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ABSTRACT

Although brain is among the tissues most rich in lipids, function of these compounds is still
not well understood. Most of our data on composition and metabolism of lipids in brains of

vertebrates concern the mammalian. There is an agrement in the literature that these lipids

1. are components of some membrane structures,

2. they are rich in long chain polyunsaturated fatty acids such as docosahexaenoic acid
(22:6w3),

3. composition of fatty acids is very conservative, it will be decided in the intrauterine

life and after birth cannot be modified at all.

Knowledge about composition and metabolism lipids present in brains of lower
vertebrates, such as fish, is very poor. There are good reasons to believe that metabolism of
lipids in fish brain may differ in several respect from that of mammalian. For instance
1. its development is not terminated after hatching, but it grows until the animal reached
its final size,

2. being the fish poikilotyermic animals brain is exposed to fluctuation of the
environmental temperature which may bring about adaptational responses in fatty acid
compositions,

3. Dbecause it grows continuously it maybe altered by differences in lipid compositions of
the diet.

Based on scarcity of these data on fish it seemed worth to carry out comprehensive studies

on fish brains and relate these results to that obtained on mammals and birds in this



laboratory or published by others. It is hoped that these results will contribute to better

understanding at least of some aspects of role of lipids in this important organ.

EXPERIMENTAL APPROACHES

To this end fatty acid and molecular species composition of phospholipids in brains of 11
species of fish, inhabiting water bodies at the boreal, temperate and subtropic regions, 4
species of mammals and 3 species of birds was investigated in relation of body temperature
and possible fatty acid composition of diet. In addition fluidity of phospholipid vesicles
was also investigated in fish under steady state (seasonal adaptation) or under experimental
conditions.

Lipid were extracted using chloroform: methanol (2:1), fatty acids were obtained by
acidic transesterification and seggregated by gas-liquid chromatography. Molecular species
composition of phosphatidilcholines and phosphatidilethanolamines was determined by
HPLC chromatographic technique of anthroyloxy derivatives of diglycerides obtained after
digestion by phospholipase C. Morever, fluidity of phospholipid vesicles was assessed by
fluorescence polarization technique using either diphenylhexatriene or different

anthroyloxy fatty acids.



OBSERVATIONS

Brains of fish, similar to mammals, are rich in docosahexaenoic acid.

Seasonal changes of temperature do not affect fatty acid composition of total
phospholipids in brain of fish sampled from temperate regions, but evolutionary
adaptation to extreme temperatures (+5°C,+25°C) brought about a decrease in level
of docosahexaenoate in subtropic fish. However, fatty acid composition of certain
membrane structures, such as synaptic plasma membranes, show seasonality or

dependency on body temperature.

Fatty acid composition of ingested food does not seem to affect brain fatty acid

composition in fish.

20-25 different phospholipid molecular species were identified from brains of all
investigated species. Among them species containing a monounsaturated fatty acid
(18:1) in position sn-1 and a polyunsaturated fatty acid (22:6, 20:4) in position sn-2
responded most sensitively to body temperature throughout the evolutionary chain
in a way that its level the highest in fish seasonally or evolutionarily adapted to low
temperature and lowest in birds. Actually there was an inverse relationship between
the body temperature and level of 18:1/22:6 phosphatidilethanolamin (18:1/22:6

PE).



Phospholipid vesicles from brains of cold adapted fish were more fluid than those
from warm adapted fish seasonally adapted to extreme temperatures. Effect of
temperature, both on fluidity of phospholipid vesicles and on level of 18:1/22:6 PE
could be demonstrated also under experimental conditions. Vesicles from cold
adapted fish were more fluid close to polar head group than those from warm
adapted fish due to higher amount of 18:1/22:6 PE species which have larger

surface area than its saturated analogue (18:0/22:6).

Ether lipid content of fish brains was comparable to that of mammals and was
almost identical in cold and warm adapted carp. Despite this, at least the carp,
responded with a drastic accumulation of ethanolamine plasmalogens to sudden

decrease of temperature and vice versa.

Level of 18:1/22:6 PE increased from liver through serum lipoproteins to brain.



EVALUATION

The results presented in this dissertation underline the importance of long chain
polyunsaturated fatty ‘acids (22:6) in vertebrate brains. It has been shown that similar to
mammals, fish brain also maintains a high level of this fatty acid which is rather resistant
to dietary influences as well as to changes of the ambient temperature.

Although level of 22:6 is rather constant in vertebrate brains certain molecular
species of constituent phospholipids respond to seasonal or evolutionary changes of body
temperature. 18:1/22:6 PE with their increased conicity and larger surface area may play a
role in control of membrane fluidity 0\;er the evolutionary scale as well as during seasonal
or sudden variation of ambient temperature. Besides they may be necesarry for activity of

enzymes requiring non bilayer structures.

Mechanism of accumulation of 18:1/22:6 PE is not known. Several posibilities are
discussed in this dissertation. A possibility is that this species if formed within the brain
(neurons) either by in situ desaturation of 18:0/22:6 species to 18:1/22:6. This possibility is
supported by finding that £18:0/22:6 + 18:1/22:6 is identical during thermal adaptation,
(and throughout the evolutionary chain) but contradicted by fact that enzyme desaturating
phospholipids in situ has not been identified as yet. Another hypothesis is that 18:0/22:6
PE is first deacylated, the liberated 18:0 is then desaturated to give 18:1 and then
reacylated to form 18:1/22:6 PE. A third hypothesis is based on the observed successive
accumulation of this species from liver to brain. According to this concept the source of

18:1/22:6 is the liver. Lipoproteins would anchor on proper receptors (such as Apo E)



present on the surface of brain microcapillaries, exchange their phospholipids with the
endothelial membranes via fusion processes (18:1/22:6 PE is due to its conic shape are
very fusogenic). From endothel cells these species would move to glial cells and neurons
again by fusion of surface membranes. Although this approach also requires experimental
support it has to be mentioned that presence of lipoprotein receptors has been reported from
surface of brain microcapillaries as well as from glial cells of mammals.

Whatever is the way of formation and accumulation of 18:1/22:6 PE (and also PC)
from the results presented in this work it is evident that this molecular species with its
specific biophysical properties play a key role in maintaining structural and functional

integrity membranes in vertebrate brains.



Lipidek:
PC
PE

PL

Zsirsavak:

16:0

16:1

18:0

18:1

18:2

18:3

20:4

20:5

22:6

UFA

PUFA

ROVIDITESEK

foszfatidilkolin
foszfatidiletanolamin

foszfolipid

palmitinsav
palmitoleilsav
sztearinsav
olajsav

linolsav
linolénsav
arachidonsav
eikozapentaénsav
dokozahexaénsav
telitetlen zsirsav

politelitetlen zsirsav
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a zsirsavlanc metil végétdl szamitott harmadik szénatomnal talalhaté6 az elsé

kettdskotés

a zsirsavlanc metil végétél szamitott hatodik szénatomnal talalhat6 az els6

kettdskotés

a zsirsavlanc metil végét6l szamitott kilencedik szénatomnal talélhaté az

elsd kettds kotés



Fluoreszcens és spinjelzett prébak:

2-AS 2-(9-anthroyloxy) sztearinsav
12-AS 12-(9-anthroyloxy) sztearinsav
16-AP 16-(9-anthroyloxy) palmitinsav
DPH 1,6-difenil-1,3,5-hexatrién

Egyéb roviditések:

BHT butilalt hidroxi — toluol

HPLC nagyteljesitményi folyadék — kromatografia
PKC protein kinaz C

PLA, foszfolipaz A, enzim

PLC foszfolipaz C enzim

sn-1 glicerinvaz 1-es pozicidja

sn-2 glicerinvaz 2-es pozicidja

11
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BEVEZETES

A kozponti idegrendszer zsirokban az egyik leggazdagabb szerviink, azonban minden maés
szdvettel szemben ezek a zsirok kizarblag szerkezeti elemként fordulnak elé. Ezek a
szerkezetek funkcidéjukhoz (jelatvitel, cognitiv funkcidk stb.)- specifikus Osszetételd
lipidmolekulékat igényelnek. Amennyiben az ezek altal igényelt lipidosszetétel nem all
rendelkezésre, az idegrendszer miik6désében zavarok lépnek fel.

A kozponti idegrendszer lipidosszetételérdl és dinamikajarél alkotott ismereteink
tulnyomorészt az emlds éllatokra, kisebbrészt pedig madarakra vonatkoznak, azonban még
ma sem teljesek. Alacsonyabbrendl gerincesek ritkdbban képezték a vizsgalatok targyét.
Ezekben a szervezetekben az emldsoknél még bonyolultabb viszonyokra szdmithatunk,
minthogy testhomérsékletitkk valtozé és a lipidek ill. beldliik felépitett szerkezetek
biofizikai paramétereit hozza kell igazitsak a valtozé kémyezeti viszonyokhoz.

Ebben a disszertacidban ertfeszitéseket tesziink a kézponti idegrendszer lipidjeinek
Gsszehasonlité tanulmanyozasara, kiilonds figyelmet forditva a diéta zsirsavisszetételének

€s a természeti kornyezet hdmérsékletének hatéséra.
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A TEMAVAL KAPCSOLATOS HATTERINFORMA CIOK

1. A kozponti idegrendszerben el6fordulé fontosabb lipidosztilyok szerkezete

A legfontoéabb szerkezeti lipidek az sn-glicerol-3-foszfat zsirsavészterei. Attol fliggben,

hogy a glicerolnak sn-3 hidroxilcsoportjat milyen aminoalkohol (kolin, etanolamin) vagy

sav (szerin) észterezi, valamint az sn-1 hidroxilcsoportjdhoz egy zsirsav észter kotéssel

vagy egy hosszui szénlancu alkohol éterkétéssel kapcesolddik, beszéliink diacil, alkilacil és

alkenilacil formakrél. Az alkenilacil formakban egy viniléter kétés alakul ki. Ezeknek a

formaknak a szerkezeti képletét sematikusan a 1. abra szemlélteti.

1. Abra.

Etanolamin _foszfogliceridek:

CH;O-C-R,
§
CH-O-C-R,
i
H;O‘?—O-CHQ—CHQ—NH?
OH

CH5>O-CH5;CH5>R,

CH-O-C-R,

i
CHQ—O"E’ ~0O-CHzCH5>NH,
OH

CH;yO-CH=CH-R,
?
CH—O—C—RZ

0
CH;O-H-0-CHz CHyNH,
OH

1,2-diacil

foszfatidiletanolamin (a);

1-alkil-2-acil etanolamin foszfoglicerid (b);

etanolamin foszfoglicerid v. etanolamin plazmalogén (c).

etanolamin foszfoglicerid vagy

1-alkenil-2-acil
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A polaros fejcsoport szerint ezek a foszfolipidek lehetnek kolin, etanolamin, szerin

vagy inozitol glicerofoszfolipidek (2. abra).

H,C—0~C—R

a
R—-C—-0-CH

"

| ¢
H,c-o-fr-o—x

o-

H

<
CH,-CH,-NICH,),

_CH,

c
CH,—CH,—NZ< H“’

CH,— CH,—N

CH,—CH,—NH,
NH,

CH,— CH-COOH
NH,

CH — & H-COOH

CH,

CH;~CH-CH,OH
OH

CH,—CH—CH,

OH_Q.

