen
egyéb komponensek is) tisztasaga korlatozott. A lipidek tisztasaga 99,5 %. A 0,5 % -t megkozelitd
egyéb lipidek (esetleg nyomnyi mennyiségben visszamaradt gyartaskozi intermedierek) a mezomorf
fazisok szerkezeti és termikus jellemzGit befolydsolja (Béta et al. C & S A. 1998; 141(3):441-448.,
Langmuir 1999; 15(9):244-250.). A nyomnyi szennyez&k (a vendégmolekulakkal bevitt szennyez6ket
is figyelembe véve) hatdsanak ellensulyozasara nem izotdénids puffereket hasznaltam (TRIS, PBS).
Bioldgiai, orvosi felhasznalast célzé (pl. sztérikusan stabilizalt vezikulakkal kapcsolatos) vizsgalatok
esetében izotdnias PBS puffert hasznaltam.

4. Hogyan vdltozik az ikerionos fejcsoportot tartalmazé DPPC téltés dllapota a pH-val a
vizsgdlt pH-tartomdnyban?

A hidratalt molekula netté toltése zérus. A DPPC, mint a legtdbb lecitin, a pH 4 - 8
tartomanyban tekinthet6 semleges molekulanak (E. Chain, . Kemp, Biochem. J. 28(6) (1934) 2052-
2055). A DPPC izoelektromos pontja 6,5 és 7,5 kdzott van az alkalmazott és bioldgiailag relevans
puffer rendszerekben. A pH értékének csdkkenésével (pH <4) a DPPC téltése pozitiv, mig a lugos
tartomanyban (pH>8) negativ lesz. A disszertaciéban szerepld, a hidratalt DPPC molekula altal
felépitett szerkezetek vizsgalatahoz kapcsolddd kisérleteknél semleges pH tartomanyt allitottam be,
tiszta vizet vagy puffer rendszereket (PBS, TRIS) hasznaltam fel. Ugyanakkor figyelembe kell venni azt
is, hogy a savas és a lugos kozegben is hidrolizis kovetkezhet be, amelynek mértéke a pH értékétdl, az
Osszekeverést kovet6 idGtartamtdl és a hémérséklett6l figg. Ennek hatdsaval két esetben
szamoltam: a hidratalt, sztérikusan stabilizalt polialmasav-DPPC , valamint a CuO nanorészecskéket
tartalmazo lipid rendszer esetében.

Birdlom ,,Milyen hatdsa van az elektrolitoknak?” kérdését ugy értelmezem, hogy az a
hidratdalt DPPC molekuldk sokasdga, azaz a kettGsréteg és az elektrolitok kézotti
kélcsénhatdsra vonatkozik. Tovdbbd az elektrolitokat a fémsdk esetére sziikitem.



