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Bevezetés

I. A foldi légkor oxigéntartalmét a fotoszintézis biztositja. Ez a folyamat,
melyben a légkodri CO, szerves vegyiiletekké torténd redukéldsa zajlik fényenergia
felhasznédldsival, minden él6lény szdméra kozvetleniil, vagy kozvetve a
taplalékldncon keresztiil, alapvet§ jelentGségil.

A fotoszintézis folyamata a fotoszintetizildé szervezetekben, a
zbldbaktériumokban, a biborbaktériumokban és a cianobaktériumokban, valamint a
magasabbrendii novényekben egyarint membrinokban zajlik. Ezeknek a
fotoszintetikus membréinoknak, gorog eredetii idegen nevén tilakoidoknak a
szervezGdése az emlitett szervezetekben nem egyforma. A fotoszintetizdlo
prokari6tédk koziil a z6ld- és biborbaktériumokban a fotoszintetikus membran
szerepét a citoplazmés membrén bizonyos részei, a kromatoférok téltik be. Ezek a
baktériumok anaerob fotoszintézisiik sordn ltaldban kénvegyiileteket bontanak. A
fotoszintetizalé baktériumok harmadik csoportja, a cianobaktériumok két
szempontbdl is kiilonbdznek a bibor- és a zoldbaktériumoktél. Egyrészt a
cianobaktériumok fotoszintetikus membranja 6ndllé sejtalkot6, melynek szerkezete,
Gsszetétele sokkal inkdbb hasonlit az eukariéték kloroplasztiszanak tilakoidjéhoz,
mésrészt a cianobaktériumok aerob, oxigéntermelS fotoszintézist folytatnak (aerob
fotoautotréfok). A cianobaktériumokban a fotoszintetikus membranok kitoltik a sejt
belsejét, mig a fotoszintetizdly eukari6tdkban ezek a membrinok a
kloroplasztiszokban lokalizilédnak.

A fotoszintézis folyamatdt két f6 részre szokds szétvilasztani, a fény
jelenlétében és a sotétben lejatsz6d6 reakcibkra. A fényreakciék elsé lépései, a
fényelnyelés, ésa fényenergia tovébbitdsa a reakcibcentrumokhoz hasonldan megy
végbe a z6ld nvényekben és a cianobaktériumokban. Kiilonbséget a fényelnyeld
fehérjekomplexek struktirajiban, elhelyezkedésében talélunk. Z5ld novényekben a
fénybegyiijté komplexek - az irodalom legtobbszor angol neviik (light-harvesting



complex) roviditését, az LHC-t hasznédlja - fényelnyelésért felelés molekulii a
klorofillok. A klorofillok kémiai szerkezetiiket tekintve porfirinek és a ciklikus
tetrapirrolok csalidjéba tartoznak.

A cianobaktériumokban és a vords algdkban az LHCII szerepét a
fikobiliszémék tdltik be, melyek a tilakoid membran kiilsG, citoplazmais oldalan
sorakoznak, és pigment fehérjékbdl, az Gn. fikobiliproteinekbdl épiiinek fel. Direkt
médon kapcsolédnak a PSI komplexhez, amelynek a tilakoid membrinon beliil
nincs fénybegy(ijtd antenna-rendszere gy, mint a PSI-nek.

Minden cianobaktérium fikobiliszémédja legalabb hirom fajta
fikobiliproteint tartalmaz, C-fikocianint (CPC), allofikocianint (APC) és
allofikocianin B-t (APB). Szimos cianobaktériumban tal4lhaté még C-fikoeritrin
(CPE) is a PC, az APC és az APB mellett (pl. Nostoc térzsek, Tolypothrix tenuis,
Synechocystis 6701). Létezik még ezenkiviil 5 més fikobiliprotein is, de ezek
el6fordulasa sokkal ritkdbb, mint az emlitetteké.