¢=0

HN-CH

o

CH—CH—CH,0-PO,H,
OH

foszfatidsav

foszfatidilkolin v. lecitin

foszfatidil (N-dimetil)-etanolamin

foszfatidil (N-metil)-etanolamin

foszfatidil etanolamin

foszfatidil szerin

foszfatidil treonin

foszfatidil glicerol

foszfatidil glicerol O-aminosav
észter

foszfatidil glicerofoszfat

2. Abra. Foszfogliceridek szerkezete
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A foszfatidiletanolamin alkenilacil form4jéat etanolamin-plazmalogénnek is nevezik. Ezek
az etanolamin-plazmalogének az eml8sagy Gsszes etanolamin foszfogliceridjeinek 35-45%-
4t is kitehetik (1). Erdekes, hogy a kolinfoszfoglicerideknek csak jelentéktelen hanyadat
teszik ki az alkenilacil formék. Hidegvéri szervezetekre nézve sokkal hianyosabbak az
ismereteink, annyi azonban biztos, hogy a megvizsgalt szervezetek kozponti
idegrendszerében is magas az etanolamin-plazmalogének aranya ésiésszetételﬁk valtozhat a

kornyezet hdmérsékletével (2).

2. A kozponti idegrendszerben eléfordulé telitetlen zsirsavak

A kozponti idegrendszer telitett zsirsavai (palmitinsav, sztearinsav) nem mutatnak
semmiféle specifitast és igy joforman “kozmopolitak®, ezek a zsirsavak nem képezték
vizsgalataink targyat.

A telitetlen zsirsavak eredetiik ill. szerkezetiik szerint harom csoportba tartoznak.
Vannak zsirsavak, melyekben az els§ telitetlen kotés az Gn. omega-9 (©-9) poziciéban
(pl. olajsav) van. Ezek a zsirsavak a megfelel6 telitett zsirsavb6l (pl. sztearinsav)
képzddnek az adott helyen t6rténdé dehidrogénezéssel. Mas telitetlen zsirsavakban az elsé
telitetlen kotés az Un. -6 helyzetben van. Ezek a zsirsavak a linolsavbél képzédnek a
karboxilcsoport iranydban torténé dehidrogénezéssel ill. lanchosszabbitassal. A telitetlen
zsirsavak egy tovabbi csoportjdban az elsé telitetlen kotés az w-3 helyzetben van. Ezek a
zsirsavak a linolénsavbél képzddnek a linolsavhoz hasonlé médon. Sem a linolsavat, sem a
linolénsavat gerincesek nem tudjék szintetizalni, igy ezek beszerzése kiilsé forrasbol
torténik. Az olaj, linol és linolénsav atalakulasait a 3. abra mutatja. A kozponti

idegrendszer sajatossiga, hogy igen magas a leghosszabb szénlancu ®-3 zsirsav, a
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dokozahexaénsav (22:6w-3) tartalma, szemben mas szdvetekkel, w-6 szerkezetii telitetlen

”

zsirsavak csak alarendeltebb mennyiségben fordulnak eld. Alacsonyabbrendl gerincesekre

ak szerény adataink vannak.

I3

nezve cs

A60 +Mal- +Mal-
18:206 =t 18:3 s 20:3 ——p 20:b o 24 - 22:5uw6

R v
20:2 22:3

$ av0
22:2

A60 . .
18:3u3 = B:h — 200k — 20:5 T 0 20 29:6u3

/ *7 NN#%S
/ ?:8

’

3. Abra. Telitetlen zsirsavak 4atalakulasai
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3. A dokozahexaénsav (22:60-3) eredete az agyban

A 3. 4bran bemutatott 4talakulasok majdnem minden szovetféleségben lejatszédnak,
csupén a felnétt allatok kdzponti idegrendszerében nem. Sem a neuronok, sem pedig az
agyi mikrokapillarisok nem képesek 18:3w-3-at 22:6w-3-4 alakitani. Az emlds agyba,
beleértve az embert is, a 22:60-3 az embriondlis élet sordn, az agyveld intenziv
fejlédésének idején keriil be, elsésorban a méjbol (3, 4). Az egyetlen neurdlis elem, mely
képes erre a konverzidra az asztrocita, mind emlésokben, mind halakban. Emlés agybol
izolalt ilyen sejtek tenyészetei konnyedén deszaturdltdk a jelzett 18:3w-3-at (5),
hasonléképpen a Scophtalmus maximus tengeri hal asztrocitdi is (6, 7). Madarakban
hasonlé a helyzet azzal a kivétellel, hogy a tojasbdl kikelt kiscsirkék agya a kelés utan
harom héttel még képes volt 22:6w-3-at felvenni a taplalékbdl (8).

Sem az emlds6kben, sem a madarakban a sziiletés ill. a kikelés utan néhany nappal
ill. héttel mar nincs mod az agy 22:6w-3 szintjét valtoztatni. Ezen idé utan mar az
asztrocitak is elveszitik jelentségiiket, mivel a megfeleld prekurzor, a 18:3w-3 nem jut 4t a
véragygéton. Adatok vannak viszont arra nézve, hogy legalabbis a fenti tengeri hal agyaban
a posztlarvalis allapotban 22:6w-3 halmozddik fel (9, 10). A 22:6w-3 felhalmozddasanak
ideje ezekben a halakban egybeesik a kézponti idegrendszer intenziv fejlédésével és anal6g
azokkal a folyamatokkal, melyek az emlés6k agydban az embriondlis élet harmadik
harmadaban jatszodik le.

Az emberben - a m4jbdl az embri6 agyéba - a 22:6w-3 6 széilit()i a vOrgsvértestek
PE-je. Kimutattak, hogy a 22:6w-3 szintje az anyai vérben a legalacsonyabb, majd feldusul
a koldokvénaban, az embriondlis agyban pedig igen magas szintet ér el. Ezt a nagymérvi

felhalmozddast “ biomagnifikacidnak” nevezték el (11). Azt is feltételezték, hogy a
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neuralis elemek valamilyen jelzést kiidenek a majnak a novekvd 22:6w-3 igényiik
kielégitésére a posztnatalis élet els6 néhany napjéban. Erre a jelre a maj noveli a 22:60-3

szintézisét és elvalasztasat, melyet a kozponti idegrendszer felvesz (4).

4. A dokozahexaénsav szerepe és jelentdsége az agyban

Még ma sem vilagos, hogy a 22:6w-3 milyen szerepet t6lt be az agyban és méas neurélis
elemekben. Feltételezhetd volt, hogy magas kettds kotés tartalma miatt esetleg névelhetné
a membranok “fluiditasat”. Ez a hipotézis azonban nem éllja meg a helyét: pl. a 16:0/18:1
foszfatidilkolin termotrép fazisvaltozasi hémérséklete alacsonyabb (12), mint a 18:0/22:6
foszfatidilkoliné (13) és hasonléképpen a 18:0/20:4, 18:0/20:5 és a  18:0/22:6
foszfatidilkolin DPH-val mért anizotrépia paramétere (fluiditasa) kdzel azonos (14), vi. a
fluiditids szabalyzasa szempontjabdl barmelyik szdba johetne. Vannak azonban utalasok
arra nézve, hogy azok a sejtek, melyekben magas a 22:6w-3 szintje, metabolikusan igen
aktivak.

Kimutattdk azt is, hogy az agy ®-3 poliénsavakkal val6 ellatottsaga és az adott
szervezet tanulasi képessége kozott kapesolat van (15, 16, 17). Miutan a legtébb adat arra
utal, hogy a 22:6w-3 {6 toémege az intrauterin élet soran keriil az agyba, feltételezik, hogy a
mentalis apparatus teljesitéképessége az anyaméhben dol el és attél fiigg, hogy a magzat
hozzijut e elegendé -3 poliénsavhoz, els6sorban 22:6w-3-hoz (18). Ilyen adatok,
természetesen emldsoknél alacsonyabbrendii gerincesekre nézve nincsenek. A helyzet
azonban ennél sokkal komplikaltabb: a hidegadaptalt halak (ponty) szinaptikus
plazmamembranjaiban tébb 22:6 van, mint a patkanyokéban ill. madarakéban, mégsem

tekinthetjiik a halakat intelligensebb éllatoknak, mint a madarakat vagy az emldscket.
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5. Agyi membranok biofizikai paraméterei és foszfolipidjeinek molekularis 6sszetétele

A membranok fluiditasa vagy az un. szerkezeti rendje alapvetden befolyasolja a membran-
folyamatokat és -funkcidkat (19) . A membran mozgasi sajatossagai és folyadékkristalyos
allapota befolyasolhatja a membrankotstt fehérjék konformacidjat és flexibilitasat, a
permeabilitasi folyamatokat és enzimaktivitasokat. K&vetkezésképpen elvarhatd, hogy a
membranok fizikai allapota érzékeny szabalyozas alatt alljon. Sinensky volt az elsd, aki
megfigyelte, hogy a kiilonbozé homérsékleteken tenyésztett E. coli lipidjeinek termotrép
fazisvaltozasi hdmérséklete érzékenyen kovette a tenyésztési hdmérséklet valtozasait oly
médon, hogy minél alacsonyabb volt a tenyésztési hdmérséklet, anndl alacsonyabb lett a
fazisvaltozasi homérséklet is, de a kiilonbség a két hdmérséklet koz6tt konstans maradt

(43

(20). Ezt a jelenséget “homeoviszkézus adaptacidénak “ nevezte el és azéta is igy

hasznaljak.

Roy és mtsai két szélséséges (18°C, 35°C) hoémérséklethez adaptalt hal
(Channa punctata) agyi membranjainak (mielin, szinaptoszéma, mitokondrium) fluiditasat
vizsgdlva azt mutatta ki, hogy azok az alacsony hémérséklethez adaptélt halakban
lényegesen fluidabbak voltak, mint azokban, melyek a magasabb hémérsékleteken éltek
(21).

Behan — Martin és mtsai (22) kiilonbozé testhémérsékleti gerinces alllatok
(antarktiszi, mérsékelt égovi és szubtrdpusi halak, galambok, patkdnyok) agyi szinaptikus
plazmamembréanjainak fluiditasat vizsgalta és kimutatta, noha a galamb membrénjai voltak
a legmerevebbek, az a testh6mérsékleten mérve majdnem teljesen azonos volt. Ez azt

jelenti, hogy ezek a szervezetek majdnem tokéletesen képesek a hOmérséklet .
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“membranrendez6” hatdsat kompenzilni. Ez a kompenzicié meglehetésen gyors: ha
Cossins és mtsai (23) két széls6séges hdmérséklethez (5°C, 25°C) adaptalt aranyhalat az
ellenkezd hdémérsékletre tett, a szinaptikus plazmamembran fluiditds szinte azonnal
valtozni kezdett. A maximalis vélasz kivaltadsdhoz azonban kb. hisz nap volt sziikséges.
Hasonldképpen viselkednek hideghez és meleghez adaptélt halak agyabdl izolalt neuronok
plazmamembranjai is (24). Feltliné volt viszont, hogy a membréanok zsirsavosszetételében
nem volt logikus valtozas, vi. alacsony hdmérsékleten nem nodvekedett pl. a 22:6w-3
szintje egyik fontos foszfolipidben sem. Csupidn az olajsav szintje emelkedett a
hidegstresszelt halak foszfolipidjében, elsdsorban a foszfatidiletanolaminban. Valésziniileg
a poliénsavak Osszmennyisége nem jatszik olyan fontos szerepet a membranok
fluiditasanak szabalyozasiban, mint azt korabban hitték.

