Valasz Zimanyi Laszldnak az MTA doktoranak disszertaciomrél készitett biralataban feltett kérdéseire
és megjegyzéseire

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

1. A pordzus, fraktdlszer(i aktivszén mintdkkal kapcsolatos kérdés. Altaldnosithaté-e a modszer egyéb
pordzus anyagokra is? Kiilbnésen érdekelne, hogy alkalmas lehet-e a rontgenszords mdodszere
porozus szilicium részecskék vizes oldatdnak a szerkezeti jellemzésére.

Az egykristdlybdl elektrokémiai maratdssal el@allitott pordzus szilicium mindkét fajtdja (a
szivacsos és az oszlopos) tanulmanyozhatd kisszogli rontgenszdrassal.

A pordzus réteg vastagsdga 100 pm korili. Roncsoldsos mddszerrel ez a réteg
tanulmanyozhatd. A réteget elvdlasztva, azt aprd darabkakra (d <10 pm) Grolve transzmisszids
technikaval tanulmanyozhatd a porozitds, a pérusok és a pdrusok kozotti atlagos falvastagsag.
Tekintettel arra, hogy a rendszer pdrusainak atlagos kiterjedése 100 nm korili, a rontgenszorassal a
kis sz0gek tartomanydban vérhatd informacié (ultra kisszogli rontgenszoras) (utalnék disszertaciém
24. oldalan bemutatott 11. dbrajara).

A masik, lehetséges mddszer a reflexid, pontosabban a surléddé beesési kisszogl szords
(GISAXS). Ebben az esetben a kiterjedt minta lapocskajat kell a nyaldbba helyezni és a kétdimenzids
szOrdsi képet adott beesés(i szogek (tipikusan 1, 3, 5°) mellett rogziteni. Megjegyzem, hogy a szorasi
kép értelmezése jéval komplikaltabb, mint a transzmisszids esetben. Ennek a mddszernek elénye,
hogy nem kell a mintat roncsolni.

Tovabbi lehetéségként kindlkozik a porusok kiilonbozé elektronstriségli anyagokkal vald
feltoltése a porusrendszer pontosabb leirdsa céljdbdl (kontrasztvariacids lehet&ség). A GISAXS
madszer szinkrotronos mérGhelyet igényel.

A viz jelenléte esetében tekintettel kell lenniink annak réontgenabszorpcidjara. 8 keV —os
nyaldbenergia esetében a vizréteg vastagsaga ne haladja meg az 1 mm-t.

2. A kloroplasztiszok granum- és sztromamembrdnjaival kapcsolatos, Garab Gy6z6 munkdssdgdra
utalo felvetés. Ldt-e lehetbséget a szerz6 arra, hogy a kis- vagy nagyszdgli rontgenszdrds mddszerével
érdemben hozzd tudna jdrulni e szerkezetvdltozdsok jellemzéséhez?

Igen. Harom éve kezd6dott el a kézos munkank Garab Gy&z6vel és munkatdrsaival. A
természetes membranok tanulmdnyozdsa nagy kihivast jelent. A prepardlasi nehézségek, valamint az
eddig haszndlt laboratériumi eszkézokkel nyert szdérasgorbék réskorrekcidjanak nagyfoku
bizonytalansaga jelentik a legnagyobb gondot. K6z6s munkdnkban az attorést az altalunk épitett
,state of arts” szintl SAXS berendezés jelenti, ami kozelitSleg szinkrotronndl elérheté minéségli
szOrdsgorbéket szolgaltat.

3. A diklérfenol DPPC/viz rendszerre gyakorolt hatdsdval ésszefiiggéen a természetes membrdnokban
el6fordulé kinonok tanulmdnyozdsa. Tudjuk azt, hogy a kinonok funkciondlis szempontbdl
csoportosuldst, u.n. ,,pool”-okat alkotnak a membrdnban. Erdemes lenne a jeldlt dital alkalmazott
technikdkkal megvizsgdlni, hogy a kinon ,, pool”-ok nem jelentenek-e egyben térbeli csoportosuldst a
membrdn egyes térrészeiben.