A fikobiliproteinek kromof6rjai szintén tetrapirrolok, mint a klorofillok, de
nem ciklikusak, hanem nyiltlanctiak. A tetrapirrol gyfiriik lincdban a szénatomok
konjugélt rendszert alkotnak, és attél fiigg6en, hogy hiny kettdskdtés része a
konjugicionak, illetve ez a konjugllt rendszer mely gyfirikre terjed ki, a
kromoféroknak 4 fo fajtijat kiilonboztetik meg a cianobaktériumokban és a vords
algikban. Ezek a fikourobilin (PUB), a fikoeritrobilin (PEB), a fikobiliviolin
(PXB) vagy mésik nevén kriptoviolin (CV) és a fikocianobilin (PCB).

Cianobaktériumokban a nativ fikobiliproteinek 4ltaldban trimerek,
hexamerek, de megfigyeltek fikocianin dodekamereket is. Ezek az aggregitumok
két alegységgel (a és /) biré6 monomerekbGl épiilnek fel. Mindegyikiik legaldbb
egy, kovalensen kotott bilin kromofért hordoz. Nevezetesen a C-fikocianin o
alegységén egy PCB, a An kettd helyezkedik el, az alloﬁkocianin'mindkét
alegységén egy-egy PCB van, a C-fikoeritrin o alegységén kettd, a £n harom vagy
négy kromofér is talilhaté, mindegyikiikk PEB. A kromoférok kapcsolédisa az



apoprotein egy-egy ciszteinjéhez tioéter kotésen keresztiil torténik.

A fikobiliszémakban a fikobiliprotein fajtik elrendezGdése nem véletlen-
szerii. A fikoeritrinek aggregdtumai (amennyiben vannak), mindig legkiviil helyez-
kednek el. A fikoeritrinek utin a fikocianinok kévetkeznek, majd az allofi-
kocianinok, s legkdzépen, direkt kapcsolatban a tilakoid membran Il-es
fotoszisztéméjédval az allofikocianin B taldlhatd. Ezt a sorrendet az egyes pigment
fehérjék abszorpcids-emisszids tulajdonsagai indokoljak.

A hosszabb hullimszamok felé haladva éppen az aszorpcidés maximumok
helyének sorrendjében kovetik egymdst a fehérjék a fikobiliszoméakban. Barmelyik
fikobiliproteinben térténik is meg a foton elnyelése, annak energidja végs6 soron
midig az APC-B-re, majd onnan a PSII reakcidcentrumédba jut. Az a kromofor,
amelyik a fotont elnyeli, gerjesztett elektronikus allapotba keriil, s ezt a gerjesztési
energidt dip6l-indukélt dip6l kélcsonhatison keresztiil képes atadni egy
megfelelSen orientélt, kell§en kozeli kromoférmak. A gerjesztési energia
tovébbitéséx?ak ezt a mddjét Forster irta le elfszér (Forster, 1965). A fotofizikai
folyamatok jol meghatirozott kromofér konformécidkat és protein szerkezetet
feltételeznek. Barmilyen kis véltozds egyikben vagy masikban erGsen befoly4solja
a fikobiliproteinek mﬁk(")#ését.

Réntgen-krisztallografids tanulméinyokbél ismert, hogy a nativ
fikobiliproteinekben a kromoférok nyujtott konforméciéban vannak jelen, ez
azonban nem az energetikailag legkedveztbb élla;.;ot. A kromoférok nyujtott -
konfoﬁnéciéjénak fenntartdséhoz a fehérjék aktivan hozijarulnak. Ha
hédenaturicié vagy urea kezelés hatisira a fehérjékben olyan szerkezetvéltozas
torténik, hogy tovibb mir nem képesek fGnntartani a kromoférok nyijtott
konformécidjat, akkor azok betekerednek, egy helikalisan csavart konformici6t
vesznek fel. Ez a szerkezetvéltozés egyiitt jir a lathaté tartoményba es8 abszorpcié
csbkkenésével és a kozeli UV tartoménybeli abszorpcid ndvekedsével.

