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Zarojelentes a ”Toxikus molekulak és nehézfem ionok hatasa medellmembran
rendszerekre” T 0430055 szamu OTKA kutatasrél (2003-2005.)
Bdta Attila BME, Fizikai Kémia Tanszék

Kéres:A kutatas anyagabdl , a megjelent 12 kozleményeken feliil 3 kézirat keszilt el és még 3
van el6készités alatt. Kérem a mindsitést a és6bb megjelent kozlemények alapjan mddositani.

Bevezetés

A lezérult OTKA (T 43055, 2003-2005.) tevekenységem két korabbi OTKA palyazatomra és
egy Német-Magyar Bilateralis Kutatasi és Technoldgia egylttmikddésre alapult. 1995 6ta
rendelkezik tanszékink kisszogti rontgenberendezessel, ami munkaim f6é vizsgalati modszere
lett. A ,,Hibahelyek hatésa liotrop rendszerek fazisatmenetének lefolyasara” (T 014396, 1994-
1996.) a vezikulak (mas szdval liposzomak) egyik jellemzé rendszerének, a dipalmitoil-
foszfatidil-kolinbdl (DPPC) és vizbél allo tipusanak a szerkezeti sajatsagait tanulmanyoztam.
A »Kolloidrendszerek szerkezetvaltozasainak in situ nyomon kovetése Kisszogi
rontgenszorasos modszerekkel” cimii (T 026332, 1998-1999.) OTKA tamogatas lehet6séget
adott a rontgenvizsgalatok mérési maddszerének kibévitésére mas technikakkal torténé
kombinalasra. A TET egyittmikodés (TET, témavezets: Bota A., 1999-2002) soran indult el
a toxikus halogénezett fenolok sejtmembranra kifejtett hatdsanak liposzomakon, mint
modellrendszereken torténé vizsgalata.

A kutatasi munka soran vizsgalt rendszerek:

2,4-diklorfenol, 2,4-dibrémfenol, szulfadiazin, sztreptomicin, tobramicin, spektinomicin,

a Salmonella minnesota Re 595 mutans baktériumtorzsbol eléallitott lipopoliszacharid
(endotoxin), aréz (I1), a cink (I1) es a kadmium (11) ionok, mint toxikus hatasu molekulak
illetve ionok a DPPC, DPPE, DPPE-DPPG, DPPE-DPG, DPPE-DPPA lipidalapu
liposzdmakban, valamint a Synperonic(A7)- viz rendszer.

Felhasznalt mddszerek: kisszogi rontgenszoras (SAXS), nagyszogt rontgenszoras (WAXS),
anomalis Kkisszogli rontgenszords (ASAXS), kalorimetria (DSC), fagyasztva torés és
elektronmikroszkopos vizsgalat (TM) valamint kvantumkémiai, molekuladinamika és
szoraselméleti szamitasok.

Az eredmények ismertetése elétt, a birdld munkajanak megkdnnyitése érdekében, rdviden
0sszefoglalom a vizsgalt rendszerek tulajdonsagait.

A biologiai membranok altalanos szerkezeti sajatsdga a lipid molekulak
onszervezoédesekent  kialakult  kettosréteg, mely sok més komponenssel is kiegészil.
Osszességében a biomembranok igen Osszetett, nagyszam( paraméterrel rendelkezd
rendszerek. A nagyszamu paraméter egyidejii megfigyelése és hatasainak figyelembe vétele
nem lehetséges, de ,,modell” rendszerek vizsgalataval kovetkeztethetiink a valéos membran
kettésrétegének tulajdonsdgaira, az abban lezajlé folyamatokra. A leginkdbb vizsgalt
modellmembran rendszerek szintetikus lipidekbol és vizbol allnak. Az ¢él6 szervezet
sejtmembranjait modellezhetjuk liposzémakkal, mivel a liposzoma alapegységének, a kettds
lipidréteg szerkezete azonos a biomembranok strukturalis felépitésével. A liposzomak olyan
gombszimmetrikus alakzatok, amelyekben a viz és a foszfolipid kettésréteg valtakozd
héjrendszert épitenek ki. A multilamellas liposzomékban a rétegek szama 20-500 kozott
valtozhat. A lipidek elegyedési tulajdonséga, vagy ennek ellenkezéje visszavezetheté a
fejcsoportok természetére és a lipidek molekularis geometriajara. Geometriailag hengeres
alakliak azok a telitett zsirsavlanccal rendelkezé lipidek, melyek poléaris fejcsoportjanak
keresztmetszeti terlilete megegyezik az apolaris szénhidrogén lanc régid keresztmetszeti
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teruletével. Ezek az un. ,kettésréteg lipidek”, azaz alakjukbdl kdvetkezéen vizes kdzegben
spontan modon kettés rétegii, lamellaris szerkezetet formalnak. Ezzel ellentétben azok a
lipidek, melyeknek kisebb a fejcsoport atméréje, mint a zsirsavlanc régiéé, geometriailag egy
csonka kuphoz hasonlitanak. Ezek a lipidek, lamelléris helyett nagyobb gorbileti - példaul
inverz hexagonalis (Hy) vagy kobos- lipid struktdrat vesznek fel. Ebbél a tulajdonsaghol
adoddan ,,nem kettésréteg” lipideknek is nevezik oket. Az ilyen csonka kip geometrigju
lipidek vizben, annak fiziko-kémiai tulajdonsagatol illetve koncentraciojatdl fiiggoen,
alakithatnak ki inverz struktarékat. Amennyiben a lipidek fejcsoport &tméréje nagyobb, mint
a szénlanc régidé, akkor polaris olddszerben diszpergéalva ezen molekulakat, hexagonalis (H,)
struktura kialakuldsa varhatd. A foszfolipidek fizikai karakteriz&cidja, azaz a kialakult
mikrostruktura szerkezetének ismerete nagyon fontos ahhoz, hogy pontos kdvetkeztetéseket
vonhassunk le a valodi membranokban is kialakulo kilonb6zo szerkezetti mikrodomének
funkciojaval kapcsolatban, és tagabb értelemben a valés membranok e tulajdonsagan alapulo
miikddési mechanizmusat illetéen.