A felvetett problémaval biztosan eredményesen tudnank foglalkozni. Els§ fazisban a
disszertacioban  érintGlegesen  emlitett  molekulamechanikai és  molekula  dinamikai
modellvizsgdlatokat alkalmaznank, amellyel tisztazni lehet, hogy a kinonok, mint ,vendég (guest)”
molekulak, és/vagy ,vendég — gazda (host)” kozotti kolcsdnhatds eredményeképpen milyen
csoportosuldsok alakulhatnak ki. A ,pool”-ok létrejotte valdszinlileg elegend6 elektronsirliségd
kontraszt kialakuldsaval jar, ami feltétele a kisszogli technika eredményes haszndlatanak. A
spektroszkdpiai valamint elektronmikroszképpal (fagyasztvatorés utdn) kiegészitett eredmények
feltételezhet6en elegendd informacidkkal szolgalndnak a rendszer jellemzésére.

4. A 107. oldalon Ildthaté 80. dbrdval kapcsolatos kérdésem. Honnan lehet tudni, hogy a DCP
(=diklérfenol)/DPPC rendszer feliiletén fagyasztva téréssel Idthatévd tett hibahelyek, hexagondlis
szerkezetek kérnyezetében megnétt a diklérfenol ardanya?

Fontos tény, hogy a rendszer gyengén els6rendd (majdnem folytonos) fazisatmeneti
allapotban van, ami nem kovetkezik be a ,gazda” DPPC/viz rendszerben. A 80. abran olyan
alakzatokat lehet megfigyelni, ami a DPPC/viz rendszerben nem fordul el§, tehat a DCP hatasanak
tulajdonithatd. Az emlitett sajatossagokat fellleti mintazatokként értelmeztem és nem szerkezetként
(ezek nem hexagonalis szerkezetek). A hulldmos gél szerkezet a gél szerkezetbdl alakul ki, fellleti
hulldmok kialakuldsaval kisérve. A spektroszképiai vizsgalatok igazoltdk, hogy a DCP a lipid molekulak
nyaki részéhez illeszkedik (amit a DCP kémiai karaktere alapjan jogosan fel is tételezhetiink). A DCP
magyardzni a sajatos fellileti mintdzat kialakuldsat. A rendszer réteges szerkezet(i, ami nem
centroszimmetrikus formaba (mint egy sokrétegi liposzéma), hanem csé6 alakjaba van feltekeredve,
ahogy az a 80. abra baloldali képén latszik. A réteg fellilete lathato kinagyitva a 80. abra jobboldali
képén. A bemutatott morfolégia nem tipikus, hanem lokalis, ,kilonleges” képz6dmény. Ennek
kisszogl rontgenszorassal megfigyelhetd kovetkezményét nem tapasztaltam. Egyébként, domindns
12-14 nm periddusu feliileti hulldm (ami a Pg fazisban jelen van) diffrakcids jelét a kisszogi
szorasgorbén kvazi Bragg cslucsként detektdlhatd (csak megfelel§ jel/zaj viszonyU szinkrotronos
berendezés alkalmazasaval).

e ses

alakul ki. Ugyanakkor a mérések illesztése a 85. dbrdn mintha azt mutatnd, hogy a DBrP szennyezé
rétegeinek dtlagos tdvolsdga nem vdltozik, csak az eloszldsdnak szélessége csékken az dj fazisban. Ez
ellentmondani ldtszik a kettdsréteg elvékonyoddsdnak; kérem, hogy a szerzé ezt diszkutdlja.

A kettGsréteg Osszetolt gél fazisban torténé elvékonyodasat a 84. abran bemutatott
szorasgorbe minden kétséget kizaréan mutatja (jobb oldali, felsé abra). A lipid kett6sréteg tavolsaga
egyértelm(. Probléma a DBrP molekuldk elhelyezkedése. A 85. dbra az anomalis modszerrel (ASAXS)
nyert eredményt tartalmazza: csak a DBrP molekuldk részecskeslir(iségére vonatkozik. A 85. dbra azt
mutatja, amit Biraldm kiolvasott, azaz a DBrP szennyez6bdl all6 rétegek atlagos tavolsaga lényegesen
nem valtozik, csak az eloszlasanak szélessége csokken az Osszetolt fazisban. Ez nincs
ellentmondasban a kett&sréteg elvékonyoddasaval; ez azt jelenti, hogy az ASAXS mddszer alapjan a
DBrP molekulak a lipidek fejcsoportja altal alkotott sik kiils6 oldalan vannak.

