A beszamoldban nem feltétleniil tartom be a munkak iddbeli sorrendjét, a problémak szerint is
csoportositom az anyagot, igy a tematikailag 6sszetartozé részek keriilnek inkabb egyiivé.

Atvezeté munkak a jelen OTKA palyazat feladataira:

(1) Membrandinamika, lipid-fehérje kiolcsonhatdsok (kerek torténet): Tekintettel arra, hogy a
vallalt feladatoknak jelentds részét képezte modell és bioldgiai membranok szerkezetének,
dinamikéjanak vizsgalata, mar a jelen palyazat beinduldsa el6tt végeztiink olyan kisérleteket és
dolgoztunk olyan kiértékelési moddszereken, amelyek kellettek a tervezett munkdkhoz. Ennek
keretében 1j kiértékelési modszert dolgoztunk ki a biolégiai membranokban levd fehérjék és lipidek
noveked6 hémérséklet hatasara bekovetkezd szerkezet- és dinamika valtozasanak, illetve a két
membran komponens kolcsonhatasanak nyomon kovetésére. Moddszeriinkkel, Osszehasonlitva a
lipid-, illetve a fehérje-dinamika homérsékletfiiggését, megallapitottuk, hogy alacsony homérsékleti
stressz koriilményei kozott elsésorban a lipidek, magas hdmérsékleti stressz esetén pedig a fehérjék
dinamika/szerkezet valtozdsai a meghatarozoak a bioldgiai membran viselkedésében. Ezekbdl a
munkdakbol két publikacionk jelent meg. Az els6n, mivel annak érdemi része mar az OTKA palyazat
beindulasa el6tt elkésziilt, és csak publikalasa esett a jelen palyazat idejére, nem szerepel az OTKA
tamogatas (PMC Biophysics (2009) 2:1). Masodik publikacionk, ami magéaban foglalta a lipid-
fehérje kolcsonhatasok vizsgalatat is, 2009 végén jelent meg és ez mar tartalmazza az OTKA
tamogatasra val6 utalast (Biochemistry (2009) 48, 10120-10128).

(i) Lipid raftok (befejezetlen): A leendd mintdk informativabb vizsgalata érdekében
szisztematikus kutatast inditottunk a lipideknek a membranfehérjékre gyakorolt hatdsanak
felderitésére, hogy kideritsiik, mi az a minimalis lipid tartalom, illetve az a lipid dsszetétel, ami még
lehetdvé teszi egyes membranfehérjék muikodését. Ehhez kiilonbozé moddszerekkel (stirltiség
gradiens, fazisszeparacio) prepardltunk membranokat, illetve detergensekkel avatkoztunk be a
preparalt membran szuszpenziok lipid Osszetételébe. Ezeket a vizsgalatokat a késdbbi palyazat
modositas miatt abba is hagytuk volna, de id6kdzben megkeresett benniinket pontosan ebben a
témaban Brigitta Norling (School of Biological Sciences, Nanyyang Technological University,
Singapore), ezért a munkat, részben az altaluk kiildott membran prepardtumokon, tovabb folytattuk,
a kiilfoldi partner altal felvetett kérdéseket megvalaszoltuk. Ennek a munkanak a rank esd részét
elvégeztiik, az anyag publikdlasa a kiilfoldi partner egyelére hidnyz6 adataitdl fligg. A projekt
altalunk elvégzett, és a biologiai kutatasokban altaldnosithato részébdl eldadast tartottunk a 42.
Stimegi Membran-transzport Konferencian (Membrdn prepardtumok: Mivel is dolgozunk?
Szalontai Balazs, Bérczi Alajos, Ferencz Csilla, Brigitta Norling).