A legtobb bioldgiai membran precizen Ugy szabalyozza a foszfolipid dsszetételét, azaz
a ,kettosréteg” és ,,nem kettosréteg” lipidek aranyat, hogy az éppen a lamellaris- nem
lamellaris fazisatmenet hataran legyen. A ,,nem Kkettésréteg” molekulak a membran egyes
részein felhalmozodnak és ott megndvelik a lipidrétegek gorbiletét, igy el6segitik a
membranban a nem lamellaris forma kialakulasat. A biologiai membranok e tulajdonsaga
elengedhetetlen a megfelelé miikddéséhez, mint példaul a membranfazios feladatok tokéletes
biztositasdhoz vagy egyes membranhoz kotott enzimek aktivitasanak befolyasolasahoz.

Bizonyos anyagok, idegen (altaldban a sejt szaméara mérgezé) molekulédk biologiai
membrannal, igy modellmembrannal tortén6é kolcsonhatasa is igen kilénbdzo lehet, attdl
fliggéen, hogy milyen struktaraja, méretii és toltésii a membrant alkotd lipidek polaris
fejcsoportja. Ezek a tulajdonsagok fontosak a membran 2-dimenzids felépitésében és erésen
befolyasoljak a kolcsonhatdsok moddjat és erésségét. A bioldgiai membranokat alkotd
molekulak (lipidek, fehérjék stb.) lateralis iranyban nem egyenletesen oszlanak el, hanem
szigeteket képezhetek. Ezt a tulajdonsagot fazis szeparacionak nevezik az irodalomban, mely
bizonyos korilmények kodzott modell membranok vizsgélatakor is tapasztalhatd. A fazis
szeparacionak nagy bioldgiai jelentésége van a fiziologias folyamatokban. A szeparaci6 soran
a membranban metastabil domének keépzédnek, melyek specifikus transzport és fuzids
folyamatokért felelések. A domének kiterjedése és alakja egyarant befolyasolja a membran
tulajdonsagait, vizatereszté képességét, a membran potencialt, a lipidek és fehérjék lateralis
iranya diffaziojét.

A megfigyelt modellrendszeriink — ami lipid adott f6lés mennyisegt vizben vagy
pufferben torténé diszpergalasaval készilt — liotrop folyadékkristalyként viselkedik. Ez egy
olyan lipid/viz rendszer, amely a homérséklet és az Osszetétel fliggvényében jellegzetes
szerkezeti tulajdonsagokat mutat. Ezeket a sajatsagokat mutatd rendszereket liotrop
folyadéekkristalyként emlitik az irodalomban. Az ilyen rendszerekre jellemzd, hogy a
hémérseklet mellett a koncentracio hatasa is jelent6s. A létrejovo strukturak nagymértékben
fliggenek az olddszer molekula- amfipatikus molekula kélcsénhatasoktol.

A vizsgalt modellmembran, az alkoté foszfolipid fajtajatol figgéen, a hémerséklet
fliggvényében altalanossagban négyféle fazisallapotban fordul elé. A kialakult fazisallapotok
szama illetve jellege fligg a rendszert alkotd foszfolipid, vagy foszfolipid keverék
tulajdonsagaitol. A fazis elnevezés itt nem a klasszikus értelemben vett fazisra utal, hanem
mikrofazisokra, olyan szupermolekularis kepzédményekre, amelyeknek a Kiterjedése a
makroszkopikus részecskék és a molekulak mérettartomanya ( 1-100 nm) kdzé esik.

Ezen ismeretek birtok&ban érthetjik meg, hogy mieért valtozik a membranok sajatsaga
a homérseklet flggvényében. Ugyanis a kilonbozé struktdraju kettosrétegek nagyon eltérd
mobilitassal rendelkeznek. Kilonb6z6 a lipidmolekulak kozoétti kdlesonhatas, ami az idegen



molekulak oldhatosagara dramai médon hat, ezen keresztll pedig az idegen molekulékra
vonatkoz6 permeabilitas is valtozik. Altalanossagban a novekvd homérséklettel a kovetkezo
liotrop (és egyben rétegszert, ,layer” = L) fazisai fordulnak el6:kristalyos fazis (L;), gél fazis
(Lp), hullamos gel fazis (Pg-), folyadékkristalyos fazis (L,). A kilonb0zé Gsszetételii és
tulajdonsagu modellmembranok tanulmanyozasanal a lipid dsszetétel kivalasztasa a bioldgiai
relevanciajuk alapjan tortént. A dipalmitoil-foszfatidil-kolinbdl (DPPC) készitett teljesen
hidratalt liposzdma rendszert alkalmaztunk human sejtmembran modellezésére, mivel ez a
foszfolipid valamennyi huméan sejt membranjaban megtalalhatd. A Gram-negativ
baktériumok kils6 membrénjdnak modelljeként a két f6 komponensébdl dipalmitoil-
foszfatidil-etanolaminbol (DPPE) és dipalmitoil-foszfatidil-glicerolbdl (DPPG) felépilé
liposzomakat hasznaltuk. A bakterialis membran modellezésére ezen kivil tovabbi ket
bioldgiailag relevans liposzoma rendszert is megvizsgaltunk. Az egyik rendszer dipalmitoil-
foszfatidil-etanolaminbol (DPPE) és dipalmitoil-foszfatidsavbol (DPPA), a masik dipalmitoil-
foszfatidil-etanolamin (DPPE) és a membranban mindig jelenlévé biologiailag nagy
jelentéségti dipalmitoil-glicerol (DPG) keverékeébol épult fel. Valamennyi DPPE alapu
liposzéma rendszer 80 mél % DPPE-t és 20 mol % fent emlitett lipidet tartalmaz. A
Kivalasztott 80 mol % DPPE megkdzeliti az él6 rendszerekben is megtaldlhatd PE
mennyiséget. Az egyéb membranalkotok mennyiségét egységesen 20 mdl %-nak
valasztottunk a  kilonbdz6  Osszetételti  liposzdma  rendszerek  egyértelmi
0sszehasonlithatésaga érdekében. A DPPE alapu liposzoma rendszerekben - a fent emlitett
DPPC/ viz rendszertél eltéréen - a homérséklet emelésével nem alakul ki a hullamos gél fazis
(Pg-). (A hullamos gél fazis hianya a foszfolipid molekulak eltéré szerkezetébol adodik.)