Ez az ASAXS eredményre vonatkozik, kontrasztvariacids modszerrel a DBrP molekuldk atlagos
tavolsaga 3.4 nm helyett 2.5 nm. A jelent8s eltérést a 111. oldalon diszkutdlom, a probléma tovabbi
részletes ismertetése a disszertacidban idézett [214]. cikkben taldlhaté (Varga, Béta, Goerigk:



Localization of dihalogeneted phenols in vesicle systems determined by contrast variation X-ray
scattering. J. of Applied Crystallography 40 (2007) 205-208.).

6. Eukariéta membrdnokban, féleg plazmamembrdnokban, gyakori a lipid tutajok megjelenése. A
szerzd dltal alkalmazott réntgenszdrdsos technikdk mennyiben tudnak, vagy tudndnak informdciot
szolgdltatni a lipid tutajok kialakuldsdra, szerkezetére, tulajdonsdgdra?

A bioldgiaban fontos szerepet jatszo lipid tutajok megfigyelését eddig FRET (fluorescence
resonance energy transfer), SPT (single-particle tracking), multi foton laser scanning mikroszkdpias,
NMR és AFM nagymlszeres moddszerekkel végezték. A lipid tutajok méretével és Osszetételével
kapcsolatban két szélsGséges feltételezés terjedt el: nagyméretld (> 50 nm), koleszterinben és
szingolipidekben gazdag, illetve dinamikusan képz8dé kicsiny (<10 nm) domének léteznek. Altaldban
a lipid tutajok 10 - 20 nm laterdlis kiterjedés(, alapvetGen réteges szerkezetli domének. A lipid
tutajok Osszetétele valtozé, a hordozd gazdamembrdn Osszetételétsl fligg. A probléma innen
szarmazik; ugyanis ha a lipid tutajok 0OsszetételébSl adddd, kornyezetéhez viszonyitott
elektrons(rlség kontraszt, a mérés adta feloldds adta szintet nem haladja meg, akkor nincs esélyink
a rontgenszérassal torténé megfigyelésre. A kontraszt novelésére a neutronszéras tobb lehetdséget
kinal, mint a rontgen. Japan kutatdk egyrétegl vezikuldkban formalddé koleszterinben gazdag lipid
doméneket (tutajokat) jellemeztek kisszogl neutronszéras felhasznaldsaval (Masui, Urakami és Imai:
Nano-meter-sized domain formation in lipid membranes observed by small angle neutron scattering,
European Physical Journal, E, 27 (2008) 379-389.). Unilamellas vezikuldk laterdlis inhomogenitasanak
vizsgdlatat személy szerint én is tervezem. A vizsgalatok kezdetének tekinthetS a disszertacio 5.2.7
pontjdban bemutatott, polialmasav tartalmu egyrétegl vezikuldk jellemzésével foglalkozé munka.
Egyébként a lipid tutajok, és evvel kapcsolatban a koleszterin jelenléte altal befolyasolt, egyidejlileg
jelenlévé kiilonb6z6 mezomorf szerkezetd lipid-domének rontgenszorasssal torténd vizsgalataval mar
foglalkoztam (Szegedi, Béta: Effect of cholesterol on the structure of the fully hydrated dipalmitoyl-
lecitin/water liposomes int he pretransition range, HASYLAB/Desy report, 2003.). A téma folytatdsat
a 2. kérdésre adott vélaszban emlitett SAXS berendezésiink jelenti, ami kozel szinkrotronnal elérheté
preciz szérdsgorbéket ad.