Palyazat modositas:

A munka soran kezdetben az eredeti munkaterv szerint megprobaltuk a polielektrolit rétegekre
felvitt modell és biologiai membranokat tanulmanyozni, abbol a szempontbol, hogy megfeleléen
zaro lipid kettos réteget képeznek-e a polielektrolit filmek feliiletén, aminek révén
transzportfolyamatok vizsgélatara alkalmas kompartmentek alakulhattak volna ki. Be kellett latnunk
azonban, hogy a makroszkopikus méretii polielektrolit felszinen mindig keletkeznek olyan “hibak*,
amelyeknél az ionok at tudnak menni, ezért nem sikeriilt megvalositanunk az elméletileg megkivant
nagy ellenallast rétegeket. Mivel id6kozben olyan mddszerek lattak napvilagot, amikkel egészen
bizonyosan jobb eredményeket lehetett elérni, mint az altalunk eredetileg elképzelt rendszerrel,
feladtuk az eredeti iranyvonalat, és az OTKA-tol engedélyt kértliink, és kaptunk valamelyes
iranymodositasra. Ezek utan, nem elhagyva a polielektrolit filmeket, de csak mint megfeleld
kisérleti koriilményeket kinal6 munkaeszkozoket kivantuk felhasznalni oket olyan, tovéabbra is
nanométer skaldju kisérletekben, ahol a polielektrolit filmek révén tudjuk bedllitani annak a
felszinnek tulajdonsagait, amin molekuldk kdlcsonhatasait akartuk vizsgélni.

Kantumdot-bakteriorhodopszin kozotti energiaatadas (befejezetlen): A nanotechnologiai és a



polielektrolitokat alkalmaz6 megkozelitésnél maradva, a strasbourgi Charles Shadron Intézettel a
Groma Géza altal folytatott egyiittmiikddés keretében, megvizsgaltuk a polielektrolit filmbe
agyazott bakteriorhodopszin (bR) és a tovabbi polielektrolit rétegek révén bedllitott tdvolsagba
helyezett kvantumdotok kozotti fluoreszcencias energiadtadas lehetdségét. Sikeriilt olyan bR-
polielektrolit-kantumdot architektarat kialakitanunk, amiben megvalosult az energiaatadas, azaz az
elvi lehetdséget megmutattuk. A rendszer tokéletesitése (elsdsorban a kvantumdotok fejlesztése
révén) a francia partnerektdl fiiggott, akik végiil, a kvantumdotok koriili nehézségek miatt Ggy
dontottek, hogy nem folytatjak ezt a projektet, igy az ndlunk is félbemaradt. (Esetleges maradando
hozadéka, hogy a francia partner egyik munkatarsat szegedi tartozkodasa alatt bevezettik az
infravords spektroszkopiaba, a kisérletek elvégzésébe).

A kazein micellak szerkezete (kerek torténet): A probléma, amit megvizsgaltunk, a kazein, az
emlOsok tejében legnagyobb mennyiségben jelen levo fehérje micellainak szerkezete volt. Ezek a
micellak alapvetd fontossagiak a Ca-foszfat széllitasdban, mert az ket felépitd o-,p-kazein
molekuldk magukban kicsapédnanak a Ca++ hatdsara, ezzel szemben, a micellakon egy, a Cat++-ra
nem érzékeny k-kazein “boritds® van, ami lehet6vé teszi, hogy a micelldk oldatban maradjanak.
Tovabba, az aggregalodott kazein molekuldk kozé épililnek be azok a Ca-foszfat nanoklaszterek,
amiket a csontképzddés helyeire kell széllitani. Az elmult 50 év sordn tobbféle modszerrel is
vizsgaltdk a kazein micelldk szerkezetét, tekintettel azok élettani, és ¢élelmiszer technologiai
fontossagara, és két, egymasnak ellentmonddé modellre jutottak. Azért csak modellre, mert az
alkalmazott technikak csak a kész micellak szerkezetét mutattadk meg, maga a képzddés folyamata
homalyban maradt. Az eldontetlen kérdés az volt, vajon a kazein micelldk elézetesen 1étrejott un.
mini micelldkbol épiilnek fel, vagy az egyes kazein molekuldk a Ca-foszfat nanoklasztereken
keresztiil kapcsolodva épitik fel a micellakat. Mindkét elképzeléshez voltak kisérleti adatok, de pl.
egyik modell sem tudta megmagyarazni, hogyan all le a micelldk képzddése, és hogyan keriilnek a
K-kazein molekulak a micellék felszinére.