DPG: 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol.

DPPA: negativ toltésii fejcsoportot tartalmazé 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfét.

DPPE: ikerionos fejcsoportot tartalmazé 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidiletanolamin.
DPPC: ikerionos fejcsoportot tartalmazo 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin.

DPPG: negativ toltési fejcsoportot tartalmazo 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidilglicerol.
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A vizsgéalatoknal felhasznalt lipidek szerkezeti képlete

A témateriletek eredményei
A 2,4-diklérfenol hatasa DPPC/viz valamint DPPE/viz alapu vezikulakra
A Klorfenolok elterjedt vegylletek, amelyet a vegyipar ,,hasznos” intermedierkent

hasznal fel, vagy ,karos” szennyezéként a természetes vizekben is megjelennek. A
Klortartlam( aroméas vegylletek karos biologiai hatasa jol ismert: koncentracidjanak



fliggvenyeében toxikozist, vagy karcinogenitast okoz. A sejtekben az oxidativ foszforilaciot
(ADP — ATP éatmenet) gatolja. A legnagyobb mennyisegben elééllitott klorfenol a 2,4-
diklorfenol (tovabbiakban DCP-nak jel6lve), amit a 2,4-diklorfenoxiacetat gyomirtohoz
hasznéalnak fel.

A DPPE/DCP/viz rendszert (10° — 10" DCP/DPPE mélarany tartoméanyban)
tanulményozva megallapitottuk, hogy a DCP, az egyéb szennyezé molekuldkhoz hasonldan, a
gél — folyadékkristalyos atmenet entalpiavaltozasat megnoveli, ami az egymasba alakulé gél
és folyadékkristalyos fazisok szerkezetében kilonb6z6 mértékben bekdvetkezo valtozasaira
vezetheté vissza (gél fazisban mind a rétegszerkezet mind az alracs paraméterei
megvaltoznak, mig a folyadékkristalyos fazisban nem detektalhato valtozas).

Urban Edit, Bo6ta Attila: DPPE(dipalmitoil-foszfatidil-etanolamin)/viz alapi liposzémak eléallitasa és
szerkezetének tanulmanyozasa, Olaj, Szappan, Kozmetika, 52 (2003) 6-10.

E. Urban, A. Bota, E. Klumpp, A. Csiszar: Vesicle system for mimicking the effets of 2,4-dichlorophenol on
cell-membranes, Colloid and Surfaces, A: Physicochem. and Eng. Asp. 230 (2003) 201-206.

A DPPC/DCP/viz rendszer szerkezeti és morfoldgiai sajatsagait irtuk le, széles, 2.107
— 1 DCP/DPPC moélaranyu tartomanyban. Két 1ényeges megfigyelést tettiink; Elészor: a DCP
alacsony (4.10% DCP/DPPC molarany felett, de maximum 0.5 DCP/DPPC mélarany alatt)
megszinteti az eléatmenetet, azaz megsziinik a hullamos és a nem hullamos gél fazisok
kdzotti kilonbség. Ez még nem meglepd, de az igen, hogy a nem hullamos geél fazis alakul at
DCP jelenlétében. A ,,megsziinG” eléatmenet soran nem csak a két, egymasba alakulé gél,
hanem egy harmadik, az ,interdigitated” (= ,,egymasba tolt”, az egymasba tolddott lipidek a
kettosréteg helyett egyetlen réteget alkotnak). Ezen jelenségre magyardzatot adtunk.
Masodszor: A DCP a gél fazis egy részét 0.1 DCP/DPPC molarany felett, 0.5 mélarany felett
pedig teljes mértekben interdigitated (,,egymasba tolt”) fazissa alakitja. A 2,4-diklérfenol
ilyen hatdsa az irodalomban nem volt ismert. Az interdigitated fazis kialakuldsa a
membranfunkcidk drasztikus valtozasat okozza, ezeért élettani szempontbdl kilonds figyelmet

érdemel.

A. Csiszar, E. Klumpp, A. Bota, K. Szegedi: Effect of 2,4-dichlorofenol on DPC-water liposomes
studied by X-ray and freeze-fracture electron microscopy, Chemistry and Physics of Lipids 126 (2003) 155-
166.

A. Csiszar: Effect of 2,4-dichlorofenol on biological model membranes, Ph.D thesis, (Nov./2003)
(supervisor: A. B6ta, Budapest University of Technology and Economics, Dep. of Phys. Chem., University of
Technology Aachen, Inst. of Molecular Biology and Applied Ecology, Germany)

A 2 4-diklérfenol helyettesitése a 2,4-dibromfenollal

Vizsgalataink f6 moddszere a kis és nagyszoégi rontgenszoras, amelynek alapja a
kontraszthatds. Azonnal felmeril a 2,4-diklérfenolnak (a DCP-nek) a 2,4-dibromfenolra
(tovabbiakban DBrP) torténé cseréje. A csere jogossagat elsédlegesen kalorimetrikus
modszerrel (DSC mérésekkel) vizsgaltuk és megéallapitottuk, hogy egy mdl lipidre vetitve, a
DCP-nek DBrP-re vald helyettesitése, a merési hibahatarokon kivil, nem jar valtozassal (a
DCP és DBrP, lipidrendszeren belili, eltéré elhelyezkedése a kilonbdz6 koélcsénhatasok
aranyat megvaltoztatva a DSC -vel tapasztalhato effektusokhoz vezetne). Az alabbiakban
bemutatok egy gorbét, ami a két halogénszarmazék cseréjével elérhet6 kontraszthatast
bemutatja:

A kontraszthatast illusztralom az alabbi abran, amelyen a DPPC/DCP/viz, valamint a
DPPC/DBrP/viz rendszerek kisszogii gorbéi lathatdk. A két gorbe kildnbsége jelentds, ami a
brom és a kloratomok eltér6 rendszamanak, pontosabban elektronszdmanak a kdvetkezménye.
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A 20 és 30 °C-on mért szorasgorbék egymas folé vannak tolva. Az X-tengelyen a szérasi szogbdol
képzett szOrési valtozo abszoldt értéke van feltlintetve (s=(2/)) sin ©, ahol A a réntgennyaldb hullamhossza, © a
szorasi szdg fele). A vékony vonal a DCP, a vastag a DBrP tartalmi rendszer sz6rasat mutatja. Szembetiing az
els6 és masodik diffrakcids csucsok aranyanak valtozasa a DCP-nek DBrP-re torténé csréjével.

Szegedi, K., Bota, A, E. Klumpp and Csiszar, A: Intercalation of halogenated phenols in biological
model membranes, Studied by small angle and anomalous small angle X-ray scattering (SAXS, ASAXS), Conf
on Interfaces Against Pollution (IAP 2004) 24-27 May 2004. Julich, Germany (Poster, Abstract)

Bota, A., Varga, Z. and Goerigk G.: Effects of toxic molecules/ions on biological model membranes,
19™ ECIS Conference, Sept. 18-23. 2005,Geilo,Norway (Poster, Abstract)

A 2,4-DCP és a 2,4-DBrP molekulak 6sszehasonlitasa ab initio szamitasok alapjan

A sz&mitdsok Gaussian03 programcsomaggal készultek a molekuléris szinti
elektrosztatikus potencialok, parcialis toltések meghatarozasa celjabdl. A szamitasok MP2 és
DFT modszerekkel, az utdbbihoz B3LYP kicserélodési és korrelacios funkcionélt hasznalva.
Osszefoglalva az ab initio szamitasok eredményeit, kideruilt, hogy a klor atomnak brém
atomra torténé cseréje csak jelektéktelen valtozédsokat okozhat a kdlcsonhatdsokban,
olyanokat, amelyek a molekularis szinten mar elhanyagolhatok. Tehat a két molekula cseréje
megengedheté, a kontraszhatas elérése érdekében. Az eredmények tlikrében a
molekuladinamikai szimulaciokhoz hasznalt a két molekula ,,durvaszemcsés” modellje
megalkotésa leegyszeriisodik; az ott alkalmazott kozelitések mellet nem kell kilonbséget
tenni a két fenolszarmazek kozott, azokat egy (=azonos) modellel is leirhatok. [4 Zoli TDK, 5
Zoli diplomamunka].

A halogénezett fenolszarmazékok elhelyezkedésének molekuladinamikai szimulécioja

A szimulacibk GROMACS programcsomaggal, a S.J. Marrink altal kidolgozott
durvaszencsés (CG) modell felhasznalasaval késziltek. Ez a modell 3 — 5 atomhoz (a
hidrogéneken kivil), mint kolcsonhatd egységhez, rendel egy CG gombot. Egy DPPC
molekula 12 gémbbél all, annak két szénlancat kétszer négy db apolaros, glicerin vazat két
neutralis foszfatidil illetve kolin részét pedig egy toltott részecske reprezentalja. A modelt
megalkotoi részletesen tesztelték, amely alapjan alkalmasnak bizonyult valodi lipidmolekulak
onrendez6désének szimulaciojara. A kvantumkémiai szamitasokra alapozva elkészilt a DCP
illetve DBrP molekuladk durvaszemcsés modellje, ami harom gémbbdl all; egy apolarosbol,
egy parcialisan toltottbol és egy (polarizalt) neutralisbdl. A szimulacios szamitasok 512 db
lipid és 5400 db vizmolekulaval és az ehhez 1/10 és 1/1 DCP(DBrP)/lipid aranyban adott
fenolszarmazékkal torténtek.



A durvaszemcsés modellel eléallitott kettésréteg

Az alabbi abran a fenolszarmazékok kettosrétegen belili elhelyezkedése lathatd a szimulacios
szamitas eredményeként. Mindkét fenolszarmazék/lipid molarany eseteit bemutatjuk, a
hozzajuk tartozd lipidek rétegnormadlis irdny( szamszerinti gyakorisag egységben. A DCP (ill.
DBrP) molekulak, a rontgenszorasos eredményekkel 6sszhangban a fejcsoportokhoz kozel
helyezkednek el. Az alacsonyabb, 1/10 fenolszarmazék/lipid mélardny mellett a lipidréteg
vastagsaga kozel van a tiszta DPPC/viz rendszernek megfelel6 értékhez (kb. 4 nm), de az
Iényegesen lecsokken a fenolszarmazék 1/1 molaranyanal (kb. 2.5 nm), azaz kialakul az
interdigitated fazis.
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A gél Aallapotu liposzomék Kkettosrétegbe agyazott, dihalogénezett-fenol molekuldk
szamszerinti gyakorisag fuggvénye a rétegnormalis mentén

Varga Zoltan: Halogénezett fenolszarmazékok hatadsa modellmembranok szerkezetére, Diplomamunka (2006)
témavezetd: Bota A.