7. A szerz6 vizsgdlja tébb antimikrobidlis hatéanyag hatdsdat mind a humdn plazmamembrdn, mind a
bakteridlis sejtmembrdn lipidésszetételhez hasonlo ésszetételli liposzomdk szerkezetére. Ezekrél az
antibiotikumokrdl azonban tudott, hogy hatdsukat nem — de semmiképpen nem elsésorban — a
sejtmembradnra fejtik ki, hanem a folsavszintézist, illetve a fehérjeszintézist gdtoljdk. Rdaddsul a
kisérletekben alkalmazott antibiotikum/lipid ardnyok, illetve bizonyos esetekben a h6mérséklet, nem
tiinnek relevdnsnak biolégiai szempontbdl. Ezeket az eredményeket én csak fizikai kémiai
érdekességiik alapjan tudom értelmezni.

Birdldomnak igaza van: az antibiotikumok nem els6sorban a membranra fejtik ki a hatdsukat. A
munkdakat gyakorlati orvosi megfigyelés inspirdlta, Dr. Kocsis Béla a pécsi orvosi egyetem,
Mikrobioldgiai és Immunoldgiai Intézetének, nagy nemzetkdzi tekintélynek orvendd, vezet6 kutatd-
orvosaval folytatott beszélgetések soran fogalmazédott meg e fizikai-kémiai jellegli munkdknak a
célja. Az antibiotikumok hatdsa ugyan ismert, de hogyan jutnak be e molekuldk a baktériumba?
Képesek-e az antibiotikumok a plazmamembran kett6srétegének ,fellazitdsara”? Hasonld kérdések
meriltek fel a lipid-lipopoliszacharid rendszerekkel kapcsolatban is. A munka két bioldgus Ph.D.
hallgatémmal (Urban Edit, Oszlanczi Agnes), és Kocsis doktor mikrobioldgiai tdmogatasaval folyt.



Urban Edit doktori dolgozatanak biraldja Garab Gy&z8 volt. O rogton felismerte a vizsgalatok
jelent6ségét, a ,kettGsréteg” és ,nem kett6sréteg” lipidek eltérd szerkezetformald hatdsanak, a
membran transzportfolyamatokban jatszott szerepének tisztazasat. Biraldmnak fenntartdsat
megértve, azért még a kovetkez6 érveket hoznam fel. 1) A rendelkezésre all6 sajat kisszogl
berendezéssel csak szignifikdns szerkezeti valtozasokat lehetett tanulmanyozni, tehat sokrétegl
modellmembran rendszereket kellett valasztanom a biolégiailag relevans egyrétegli modell vagy a
valds rendszerekbdl preparalt membranképletek helyett. 2) A valds rendszerekben sok esetben nem
ismeretes a vendégmolekuldk lokalis koncentraciéja. Ha a lokalis koncentrdcid nagy, akkor annak
jellemezése a kisérletileg nagy vendégmolekula/lipid arannyal rendelkez6 modellrendszerben
torténhet meg (disszertaciom 3.2.4.2 fejezetének bevezet§ szakasza). 3) Laboratoriumi
berendezésiink vonalfékusza sugdrnyaldbbal volt felszerelve, tehat a bioldgiai rendszerekben
varhatd, gyenge effektusok észlelésére alkalmatlan volt. 4) Valdban a fizikai-kémiai tulajdonsagok,
pontosabban a kisszégl szorassal tanulmanyozhaté nanoszerkezetek leirdsa volt a f6 célom.
Munkamat kissé izoldltam végeztem (inspirdciét a gréci Biofizikai Intézetben szerzett tapasztalatok
jelentették), ezzel magyarazom a konkrétabb bioldgiai jelenségek és fiziko-kémiai tulajdonsagok
kozotti szorosabb kapcsolatok hianyat.

A hémérséklet valtoztatdsanak lényege, hogy a fazisdtmenetet kikényszeritsik a
rendszerben, igy a lipideknél ismeretes effektiv alakvéltozassal jaré, nanoszerkezetbeli véltozasokat
koévetve, a rendszerrSl tobb informaciét szerezhessiink. A magas hémérséklet bioldgiai rendszerek
szempontjabdl sem irrelevans. Példaul, a bakteridlis lipid rendszereknél a 60 °C feletti hémérséklet a
sterilizdlassal jard valtozdsokat érinti. Baktériumokbdl prepardlt membranképletek termikus
vizsgdlatanal tapasztaltuk, hogy a membran fehérjék denaturaléodasat a lipid kettGsréteg
fazisatalakulasa el6zi meg, a két folyamat a 62 — 70°C-os h6mérséklettartomanyban kdvetkezik be.