Mi azzal, hogy a polielektrolit felszineket, mint olyan reakcié felszineket hasznaltunk, amiken a
molekulak kolesonhatasa rendkiviil kis koncentracioknal megvalosithaté (harom nagysagrenddel
kisebbnél, mint az addigi kisérletekben), és hogy olyan mérési modszereket hasznaltunk — a teljes
visszaverddéses Fourier transzformécios infravords spektroszkopiat €s atomerd mikroszkopiat —
amik lehetdvé tették ezeknek a rendkiviil kis koncentraciok mellett 1étrejovo aggregacidknak szinte
molekularél molekulara valé nyomon kovetését. Igy fel tudtuk deriteni a micella képzddéséhez
vezetd 1épések mibenlétét és sorrendjét. Els® lépésben azt mutattuk meg, hogy az a-kazein
molekuldk aggregacidja ugy valosul meg, hogy negativan toltott foszfoszeril csoportjaikhoz
kapcsolodik a Na-foszfat nanoklaszter, amiknek tovabbra is negativ felszinéhez az o-kazeinek
pozitiv csoportjaikkal kapcsolddnak, szabadon hagyva negativ foszfoszeril csoportokat a tovabbi
Ca-foszfat kotéshez, és igy tovabb. Az is kidertilt, hogy, feltehetéen a kazeinek amfifil természete
miatt, a molekuldk hidroféb részei is Osszetapadnak, és mintegy 20 nm atmérdjii aggregatumokat
alkotnak, amelyek azonban a feliiletiikon levé Ca-foszfat nanoklasztereken keresztiil képesek mas,
ugyanilyen egységekkel kapcsolatba 1épni. Ez az eredmény megmagyarazta a korabbi, pl. elektron
mikroszkdpiaval megfigyelt szintén kb. 20 nm-es képzddmények eredetét, és azt is megmutatta,
hogy a Ca-foszfat nanoklasztereken keresztiil épiilnek fel a micellak. Ezt a munkankat meg is
jelentettiik: (Journal of Biological Chemistry (2010) 285, 38811-38817).

Nyitott kérdés maradt azonban a micella képzddés befejezddése, illetve a k-kazein molekuldk
szerepe. Vizsgalataink masodik részében eldszor a-kazein<>Ca-foszfat aggregdtumokat épitettiink
fel a polielektrolit filmek felszinén, ¢és erre adszorbedltattunk x-kazein molekuldkat.
Megallapitottuk, hogy amig Ca-foszfat nanoklasztereket épitiink be a kazein molekuldk k6zé, addig
barmilyen o-,k-kazein sorrendi kombindcidban gyakorlatilag vég nélkiil épithetdek fel a kazein
micellak. Ha azonban nincs jelen Ca-foszfat, akkor csak a k-kazein épithetd ra az a-kazein felszinre,
forditott sorrendben nincs aggregécid. Azt is megmutattuk, hogy az utoljara aggregalodott k-kazein
molekula rétegre mar nem lehet sem o-, sem «-kazeint felvinni. A kazeinek masodlagos