A fikobiliproteinek pontosan dsszehangolt milkodését biztosité fehérje és



kromofér konformdicidk, valamint a fehérje - kromofér kdlcsénhatasok tanulma-
nyozisa, tekintetbe véve a fehérjék abszorpci6s tulajdonségait, rezonancia Raman
spektroszképidval a legcélravezetdbb. Csoportunk bekapcsol6dédsa a nyiltldnca
tetrapirrolok vizsgdlatdba azért volt jelentds, mert ezeket a molekuldkat fehérjékbe
dgyazottan kezdtilk tanulményozni. A.ﬁkobiliproteinek vizsgilata mds, hasonlé
felépitésl fehérjék, nevezetesen a fitokrémok szempontjabél is érdekes és haszmos
volt. A fitokromok 2 magasabbrendii novények fény-jelatvivéi. A fényt, mint a
kiils6 k6rnyezetb6l érkez jelet a fitokromok 4talakitjsk és tovabbitjik, a jel pedig
végiil a génexpresszi6 szintjén fejez8dik ki . A fitokrémok kromoférja szintén
nyiltldnct tetrapirrol, a fitokromobilin, mely szintén kovalens ktéssel kapcsol6dik
a fehérjéhez és minddssze annyiban tér el a PCB-t8l, hogy a 18-as szénatomhoz
nem etil (C,H,), hanem vinil (C,H;) csoport kapcsolédik. A fitokrémok
fényelnyelés kovetkeztében a vorosben abszorbesld, n. P, formébdl a tivoli
vorosben abszorbedld P, formédba alakulnak 4t. A fiziolégidsan aktiv forma ez az
utdbbi. Nagy mennyiségben tortén§ eldéllitdisuk meglehetSsen bonyolult feladat,
igy a sokkal konnyebben és nagy mennyiségben eléllithaté fikobiliproteinek jol
hasznélhat6 modelit jelentettek a fitokrémok tekintetében.

A fikobiliproteinek Raman spektroszképiai vizsgilatindl a gerjesztd
hullémhossznak és a minta koncentricidjdnak a megvilasztisa nem egyszerii
feladat, mert ha a gerjesztd hulldmhosszat kozelitjiik a l4thaté tartomanyba esd
abszorpcibs sdvokhoz, akkor a fluoreszcencia nagy nehézségeket okozhat a RR
spektrumok folvételében. Ennek ellenére, foleg csoportunk munkdja nyoman 4lltak
rendelkezésre 488, iletve 514.5 nm-es hullimhosszisigi fénnyel gerjesztett RR
spektrumok fikocianinrél, illetve allofikocianinrél. A fluoreszcencia
kikiiszobdlésének egyik médja nagy koncentricidjii mintak vizsgélata volt. Nagyon
stiri mintdkban ugyanis megn§ a reabszorpci6 valdszinlsége, s ez a folyamat
kiolja a fluoreszcencidt. Follép azomban egy mdsik veszély, mégpedig a

fotodegradicid.



Tekintettel arra, hogy a fikoeritrin 14thaté abszorpciés maximuma rendkiviil
kozel esik az alkalmazott lithaté tartominybeli gerjesztési hullimhosszakhoz, a
fikoeritrinnek ehhez az elektronikus dtmenetéhez kapcsol6dé RR spektrumot nem
sikeriilt folvenni.

A miésik méd a fluoreszcencia 4ltal okozott gond elkeriilésére, ha a
gerjesztési hullimhosszat ugy vélasztjuk meg, hogy az az UV tartominybeli
abszorpciés sévhoz essék kozel. A,-t 363.8 nm-nek vélasztva szintén torténtek RR
spektroszképiai mérések, €s ezekbél, valamint a lithatéban gerjesztett rezonancia
Raman spektrumokbél tudjuk, hogy egyértelmiien elkilonitheték olyan
spektrumtartoményok, melyek érzékenyek a kromoférok konformicidjéra vagy
fehérjekomyezetére. A legjellemzdbb példa erre az 1642 cm'-es sdv eltolédésa és
az 1245 cm'-es sdv intenzitdsdnak csokkenése, mely akkor kovetkezik be, ha a
fehérjeoldat pH-ja lecsokken, és amit ugy értelmeztek, hogy a kromofor a nytjtott
konfom;éciéja helyett egy helikilisan betekeredett konformé&ciét vesz fel.