A DPPC/DBrP/viz rendszer tanulmanyozasa anomalis Kkissz0g# szorassal (angol
roviditéssel ASAXS)

A DCP-nek DBrP-ra tortént cseréje egy kulonleges mérési madszert adott a kezlinkbe; az
anomalis Kisszogii szorads lehetéségét. A hozzaférheté szinkrotron méréhely 4 és 32 keV
kdzotti energiaju rontgenfotonokat biztosit, ami nem teszi lehet6vé a klor, de biztositja a brém
atom anomalis viselkedésének kihasznalasat. Az anomalis (vagy mas szdval anomalis) szoras
az elektron ,,kotott” jellegébsl adddik, aminek az atom szdrasi tényezéje komplex mennyiség
lesz. Ha a rendszeriinkben jelenlévé atom karakterisztikus abszorpciojanak megfelelé (az
abszorpcios él kozelében) és attol tavoli (ezt praktikusan kisebbrevélasztjuk) energidkon
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A két szoréasi gorbe kulonbségét szeparalt gorbéknek hivjuk. A szeparalt gérbék az adott atom
(amelynek abszorpcidja kdzelében mértiink) lokalis elhelyezkedésére lesznek informativak.
Az ,.informativ” meghatarozas azert szerepel itt mert a szeparalt gorbéket elméletileg kifejtve
két tagot tartalmaz, egy kereszttagot és egy ,.tiszta rezondns” tagot. Az utobbi csak az adott
atom terbeli elhelyezkedését irja le (mintha az adott atom vakumban lenne, fuggetlenil a
kornyezetétol).
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effektus érhet6 el, azaz a szeparélt gorbék relative nagy pontossdggal hatarozhatok meg.
Legaladbb harom kiilénb6z6 energian mérve a szorasi gorbéket, a tiszta rezonans tagot is meg
tudtuk hatarozni. Ezzel atomi szinti feloldassal tudtuk meghatarozni a kettésrétegbe agyazott
DBrP molekuldk atlagos helyzetét. A mellékelt abran bemutatjuk a lipid kettésrétegbe
agyazott DBrP molekula tiszta rezonans szoOrdsdt (pontosabban diffrakciojat, mert az
csuicsokat tartalmaz).

N
]

| [eu/nms]
= = N
e 5 o} 5
T T

o
T

L L L L L L
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
q[1/A]

A lipid kett6srétegbe agyazott, maganak a DBrP molekulanak a kisszogu diffrakcidja (q=2xs)

A DBrP-nak ilyen modon meghatarozott helye nagyon jol egyezik avval, amit a molekula
dinamikai szamitasok adtak. A méréseket 2005 nyaran, a kontroll-méréseket 2005 6szén
végeztiik, az eredmények publikélasa folyamatban van.

Béta, A.: “Durch Fremdstoffen verursachte, unregelmessige Strukturen der Liposomen” Meghivott
eléadas a Hamburgi Egyetem, Biokémia Tanszékén, 2003.06.26.

Boéta, A.: “Localisation of foreign molecules in multilamellar vesicles”, Meghivott eléadas a Hamburgi
Szinkrotron (HASYLAB) el6addi napjara. 2004.01.28.

Béta A., Varga Z., G. Goerigk, and E. Klumpp, ASAXS study of the localisation of the 2,4-
dibromophenol in the DPPC/water multilamellar vesicles. Annual Reports, DESY/HASYLAB, 2004.

Z.Varga, A. Bota, G. Goerigk: Location of dibromophenol in vesicle system, Annual Users Meeting ,
DESY HASYLAB, Jan. 27. 2006. Hamburg, Germany (Poster, Abstract)

A. Béta and E. Klumpp: Effects of contaminants on biological model membranes: The advantage of the
ASAXS method for the study of the location of copper ions and dihaloganated phenol molecules, Colloid and
Surfaces, A: Physicochem. and Eng. Asp. 265 (2005) 124-130.

A Szulfadiazin molekula hatéasa

A Szulfadiazin molekulaval kapcsolatban azt kell tudni, hogy az allati gy6gyaszatban
legnagyobb mennyiségben felhasznalt antibiotikum. Nem csak betegseég esetén, hanem a
takarmany adalékaként rendszeresen alkalmazzak. Az allatok altal kitritett szulfadiazin a
kdrnyezetben nagy karokat okoz, a talajlaké bakteriumokat eldli.

A szulfadiazin (tovabbiakban SD) molekula vizes kdzegben rosszul, de valamivel
jobban oldodik, mint szerves kdzegben.
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A felhasznalt modellmembran rendszer, a DPPE/DPPG/viz alapu (DPPE/DPPG=4
molarannyal, ami megkdzeliti a baktériumok bels6 membranjanak lipiddsszetételét)
liposzéma volt. Az alaprendszer termikus (DSC modszerrel vizsgalva), szerkezeti (Kis és
nagyszogt rontgenszorassal ill. diffrakcioval kovetve) és morfoldgiai sajatsagai (fagyasztva
torés és elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal) azt mutattdk, hogy a rendszer homogén,
ugyanakkor érzékeny. Ez azt jelenti, ha a rendszerbe egyéb komponens keril a kettosrétegben
szegregacio kovetkezik be, azaz sajatsagaiban kis mértekben eltéro, kétféle domén alakul ki.
Az egyikben a DPPE ardnya megné a maésikban lecsokken. A szegregécié mértéke a SD
hatasara megnd, ugyanakkor a SD koncentraciojanak fliggvenyében (10-3 — 1 SD/lipid
molaranyl tartoményban vizsgalva) nem tapasztalhat6 tendencidzus valtozas. A SD molekula
nem épul be a kettésrétegbe, hanem arra ,rafekszik” és szignifikans valtozast okoz a
multiréteges szerkezetben. A rétegszerkezetben a nem reprodukalhatd valtozasokat okoz, ami
a sokféle, metastabilisnak tekintheté szerkezeti hibak jelenlétére vezetheté vissza. Az alabbi
abran a kisszogii szorasi (diffrakcios) gorbék az dsszetett, az alaprendszer (DPPE/DPPG/viz)
hatdsdra a rétegszerkezet tovabbi leromlasat mutatjdk. A SD hatasa a @él és a
folyadékkristalyos szerkezetben eltéré mértéki. Biologiai szempontbol a gél fazisban okozott
effektusok a nagyobb jelentéségiiek.
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Az aminoglikozidok hatasa DPPC/viz modellmembran rendszerre

Az antibiotikumok alkalmazasa olyan széleskdrii az emberi terapiaban, hogy jelenleg
az egész vilagon eléallitott gyogyszerek tobb mint felét teszik ki. A SD molekula kapcsan
(ami az allatgydgyaszatban elsédleges), mas, az emberi gydgyaszatban hasznalt szerek, azok
kozul is az aminoglikozidok, sejtmembran-karositdo hatasat kivantuk tanulmanyozni. Az
aminoglikozidok igen gyors hatasu, baktericid antibiotikumok, a baktériumok
fehérjeszintézisét gatoljak, ugy, hogy a riboszéma 30S alegysegének egy fehérjéhez
kotodnek. A sztreptomicin, a tobramicin, és a spektinomicin hatasat tanulmanyoztuk.