8. Ugyanakkor érdemes lehet vizsgdlni (..), a kaotrop és kozmotrop sok esetleges hatdsdt a
membrdnszerkezetre. A Hofmeister effektus szerint a kiilénb6z6 makromolekuldkra és
membrdnszerkezetekre a kaotrop sok lazitd, a kozmotrop sdk stabilizalo hatdst fejtenek ki. Ez
megnyilvdnulhat pl. a fehérjék szerkezeti stabilitdsaban, de elképzelheté, hogy a tiszta lipid
membrdnokéban is, és esetleg Idthatévd lehetne tenni a liposzomdk réntgen-diffrakcids és
kalorimetrids vizsgdlatdval. Végzett-e a jel6lt ilyen tanulmdnyokat, vagy tud-e ilyen eredményekrél az
irodalombdl?

A Hofmeister effektust még nem vizsgaltam. Ugyan, ezt Dér Andrdssal (SZBK) évek 6ta tervezgetjiik.
Ezzel kapcsolatban hasonld a véleményem, mint a kordbbi kérdésekre adott valaszoknal, hogy az Uj
SAXS berendezésiinkkel valtunk technikailag alkalmassa a birdlom altal emlitett jelenségek
tanulmanyozasara. Tovabba a termikus vizsgdlatok mellett, kutatdcsoportunkban a Hofmeister
effektus vizsgdlatat, spektroszkdpiai mérésekkel valamint molekulamechanikai és molekuladinamikai
szimulacidéval egészitenénk ki. Utdbbi, atomi l|éptékad vizsgdlatok a lokalis elektrons(ir(iség
meghatarozasat tennék lehetévé, amellyel a kisszogli szorasi gorbék modellezését, azaz értelmezését
kénnyitenénk meg. Szamos, Hofmeister effektussal kapcsolatos eredmény taldlhaté az irodalomban.

példaul:

Clarke RJ, Lupfert C.: Influence of anions and cations on the dipole potential of phosphatidylcholine vesicles: a
basis for the Hofmeister effect. Biophys J. 76(5) (1999) 2614-24.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clarke%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10233076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=L%C3%BCpfert%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10233076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10233076

Hadorn, M., Boenzli E., Eggenberger Hotz, P: A Quantitative Analytical Method to Test for Salt Effects on Giant
Unilamellar Vesicles, Nature-Scientific Reports, 1, 168 (2011), doi:10.1038/srep00168

Aroti A., Leontidis E., Dubois M and Zemb T: Effects of Monovalent Anions of the Hofmeister Series on DPPC
Lipid Bilayers Part I: Swelling and In-Plane Equations of State, Biophys J. 93(5) (2007) 1580-1590.

Rappolt M., Pabst G., Amenitsch H., Laggner P. Salt-induced phase separation in the liquid crystalline phase of
phosphatidylcholines Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects , 183-185 (2001) 171-
181.

Az elsd kettd a téma feldolgozasaban ad tampontot, mig az utolsé kett6t a kisszogl széras/diffrakcid
alkalmazasat mutatja be. Az utolsé hivatkozasban kozolt adatok mindsége, a leirt adatfeldolgozas
demonstrdlja, hogy preciz, pontfokuszi geometridval felvett szOrdsi gorbékre van szilikség.
Laboratériumi vonalfékuszud rontgenberendezés nem volt idedlis eszkdz a Hofmeister effektussal jaré
szerkezeti valtozdsok kdvetésére.