A DPPC molekuldk (molekuladinamikai szamitasokbdl jol ismert) térszerkezete olyan, hogy a
fejcsoport kolin része a zsirsavlancok régiéjahoz all kozelebb, mig a negativ toltés( foszfat csoport a
rétegnormalis iranyaban kifelé all. Ennek kovetkeztében a hidratdlt foszfolipidek felszine a pozitiv
toltésd kationokat, fémionokat adszorbedlja. A kationok fejcsoporttal torténé kolcsonhatasa er6s,
annak mértéke a kilonb6z6 kationok (fémionok) tulajdonsdgaitdl (dontGen toltéssiriségétdl) fugg.
Az egyérték(i fémionok gyengébben a kétérték(i fémionok erésebben kotédnek (evvel kapcsolatosan
a Hofmeister effektushoz tartozd ionok hatdsat, kiilénésen adott kation esetében (pl. Na*) az
ellenionok fajtainak szerepét kell emliteni). Az egyérték(i fémionok, kiilondsen extrém magas,
bioldgiailag nem relevans koncentracié tartomdnyban altaldban a rétegperidédus valtozasat okozzak.
A valtozdsok mértékét figyelembe véve a mi laboratdriumi berendezésiink feloldasa nem elégséges,
ezért ilyen jellegl vizsgalatokat nem végeztem. Kétérték(i fémionok a rétegrendszer szétcsatoléddsat
eredményezik, ezen feliil (a lipidek bioldgiailag relevans hGmérséklettartomanyaban) a kettdsrétegek
sikjdban a felllet periodikus mintazataban is perturbdciét idéznek el6. Kétérték(i és egyértékd
fémionok egylttes jelenlétében a kétértékl ionok hatdsat az egyértékli ionok learnyékoljak. A
rézionok fejcsoport kdzeli, pontos, atomi léptékd leirdsat a kisszogli szérassal nem lehet elvégezni. A
Cu”" ionra vonatkoz6 rezonans gorbék csak a kezdeti szdrasi tartomanyban voltak mérheték, ami arra
mutat, hogy a Cu®* ionok (pontosabban azok tobbsége) a szétcsatolt kettSsrétegek kozotti térrészben
talalhato (disszertacié 140. oldal). Cd* ionok esetében egyértelm( az eredmény; azok a fejcsoportok
fellletén és a szétcsatolt rétegek kozott helyezkednek el (disszertacido 119. dbra, A, betétabraja, a
hatarozottabb effektus a Cd*" ion nagyobb anomalis effektusanak kévetkezménye). A Cu®* és Cd**
ionok a kett6srétegek kozotti kdlcsOnhatdsdban okozott valtozasok szélesebb kord vizsgdlataval
Varga Zoltan Ph.D. munkadja keretében foglalkozott (disszertdciéban idézett [215] irodalom: Varga
Zoltan: Structural perturbations in phospholipid model membrane systems: The effects of
dihalogeneted phenol compounds and metal ions, Ph.D. dolgozat és tézis, 2009). Ebben a munkaban
a kisszogl rontgenszords és anomalis kisszogli rontgenszérds mellett molekula dinamikai
szamitdsokat és DSC valamint fagyasztvatoréssel kombinalt elektronmikroszképos maédszereket
alkalmaztunk. A CuCl, és Cd(NOs), rétegrendszerre gyakorolt hatdsat vizes valamint TRIS puffer
rendszerekben tanulmanyozta, tovabba a NaCl jelenlétének hatdsat is nyomon kovettik. A NaCl 0,5
M koncentracidban (Cu®*/DPPC=0,05 arany esetében tanulmanyozva) megsziinteti a rétegek
szétcsatolddasat, amit az 5 rendben jelentkez6 Bragg reflexidk is tanusitanak. Ezen felll az anomalis
kisszogl rontgendiffrakcidval a Cu®* ionok periodikus rétegszerl elhelyezkedését is bizonyitotta. A
Cu”" ionok fejcsoportjahoz valé kotédésével a szomszédos rétegek kozott elektrosztatikus taszitas 1ép
fel. Varga Zoltdn Goldstein elméleti munkajara alapozva megmutatta, hogy az elektrosztatikus
taszitds nagyobb, ha a feliilet hulldmos. Megallapitotta, hogy az el6atmenet és szétcsatolddas egyitt
jar (disszertacié: 113. &bra, és [236]: J. Phys. Chem. B 2008;112:8430-8434). Ertelmezte az
el6atmenet hmérsékletének, a Cu®* ionok jelenlétében megfigyelhets csokkenését. Megallapitotta,
hogy a CuCl, és a TRIS-Cu(ll) komplex jelenléte egyarant a rétegek szétcsatolédasahoz vezet. A TRIS-
Cu(ll) komplexszel kapcsolatos munkankat 2009 utadn folytattuk és a korabbi eredményeket
pontositottuk (az eredmények ismertetésére kilon részben térek ki).

5. A 2%-s polialmasav/DPPC rendszerrel kapcsolatban. Hovad tud kitapadni az anyag?
Hogy kertil a koleszterin a kettésrétegbe? Mekkordk a vezikuldk?

Az Osszedllitott rendszert (lipidet, PEG lanccal kapcsolt lipidet, koleszterint tartalmaz,
kozegként vagy tiszta vizet vagy puffert hasznaltunk), a felsorolt komponensek &sszegére
vonatkoztatva 1 — 2 tdmeg%-s koncentracidban készitettik. Ez egy szokdsos, elterjedt koncentracio.



A mintat hétornaval, razassal homogenizaltuk. A kialakulé vezikuldk formadja kiilonb6z6 és mérete
inhomogén eloszlasu volt. Elsé |1épésben 200, majd 100, és végil 80 um pdrusatméréjii polikarbonat
sz(ir6n (ez egy vékony, fehér hartya, ami egy vékony féliadarabra hasonlit) nyomtuk at az acélbdl
készitett extruderen, nagynyomdsu nitrogéngdz segitségével. A kitapadds a szlr6 feliiletén
kovetkezett be. Az egyréteg(i (unilamellas) vezikulak készitéséhez a koleszterin felhaszndlasa trividlis.
Erre a disszertdciomban a 3.2.4.3 Vezikuldk, mint nanohordozdk pontban egy sajat kozleményt, a
[129] -t adtam meg, a 4.6.2.4 Foszfolipidek pontban, mint ,kiegészit6 anyagok, pl koleszterin”-re,
valamint a 5.2.7 Polialmasavat tartalmazo egyrétegli vezikula jellemzése pontban ,sztérikusan
stabilizalt liposzdémak készitésénél szokasos komponenseket, aranyokat felhasznalva” (disszertacio
130. oldal) megfogalmazasokkal utaltam.