Nem volt azonban bizonyitott, hogy a RR spektrumokban l4thaté
véltozdsok valéban a kromoférok konforméaci6janak megvaltozisat tiikkrdzik-e a pH
csokkentése sordn. Egyes nézetek szerint a spektrélis valtozisokat a kromoférok

alacsony pH-n torténd protonélédasa is okozhatta.

II. A bioldgiai membrinok tobbféle funkci6t toltenek be az é1§
szervezetekben. Elvilasztjidk egymdst6l és a kornyezetiiktSl az egyes sejteket,
illetve a sejteken beliil a sejtalkotdkat, valamint gitat képeznek szimos vegyiilettel,
molekuléval szemben. Ehhez az elhatirolé funkci6hoz azonban a kdmyezettel vald
llandé kapcsolattartds funkcibja tirsul, amely bizonyos molekuldknak a
membrénon keresztiili transzportjit teszi lehetévé. A membrinok a feliiletiikre
érkez0 jeleket, ingereket is tovabbitjak, s igy a sejt alkalmazkodni tud a folytonosan
valtoz6 kiils6 koériilményekhez.

Ahhoz, hogy sokrétil funkci6jukat betdlthessék, a biolégiai membranoknak



egy fizikailag j6l koriilhatérolt, dinamikus membrénszerkezettel kell rendelkezniiik.
Ehhez a szerkezethez az épitGelemeket elsGsorban a lipidek, a fehérjék, és
amennyiben vannak, a pigmentek (mint pl. a karotinoidok) jelentik. A kiilonbdz8
membrédnok egymadstdl eltéré funkcidi kiilonb6z6 membrindsszetételt hatdroznak
meg. A citoplazméds membrénokban a fehérjék és a lipidek Ossztémegének ardnya
1:1, mig pl. a fotoszintetikus membrénokban ez az ardny 2:1. A membrinok

- fehérje- és lipidosszetételét azonban nemcsak a membrinfunkcié szabja meg,
hanem befolydsolja a kiilsé kdrnyezet is. Cianobaktériumok esetében pl. a
novekedési hémérséklet meghatirozza a glicerolipidek telitetségi fokét, méghozz4
oly médon, hogy minél alacsonyabb a névekedési hémérséklet, annil nagyobb a
tobbszordsen telitetlen zsirsavak relativ ardnya.

A hatékony membréinfunkcidhoz elengedhetetlen, hogy a membrénalkoték
roticids, transzlicids mozgisa biztositott legyen. Ez csak a membrinok
folyadékkristilyos, vagy ahhoz igen kozeli fazisallapotdban lehetséges.
Modellmembrdnokon végzett kisérletekb§l tudjuk, hogy a gél— folyadékkristilyos
fazisitmenet fiigg a lipidek telitetségétél, és hogy a fizioldgiai aktivitis jelent6sen
megviltozik a fazistranziciés hémérsékleten.

A Fourier-transzforméciés infravords (FTIR) spektroszképia kiilondsen
alkalmas arra, hogy lipidek konforméciés rendjét, pontosabban a zsirsavlincok
rendezettségének alakuldsit a hGmérséklet fliggvényében nyomon kovesse. Ehhez,
az EPR spektroszk6pidtél eltérfen, nem sziikséges kiils6 jel616 molekula bevitele a
vizsgélt rendszerbe, ezért annak perturbilé hatisival nem kell szimolni. Nagy
elénye ezen kiviil ennek a médszemek, hogy a lipidekkel egyidében a fehérjék
mésodlagos szerkezetének alakulisa is vizsglhatd, mert az ezeket a fehérje
konforméciékat jellemz8 amid sivok az FTIR spektrumokban jél elkiiloniilten, a
zsirsavldncok CH, csoportjainak karakterisztikus rezgési frekvencidito! tdvol
helyezkednek el.