A vizsgalt antibiotikumok a modell-rendszeril valasztott DPPC/viz liposzdmarendszer
termotrép és szerkezeti sajatsagait egyarant befolyasolja. Az alaprendszer termotrop



sajatsagainal ,,idegen molekulak” jelenlétében szokatlan effektus mutatkozik; az alaprendszer
eléatmenetét és féatmenetét hasonld mértékben valtozik meg. Ez azért szokatlan effektus,
mert a DPPC/viz rendszer el6atmenete relative Kis entalpiavaltozassal jaré folyamat, aminek
az a kovetkezménye, hogy a gél és a hullamos gél allapotok kozotti fazisatmenet gyengen
elsérendti karaktert mutat, azaz minden egyéb ,,idegen molekula” hatdsara megvaltozik. A
valtozas altalaban a fazisatmeneti hé tovabbi csokkenésével, vagy teljes megsziinésével jar,
azaz az eléétmenet folyamata megszﬁnik Az alaprendszer masik fézisétmenete a féétmenet
(Iényegesen nagyobb koncentraciénal, mint ahol az eléatmenetre mar Iényeges hatassal van).
Az el6- es foéatmenetek hasonld mertékii valtozasa egyben azt is jelzi, hogy ezek
azantibiotikumok nem épllnek be a kettésrétegbe, hanem a kettosréteg poléaros felszinén
lokalizalodnak.

Az antibiotikum molekulak a vizrétegeben helyezkednek el, a hidratacios
kdlcsonhatasok ,,zavarasa” réven, a rétegek periodikus Kiépulését lerontjak. A vizsgalt harom
antibiotikum molakula finom szerkezeti kiilonbségei ,,felelosek™ azért, hogy a rétegvastagsag
a héromféle antibiotikum molekula esetében eltéréek, valamint azért is, hogy a vizsgalt
harom karakterisztikus (a gel, a hullamos gél, a folyadékkristalyos allapotoknak megfelels)
hémérsékleten a hatas eltér6. A kisszogii rontgenvizsgalatok azt mutatjak, hogy a
rétegvastagsag jelentékeny mértekben megné és az alaprendszerre jellemzd, szerkezetileg
egységes, nagyméretii domének mérete drasztikusan lecsokken. Az antibiotikum molekulak
elhelyezkedése inhomogeén, hiszen emiatt csokkennek a domének méretei, és annak okai az
antibiotikumok kémiai karakterének valamint az alaprendszer hibahelyeinek kialakulasaval
magyarazhatok. A liposzomarendszerben, mint réteges modellmembran rendszerben kialakult
szerkezetet az aldbbi sematikus képpel lehet jelemezni. A felhasznalt modellrendszert
kKivanatos tovabb bdéviteni; nevezetesen a rendszerhez adott fehérjemolekulak hidrofil
régidjanak, az antibiotikum molekuldk hatdsara torténé konformaciovaltozasanak
tanulményozaséra nyilna lehet6ség.
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A rétegrendszer a modellmembranban és annak valtozasa antibiotikum hatésara
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A kontroll mérések elvégzése utan kivanjuk az eredményeket publikalni.
Czabai Gabor: Aminoglikozidok hatasa dipalmitoil-lecitin/viz medellmembran rendszerekre, Diplomamunka,
témavezetd: Bota A. késziilt a BME Fizikai Kémia Tanszékén, 2005.

Lipopoliszacharidok hatdsa DPPC/viz, DPPC-DPPG/viz, DPPE-DPPA/viz és DPPE-
DPG/viz alapu liposzomakra

A Gram-negativ baktériumok kils6 membranjanak f6 komponense az un.
lipopoliszacharid (LPS), méas néven endotoxin. Ez a toxikus molekula a baktérium felszinerdl
levalhat és - amfipatikus tulajdonsadgabdl adodoan - kozvetlenill a gazdaszervezet sejtjeinek,



vagy mas baktériumok membranjaba agyazodhat. Ezzel a kdlcsénhatdssal drasztikusan
megvaltoztatia a membran tulajdonsagait, melynek kovetkeztében a sejt képtelen lesz
fiziologias feladatainak tokéletes ellatasara. Az LPS biologiai membranokra Kifejtett
kdzvetlen hatdsa az irodalomban kevéssé ismert, ezért ennek pontos megismerése tovabbi
széleskorii tanulmanyozast igényel. Ehhez a szisztematikus és fontossaga miatt a vilagon
intenziven folytatott kutatasokhoz kapcsolddva az LPS molekuldnak human és bakterialis
sejtek membranjara kifejtett kozvetlen hatasat tanulmanyoztuk a bioldgiai rendszereket
megkozelité foszfolipid 0sszetételti liposzémakon, mint modellmembran rendszereken.

Munkéank soran a Salmonella minnesota Re 595 mutans baktériumtorzsbal eléallitott
endotoxin hataséat vizsgaltuk, amely csak lipid-A-bdl és két KDO (3-dezoxi-D-manno-2-
oktuldnsav) molekulabol épil fel. A Salmonella baktérium igen véaltozatos betegségeket idéz
el6, példaul a hastifusz, de leggyakoribb esetben a gasztroenteritisz okozoja.