szerkezetének vizsgalata sordn kiderilt (itt meg kell emliteni, hogy a kazeinek eredetileg
meghatarozott masodlagos szerkezet nélkiili rendezetlen fehérjék (intrinsically disordered proteins),
amiknek csillaga igencsak feljovoben van), hogy a «x-kazein molekuldk szerkezete sokkal
“lagyabb®, mint az a-kazeineké. Valdsziniileg ezért kitoltik, lezarjak azokat a helyeket az a-
kazeinek felszinén, amik egyébként a Ca-foszfat nanoklaszterekkel vald kolcsonhatast biztositjak.
fgy a k-kazeinek képesek befejezni, megallitani a kazein micellak képz3dését. Természetesen ezek a
kisérletek is modell kisérleteknek tekinthetdek, de a valosdghoz nagyon kozeli modelleknek, a
megfeleld polielektrolit felszi biztositasan kiviil (ami csak a kazein aggregiacio elsé rétegét
befolyasolhatta), nem avatkoztunk be semmilyen modon a természetes reakciokba. Ezért azt
gondoljuk, hogy eredményeink jelentds eldrelépést jelentenek a kazein micellak kialakuldsanak,
szerkezetének megértésében. A kazeinnel kapcsolatos munkdink mésodik részét is publikaltuk:
(European Biophysics Journal (2012) 41:959-968).

Az teljes visszaverédésen alapulé infravoros spektroszkopiai médszer (Attenuated Total
Reflection (ATR)) lehetoségeinek tagitasa — feliilet-erdsitett infravoros spektroszkopia:

(1) Membran szerkezet vizsgdalatok (folyamatban): A bioldgiai membranok szerkezetének, a
benntik levd lipidek és fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalatakor nagyon fontos lenne minél inkabb
megkdzeliteni a nativ allapototokat, hiszen mint feljebb emlitett, a lipid raftokkal foglalkozd
vizsgalatainkbdl egyértelmiien kideriilt, hogy a ki-ki altal ilyen-olyan membranpreparatumoknak
nevezett vizsgalati anyagok mindig nagyon fiiggenek a preparaldsi eljarastol, és leginkabb csak
kiilonboz6é fehérje-lipid komplexeknek tekinthetéek. Réadasul az esetek egy jO részében a
preparalasi modszer kényszerit egymas mellé olyan membran Osszetevoket, amik a valosagban
egyaltalan nem ugy helyezkednének el.

Az ATR moédszer nagyon jO lehetdséget biztosit membranok vizsgalatara, hiszen a
fényvezetoként szolgald kristaly felszinére tapasztott mintaba csak kis mélységben (kb. az aktualis
infravoros hullamhossz fele) hatol be. Be kell 1atni azonban, hogy ha in situ, netan in vivo akarunk
mérni csak a membranokban zajlé folyamatokat, jelenségeket, szerkezeteket, akkor az ATR eredeti
behatolasi mélysége (ami a mikrométer tartomanyba esik) tul nagy, a valdjaban megmért
spektrumok nagyrészt olyan molekulakbol szarmaznak, amik kiviil esnek a membranokon (Amitdl
nagyon sok vizsgalatban, az alkalmazott metodikatol fliggetleniil, sajnos, nagyvonaltian el szoktak
tekinteni.).

Van azonban lehetdség a behatolasi mélység csokkentésére, a feliilet-erdsitett infravoros
(Surface-Enhaced Infrared Absorption (SEIRA)) spektroszkdpia alkalmazéasaval, amire mar van
néhany kisérleti eredmény is az irodalomban. A modszer azon alapszik, hogy egy nagyon vékony
(néhanyszor tiz nanométer) Au-filmet készitiink a teljes visszaverddést biztositdo kristaly (Si)
felszinére, és erre tessziik a vizsgalando anyagot. Itt nem részletezendd, elsésorban elektromos
térhatasok miatt, mintegy 5-20 szoros erdsités érhetd el, amellett, hogy a behatolasi mélység 8-10
nm-re csOkken. Ezt, fokozatosan felépitett polielektrolit filmekkel, be is bizonyitottuk, 4-5-
polielektrolit réteg utdn mar nem noétt az infravords abszorpcid, mert a tovabbi polielektrolit rétegek
mar nem “latszottak™ az Au-rétegtdl tdvolodva Azaz, a mintanak csak ilyen vastagsagu részérol
kapuk informéciot. Ez mar a biologiai membranok vastagsdganak tartomanya. SOt, mint azt
méréseink megmutattak, a bioldgiai membranok esetében, ahol norméal ATR vizsgalatoknal a
membranoknak mind fehérje, mind lipid molekuldi nagyon jol latszanak, a SEIRA mérésekben, a
feliiletre adszorbedltatott membranokrol csak fehérje jeleket kaptunk, lipidekrdl szarmazdkat nem,
nyilvan, mert a membranfehérjek extra-membran részei 8 nm-nél tdvolabb tartottdk a lipid kettds
réteget az Au-felszint6l. Ugyanakkor tisztan lipidekbdl 4ll6 modell membranokrdl kivalo lipid
spektrumokat lehetett felvenni.