Biol6gjai membrinok hémérsékletfiigg6 dinamik4jinak tanulményozisira



ezért a FTIR spektroszkopiat vélasztottuk. Méréseim sordn arra kerestem a vilaszt,
miképpen hatnak a kdrnyezeti koriilmények, példiul a ndvekedési homérséklet
véltozasa, egyes nehézfém ionok (réz, cink, 6lom, nikkel, kadmium) jelenléte a
_membrénok szerkezetére. Osszhangban 4linak-e az FTIR spektrumokbél levonhaté
kovetkeztetések azokkal, melyek a membrindsszetétel biokémiai mébdszerekkel
torténd meghatarozasibdl adédnak?

Célkitazések

Kutatémunkémhoz a kovetkezd célokat tiiztem ki:

(1) olyan kisérleti koriilmények bedllitisit, amelyek mellett Raman
spektroszkdpidval vizsgalni tudjuk a fikobiliproteinek szerkezetét. A legnagyobb
problémit a pigmentek fluoreszcencidja jelentette. A fluoreszcencia sugirzis
okozta hitteret a Raman spektrumokbdl egy uj moddszer, a feliilet-erdsitett
rezonancia Raman spektroszkdpia segitségével kivintam kikiiszobolni.

(2) SERR spektrumok segitségével bizonyitani kivintam, hogy a
fehérjeoldat pH-janak csokkenése a kromofdrok konformdcidjinak
megviéltoziséhoz vezet. Ehhez:

a) semleges pH-n prondz enzim kezeléssel a pigment fehérje szerkezetét
széndékoztam megbontani, illetve
b) pH-denaturdciéval kivintam megvéltoztatni a teljes pigment.szerkezetet.

A megviltozott fehérje - kromofér kélcsonhatisokat SERR spektrumok
folvételével terveztem nyomon kovetni.

(3) A kromoférok konformiciéra érzékenynek bizonyuld sivjait dssze
kivintam hasonlitani a fitokrémok spektruménak megfeleld sadvjaival és
ammennyiben lehetséges, asszignéiciét végezni,

(4) Célul tifztem ki a kordbban egyaltaldn nem vizsgalt fikoeritrin molekula
tanulményozisit, melynek kromoférjdban a konjugilt kettds kotések rendszere
nem terjed ki a negyedik pirrol gyfirtire Gigy, mint a fikocianin és allofikocianin



esetében. Azt igyekeztem kideriteni, hogy a kromoférok kémiai szerkezete és
fehérje kornyezete kozotti kilonbséget az éltalam haszndlt spektroszképiai
mddszerekkel hogyan tudom azonositani.

(5) Céwl tiztem ki a Symechocystis PCC 6803 kultirakbél izolalt
fotoszintetikus membrénok esetében annak folderitését, hogyan alkalmazkodik a
membrénszerkezet a sejtek novekedési hSmérsékletéhez. Kivéincsi voltam arra,
hogy az FTIR spektrumok alapjin kapott membranfluiditis véltozis
magyardzhaté-e a membrdnok zsirsavisszetételének véltozdsaval, illetve annak
megvéltoztatisival, amit genetikailag médositott, mutins Synechocystis PCC 6805
torzsek hasznélata tesz lehetgvé.

(6) Célom volt annak vizsgédlata, hogy a nevelési hGmérséklet és a
membrénfluiditds kozti kapcs‘Blat fennill-e mas, a természetben el6forduld
cianobaktérium torzsek esetében is. Ennek eldontésére Spiwlina platensis és
Cylindrospermopsis raciborskiisejtekbBl izolalt membranokat vizsgiltam meg.