[e]

,’”\/\v”\/\\/"'\/‘\,A §

~

(o]

o
)
o
)
;
{
\

-

S~

Kdo),-Lipid A

(Re Endotoxin)
Az Re- LPS altalanos szerkezeti felépitése

Az LPS alacsony koncentracioban (< 0.2 LPS/lipid mdlarany) a human
modellmembrant modellez6 (DPPC/viz) rendszerben a szabalyos rétegszerkezet leépiilését
okozza, mig magas koncentracioban (1 LPS/lipid molarany) komplex struktdra Kialakul&sat
idézi el6. Az LPS altal kedvezményezett kobos struktdra nem jelenik meg.

A DPPE-DPPG alapi modellmembranban az LPS kis mennyiségben is drasztikus
valtozasokat okoz. Hatasara a tiszta liposzoma rendszernél feltételezett fazisszeparacio
pregndns mddon megjelenik, melynek mértéke a hozzdadott LPS mennyiségének
fliggvenyében né. Az LPS feltételezhetéen a DPPE-ben gazdag domének szeparaciojat segiti
elé6. Emellett lokalisan felhalmozddva kdbos szerkezett régiokat alakit ki. A vizsgalt 1/1
LPS/lipid mélaranyd rendszernél egyértelmiien a Q*** csoportba tartozé kobos fazist indukal.

Az LPS-nek a DPPE-DPPA alapu liposzoma rendszerre kifejtett hatasa eltéré a
kordbban bemutatott modellrendszereknél tapasztalt hatasoktol. Ennél a rendszernél az LPS
alacsony koncentracioban a rétegszerkezet leépiléset okozza, majd az 1/10 LPS/lipid
molaranynal a lipidekkel az egész rendszerre jellemz6 kobos struktdrat alakit ki. Ez a
szerkezet az 1/1 LPS/lipid mélardnyndl még mark&nsabban megfigyelheté. A rendszernél
alacsony LPS koncentracioban (1/10 LPS/lipid mélaranynal) kialakulé Q% kobds szimmetria
Osszefligg a modellmembran lipid Osszetételével, mivel mindkét foszfolipid komponens
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(DPPE és DPPA) nem kettosréteget képzo tulajdonsagu. Ezek alapjan megallapithatd, hogy
Kis mennyiségi LPS molekula jelenléte is elegendé ahhoz, hogy a lamellarisbél kobos
szerkezet alakuljon ki. A kialakult Q®**—es kobos struktira megegyezik a DPPE-DPPG
rendszerben indukalt szerkezettel. Ennek bioldgiai jelentoségét feltételezhetéen - hasonldan a
DPPE-DPPG alapu rendszerhez- az LPS altal a sejtek membranjaban létrehozott lokalis
defektus adja.

A DPPE-DPG modellmembran rendszer gél allapotu réteges szerkezete LPS hatasara
(1/100 LPS/lipid mélaranynal) stabilizalodik. A rendszerben harom kilonbdz6 nem
kettosréteget képzé molekula van jelen, ennek ellenére a lamellaris szerkezet mégis
megmarad, sét a rétegek kozotti korrelacio erésodik. Ez feltételezi, hogy a vizsgalt
modellmembranban réteges szerkezetet stabilizalo hatas lép fel. A harom molekula (DPPE,
DPG, LPS) kozil, szerkezeti felépitésébsl adodbéan csak a DPG lehet képes arra, hogy a
membranban ,,megforduljon”, azaz a nem szubsztitudlt fejcsoportjaval a lipidek szénlanc
régidja felé forduljon. Amennyiben ez a mechanizmus jatszddik le a modell rendszerben,
akkor a bioldgiai membranokban is elképzelhet6 a DPG-nek tulajdonithatd
szerkezetstabilizalé hatds. A vizsgélt legnagyobb LPS koncentracioju rendszernél, (1/1
LPS/lipid mdlarany) a feltételezett DPG altal stabilizalt lamellaris szerkezet tovabbra is
megfigyelhet6, de mellette az LPS-re jellemz6é kobos struktara is kialakul. A rendszer
folyadékkristalyos allapotdban hasonlé tendencia figyelheté meg, mint gél allapotaban. Az
LPS koncentracid novelésével (1/10 LPS/lipid molarany) a kdbos szerkezet eltiinik, tisztan
inverz hexagonalis struktara alakul ki. A kobds és az inverz hexagonalis struktarak
szerkezetileg nagyon kozel d&llnak egyméashoz, ezért az egyes domének konnyen
atalakulhatnak a masik szerkezetté. A vizsgalt LPS molekula planéaris alakd, mely
valoszintileg folyadékkristalyos &llapotban az inverz hexagonalis struktura kialakuldsanak
kedvez. Tehat az alacsonyabb LPS koncentracioban megjelené kdbos szerkezetii domének
LPS hatasara inverz hexagonalis csévekké alakulnak at.

E. Urban, A. Bota, B. Kocsis and K. Lohner: Distorsion of the lamellar arrangements of phospholipids
by deep rough mutant Lipopolysaccharide from Salmonella minnesota, J. Thermal Analysis and Calorimetry,
82 (2005) 513-517.

E. Urbén, A. Bota and B. Kocsis :Effect of Salmonella minnesota R595 LPS on the
dipalmitoylphosphatidyl-ethanolamine(DPPE)-dipalmitoylgycerol (DPG)-water model membrane system,
Chemistry and Physics of Lipids (2006), in press

E. Urban, A. Bota and B. Kocsis: Non-bilayer formation in the DPPE-DPPG vesicle system induced by
deep rough mutant of Salmonella minnesota R595 lipopolysaccharide, Colloid and Surfaces, B:Biointerfaces
(2006) in press

E. Urban, A. Béta and B. Kocsis . Non-bilayer formation in different model membrane systems induced
by R595 lipopolysaccharide, kézirat, biralat alatt, J. of Biophysical Chemistry (2006)

Urban Edit: Salmonella minnesota R595 lipopolysaccharid hatdsa modellmembran rendszerekre, Ph.D.
értekezés, témavezetd: Bota A., Készillt: BME, Fizikai Kémia T. 2006.