Felmeriilt a lehetdség, hogy a membréanalkoté foszfolipidek molekulaspeciesz
dsszetétele sokkal fontosabb ebbdl a szempontbdl. Agyi foszfolipidek molekulaspeciesz
Osszetételét tobben tanulmanyoztak, édesvizi (24, 25) és tengeri halak (26, 27), de eml6sok
esetében is (28). Ezek a vizsgalatok egyértelmiien igen bonyolult &sszetételrdl
tanuskodnak. Az agyban a lehetséges foszfolipid molekulaspecieszek (diacil-, alkilacil-,
alkenilacil-, -foszfatidilkolin, -etanolamin, -szerin, - inozitol) szdma messze tobb, mint
szaz.

Ezen specieszek biofizikai paramétereinek eredéje a membranok “fluiditisa”,
melyet természetesen az ott levd fehérjék és szterolok tovabb alakitanak. Mégis az eddigi
vizsgalatokbdl az tlinik ki, hogy vannak kitiintetett foszfolipid molekulaspecieszek, melyek
ilyen szempontbdl kiilondsen fontosak. Buda és mtsai (24) egy HPLC technikat alkalmazva
kimutattak, hogy az “evolucidsan” vagy szezonalisan hideghez ill. meleghez adaptalt halak

agyaban az sn-1 monoén, sn-2 polién foszfatidiletanolaminok szintje jellegzetesen
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kiilonbozik oly médon, hogy a hideghez adaptalt halakban szintjiikk magasabb, mint a
meleghez adaptalt halak esetében. Hasonld kdvetkeztetésre jutottak Roy és mtsai (29) a
C. batrachus esetében, de ezek a szerzdk teljesen mas megkozelitést alkalmaztak (az izolalt
foszfolipidekbdl PLA, enzim segitségével lehasitottdk az sn-2 helyzetben levd zsirsavakat

és a kapott lizofoszfolipideket kiilon vizsgaltak).
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CELKITUZES

Az értekezésben tanulmanyozni kivantuk a torzsfejlédés kiilonb6zd szintjein 4ll6

gerincesek kozponti idegrendszerének lipidosszetételét, lipidjeinek és membranjainak

molekularis architekturajat és azok biofizikai paramétereit abban a reményben, hogy olyan

informacidkhoz jutunk, melyek kozelebb visznek a lipidek szerepének megértéséhez,

ebben a nagyon specializalt szovetféleségben.

A vizsgélatokat két vonalon inditottuk el:

1.

Megvizsgaltuk, hogy a taplalék zsirsavisszetétele milyen hatdssal van a neuralis

elemek zsirsavosszetételére.

Tovabba, hogy a komyezet/testhdmérséklet milyen hatassal van a membranok

(szinaptikus plazmamembréan) ill. az agybdl kinyert Gsszes foszfolipid molekularis

Osszetételére és egyes biofizikai paramétereire.

Ennek érdekében megprébaltuk:

A/ kimutatni a membran lipidkomponenseinek adaptaci6jat, a hdmérséklet
membranszerkezetre kifejtett hatasat

B/ a membran lipidosszetételében bekovetkez6 hdmérséklet indukalta valtozasokat
azonositani

C/ a hémérséklet adaptaci6 hatékonysagat megfigyelni

D/ specifikalni azon molekulaspecieszeket, melyek 1étfontossagu szerepet jatszanak a
kémyezet hdmérsékletének valtozasdhoz torténé adaptalédas regulacidjaban

E/ megkisérelni megérteni a hdmérsékletadaptacié hatterében all6 folyamatokat
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalt allatfajok:

Az 1. tablazat tartalmazza e tanulmany targyéat képez6 fajok nevét, eredetét ill.
testhOmérsékletét.

Minden esetben a helyszinen tortént a vizsgalandd szervek kivétele a frissen megolt
allatokbdl. A majakat és agyakat folyékony nitrogénbe helyezve juttatik el
laboratériumunkba.

A hoémérséklet-aklimatizacids vizsgalatok soran az 1-1.5 kg-os pontyokat elézéleg
25°C-os ill. 5°C-os jol éﬁevegéztetett, cirkuléltatott vizzel tsltott kadban tartottuk.

A hideghez szokott halak esetében a viz hémérsékletét fokozatosan 5°C-r6l 25°C-ra
noveltiik, a meleghez szokott halak esetében forditva jartunk el, 25°C-r6l 5°C-ra
csokkentettiik a viz hdmérsékletét.

Tovabbi vizsgalatok sordn ezt folytatva wjra lehiitéttiik S°C-ra ill. Gjra felmelegitettiik

25 °C-ra a vizfiird6 hémérsékletét.
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1. Tablazat

VIZSGALT FAJOK
FAJ EREDET TESTHOMERSEKLET
Halak:
Ctenopharyngodon idella Magyarorszag 5°C
Hypophthalmichtys molitrix Magyarorszag 5°C, 25°C
Hypophthalmitrix nobilis Magyarorszag 5°C
Cyprinus carpio Magyarorszag 5°C, 25°C
Esox lucius Finnorszéag 5°C
Acerina cernua Finnorszag 5°C
Coregonus alba Finnorszag 5°C
Abramis brama Finnorszag 5°C
Rutilus rutilus Finnorszag 5°C
Clareas batrachus India 25°C
Catla catla India 25°C
Channa punctata India 25°C
Hilsa ilisa India 25°C
Madarak:
Branta canadensis Pasco, WA, USA 41°C
Anas platyrhynchos Canada 41°C
Gallus domesticus Magyarorszag 41°C



Emlosok:
Bos taurus
Sus domesticus
Ovis aries

Rattus norvegicus

Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag

Magyarorszag

37°C

37°C

37°C

37°C

25
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Analitikai eljarasok
Lipidek analizise

Lipidek kinyerése

A lipideket Folch és mtsai szerint nyertiik ki (30). Az extrahdlds soran
kloroform/metanol 2:1 (v/v) ardnyu elegyét hasznaltuk. A homogenizélast Ultra-Torrax
tipusu késes homogenizitorral végeztik. Végsdé 1épésként Rotadest beparlé késziilékkel
paroltuk be a mintat, majd a totél lipid frakcidt antioxidansként BHT-t tartalmazé adott

térfogatnyi benzolban vettiik fel és -20° C-on taroltuk tovabbi feldolgozasig.

Lipidek elvalasztdsa kromatogradfias technikakkal

Oszlopkromatografia

Az egyéb lipidektdl valé megtisztitds legcélszeriibb moédja a kovasavas
oszlopkromatografias eljaras, mellyel j6l definialt frakcidkra lehet bontani a lipidek
elegyét. Az eludlé szolvensek megfeleldé megvalasztasdval elérhetd a foszfolipidek
elvalasztasa az egyéb lipidektdl.

Esetiinkben az eljaras a kovetkez6képpen tértént: a feltoltott oszlop kloroformmal
valé t6bbszori dtmosédsa utan Ontottilk ra az adott mennyiségi total lipidet. Ezutan ismét
kloroform kovetkezett, mely a foszfolipideken kiviil jéval apolarosabb 6sszes egyéb lipidet
oidja (neutralis lipidek, gliceridek). Végiil a metanolos fazist Rotadest vdkumos bepérld
késziilékkel paroltuk be és a kés6bbi felhasznalds céljab6l BHT-t tartalmazé benzolban

taroltuk.
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Vékonyréteg kromatogrdfia

A foszfolipidek alosztilyainak elvalasztasara leginkabb a vékonyréteg
kromatografias eljaras alkalmas. Ennek sziikségességét az indokolja, hogy a kés6bbi
gazkromatografids  vizsgélatokhoz a foszfolipidek alosztilyai elengedhetetleniil
sziikségesek, hogy valdban &sszahasonlithatdé és realis eredményeket kapjunk a
zsirsavosszetételt illetden.

A foszfatidilkolin (PC) és foszfatidiletanolamin (PE) elvalasztds soran G-60
szilikagél lapokat (Merck) hasznaltunk. A futtaté elegy klorofor/metanol/viz, 65:15:4
aranyu keveréke volt. A foszfolipidek detektaldsdra a kovetkez6 moddszert alkalmaztuk.
8-anilino-1-naftalin szulfonsav (ANS) 0,5%-os metanolos oldatdval tettik UV fényben
lathatova, majd kloroform/metanol (2:1) elegyével oldottuk le a szilikagélr6l. Beparlast
kovetéen a PC-t és PE-t -20° C-on téaroltuk tovabbi feldolgozisig BHT-t tartalmazé

kloroformban.

Gazkromatogrdfia

A foszfolipidek zsirsavisszetételét egy langionizacids detektorral felszerelt Hitachi
Model 260-80 GC-on hataroztuk meg, miutan metilészterré alakitottuk a lipideket 5 %
HCI-t tartalmazd metanollal 80°C-on két és fél éraig. A zsirsavak egy 10 % FFAP (free
fatty acid phase) boritasi Supelcoport oszlopon valtak szét. A kvantitalast a
gazkromatografhoz kapcsolt Hitachi 260-80 integratorral végeztiik. Az azonositas standart

zsirsavak segitségével tortént.
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Molekulaspecieszek meghatdrozdsa

Az izolalt PC és PE molekulaspeciesz Gsszetételének meghatarozasara kezdetekben
Takamura és mtsai (31) leirasa szerint keriilt sor, melynek sordn a diacil-glicerolok
dinitrobenzoil szarmazékait analiziltuk egy UV-detektorral felszerelt Merck-Hitachi HPLC
rendszeren. A tovabbiakban lehetdségiink nyilt egy fluoreszcencia detektor beszerzésére,
melynek segitségével koriilbeliil két nagysagrenddel kevesebb mennyiségbdl is meg lehet

mémi a lipidek molekulaspeciesz §sszetételét (27).

Dinitro-benzoil szarmazékok készitése

A koriilbeliili 2 mg PC-t és PE-t beparoltuk és feloldottuk 1 ml dietil-éter és 1 ml |
30 mM H,BO,-t tartalmaz6 10 mM Tris-HCI pufferben (pH 7.5), majd 200 egység PLC-t
(Bacilus cereus-bdl , Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) adtunk hozza és két éran
keresztiil szobahOmérsékleten inkubdltuk. A keletkezd diradil-glicerolokat dietil-éterrel
extrahaltuk, beparoltuk és 25 mg 3.5-dinitro-benzoil-kloridot adtunk hozza 0.5 ml
vizmentes piridin kiséretében, majd 60° C-on 10 percig inkubéltuk. A dinitro-benzoil
szarmazékokat n-hexanban oldottuk és mostuk 0.1 M HCI-, 0.1 M NaHCO;- és 1 M NaCl
-oldattal. Az igy nyert termékbdl a diacil-DNB szarmazékokat fluoreszkalé TLC lapon
(F254, G-60 Merck) tisztitottuk toluol/n-hexan/dietil-éter (50:45:4) futtaté elegyben. A
diacil foltokat lekapartuk, kloroform/metanol (3:1 v/v) elegyben oldottuk, majd sziirés,
beparlas utan acetonitrilben taroltuk (-20°C-on) a HPLC analizis idejéig.