(7) A ndvekedési hémérséklet megvéltozisin kiviil egy mésik fajta
komyezeti stressz, a nehézfém szennyezés membréinszerkezetre gyakorolt hatdsat is
vizsgélni kivéntam. Bors6bo! izolalt tilakoid membrént hasznilva minténak arra
kerestem a vélaszt, hogy bizonyos nehézfémek, a réz, a cink, a kadmium, az élom
€s a nikkel a membrénszerkezetet melyik Gsszetev8jén, a lipideken, a fehérjéken,
vagy mindkettdn keresztiil fejtik ki kérosftd hatisukat.

Eredmenyek

Dolgozatomban a cianobaktériumok fénybegyijté fehérjéit, s magit a
fotoszintetikus membrént vizsgiltam abbél a szemszdgb6l, hogy milyen is az a
szerkezet, amely a rendkiviil sokrétii élettani folyamatoknak megfeleld hétteret
biztosit, és milyen véltozésok zajlanak le benne kiilonb5z6 kémyezeti hatdsokra.

(1) Beéllitottam egy, az intézetiinkben addig nem alkalmazott mérési

technikit, a feliilet-erGsitett rezonancia Raman spektroszképidt (SERR).



Megéllapitottam, hogy €z a médszer alkalmas fikobiliproteinek tanulmanyozéséra,
mert a fehérjék a feliilet-er8sités mechanizmuséért felelds fémfeliilethez torténd
kotés soran nem‘vesztik el konformicibjukat, nem denaturdlédnak, és nem
koaguldlnak az Altalam alkalmazott eziist szol szemcséivel. Rimutattam arra, hogy
a fémfeliilethez t6rténG adszorbealtatds utdn a fehérje szerkezete mir nem
moédosithat6, s igy hozzdjarultam a fitokrémok elektrédan, illetve szolon felvett
SERR spektrumainak értelmezéséhez.

(2) Bebizonyitottam, hogy ar fehérjeoldat pH-jdnak csokkenése a
megviltozott kromofér-fehérje kolcsonhatdsok miatt a kromoférok
konforméci6jénak megvéltozasit eredményezi. Ehhez eldszor semleges pH-n egy
pronz pevil proteiniz enzimmel a pigmentek fehérje-szerkezetét mddositottam,
majd a teljes pigment szerkezetet (a kromofort és a fehérjét egyarént) valtoztattam
meg alacsony pH-n bekovetkez fehérje denaturdciéval. A megvéltozott
kromofor-fehérje kolcsonhatisokat abszorpcits és SERR spektrumok folvételével
kdvettem nyomon. Az emésztett és a pH-denaturilt fehérjékrdl folvett rezgési
spektrumok konformécié érzékeny sdvjainak hasonlé viselkedése, pl. a nativ
fehérjékre jellemz8 1640-1642 cm-es csics eltoléddsa, az 1600 cm'-es vall
eltinése mind az emésztett, mind az alacsony (<2.4) pH-jii fehérjék esetében azt
bizonyitotta, hogy protonalédés nem torténik. Ezt az &llitdisomat alitdmasztja az a
tény is, hogy a pH csbkkentésével denaturlt PC és ACP SERR spektrumaiban nem
jelent meg 3 olyan sév (1375, 1404 és 1482 cm'-nél), melyek elméleti szdmitasok
szerint a D gyiiril protonél6dasit jelzik.

(3) A kromoférok konformiciéra érzékenynek bizonyult sévjait
dsszevetettem egy olyan fehérje, a fitokrém spektrumanak megfeleld sivjaival,
melynek mind a kromofér, mind a feixérje szerkezete hasonlé a
fikobiliproteinekéhez. Az Gsszehasonlités eredményeképpen ezeknek a fehérjéknek
a spektrumiban az 1590-1599 cm-es sivot a kromoférok C és D gylirffjét

Osszek6td metinhid 224 konformécidjihoz rendeltem. Ez a sdv kiiléndsen fontos
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jeloldje a fikocianobilin, illetve fitokromobilin kromoférok konformici6s
éllapotdnak. Eltiinése mind a RR, mind a SERR spektrumokbél a fitokrémok
fotoizomerizéci6jét, illetve a PC és az APC kromoférjainak betekeredését jelzi.