Urban E., Kocsis B. and Bota A.: Effect of Salmonella minnesota deep rough mutant lipopolysaccharide
on model membranes, Shanghai International Conf on Physiological Biophysics (ICPB’ 2004) 9-13. November
2004. Shanghai Convention Center, Chinese Academy of Sciences, Sanghai, China (Poster, Abstract)

Urban, E. Kocsis, B. and: Bota, A. Effect of Salmonella minnesota deep rough mutant
lipopolysaccharide on model membranes, 19" ECIS Conference, Sept. 18-23. 2005,Geilo,Norway (Poster,
Abstract)

Fémionok (Cu®*, Zn®*, Cd®* ) hatasa a DPPC/viz alap( liposzéméakra
Altalanosan, a kétértékii fémionok jelentés mértékben lerontjak a liposzomak
szabalyosan ismétl6do rétegszerkezetét. Az anomalis kisszogi széras felhasznalasaval a

rendszerbe vitt fémionok elhelyezkedése leirhatd. Megallapitottuk, hogy a liposzoméakban a
fémionok egy része szabalyosan a réteges szerkezetnek megfeleléen, a vizrétegben
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(pontosabban a lipidek polaros fejcsoportjanak kdzelében) helyezkedik el, masik dominans
része a bizonyos vizrétegekben koncentralédva, a liposzéma rétegtavolsagat Iényeges
meghaladd meretti doménekben helyezkedik el. Az elektronsiiriiségre vonatkoz6 szamitasok
eredményeképpen azt is allitjuk, hogy a liposzémaban jelent6 térfogati hanyadban vannak
olyan terrészek is, ahol a fémionok koncentracioja elhanyagolhato, azaz fémion mentes vagy
fémionokat csak nyomnyi mennyiségben tartalmazd részek is eléfordulnak. Az anomalis
kisszogti szoras felhasznéladsdval a fémion tartalmu domének méretéet meghataroztuk,
alakjukat gombbel kozelitve, a méreteloszlast Maxwell-tipusu eloszlasfliggvennyel, a fémion
tartalmi domének atmérsje atlagosan 600 — 800 A. Ettél fiiggetlen modszer, a fagyasztva —
torés és elektronmikroszkopos vizsgélat a méretre adott értéket megerdésiti. A felvételeken jol
szembetiinik, hogy a liposzomak héjai bizonyos helyeken szétnyilnak és a kozottuk levo
»uregek” Kiterjedése korreldl a rontgenvizsgalattal kapott mérettel. Ez a morfoldgiai kép
egyben magyarazatot is ad arra, hogy mi az oka a réteg kozotti szabalyos ismétlédés
megtorésének, azaz az interferencia feltétele megsziinésének, igy a diffrakciés csucsok
kiszélesedésének. A fémionok elhelyezkedését a pH értek, valamint maguknak a fémionoknak
a koncentracidja Iényegesen befolyasolja.

A. Bota and E. Klumpp: Effects of contaminants on biological model membranes: The advantage of the
ASAXS method for the study of the location of copper ions and dihaloganated phenol molecules, Colloid and
Surfaces, A: Physicochem. and Eng. Asp. 265 (2005) 124-130.

Bdta A., Varga Z., G. Goerigk, V. Csokai and S.S. Funari: Effects of the copper ions on the DPPC/water
multilamellar vesicles observed by ASAXS technique, Annual Reports, DESY/HASYLAB, 2004.

Béta, A., Varga, Z. and Goerigk G.: Effects of toxic molecules/ions on biological model membranes, 19"
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Nanorészecskék elgéllitasa liposzomakban

Nanorészecskék eléallitasara regota hasznalnak liposzomékat. Ezeknél az eljarasoknal
a liposzoma belsé vizmagjat hasznaljak nanoreaktornak. Célszeriien, unilamellaris
liposzomakat , més szdval vezikulédkat (ULV) hasznélnak fel. A fémionok, a fennti pontban
bemutatott, elhelyezkedésének megismerése adta a keziinkbe a nanorészecskék liposzomak
multilamellaris terében torténé nanorésszecske elGallitasi lehetoséget. A CdS részecskek,
anomalis kissz6gé szorasabol meghatarozott, tiszta rezonans tag mérésevel folyamatosan
monitorozhatjuk a nanorészecske formalodasat. Az eléallitott nanorészecske atlagos atméroje
7 nm, ami a megfelelé paraméterek valtoztatasaval valtoztathaté és beallithato. (Az
eredmenyek kozlés alatt vannak.)
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Vizsgalatok a Synperonic(A7)-viz rendszerrel

A Synperonic(A7) nemionos tenzid rendszer a kozmetikai iparban jatszik nagy
szerepet. A vizzel formélt réteges szerkezete a membranokéhoz hasonlo, és egy durva
modellmembran rendszernek tekinthet6. Ennek figyelembevételével, a kenyszeriiseg (az
OTKA palyazat anyagi tdmogatasat, a palyazat induldsa utan fél évvel, az abbdl véséarolt
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koltséges lipideket tovabbi két hdnappal késobb vehettem kézbe) valamint az el6z6 pontban
bemutatott liposzémak interlamelléris terének, mint nanoreaktoroknak a felhasznalasa inditott
a rendszer szerkezeti tanulmanyozasara. Az altalunk tervezett és eépitett eszkdzzel a
Synperonic(A7)-viz rendszer (kontrolalt korilmények kozott torténs) nyirasa kdzben
kialakuld szerkezeteket kisszogti szorassal, valamint fagyasztva toréssel tanulmanyoztuk. A
Synperonic(A7)-viz rétegszerkezete a nyiras soran drama valtozasokon megy &t a um-es
skalan, mig a nm-es meérettatomanyban is szignikikans valtozasok torténnek. Ezeket az
eredmeényeket leirtuk. A rendszerbe vitt fémionok szerkezetmoddositdé hatdsanak vizsgalata
még folyamatban van.
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