A molekulaspecieszeket folyadék-kromatografiasan (HPLC) vélasztottuk el Merck-
Hitachi egy Nucleosil C-18 5um, 4mm i.d. x 250 mm oszlopon acetonitril/propan-2-ol

(80:20 v/v) eluenst hasznalva, 1 ml/perc aramlasi sebességgel. A detektalas 254 nm-en
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tortént. A csucsok azonositdsdhoz hasznélatos standartokat (16:0/22:6, 18:0/22:6,
16:0/20:4, 18:0/20:4, 16:0/18:1, 16:0/16:0, 18:1/18:1, 18:0/18:1) a Sigma Chemicals-t6l

szereztiik be és a relativ retencids idok alapjan Bell és mtsai (26) szerint végeztiik.

Antroil szarmazék keészitése

Ebben az esetben a PLC-vel torténd emésztés végtermékéig megegyezik a
preparalés a fentiekben leirtakkal, annyi kiilonbséggel, hogy jéval kevesebb, kariilbeliil 50
ug PC és PE elegendd.

A kapott diradil-glicerolokat 200 pl antroil-klorid acetonitriles oldataval (elére
elkészitett Takamura és Kito (32) szerint) inkubaltuk 60° C-on fél éraig. A reakciét 3 ml
hideg 100 mM NH,OH-oldat hozzdadasaval allitottuk meg, majd t6bbszéri mosas és
tisztitds utan HPTLC-n vélasztottuk el a diacil-glicerol antroil szdrmazékait az el6z6ekben
emlitett futtaté elegyben.

A molekulaspecieszek szeparalasit ez esetben egy Merck-Hitachi F-1050
fluoreszcens spektrofotométerrel felszerelt Merck-Hitachi HPLC rendszeren végeztiik
kétféle oszlopon: az eluens vagy acetonitril/propan-2-ol (7:3 v/v), (Supelcosil LC-18) vagy
metanol/ propan-2-ol (4:1 v/v/) izokratikus elegye (C-8 oszlop) volt. Az oszlop és az

aramlasi sebesség megegyezett a fentiekben ismertetettel.

Fluoreszcencia anizotrépia mérése

A fluoreszcens jel6loket tartalmazé vezikuldk elkészitése a kovetkezdképpen

tortént: A 250pg-nak megfelelé foszfolipidet 500 pl benzolban vettiik fel, majd

hozzaadtunk 10 pl tetrahidrofuranban oldott 1 uM 2- és 12-(9-anthroyloxy) sztearinsavat
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(2- és 12-AS) ill. 16-(9-anthroyloxy) palmitinsavat (16-AP) (Molecular Probes Inc. OR,
USA). Alapos vortexelés utdn az adott szolvenst beparoltuk és vezikuldkat készitettiink
(33). A méréseket és a steady-state anizotrdpia kialakuldsat Dey és mtsai (34) szerint
végeztiik.

A szinaptikus plazmamembranok fluiditas vizsgalatakor az adott membranokat 10
ul DPH-val (1,6-difenil-1,3,5-hexatrién) (Molecular Probes) jel6ltiikk a mérés kezdete el6tt
15 perccel. A fluoreszcencia anizotropia méréseket 2° C és 30°C ill. 5°C és 45°C kozott
végeztiik 2°C-ként egy komputerizalt, termosztalt Hitachi MPF-2A
spektrofotofluoriméterrel Dey és Farkas (35) szerint, 360 nm gerjeszési ill. 430 nm

emisszios hullamhosszon.

Szinaptikus plazmamembranok készitése

A szinaptikus plazmamembran frakcidt az aldbbiak szerint készitettiik el. 6-7 g-os agyakat
homogenizaltunk teflon homogenizétort alkalmazva 0.32 M-os (pH 7.1) cukor oldatban
(1 mM MgCl,, ] mM EDTA, 50 mM TRIS HCI). Az igy kapott homogenizatumot 1000
g-vel 10 percig centrifugaltuk. A feliiluszét 13000 g-vel 30 percig (ilepitettiik,
szuszpendaltuk cukor oldatban, majd centrifugaltuk egyszer 10800 g-n 20 percig, majd
14000 g-vel szintén 20 percig. Ezutan a pelletet Dounce homogenizatorral szuszpendaltuk
és 0°C-on 30 percig lizaltuk. Végiil a membranokat egy 10%, 28.5% és 34%-os cukor
gradiensre helyeztiik és Beckman SW 27 rotor (Beckman Instruments, Fullerton, CA)
hasznalataval 60 percig centrifugaltuk. A szinaptikus membranokat a 28.5% ¢és 34 %-os
cukor oldatok interfészéb6l gyUjtsttik Ossze, majd -80°C-on téroltuk tovabbi

felhasznalasig.
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EREDMENYEK

1. Foszfolipidek zsirsavisszetétele édesvizi halak kdzponti idegrendszerében.

Edesvizi halak kézponti idegrendszerére vonatkozdan nagyon kevés adattal rendelkeziink.
Chang és Roots (36) az aranyhal (Charassius auratus) mitokondridlis és mikroszémalis
lipidjeinek zsirsavgsszetételét vizsgalta homérsékleti adapticid sordn és jellegzetes
eltéréseket mutattak ki a polién zsirsavak szintjében. Roy és mtsai (29) azt talaltdk a
Clareas batrachus agyaban, hogy a 22:6w-3 szintje valtozott az adaptaciés hdmérséklettel.
Vizsgalatainkat elsésorban a pontyra terjesztettiik ki. A 2. tdbldzat hideghez és
meleghez adaptalt pontyok agyabdl nyert Osszes foszfolipid és az ezekbdl nyert
foszfatidilkolinok és -etanolaminok zsirsavisszetételét mutatja be. Az eredmények alapjan
a hideghez és meleghez szokott allatok agyi zsirsavosszetétele nem kiilonbozik 1ényegesen.
Figyelembe véve a pontyok majabdél nyert foszfolipidek zsirsavisszetételét
(3. tablazat), az azonban feltiinik, hogy az agyban (6. tdblazat) a 22:6w-3 szintje magasabb,

mint a majban.
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Zsirsavak Nyari halak Téli halak
Total Foszfatidil | Foszfatidil- Total Foszfatidil | Foszfatidil-
foszfolipid -kolin etanolamin | foszfolipid -kolin etanolamin
14:0 0.15 0.91 0.17 0.53 0.76 0.17
DMA 16:0 2.68 Tr 2.29 1.15 Tr 1.60
16:0 7.45 31.50 6.19 11.49 26.23 4.80
16:1 8.61 7.81 5.74 9.46 10.12 7.90
DMA 18:0 7.82 - 0.88 4.65 - 5.90
DMA 18:1 4.18 - 9.52 3.52 - 1.70
18:0 12.16 7.40 15.33 8.63 11.9 8.90
18:1n-9 17.61 21.57 12.83 20.00 23.14 17.60
18:2n-6 0.95 0.28 0.27 0.45 0.90 0.97
18:3n-9 Tr 0.30 0.48 0.47 Tr 0.30
20:2n-6 0.95 Tr 1.26 0.57 0.80 1.79
20:3n-6 1.40 Tr 0.30 0.44 0.60 0.83
20:4n-6 9.20 3.73 8.18 7.07 3.01 11.27
20:4n-3 1.35 1.95 0.79 Tr 0.06 Tr
20:5n-3 0.21 3.13 0.29 1.69 0.21 0.96
22:4n-6 1.23 10.83 0.98 0.60 0.36 0.84
22:5n-6 1.27 Tr 3.85 Tr 0.80 1.60
22:5n-3 0.90 Tr 0.83 1.74 0.32 0.72
22:6n-3 21.78 5.45 20.17 23.50 8.36 23.47

DMA: dimetilacetat
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3. T4blazat. Edesvizi halak m4j foszfolipid zsirsavisszetétele

Zsirsavak H. molitrix H. nobilis C. idella C. carpio
14:0 0.4 0.2 0.2 0.3
16:0 14.5 18.2 21.9 21.8
16:1 2.7 2.9 7.4 6.2
18:0 4.7 4.9 5.6 4.2
18:1 11.4 15.1 12.0 16.2
18:2n-6 0.9 0.9 34 34
18:3n-3 1.2 Tr 0.8 0.7
20:2n-6 1.1 Tr 1.2 2.4
20:3n-6 0.5 Tr 0.8 4.1
20:3n-3 0.3 Tr 2.1 1.8
20:4n-6 6.1 5.0 9.6 9.2
20:5n-3 10.1 7.4 54 3.7
22:3n-6 Tr Tr 0.6 0.1
22:4n-6 2.1 Tr 0.4 0.7
22:5n-6 4.1 1.7 24 0.6
22:5n-3 2.9 6.7 5.1 4.7
22:6n-3 36.2 36.1 20.6 19.6

2LCPUFA 63.6 57.4 48.2 46.9

SAT/UNSAT 0.25 0.31 0.39 0.36

A két megvizsgalt foszfolipid osztaly koziil a foszfatidiletanolamin sokkal
gazdagabb ebben a zsirsavban, mint a foszfatidilkolin (2. tdblazat). Egy maésik jellegzetes
eltérés a hideghez és meleghez adaptilt halak kozott az, hogy az eldbbi
foszfatidiletanolaminjaiban az olajsav (18:1®-9) szintje lényegesen magasabb (17.6% vs.

12.8%). A 22:6w-3 szintje is valamivel magasabb a hideghez adaptalt halak agyaban. Ezek



34

az eredmények azt fejezik ki, hogy az adapticiés hémérséklet jelentéktelen hatdssal van a
ponty agyaban levd foszfolipidek zsirsavisszetételére.

Természetesen ezek az adatok csupén a kinyert 6sszes foszfolipidre vonatkoznak.
Ezek a foszfolipidek azonban szdmos membranféleségbdl szdrmaznak, melyek koziil
egyesek vélaszt adhatnak a kornyezeti hémérséklet véltozasaira, méasok pedig nem.
Ezenkiviil az é&ltalunk megvizsgalt halak nyéaron és télen bizonyos hdémérsékleti
fluktuacidénak vannak kitéve, vagyis nekik olyan zsirsavosszetételt kell fenntartaniuk,
melyek ezeknek a viszonyoknak megfelelnek.

Sokkal egyértelmiibb valaszt kaphatunk, ha megvizsgéljuk evoliciésan két
sz€éls6séges homérsékleti viszonyhoz (pl. boredlis és szubtrdpusi) alkalmazkodott halak
kijzponti idegrendszerét. Az ilyen halak évmillidk 6ta élnek konstans hémérsékleti
kornyezetben és nincsenek kitéve homérsékleti fluktuéciénak. A 4. tablazat bemutatja az
evolucidé soran kiil6nb6zé hémérséklethez adaptaldédott édesvizi halak (boreélis régid-
Finnorszag: E. lucius, A. cernua, A. brama és szubtropusi régié- India: H. ilisa,
C. batrachus, C. catla) agyi foszfolipid zsirsavisszetételét.