A polialmasavat tartalmazé, tobbségében egyrétegli vezikuldk sugara (Rq-al jel6lve) a kisszogl
gorbe illesztése alapjan Ro=33,7 +/-0,4 nm. A 3. tablazatban tévesen, [A] egységben szerepel.

6. Az 5.3. Nanoreaktorok pontban a Cu®* ionok hatdsdt vizsgdlja a DPPC/viz
rendszerekben kialakulé rétegszerkezetre, majd Iug hozzdaddsdval Cu(OH), és CuO
nanorészecskéket dllit el6 a lamelldk kézétti terekben; tovabbd a CdS nanorészecskék
kialakuldsat vizsgdlja DPPC/viz alapt liposzomdkban és Synperonic A7/viz rendszerekben. ...A
vizsgdlt rendszerekben milyen kémiai folyamatok valdszindsithet6k?

Az (ag)-val jelolt hidratalt formak a disszocialt formakat jeldlik, kiinduldskor a Cu* ionok a
fejcsoportoknal helyezkednek el.

CuClz (ag) + 2 NaOH (ag) — Cu(OH)z (s) + 2 NaCl (aq)
majd a rendszert melegitettik:
Cu(OH)z (s) — CuO (s) + H20 ()

Az elsé, idevonatkozd kdzleményben csak a nanorészecskék formaldddsanak tényét tudtuk
megallapitani ([238] Béta: J. Appl. Cryst. 2007; 40: 259-263). A tovabbi vizsgalatok soran a lipid
rendszerbél etanol alkalmazasaval kimostuk a részecskéket és tl alaku, a CuO-ra jellemzé
morfoldgidju részecskéket figyeltlink meg elektronmikroszkdp segitségével.

A Cd* ionokat tartalmazé rendszerben lezajlé reakcié:
Cd(NOs)2 (aq) + (NHa4)2S (aqg) — CdS (s) + 2 NH4NOs (aq)

7. A CdS nanorészecskék vizes DPPC ill. Synperonic A7 rendszerekben térténd
eléadllitasaval kapcsolatban. Mi befolydsolja valéjaban a primer nanorészecskék méretét,

e ses

A hidratalt DPPC rendszer esetében monoform, kozel gomb alaku részecskék kialakulasat
figyelttk meg. 0,01 és 0,05 Cd*/DPPC mdlardnyl rendszerekkel végeztem kisérleteket, de
megbizhaté anomalis effektust csak a nagyobb Cd**/DPPC ardny esetében nyertem. A disszertacid
119. és 120. abrajan mutattam be a modell-elképzelésemet. Valdszinlsitem, hogy a prekurzort
tartalmazé domének egymastdl flggetlenek és kiterjedésiik hasonld, ami alakra és méret nézve
relative hasonlé részecskék kialakulasat biztositja.

Synperonic A7 alkalmazdasaval heterogénebb alaku és méretl részecskék keletkeztek. Azt
tapasztaltam, hogy a rendszer réteges szerkezetében a Cd**/Synperonic A7 arany, a réteges szerkezet
allapota (=t6redezettsége: a rétegek halmazabdl all6 domének redukdlt vastagsdga és redukalt
laterdlis kiterjedése) valamint a rendszerre kifejtett kiils6 nyirds befolydsolja a részecskék méretét és



morfoldgidjat. A nanoreaktorok ,falai” , a reakcidé térrészeket egymastdl elvélasztd hidratalt
kett&srétegek hdldzata valdszinlileg megakadalyozza, hogy nagyobb méretl egykristalyok alakuljanak
ki és vagy a kicsiny méret(i nanocsiradk 6sszendjenek (disszertacié 130. oldal).

Az altaldnos észrevételekkel kapcsolatban:

A disszertacio a kisszogl rontgenszoras alkalmazdsat térgyalja kilénb6z6 kolloid
rendszerek esetére. A kisszogli szérds, mint médszernek a lehet6ségei keriltek bemutatdsra. A
rendszerek el6allitasa, részletes bemutatdsa nem volt célom. A disszertdcié igy is ,terjedelmes” jelz6t
kapott. Ha a biraldm véleményét szem el6tt tartottam volna, akkor annak terjedelme 30- 50 oldallal
lett volna t6bb. Evvel pdarhuzamosan a kisszogl szérds, mint mddszer ismertetése kisebb sullyal
szerepelne. (Disszertaciom masik két birdldja inkabb tovabbi kisszogli szérassal kapcsolatos elméleti
és gyakorlati problémak kifejtését latta volna szivesen, ami az én eredeti szandékomhoz is kozelebb
esik.) Elismerem, hogy a megfogalmazott problémdk, feltett kérdések fontosak, de a disszertacid
szempontjabél marginalis jellegliek. Az ismertetett rendszerekkel kapcsolatos eredmények egy
kivételével mar kozlésre keriltek. Kozleményeim hivatkozdsaiban szerepelnek azok a munkak,
amelyek a hidnyolt részleteket targyaljak. Az elektrolitokkal kapcsolatos, biralom 3altal leirt
problémak megoldasara a kisszog(i rontgenszoras (anomalis kisszogli rontgenszoras/diffrakcid) csak
(erésen) korlatozott mértékben alkalmas, amit birdlom meg is jegyzett (,,A hasznalt médszerek nem
alkalmasak a kémiai valtozasok kimutatasara.”). Ugyanakkor tény, hogy a targyalt rendszerekben
eloszlatott fém ionokbdl kompakt nanorészecskék allithatdk el és azok a kisszogli rontgenszéras
madszerével hatékonyan vizsgalhatdk (kilondsen alkalmas az anomalis technika, mert mindenfajta
elvdlasztas nélkil végezhetd el a méretjellemzés). Birdldmnak arra az észrevételére, amely szerint a
TRIS és a Cu* ionok kozotti komplexképzédés a dominans (valamint arra a megjegyzésére, hogy a
,kapcsolodo, igen gazdag irodalmi hattér alapjan tisztazni kellett volna.”), kilén ki szeretnék térni. A
disszertacidban szerepel (Varga Zoltannal kozos kdzlemények, valamint Ph.D. dolgozata), hogy a Cu**
ionok erésen kotédnek a fejcsoport régidhoz. A TRIS molekuldk hidratalt DPPC rendszerben szintén a
fejcsoport foszfat csoportjdhoz kotédnek. ([235] : Kardcsony, Mihdly, Béta: A Tris pufferendszer
hatasa. Kémiai Panorama. 2012; 8(4):34-39., ezt kévetSen Karacsony Zsuzsanna (fizikus hallgatd):
lonok hatasa hidratalt foszfolipid kett&srétegek szerkezetére, Diplomamunka, BME, 2012.
témavezet6: Bota A., Mihaly Judith), Mihaly, Karacsony,Németh, Wacha, Béta: The effect of TRIS
buffer on DPPC-water system, kézirat, bekildés el6tt). Az atomi szintl informaciokat ATR-IR
spektroszkdpiai madszerrel nyertiik, DSC, kis és nagyszogl rontgenszorassal, fagyasztvatoréssel
kombinalt TEM, valamint DFT elméleti szamitasokkal és spektrumértelmezésekkel kiegészitve. A
fejcsoport rezgések kozll a hidrataciora leginkdbb érzékeny aszimmetrikus foszfatrezgések a
jellemzéek, a kilonb6z6 vendégmolekuldk jelenléte nem valtoztatta meg a foszfolipid hidrataltsagi
fokat. Kivételt képez a NaCl oldattal készitett DPPC rendszer: Na® ionok kdélcsdnhatéasba léphetnek a
foszfat fejcsoportokkal, kis mértékben dehidrataljak azokat. (Természetesen elektrolitok esetében
azok ionjainak hidratalt formaira gondolunk, pl ez sdsav esetében is trivialis). Az alacsonyabb
hulldmszamu szimmetrikus viPO, rezgés Osszetettebb, atlapolddhat az azonos tartomdanyba esé P-
(O-C), rezgéssel. A vallként megjelend sdv az R-O-P-O-R’ diészter-foszfat rezgéséhez rendelhetd. A
TRIS puffer jelenlétében a diészter rezgésénél egy tovabbi vall jelenik meg, ami a TRIS és a
foszfatcsoport kozotti lokalizalt kolcsénhatasra utal. Erdekes mdédon ez a kolcsonhatds NaCl
jelenlétében erésebb. Ezek alapjan a vizes rendszerben ismert TRIS — Cu(ll) komplex mindkét tagja
ugyanarra a helyre kotédik preferdltan, ami arra a kdvetkeztetésre vezet, hogy a komplex széteshet.



Ugyanakkor az ESR mérések - Birdlom véleményével teljes 6sszhangban - azt igazoltak, hogy a TRIS —
Cu(ll) nagyon erés komplex. 5 tdomeg%-ban készitett DPPC rendszer ESR jele olyan, mintha a lipid ott
sem lenne. Az ESR jel (legaldbb 90%-ban) a komplex dominancidjat mutatja. A két modszer
eredményeinek figyelembevételével emlitettem disszertacidmban a TRIS és a Cu®* konkurencidjat.
Elismerem Birdldm jogos kritikajat — ilyen értelemben disszertaciém hianyossagat -, hogy a Cu** ion
hidratalt DPPC rendszeren belili elhelyezkedését tisztazni kell.

Megkoszonom Birdldmnak hasznos, gondolatébreszt6 észrevételeit, kérdéseit és a
disszertacio értékelésébe fektetett munkajat.

Tisztelettel és koszonettel:

Bdta Attila

Budapest, 2013. 10. 12.