(4) Fikoeritrinrgl lithaté fénnyel gerjesztett SERR spektrumot vettem fel.
Errél a fehérjérdl lathatéban gerjesztett rezgési spektrumot kordbban nem sikeriilt
folvenni, mert a fikoeritrobilin konjugalt ketts kétés rendszere kisebb, mint a
fikocianobiliné, s ezért a lithaté tartominyban mﬁk&idfi lézerek gerjeszté
hulldmhosszai olyan fluoreszcencia sugérzést véltanak ki, amely elnyomja a RR
sdvokat.

A fikoeritrobilin és a fikocianobilin kémiai szerkezetbeli kiilonbségének
azonositisa a Raman spektrumokban nem megoldott, az UV RR spektrumokban
csak két siv asszignicija tortént meg (Szalontai és mts. 1994). A sivok
azonositisit megneheziti, hogy bir a kromofér-fehérje kolcsonhatasokat hasonlé
médon véltoztattam, mint a PC (és az APC) esetében, eltérést csak a nativ és az 1
M NaClO,-tal monomerizilt fehérje spektrumaiban talltam. Tovabbi sdvok
azonositisa érdekében emésztett PE és alacsony pH-jii fehérjeoldatok FTRaman
spektrumait tervezem felvenni.

(5) A fotoszintetikus membrinok vizsgélatira alkalmasabb a RR
sepktroszkdpidnadl az FTIR spektroszképia, mert ez utdbbi nem szelektiven ad
inform4ci6t egyes membrénalkotékrdl, hanem egyszerre mutatja a membrénok 5
Osszetevdinek szerkezetében bekovetkezett valtozasokat.

A fehérjékre és a lipidekre jellemz6 sdvok j6l elkiiloniilten vannak jelen az
FTIR spektrumokban. A fehérjék masodlagos szerkezetét leirb legintenzivebb amid
sdvok fékeént a spektrum 1300 - 1800 cm™ tartom4ny4ban talilhatbak, mig a lipide-
ket, illetve azok zsirsavlncait jellemz6 C-H kzgések a 2800 - 3100 cm" tarto-
ményban. Ez ut6bbi tartomény 2850 cm-es és 2920 cm'-es sivjai, melyek a CH,
csoportok szimmetrikus, illetve antiszimmetrikus nytjtsi rezgéseihez tartoznak, a
lipidek fézistranziciéja sorin ugrisszeriien eltolddnak a magasabb hullimszAmok
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fele.

Bizonyitottam, hogy bioldgiai membrénok fazistranzicidjanak vizsgilatdval
jellemezni lehet a membrinok rendezettségét, figyelemmel lehet kisémi a
kérmyezeti hatisokat kisér§ szerkezeti viltozasokat, melyek kihatnak a
membrinfehérjék és lipidek rendezettségére is.

Symechocystis PCC 6803, Spirulina platensis €s Cylindrospermopsis racr-
borskircianobaktériumok esetében azt vizsgiltam, hogy a ndvekedési hdmérséklet,
mint kiils6 kérnyezeti tényezS, milyen membranszerkezet valtozasokat idéz eld.
Ezeket a véltozdsokat FTIR spektroszképia segitségével analizaltam.
Megillapitottam, hogy az alacsonyabb hémérsékleten nétt Synechocystis PCC
6803 és Spirulina platensis kulturikb6! izoldlt fotoszintetikus membrinok lipid
fizisa kevésbé rendezett, mint a magasabb homérsékleten ndtt sejtekbdl izolalt
tilakoidoké. Ennek a két torzsnek a tilakoidjait egymassal is 6sszehasonlitottam, és
azt taldltam, hogy az azonos koriilmények k6zott nevelt Symechocystis PCC 6805
és Spirulina platensis sejtek koziil, az utébbiakban rendezetlenebbek a lipidek
(tilakoid membrinok). Eredményeim bizonyitjdk, hogy a membrindsszetétel,
nevezetesen a zsirsavak biokémiai mddszerekkel meghatirozott véltozdsa valoban
az eltér6 novekedési hdmérséklet dltal megkivint membrandinamika kialakitisat
szolgilja.