A legfontosabb 6sszetevék mindegyik fajban a 14:0, 16:0, 18:0, 18:1, 20:4, 20:5 és

22:6 fuggetleniil él6helyiik hdmérsékletétdl ill. foldrajzi elhelyezkedésiiktol.
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4. Tablazat. Evolicids uton kiilonbdzé hémérséklethez adaptalédott édesvizi halak agyi

Osszes foszfolipid zsirsavosszetétele

Zsfrsavak Borealis halak Szubtroépusi halak *
14:0 0.931+0.78 0.83+0.74
16:0 13.97+2.20 20.26+3.85
16:1n-7 6.51+1.54 22.21+0.71
16:2 0.2310.12 1.11+£1.08
16:3 0.2620.19 0.91£0.35
18:0 6.35+1.89 11.59+0.64
18:1n-9 20.041+3.78 23.3615.64
18:2n-6 0.3710.36 0.82+0.54
18:3n-3 0.07 0.28+0.02
20:1n-9 1.071£0.50 0.421+0.18
20:2n-6 Tr 0.52+0.19
20:3n-6 0.15£0.07 0.70+0.28
20:4n-6 4.96+1.25 6.08+2.30
20:4n-3 0.95+0.70 1.0010.75
20:5n-3 4.581+2.05 1.49+0.80
22:4n-6 0.52+0.38 2.27+1.32
24:1 5.21+1.25 3.57+1,21
22:5n-3 1.73£1.25 1.08+0.47
22:6n-3 28.71+3.39 19.80+3.06

“E. lucius, A. cernua, A. brama; *H.ilisa, C. batrachus, C. catla.
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Ebben az esetben mar igen j6l megfigyelheté az evolucidésan szélséséges
hémérsékletekhez vald adaptalddés, mely geografiai méretekben valoban megjelenik. A
zsirsavisszetételt tekintve valdszintileg altalanos valaszrél lehet széb.

A fontosabb zsirsavak (palmitinsav, olajsav, dokozahexaénsav) koéziil a
dokozahexaénsav fordul elé a legnagyobb mennyiségben a hideghez akklimatizilt halak
esetében. A boredlis régioban él6 halakban e zsirsav aranya lényegesen magasabb, mint a
szubtropusiakban. Erdekes, hogy a mérsékelt égévben él6 ponty agyi zsirsavosszetétele
(2. tablazat) a kétféle hal adatai k6z¢€ esik.

A telitett és telitetlen zsirsavak ardnya magasabb a szubtropusi halakban, mint a
borealis eredetiiekben (32,68 ill. 21,25), ugyanis a meleghez szokott halak esetében

nagyobb a telitett formak mennyisége.

A fent bemutatott zsirsavisszetételek azonban a diéta hatasat is tiikrézhetik, bar ez
kevésbé valdszinii: A boredlis halak k6ziil E. lucius ragadozd, 4. Brama zoobentoszt, mig
az A. cernua zooplanktonokat fogyaszt.

A kérdés tovabbi tanulmanyozisa sordn azt vizsgaltuk, hogy az egymaéstdl igen
kiilénbozb taplalék hatdsa megfigyelheté e a mi klimatikus viszonyaink kozott €16 allatok

agyi foszfolipidjeinek zsirsavosszetételében.

Négy kiilonbozé taplalkozasi tipusba tartozd halfajt vizsgaltunk meg a tanulmany
soran. Ezek kozill H. molitrix (fehér busa) tobbségében fitoplanktonokkal taplalkozott, a
H. nobilis (pettyes busa) zooplanktonokat fogyasztott, mig a C. idella (amur)
magasabbrendli ndvényekkel, a kozonséges ponty a C. carpio pedig kukoricéyal és

gabonafélékkel ill. zoobentosz szervezetekkel taplalkozott.
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A kiilsnbdz6 halfajok 4ltal elfogyasztott taplélék lényeges eltérést mutat
zsirsavosszetételét tekintve. A magasabbrendli névények igen szegények hosszi szénlanct
politelitetlen zsirsavakban, a fito- és zooplanktonok ezen zsirsavakat véltoz6 arinyban

tartalmazzak.

5. T4blazat. Edesvizi halak temészetes taplalékanak zsirsavosszetétele

Zsirsavak ALGAK RAKOK
Z6ld algak’ | Kovamoszatok® Cladocera’ Copepoda*
(4gascsdpti rdkok) | (evez6labi rakok)
14:0 - 4,94 438 2.96
16:0 46.6 12.20 11.77 18.50
16:1 2.6 15.28 11.57 8.79
18:0 6.3 3.75 4.81 5.92
18:1n-9 9.7 5.30 12.89 10.97
18:2n-6 13.2 3.74 5.74 6.68
18:3n-3 21.48 1.42 7.59 7.18
20:2n-6 - 0.27 0.21 0.23
20:3n-6 - 0.17 0.90 1.00
20:4n-6 - 1.54 3.06 3.35
20:4n-3 - Tr 0.48 0.78
20:5n-3 - 15.34 9.15 5.29
22:4n-6 - 0.34 0.76 0.89
22:5n-6 - 0.32 0.56 1.86
22:5n-3 - 0.28 0.28 1.17
22:6n-3 - 2.13 1.46 5.23

I:3 faj atlaga (37), *: 8 faj atlaga (38), *: 15 faj 4tlaga (38), *: 5 faj 4tlaga (38).
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Az 5. tdblazat adatai t6bbségében az irodalombél (37, 38) szarmaznak, kivétel a
kovamoszatra vonatkozdak, melyek a Balatonbdl erednek és laboratériumunkban lettek
analizalva.

A tablazatban szereplé zoldalgék lipidjei meglehetdsen gazdagok a kloroplasztok
tipikus zsirsavjaiban, 18:2 -6 ill. 18:3 ®-3-ban, mig a kovamoszatok szegények ezen
zsirsavakban, de gazdagabbak hosszi lanct politelitetlenekben, kiiléndsen 20:5 ®-3-ban.
Dokozahexaénsav hidnyzik a z6ldalgakbdl, de a kovamoszatokban jelen van kis
mennyiségben.

Az 4gascsapu rdkok (cladocera) és az evez6ldbu rdkok (copepoda) mérsékelt
mennyiségben tartalmaznak linol-, linolén-, eikozapentaén- ill. dokozahexaénsavat. Nem
all rendelkezésiinkre adat a C. idella éltal fogyasztott magasabbrendii vizinévények
zsirsavisszetételére, de az hasonld lehet a z6ldalgdkhoz. A kukorica és buza is hasonld

lehet a z61dalgahoz, mindkett6 gazdag linol- és linolénsavban.

A 6. tablazat négyféle hal agyi zsirsavosszetételét mutatja. Feltiind, hogy a felvett taplalék
zsirsavisszetétele nem tikkrozédik az agyi lipidek zsirsavdsszetételében. A 22:6 ardnya
majdnem azonos mind a négy halféleségben.

Mindezek alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy igen kiilonb6z6 mindségii
taplalék fogyasztasa ellenére a megfigyelt éallatok agyi foszfolipid zsirsavosszetétele
meglehet6sen allandé (22:6 -3: 21%, 22%,18%, 23%; 18:10-9: 26%, 21%, 24%, 20%)
vagyis az agy homeosztazisat fenntartva kompenzalja a tapldlék mindségébdl ad6do

kiilsnbségeket, biztositva igy dsszetételének allanddsagat.

RIS



6. Tablazat. Hideg-adaptalt édesvizi halak agyi foszfolipid zsirsavsszetétele

Zsirsavak H. molitrix H. nobilis C. idella C. carpio
14:0 0.57 0.90 0.59 0.53
DMA16:0 1.10 0.93 1.62 1.15
16:0 16.32 15.86 16.43 11.49
16:1 6.10 7.26 5.36 9.46
DMA18:0 3.15 2.59 3.55 4.65
DMA18:1 2.12 1.45 2.49 3.52
18:0 10.00 7.63 9.05 8.63
18:1n-9 26.97 21.83 24.54 20.00
18:2n-6 0.19 0.38 0.42 0.45
18:3n-3 0.14 0.16 0.49 -
20:1n-9 0.47 0.91 1.81 -
20:2n-6 Tr 0.06 0.15 0.57
20:3n-6 1.52 0.05 0.91 0.44
20:3n-3 0.30 0.35 0.50 -
20:4n-6 4.17 4.02 6.14 7.07
20:5n-3 1.71 1.89 1.16 1.69
22:3n-3 0.08 0.51 0.21 -
22:4n-6 0.92 2.24 0.68 0.60
22:5n-3 2.24 2.88 2.17 1.74
22:6n-3 21.05 22.13 18.85 23.50

DMA: dimetilacetat

Az 5. és 6. tablazatban szerepld adatok csak durva t4jékoztatast adnak a felvett zsirsavak
lehetséges zsirsavisszetételérdl, tovabbi informécidk szerzése céljabdl megvizsgaltuk a
zsirszévetek zsirsavosszetételét is abbdl a meggondolasbol kiindulva, hogy a depd zsirok

zsirsavésszetétele j61 mutatja a felvett zsirok zsirsavisszetételét. Az adatok a 7. tablazatban

lathatdk.




7. Tablazat. Kiilonbdzé taplalkozasu halfajok zsirszévetének zsirsavosszetétele
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Zsirsavak H. molitrix H. nobilis C. idella C. carpio
14:0 4.51 4.24 2.60 0.89
14:1 1.23 1.13 0.31 0.11
15:0 1.05 1.22 0.20 0.10
16:0 1549 15.75 22.07 14.01
16:1 12.43 12.82 17.69 6.82
16:2 0.91 1.45 0.15 0.13
16:3 1.76 - 1.13 0.30 0.12
16:4 0.93 0.85 - -
18:0 3.43 2.63 2.31 5.15
18:1 20.49 21.34 34.04 53.57
18:2 3.40 3.30 9.89 7.86
18:3 6.12 6.12 1.55 1.15
18:4 0.87 1.27 - 0.20
20:1 1.68 1.90 0.84 3.18
20:2 - 0.53 0.25 -
20:3 0.43 0.54 0.72 0.20
20:3 0.48 0.53 0.40 0.77
20:4 2.49 2.33 0.58 1.17
20:4 0.45 0.75 - 0.67
20:5 2.00 1.91 - 0.26
20:5 7.35 5.92 0.26 0.30
22:3 - - - -
22:4 - 0.38 - -
22:5 0.86 1.02 - 0.10
22:5 1.68 1.83 - -
22:6 5.86 4.89 - 0.11
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Meglepd, hogy a spekuldlt és a depondlt zsir zsirsavosszetétele lényeges
vonalakban megjelenik pl. a H. nobilis esetében, melyrdl kbzismert, hogy taplaléka linol-,
linolén- ill. eikozapentaénsavat mérsékelt mennyiségben (5.74, 7.59, 5.29) tartalmaz, e
zsirsavak megjelenését is hasonld aranyban ( 3.3, 6.12, 5.92) figyelhetjiik meg. Emlitésre
érdemes még az dgascsapt rakokban 4.38, 11.77 ill. 11.57 aranyban eléfordulé 14:0, 16:0
ill. 16:1 zsirsavak, melyek zsirszévetbeni mennyiségiikkel (4.24, 15.75 ill. 12.82)
egyértelmiien tikrozik a fenti ardnyokat. Kiemelendd, hogy az evezdlaba rakokban
el6fordulé 22:6 mennyisége 5.23, pontosan titkrozédik a zsirszovetben lathatéval, azaz
4.89-el. A H. molitrix esetében is megfigyelhetjik, hogy a kovamoszatokbeli
zsirsavosszetétel aranyok (14:0 4.94; 16:0 12.20; 16:1 15.28; ...stb) mennyisége majdnem
azonos a zsirszévetben talalhatékkal (14:0 4.51; 16:0 15.49; 16:1 12.43;...stb). A C. idella
zsirszévetében nem taldlhaték hosszu lanci politelitetlen zsirsavak, ami abbdl adédik, hogy
azok a taplalékul szolgalé magasabbrendli novényekben is csak csekély mennyiségben
fordulnak eld.