(ii) A viz szerkezetének megvaltozasa Hofmeister sok jelenlétében, és ennek a valtozasnak
hatdasa a fehérjék szerkezetére (folyamatban): Az intézetiinkben, Dér Andras altal vezetett, a
Hofmeister effektus kutatas abba a fazisba jutott, hogy sikeriilt egységes elméleti leirasat adniuk az
effektusnak. Azonban a elmélet igazolasara, bizonyit6 ereji kisérleti eredményekre is sziikség van.



Ezért egyrészt ATR kisérleteket végeztiink annak igazolasara, hogy a kozmo-, illetve kaotrop
Hofmeister sok hogyan befolyasoljak a bakteriorhodopszin molekula fazisatmenetét, illetve
masodlagos szekezetét a 70-90 °C tartomany alatt és folott. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy az
elmélet joslatdnak megfelelden, az altalaban szokésos hatassal ellentétesen hatnak a Hofmeister sok
a bR fazisdtmenetére, merthogy a bR molekula szerkezete is ellentétes a fehérjékben altalaban
megszokottal, hiszen az alacsonyabb hdmérséklet tartomanyban all a nyitottabb szerkezeti a(Il)
hélixekbdl, és magasabb homérsékleteknél tartalmazza a zartabb o(I) hélixeket. Ennek a munkéanak
csak az infravords spektroszkopiai részét végeztik mi, a munka tobbi részét Dér Andrés és
munkatarsai csinaltak, kozlésre valo bekiildése most van folyamatban.

A fentebbi bR-en végzett mérések, illetve a mi sajat membranszerkezet vizsgalataink arra
vezettek benniinket, hogy nagy sziikség lenne a viz szerkezetének csak az oldott molekulak, illetve
az adott Hofmeister s6 anionjanak kozvetlen kdrnyezetében valo vizsgalatara. Ezért Dér Andrassal
kozosen most dolgozunk ki egy olyan mérési rendszert, ami a SEIRA moddszert hasznositand az
ilyen mérésekre, hiszen az ezzel vizsgalhat6 8-10 nm-es rétegben dontéen a molekulakhoz, illetve
az ionokhoz kapcsolodo vizmolekuldkrol kapnank informaciot. Itt meg kell jegyezni, hogy a SEIRA
mérésekhez megfeleld Au-réteg kialakitasa nem trivialis, nagyon sok kisérletet végeztiink kétféle
preparalasi rendszerrel is, mieldtt eldontottiik, hogy melyik moédszert fogjuk hasznalni. Az
elkészitett filmek felszinét minden esetben AFM-val ellendriztiik, és mostanra jutottunk el odaig,
hogy rutinszertien tudunk reprodukalhaté kb. 30 nm vastag, 5-10 nm felszini egyenetlenséggel
rendelkezd Au-rétegeket késziteni. Ezeken az Au-rétegeken meg tudtuk figyelni adszorbealddott
lipidek, fehérjék, illetve tiol kotéssel immobilizalt molekuldk SEIRA spektrumait. A tovabbiakban
ezzel a modszerrel akarjuk majd a Hofmeister effektus molekula szinti vizsgélatat megkisérelni.
Azért ez az Ovatos kijelentés, mert egyaltalan nem biztos, hogy probalkozasaink egyértelmii sikerre
vezetnek majd.
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