(6) A telitetlen zsirsavak membrénszerkezetet befoly4solé h&mérséklet
adapticiéban jitszott szerepét olyan genetikailag mddositott Symechocystis PCC
6803 sejtekben is vizsgiltam, melyek inszerciés mutagenezis kovetkeztében
képtelenek bizonyos polién zsirsavak szintézisére. Bizonyitottam, hogy minél
” tobbféle kétszeresen és hiromszorosan telitetlen zsirsav szintézisére képesek a
sejtek, annél kdnnyebben tudjék membrénjaik homeosztdzisit a megvaltozott
nevelési h6mérsékleten bedllitani. Azok a sejtek, melyek egysltalin nem
tartalmaznak t5bbszordsen telitetlen zsirsavakat, csak nagyon nehezen képesek
fenntartani membranjaik homeosztizisit, mely a biolégiai funkcidk ellitisihoz

12



szitkséges.

Megillapitottam, hogy a 25, 30 illetve 35 °C-on nevelt, polién zsirsavakat
nem tartalmazé sejtek (amelyek tehit nem kiilénbéznek zsirsavdsszetételiikben)
eltér6 hGmeérséklet adapticiét mutatnak. Ez arra hivja fel a figyelmet, hogy a sejtek
homérséklet adaptacidjanak vizsgélatakor nem csak a zsirsavosszetétel viltozisira
kell figyelemmel lenni, hanem vizsgdini kell mais membrandsszetevdk
membrénszerkezetre gyakorolt hatisét is.

(7) Kimutattam, hogy a Cy/indrospermopsis mclbomb): sejtek hémérsékiet
adaptici6jit nem lehetséges pusztdn a zsirsavisszetétel valtozasdval magyardzni.
Ebbdl arra kdvetkeztettem, hogy az ebbSl a térzsbél izoldlt membrinok
rendezettségét nagy mértékben befolyssoljdk olyan més sejtalkoték, mint pl. a
karotinoidok. Munkatdrsaim legljabb kisérleti eredményei a tilakoid és citoplazmas
membrinok karoti'noid Osszetételére vonatkozdan igazoljik ezt a feltételezésemet.
Alacsonyabb ndvekedési hGmérsékleteken megné azoknak a karotinoidoknak a
relativ ardnya, melyek a membrénstuktiirdt rendezettebbé képesek tenni.

(8) Bors6levélb6! izoldlt tilakoidon azt vizsgéltam, hogy bizonyos
nehézfémek, a kadmium, a nikkel, a réz, a cink és az 6lom milyen médon képesek
hatni a membrén lipidjeinek és fehérjéinek konformécibjéra abban az esetben, ha
beépiilésiik a membr{u.:ba a tilakoidok izolaldsa utén torténik.

Az FTIR spektrumokbdl megéllapitottam, hogy a tilakoid membrinok lipid-
fazisanak viselkedését egyik nehézfém jelenléte sem befolyésolta szignifikinsan.
Az amid sdvok kiértékelése alapjén a vizsgalt nehézfémeket két csoportba sorol-
tam: i) a Cd €s a Ni a fehérjék szerkezetét nem médositotta. ii) A Cu, a Zn és az Pb
oly médon hatott kdlcson a membréinfehérjékkel, hogy akadalyoztik a h§denaturd-
. ¢i6 hatdsédra 1étrejévo aggregilodast. A méréseket PS II partikulumokon megismé-
telve megéllapitottam azt, hogy az Pb a PS II partikulumok h&denaturici6é okozta
aggregécibjdt nem gitolta, mig a tobbi ion kezelés hatisa megegyezett az izoldlt
membrénoknal kapott eredményekkel.
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