EbblOl egyrészt arra lehet kovetkeztetni, hogy a halak agyi zsirsavisszetétele
meglehetdsen fliggetlen a taplalékként felvett zsirsavak &sszetételétdl, masrészt, hogy agyi

zsirsavosszetételiik igen stabil.

2. Szinaptikus membranok

Az &sszes foszfolipid zsirsavisszetétele csak hozzavetbleges valaszt ad az individudlis

membranok zsirsavosszetételérdl. A probléma finomitdsara vizsgalatainkat a szinaptikus

plazmamembréanokra is kiterjesztettiik, mégpedig a hdmérsékleti evoliicié vonatkozisaban.
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8. Tablazat. Gerinces fajok (hideg-adaptalt halak, meleg-adaptélt halak, patkanyok ill.

madarak) agyi 6sszes lipid szinaptikus plazmamembran zsirsavisszetétele

Zsirsavak | Hideg-adaptalt hal | Meleg-adaptalt hal | Patkany Madar
12:0 2.02 7.91 1.40 6.52
14:0 1.69 9.94 1.64 9.48
14:1 2.26 444 0.79 0.10
15:0 0.30 2.52 0.74 0.14
15:1 0.17 0.62 - -
16:0 20.59 20.05 20.30 23.39
16:1 1.94 2.42 0.51 1.14
16:2 0.14 1.65 0.22 1.76
16:3 0.26 1.38 2.69 -
18:0 11.64 10.64 19.81 20.90

18:1n-9 16.98 14.84 17.35 13.71
18:2n-6 6.01 2.57 2.31 0.46
18:3n-3 0.46 - 0.80 0.45
18:4n-3 1.76 0.60 - -

20:2n-6 0.23 - 0.80 1.00
20:3n-3 - 0.54 0.55 0.58
20:4n-6 6.09 3.02 9.82 7.04
20:5n-3 0.66 1.38 - -

22:4n-6 0.26 0.63 0.96 1.80
22:5n-6 0.94 0.54 3.27 0.24
22:5n-3 1.23 1.35 3.11 0.24
22:6n-3 24.14 12.90 12.61 10.69

A 8. tablazat hideghez (5°C), meleghez (25°C) adaptalt halak, patkanyok (37°C) és
madarak (41°C) agyi total lipid szinaptikus plazmamembrén zsirsavosszetételét mutatja be.

Szembetlin, hogy a 22:6 zsirsav szintje forditott ardnyban van a test/kérnyezet
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hémérséklet valtozasaival (hideg-adaptalt hal 24.14 %, meleg-adaptélt hal 12.9 %, patkany
12.61 %, madar 10.69 %).

3. Foszfolipidek molekularis 6sszetétele

A tovabbiakban finomabb szerkezeti Osszetételében voltunk kivancsiak az eltérd
hémérséklet hatdsdra indukélodott valtozasokra, ezért elvalasztottuk a foszfolipidek
szamunkra fontos alosztilyait (PC és PE) megfeleld vékonyréteg kromatografias
technikaval, majd alcsoportjai diacil-, alkilacil-, ill. alkenilacil-foszfatidiletanolamin és -
foszfatidilkolin koziil elsésorban a diacilfoszfatidiletanolamin és diacilfoszfatidilkolin
molekulaspeciesz sszetételét vizsgaltuk.

Minthogy az egyes foszfolipidekben a glicerolvazhoz két zsirsav kapcsolddik, igy a
bioldgiai membranokban talalhaté nagyszamu zsirsav segitségével a kombinécié rengeteg
molekulaspeciesz 1étre)6ttét eredményezi.

A 9. tabldzat a kiilonb6z6 hémérsékletekhez szokott halak agyi diacil-
foszfatidiletanolamin és diacilfoszfatidilkolin molekulaspeciesz 6sszetételét tiikkrszi.

A feltiintetett fontosabb molekulaspecieszek kéziil a 18:1/22:6 PE az, melynek mennyisége
érdekesen valtozik, megfigyelhetd, hogy nyéar végén 8.35, tél elején 14.15, tél végére pedig
18.36-ra nd. Ellentétben a masik szintén figyelemre mélté 18:0/22:6 PE
molekulaspeciesszel, mely az el6z6hoz viszonyitva, cstkkend tendencidt mutat. A
16:0/22:6 PE szintje 4lland6 az egész év folyaman, de a 16:1/22:6 PE speciesz szintjében
tortént valtozast nem tudjuk kimutatni, val6sziniileg nem a technika alkalmatlansaga miatt,
hanem mennyisége a detektdlhatésdg hatdrdn lehetett. Tokehal (26) és szivarvanyos

pisztrang (25) agyban ez a speciesz nem fordul el6.
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9. Tablazat. Kiilonb6z6 hémérsékletekhez adaptélt pontyok agyi diacilfoszfatidil-

etanolamin és diacilfoszfatidilkolin molekulaspeciesz dsszetétele

Molekula- Diacilfoszfatidiletanolamin Diacilfoszfatidilkolin
specieszek Nyéri Tél eleji Tél végi Nyéari Tél eleji Tél végi
halak halak halak halak halak halak
20:5/22:6 - 0.20 0.20 - 0.04 0.05
22:6/22:6 - 2.60 6.43 - 1.97 1.24
20:4/20:5 - - - - - -
16:1/20:5 - - - - - -
20:4/20:4 1.36 6.00 3.31 0.11 2.56 3.48
18:1/20:5 0.16 0.50 0.35 0.30 0.65 -
18:1/22:6 8.35 14.15 18.36 1.35 7.21 9.32
16:0/22:6 12.86 12.48 12.98 6.20 23.87 30.11
18:1/22:5 0.78 3.16 3.66 0.10 0.15 1.13
18:1/20:4 4.10 7.13 5.13 1.54 4.11 2.80
16:0/20:4 5.5 24 2.0 2.8 3.94 25
18:0/20:5 0.22 1.65 0.25 - 1.48 0.42
18:0/22:6 30.27 24.22 21.22 3.47 5.47 5.70
16:0/18:2 1.60 3.90 3.90 16.80 5.24 0.44
18:0/20:4 10.88 9.43 7.43 3.14 10.28 12.01
18:0/16:1 - - - 1.19 0.10 0.16
18:1/18:1 1.48 6.04 0.64 3.56 5.00 5.27
16:0/18:1 4.73 4.00 3.80 34.12 12.84 14.16
16:0/16:0 6.26 0.31 0.81 8.65 0.21 0.57
18:0/18:1 7.8 2.0 1.5 7.6 3.5 24
16:0/18:0 0.04 1.72 1.72 0.77 0.19 2.57
18:0/18:0 0.51 0.54 0.54 0.85 0.90 0.90
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A hosszi szénldncu politelitetlen molekulaspecieszek a nyari halakban hianyoznak,
mennyiségiik pl. 22:6/22:6 PE esetében tél elején 2.6-ra nd, tél végére pedig eléri a 6.43-t.
A PC specieszeket tekintve a nyari halakban a 16:0/18:1 speciesz dominal, s kisebb
mennyiségben 16:0/18:2 speciesz is megfigyelhetd, mennyisége a homérséklet

csokkenésével parhuzamosan valtozik.

Ha az el6zéekben emlitett két molekulaspeciesz, 18:1/22:6 PE és 18:0/22:6 PE
Osszegét tekintjik, lathato (4. abra), hogy megkozelitéleg azonos, azaz nyar végén 38.62,
tél elején 38.37 tél végeén pedig 39.58 volt osszegiik. Ugyanezt a PC esetében nem lehet
kimutatni. A 18:1/22:6 ¢és 18:0/22:6 PC molekulaspecieszek dsszegének szintje emelkedik

az adaptacié elorehaladtaval (5. abra).

1
18:0/22:6

B18:1/22:6

nyari hal tél eleji hal tél végi hal

4. Abra. A 18:1/22:6 PE és 18:0/22:6 PE molekulaspecieszek mennyisége illetve 6sszege

a homérseklet valtozas fuggvényében
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18:0/22:6
18:1/22:6

nyari hal tél eleji hal tél végi hal

5. Abra. A 18:1/22:6 PC és 18:0/22:6 PC molekulaspecieszek mennyisége illetve 6sszege

a homérséklet valtozas fiiggvényében

A 10. tablazat szubtropusi halak agyi diacilfoszfatidilkolin és diacilfoszfatidiletanolamin
molekulaspeciesz osszetételét mutatja be. A tablazatban megfigyelheté molekulaspeciesz
Osszetétel hasonld megoszlast tikréz, mint a meleghez szokott halaink esetében. A
18:0/22:6 PE molekulaspeciesz mennyisége a Clareas sp.-ben 21.78, a Channa sp.-ben
17.33, a meleghez adaptalt halak esetében pedig 21.53. A 18:1/22:6 PE szintje viszont
Iényegesen alacsonyabb a két szubtropusi hal agyaban, mint a meleg-adaptalt pontyéban.

Az evoluciosan killonbozé homérséklethez szokott halakban ezen molekulaspeciesz

mennyisége kozel azonos.