9. A liposzomdkban, mint nanoreaktorokban elédllitott kadmium-szulfid nanorészecskéket a szerzé
izoldlni is tudta. Kar, hogy ennél ldtszélag nem ment tovdabb, nem jellemezte a nanorészecskéket pl.
fényelnyelés és fényemisszio szempontjabdl. Nem teljesen vildgos szadmomra, hogy mi a jelentésége a
liposzomdk kettésrétegei kbzotti térnek, mint nanoreaktornak. Van valami kiilénbség az itt elédllitott
CdS részecskék és egyéb modszerekkel (oldatban, homogén vizes fdzisban) elédllitott CdS részecskék
kézétt? Van-e gyakorlati jelentésége vagy el6nye a liposzomdkban térténd szintézisnek.

A nanorészecskék széleskorl vizsgdlatat elvégeztik (fényelnyelés és fényemisszio). A
vizsgalatok egy része a megadott irodalomban van (Jakli, Taushanoff, Béta és mtsai, US Patent [245]),
de nagy részik még nem kerilt publikdlasra. A disszertaciéban a kilonb6z6 rendszerek kisszogl
szOrdsi jellegzetességeinek bemutatdsara torekedtem, ezért nem szerepelnek a hidnyolt
eredmények. A liposzomak kettdsrétegei kozotti térben, szeparaltan talalhaték a prekurzor ionok
(ebben az esetben a Cd*" ionok). Ezaltal a képz6d6 nanorészecske Cd tartalma, igy mérete is limitalt.
(Ez a nanoreaktor lényege.) Ezt a disszertacié 46, 47. oldalan kivantam megvilagitani. Homogén
fazisban nem nanorészecskék, hanem lényegesen nagyobb részecskék alakulnak ki. Liposzomaban
torténd el6allitas sordn a CdS nanorészecskék feliletét spontan mdédon foszfolipid réteg vonja be,
ami a részecskéket stabilizdlja. (Az elGallitds utan a DPPC/CdS vizes rendszert szaritdszekrénybe
raktam /kb 80°C, és kiméletesen megszaritottam. A széradt lipid/CdS rendszert alkoholban
szuszpendalva, ultracentrifugdlds utan a lipid nagy részét tartalmua fellluszot eltavolitottam. Az
alkoholos szuszpenzié beszaritds utan vizben kdnnyen szuszpendalhaté volt és stabil (nem Glepedd,
nem aggregalddd) vizes CdS nanorészecske szuszpenziot nyertem.)

A konkrét kérdésekre adott valasz utdn még egy szdamomra fontos, biralom 4altal tett
kijelentésre szeretnék reflektalni, konkrétan , A masik terllet a bioldgiai jelentGséggel (noha erGsen
korlatozott jelentGséggel) is bird liposzdmak szerkezeti vizsgalata” véleménnyel kapcsolatban. A
mérési modszer fejlesztése, a jelenlegi miiszeres hattér adta lehet6ségek, valamint sokrétegl
vezikuldkkal szerzett tapasztalatok adtdk az alapot a jelenlegi munkakhoz. A disszertacidban
bemutatott egyrétegli vezikuldak tulzds nélkil nagyon nagy jelentGséggel birnak. A hatdanyagok
szervezeten beliili célzott bevitelére alkalmas nanohordozdk jelentds része vezikula. Tehat e
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rendszerek kutatdsa mind gydgyszeripari mind orvosi szempontbdl kiemelt fontossagu, tovabba a
biolégiai képalkotasban is nélkiilozhetetlen szerephez jutottak. Ehhez kapcsoléddan osztélyunk a
kovetkez6 munkdkban vett részt: ,Nanorészecskéhez kotott molekuldrisan célzott daganatellenes
jelatviteli gyégyszerhatdanyag és kapcsolédd diagnosztika integrdlt fejlesztése” cimd Kutatas-
fejlesztési Palyazat, 2008-2012., ,Intelligens nanoszenzor fejlesztése az ionhdztartds folyamatainak
szubcelluldris szintl diagnosztizalasdara” cimld Kutatads-fejlesztési Palydzat, 2009-2012., a
gyogyszergyarral folyd kutatasok 2010-ben kezd6dtek. A legutébbi két évben — minden bizonnyal sok
meglepetést tartogaté — természetes vezikuldk, uUn. exoszomak jellemzése irdanydba fordult
érdeklédésem.
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