47

10. Tablazat. Szubtrépusi halak agyi diacilfoszfatidilkolin és diacilfoszfatidiletanolamin

molekulaspeciesz 6sszetétele

Molekula- Diacilfoszfatidilkolin Diacilfoszfatidiletanolamin

specieszek Clarias sp. Channa sp. Clarias sp. Channa sp.
20:5/22:6 7.02 - - -
22:6/22:6 1.83 0.65 0.91 0.78
18:1/22:6 1.94 0.65 0.91 0.70
16:0/22:6 1.76 4.39 5.16 7.14
18:1/20:4 Tr 1.68 2.04 1.57
16:0/20:4 3.51 2.00 3.25 2.49
18:0/22:6 35.10 18.79 21.78 17.33
16:0/18:2 2.61 4.47 5.97 1.96
18:0/20:4 16.72 11.32 5.59 4.98
18:0/16:1 5.02 3.88 3.98 2.17
18:1/18:1 2.55 5.25 5.16 3.32
18:0/18:2 - 6.80 - 11.82
16:0/18:1 6.77 13.85 26.25 33.10
16:0/16:0 1.69 8.20 5.29 4.12
18:0/18:1 13.36 7.00 10.84 7.83
16:0/18:1 - 0.79 0.52 -

4. Taplalkozasi szokés és a foszfolipidek molekularis sszetétele

A 11. tablazatban szerepld halak ugyan tipladlékukban jelentds mértékben eltérnek,

individualis molekulaspecieszeik hidegadaptacié utdn is megkozelitéleg azonos értéket

képviselnek.
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11. Tablazat. Kiilonbozd taplalkozasi hideg-adaptalt halak agyi diacilfoszfatidilkolin ill.

diacilfoszfatidiletanolamin molekulaspeciesz 6sszetétele

Molekula- Diacilfoszfatidilkolin Diacilfoszfatidiletanolamin
specieszek H. H. C. C. H. H. C. C.
molitrix | nobilis | idella | carpio | molitrix | nobilis | idella | carpio
20:5/22:6 0.74 0.40 0.63 0.04 1.45 3.47 6.98 0.20
22:6/22:6 0.20 0.62 0.23 1.97 7.45 7.20 2.11 2.60
20:4/20:5 0.12 - 0.10 - 0.89 - 1.35 -
16:1/20:5 - - - - 0.35 - - -
20:4/20:4 1.32 1.65 1.52 2.56 3.04 4.77 4.31 6.00
18:1/20:5 0.40 0.55 0.11 0.25 0.50 1.05 1.71 0.50
16:0/20:5 - 0.37 0.46 - - - - -
18:1/22:6 5.02 3.95 3.32 3.54 16.52 16.18 | 11.83 14.15
16:0/22:6 15.10 15.34 | 13.85 11.28 15.34 15.78 | 13.28 12.48
18:1/22:5 1.33 - 2.89 1.13 0.52 0.51 - 3.16
18:1/20:4 2.65 2.80 3.45 4.59 4.81 4.62 9.09 7.13
16:0/20:4 2.34 248 1.33 3.12 3.50 3.27 6.69 2.35
18:0/20:5 0.28 0.32 3.15 0.98 1.18 1.56 0.10 1.65
18:0/22:6 6.34 6.49 2.66 15.70 20.75 18.50 | 16.22 2422
16:0/18:2 8.57 12.63 | 13.68 2.58 1.32 1.52 2.78 3.90
18:0/20:4 2.61 1.77 0.44 15.19 5.87 5.54 9.82 9.43
18:0/16:1 1.47 - 0.22 0.11 1.38 0.16 - -
18:1/18:1 5.07 4.50 4.82 341 0.24 5.49 0.48 6.04
16:0/18:1 28.11 26.74 | 28.82 23.16 6.28 3.05 5.93 4.00
16:0/16:0 3.90 421 3.72 1.57 2.76 0.10 2.84 0.31
18:0/22:4 0.78 0.92 0.90 0.58 0.90 0.62 0.75 0.40
16:0/18:1 7.36 6.21 6.23 5.55 2.57 2.29 1.79 2.05
16:0/18:0 0.28 0.31 0.20 0.37 0.32 0.10 0.24 1.72
18:0/18:0 1.00 2.39 3.27 0.90 0.23 - 0.19 0.54
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Megvizsgalva az 1-monoén 2-polién PE molekulaspecieszeket 14thatjuk, hogy pl. a
18:1/22:6 PE speciesz mennyisége a H. molitrix, H. nobilis, C. idella és C. carpio esetében
16.52, 16.18, 11.83 ill. 14.15. A 18:1/20:4 PE speciesz is kdzel azonos értékeket mutat, az
el6zd sorrendet kovetve 4.81, 4.62, 9.09 és 7.13. S ha a fenti két 1-monoén 2-polién
molekulaspeciesz 6sszegét vessziik, meglepd, hogy 6sszegiik allandé, azaz 21.33, 20.8,
20.92 valamint 21.28.

Osszehasonlitva a PC-vel, az emlitett 1-monoén 2-polién molekulaspecieszek jéval

kisebb mennyiségben fordulnak el6, mint a PE-ben, ellentétben a 16:0/18:1 speciesszel.
5. Héomérséklet hatasa agyi foszfolipidekre kisérletes koriilmények kozott

Felmeriilt a kérdés, vajon képesek e az individuélis molekulaspecieszek szintjiiket gyorsan
valtoztatni példaul hdmérsékleti stressz hatéséra.

A 12. és 13. tablazat téli és nyari halakb6l nyert diacilfoszfatidiletanolamin ill.
diacilfoszfatidilkolin molekulaspeciesz Gsszetételének valtozdsat szemlélteti kiilonb6z6
hémérsékleti hatasokra.

Kisérleteink sordn héirom napra 5°C-r61 25°C-ra melegitettiik a vizfiirdd
hémérsékletét, majd szintén harom nap milva visszahit6ttik eredeti hdmérsékletre. A
molekulaspeciesz dsszetételt elemezve kitlinik, hogy a 18:1/22:6 PE speciesz mennyisége
felmelegitéskor a 18.36-r6] 11.48-ra csokkent, de nem véltozott az aranya visszahiitéskor
(11.16). S minthogy viszont valaszt nem tapasztaltunk, ezért megprébaltuk nyari halakon
elvégezni a fenti kisérletet, azaz 25°C-r6l 5°C-ra, majd 0jbél 25°C-ra véltoztattuk a
vizfiirdé homérsékletét. A tablazat alapjan ebben a kisérletsorozatban is a 18:1/22:6 PE

speciesz mennyisége forditottan ardnyos a kornyezeti hOmérséklet véltozasaval.



50

A kiindulasi 25°C-on 8.35-r61 5°C-ra valé lehiitéskor ardnya 10.8-ra nétt, majd a
visszamelegitéskor az eredetit megkozelitd értékre 8.78 allt vissza. A fenti 1-monoén 2-
polién molekulaspeciesz mennyiségében jellegzetes kiilénbségék voltak Gsszhangban az
akklimatizaciés hdmérséklettel.

Minthogy a mérési hiba kisebb, mint 10%, ezek az eredmények elfogadhatdéak és
arra mutatnak, hogy az ilyen tipusu specieszek szerepet jatszanak az adaptacids
folyamatokban. A foszfatidilkolinok esetében ez a fajta gyors reakcié nem jelentkezik.

A PC-ben a 16:0/22:6, 16:0/18:1, és a 18:0/22:6 és speciesz dominalt, ehhez
hozz4jarult még a PE-ben a 18:1/22:6, 18:1/20:4. A 18:0/22:6 nagyobb mennyiségben volt
jelen meleghez adaptalédott halak PE-ben, mint az alacsony hdmérséklethez szokottakban.
Karakterisztikus kiilonbségek jelentkeztek a 18:1/22:6 speciesz esetében, ami jelentdsen
magasabb volt a PE-ben mind a hideg, mind a meleg adaptalt halaknal. A 18:1/20:4 PE
molekulaspeciesz szintje is magasabb volt a hideghez adaptalédott szervezetekben, mint a

meleghez szokottakéban.
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12. TAblazat. HOmérsékleti stressz hatdsa téli halak agyi diacilfoszfatidilkolin és

diacilfoszfatidiletanolamin molekulaspeciesz §sszetételére

Molekula- Diacilfoszfatidilkolin Diacilfoszfatidiletanolamin
specieszek 5/5°C 5/25°C | 5/25/5°C 5/5°C 5/25°C 5/25/5°C
20:5/22:6 0.09 - 0.04 0.20 - 0.02
22:6/22:6 1.24 1.53 1.05 6.43 4.33 5.26
22:5/22:6 - - - 1.94 0.90 1.76
16:1/20:5 - - - - - -
20:4/20:4 3.48 3.00 2.57 3.31 1.97 1.61
18:1/20:5 - - 1.00 0.35 - 0.54
18:1/22:6 9.32 6.32 4.63 18.36 11.48 11.16
16:0/22:6 30.11 20.76 16.48 12.98 11.95 12.53
18:1/22:5 1.13 2.00 0.57 3.66 1.33 1.20
18:1/20:4 2.90 3.74 242 5.13 4.72 5.78
16:0/20:4 2.04 5.84 4.71 - - -
18:0/20:5 0.42 0.41 0.42 0.25 0.16 2.19
18:0/22:6 9.70 8.89 7.33 21.22 21.53 23.13
16:0/18:2 0.44 0.21 8.06 3.90 3.54 4.26
18:0/20:4 12.01 12.07 5.27 7.43 9.37 10.37
18:0/16:1 0.16 2.11 1.43 - 4.56 -
18:1/18:1 5.27 4.53 4.71 0.64 5.31 0.31
16:0/18:1 14.61 18.67 24.90 3.80 4.59 5.98
16:0/16:0 0.57 0.88 1.84 0.81 0.85 1.60
18:0/20:4 - - - - - -
18:0/22:4 0.09 0.05 0.03 - 0.54 234
16:0/18:1 1.48 1.20 1.43 2.39 1.75 2.66
16:0/18:0 2.57 3.16 5.28 1.72 2.11 3.08
18:0/18:0 0.90 0.90 1.17 0.54 0.47 -
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13. Téablazat. Homérsékleti stressz hatdsa nyari halak agyi diacilfoszfatidilkolin és

diacilfoszfatidiletanolamin molekulaspeciesz 6sszetételére

Molekula- Diacilfoszfatidilkolin Diacilfoszfatidiletanolamin
specieszek | 25/25°C 25/5°C | 25/5/25°C | 25/25°C | 25/5°C | 25/5/25°C
20:5/22:6 - - - - - -
22:6/22:6 - - - - - -
22:5/22:6 - - - - - -
16:1/20:5 - - - - - -
20:4/20:4 0.11 0.14 0.26 1.36 2.54 1.07
18:1/20:5 0.30 0.42 0.59 0.16 1.55 0.27
18:1/22:6 1.35 1.87 1.92 8.35 10.80 8.78
16:0/22:6 6.20 7.89 6.67 12.86 10.64 15.95
18:1/22:5 0.10 0.07 0.52 0.78 - 1.07
18:1/20:4 1.54 1.65 0.96 4.10 7.31 4.14
16:0/20:4 2.79 2.84 2.03 5.27 7.11 5.48
18:0/20:5 - 0.05 0.10 0.22 0.15 0.23
18:0/22:6 3.47 3.30 4.38 30.27 11.11 25.44
16:0/18:2 16.70 10.30 8.96 1.60 4.83 1.62
18:0/20:4 3.14 8.08 1.52 10.88 10.80 10.88
18:0/16:1 1.19 0.40 1.42 - 1.43 0.30
18:1/18:1 3.56 3.52 3.38 1.48 5.25 433
16:0/18:1 34.12 36.00 32.54 4.73 5.15 7.41
16:0/16:0 8.65 6.80 7.31 6.26 0.91 0.71
18:0/20:4 - - - 1.01 1.10 0.70
18:0/22:4 0.36 0.30 0.36 - - -
16:0/18:1 7.60 7.42 10.53 3.73 2.97 3.49
16:0/18:0 0.77 0.60 1.02 0.04 0.03 0.10
18:0/18:0 0.85 0.94 2.58 0.51 0.04 0.20
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6. Dokozahexaénsav tartalmi molekulaspecieszek eredete ponyt agyban

A dokozahexaénsav linolénsavbdl képzédik fokozatos ldnchosszabbitds és dehidrogénezés
révén (3. abra). Kétséges azonban , hogy ez a reakcid halak agyaban lejatszédna, mivel a
prekurzor szintje igen alacsony (6. tablazat). Az emldsok anal6gidja alapjan elképzelhetd
azonban, hogy a dokozahexaénsav f6 tomege a m4jban képzddik és innen keriil az agyba.
A keringési rendszerben a lipidek f6 szallit6i a lipoproteinek. Kimutattak, hogy a halak
vérében a lipoproteinek szintje magasabb, mint az emlésokben (39) és zsirsavisszetétele,
legaldbbis a szivarvanyos pisztrdng esetében (40) tikkr6zi a kdrnyezet hdmérsékletét. A 14.
tablazatban ponty majbdl, szérumbdl és agybdl izolalt diacilfoszfatidiletanolamin és -kolin
molekulaspeciesz Osszetételét hasonlitottuk Ossze. A tablazat adataib6l kitlinik, hogy a
18:1/22:6 PC és a 18:0/22:6 PC szintje szinte ugyanaz a majban, szérumban és agyban,
ezzel szemben az agyban a PE gazdagabb mind a 18:1/22:6 mind a 18:0/22:6 specieszben
a majhoz ill. a szérumhoz képest.

Az el6bbi PE speciesz mennyisége az agyban majdnem kétszerese mind a méjbeli, mind a
szérumbeli szinthez képest. Utébbi mennyisége is igen magas, a szérumhoz képest kb

kétszeres mennyiségben fordul el6.
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14. T4blazat. Ponty m4j, szérum és agy diacilfoszfatidiletanolamin és diacilfoszfatidilkolin

molekulaspeciesz §sszetétele

Molekula- Foszfatidiletanolamin Foszfatidilkolin
specieszek Maj Szérum Agy Ma4j Szérum Agy
22:6/22:6 - 24 2.6 - 1.6 1.2
20:4/20:4 2.0 1.7 33 7.2 1.5 3.5
18:4/20:5 0.9 0.8 0.3 4.7 1.0 0.6
18:1/22:6 10.2 9.0 18.4 6.9 74 7.2
16:0/22:6 15.8 13.7 13.0 23.5 12.8 259
18:1/22:5 1.8 1.9 3.6 1.1 1.6 0.4
18:1/20:4 17.4 7.4 3.7 8.2 6.2 4.1
16:0/20:4 15.9 55 5.1 11.4 4.7 4.0
18:1/18:2 - 2.8 - 0.6 0.6 -
18:0/20:5 43 - 0.2 - - 0.5
18:0/22:6 6.2 13.0 21.2 6.7 6.9 5.5
16:0/18:2 34 7.3 3.9 9.1 8.2 52
18:0/20:4 5.7 6.8 7.4 1.9 5.0 10.3
18v1/18:1 0.6 4.4 0.6 3.0 5.4 5.1
16:0/18:1 1.1 8.4 3.8 11.8 10.3 12.9
16:0/16:0 0.3 0.6 0.8 0.8 0.9 0.3
18:0/18:1 - 2.2 1.7 1.7 25 22
16:0/18:0 - 0.8 0.5 - 24 0.1

7. Homérséklet hatdsa agyi foszfolipidek fluiditidsara

A hideghez és meleghez adaptélt halak agyi foszfolipid molekularis &sszetételében észlelt

eltérések varhatéan realizalédnak az ezekb6l képzett vezikuldk rendezettségében
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(fluiditasaban) is.

Ez annal is inkabb valdszinii, mert korabbi modellkisérleteinkben kimutattuk, hogy
a 18:1/22:6 foszfatidiletanolamin, a 16:0/22:6 foszfatidiletanolaminnal szemben fluidizalja
a mesterséges membranokat, kiillonosen a fejcsoport kozelében.

Ennek megfelelden az agyi foszfolipidekbdl készitett vezikulak valdban fluidabbak
a fejcsoport kozeli régioban a hideghez adaptalt halak esetében, a meleghez adaptaltakhoz
képest. A méréseinkhez kulonboz6 anthroyloxy zsirsavakat (2-, 12-AS, 16-AP)

hasznaltunk, melyek a membranok eltér6 régidjabol (C-2, C-12, C-16) adnak informaciot

(6. abra).
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6. Abra Agyi foszfolipid vezikuldk fluiditisa hideghez ¢s meleghez adaptalt halak

esetében
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A 7. ¢és 8. abran a homérséklet valtozasnak kisérletes korilmények kozott kitett halak
agyabol nyert foszfolipidekbol készitett vezikulak fluiditasat mutatjuk be, DPH jelslot
alkalmazva. Az abrak osszehasonlitasa azt mutatja, amint varhat6 volt, kiillénbség van a
meleghez ill. hideghez szokott halak fluiditasa ko6zott. Ezen tilmenden mindkét esetben a
fluiditasok a homérséklet valtozasaval parhuzamosan valtoztak kisérletes koriilmények
kozott: a hideghez szokott halakban (7. dbra) merevebbek lettek, ha az allatokat 25°C-ra
tettilk harom napra és forditva (8. abra). Ebben a vélaszban az 1-monoén 2-polién PE

specieszek szintjének valtozésa nyilvanvaldan szerepet jatszik (13. tablazat).
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7. Abra. Héstressz hatésa agyi foszfolipid vezikulak fluiditdsara pontyokban
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8. Abra Hideg-stressz hatasa agyi foszfolipid vezikulak fluiditasara pontyokban
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8. Agyi foszfolipidek molekularis dsszetétele az evoliciés dimenziokban

Annak eldontésére, hogy az 1-monoén 2-polién PE specieszek aranya az evolucids skalan
mutat e osszefiiggést a testhdmérséklettel, megvizsgaltuk emlosok (szarvasmarha, sertés,
juh) és szarnyasok agyi molekulaspeciesz osszetételét (15. tablazat).

A 18:1/22:6 speciesz szintje igen alacsonynak bizonyult a 18:1/20:4 speciesszel

egyutt, ellenben al6:0/16:0 speciesz mennyisége tobb volt, killondsen a PC-ben.

Nyilvanvald, hogy korrelacio all fenn az 1-monoén 2-polién (18:1/20:4, 18:1/22:6)
molekulaspeciesz mennyisége €s a test/kornyezet hdmérséklet kozott €s altalanos jelenség
lehet (9. abra). A 9. abra elkészitéséhez az Osszes sajat és rendelkezésre allé irodalmi

adatot felhasznaltuk.
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9. Abra Az 1-monoén 2-polién foszfatidiletanolamin molekulaspeciesz a test/kdrnyezet

hémérséklet fiiggvényében gerincesek agyaban
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A 4. 4dbra azt mutatta, hogy a 18:1/22:6 foszfatidiletanolamin szintje folyamatosan
novekszik pontyban a homérséklet adaptacio soran, mikézben a 22:6 tartalmu
molekulaspecieszek 0Osszege alland6. Ez az 0Osszefiiggés érvényes szinte az 0Osszes
gerincesre, halaktol a madarakig egyarant (15. tablazat).

Ez a tény hozzajarulhat a membranok megfelelé fluiditasanak biztositasahoz, mivel a
18:1/22:6 PE specieszek nagyobb térigényliek, mint 18:0/22:6 homoldgjuk (102.6 A vs.
79.6 A, (41), igy fluidabb szerkezeteket is képeznek.

Masok méréseibdl (42) az is kiderilt, hogy azok a foszfolipidek, amelyekben az sn-1
poziciét 16:0 foglalja el a 18:0 helyett, nagyobb térigényliek. Ha osszehasonlitjuk a
18:0/22:6 és 16:0/22:6 aranyat a gerinces evolucid soran pl. a foszfatidiletanolaminokban,
azt tapasztaljuk (10. abra), hogy ez az arany szinte linearisan koveti a testhOmérséklet
novekedését. Mas szoval a halak, de minden gerinces fiiggetleniil a testhomérséklettdl

kihasznalja ezt a lehetdséget membranjaik fluiditasanak szabalyozasaban.
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10. Abra A 18:0/22:6 és 16:0/22:6 PE molekulaspecieszek aranya a testhémérséklet

fuggvényében



15. TAablazat. Melegvérii gerincesek agyi foszfatidilkolin

molekulaspeciesz 6sszetétele
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és foszfatidiletanolamin

Molek. | Szarvasmarha Sertés Juh Szarnyas
spec. PC PE PC PE PC PE PC PE
20:4/20:4 | 0.64. 0.23 0.24 | 0.28 - - - -
16:1/20:4 | 1.67 0.28 0.70 | 0.27 0.85 - - -
18:1/20:5 | 0.27 - - 0.07 0.58 - 1.80 0.18
16:1/16:1 | 0.46 0.07 0.23 | 0.08 - - 0.83 -
18:1/22:6 | 0.26 1.49 026 | 1.23 0.86 4.37 5.71 1.38
16:0/22:6 | 1.62 5.64 192 | 6.52 0.69 7.62 10.80 6.11
18:1/20:4 | 0.51 2.46 075 | 2.77 0.96 2.65 1.41 1.10
16:0/20:4 | 1.33 2.10 1.53 | 2.25 1.36 1.67 - 242
20:1/20:5 | 0.44 - 037 - - - - -
18:0/20:5 | 0.29 1.41 0.18 | 0.51 - 0.57 - 2.00
18:0/22:6 | 11.45 | 29.08 | 11.41 | 27.74 435 |31.54 | 2446 |32.72
16:0/18:2 | 0.22 - 022 | - 3.70 1.44 232 1.32
16:0/22:4 | 0.43 - - - - 0.57 - -
16:1/18:1 | 2.60 1.00 227 | 0954 2.82 1.57 - -
18:0/20:4 | 2.16 | 13.65 2.49 | 14.98 0.76 | 18.16 12.97 | 21.50
18:0/16:1 | 2.16 6.04 0.57 | 2.23 - 0.40 - 1.89
18:1/18:1 | 3.30 7.25 3.80 | 8.12 1.87 5.77 4.34 4.04
16:0/18:1 | 30.68 6.49 | 32.88 | 6.57 | 43.98 7.05 20.48 4.72
16:0/16:0 | 13.46 698 | 10.88 | 6.44 14.70 1.14 4,94 2.80
18:1/20:1 | 0.39 1.03 - 0.86 - - - -
18:0/18:1 | 19.22 8.68 | 23.31 | 11.97 9.81 8.60 2.07 4.62
16:0/18:0 | 4.13 0.74 391 045 3.83 1.01 - -
18:0/18:0 | - - - - 1.87 0.19 - -
18:1/22:5 | - 0.15 - - 0.25 - - -




60

Természetesen, mindezek tiikr6zodnek a kiilonbozd testhomérsékletli gerincesek agyi
foszfolipidjeib6l készitett vezikuldk fluiditasaban is. A 11. abra egy 5°C-hoz ill. egy 22-
23°C-hoz adaptalodott hal (fehér busa), egy emlds és egy madar agyi foszfolipidjein
végzett méréssorozat eredményét mutatja. Lathatjuk, hogy legfluidabbak az 5°C -hoz
adaptalodott hal foszfolipidjei €s legmerevebbek a madaré. Ha viszont megnézzik a
testhdmérsékleteken mért anizotropia értékeket, akkor lathatjuk, hogy azok majdnem
teljesen azonosak, vagyis a gerincesek agyi foszfolipidjeik fluiditdsa szintjén kozel 100%-
san képesek kompenzalni a hdmérsékletnek membranok rendezettségére gyakorolt hatasat.
Behan-Martin €s mtsai (22) szinaptikus vezikuldkon mértek hasonld mértéki
kompenzacidt. A két eredmény egybevetése azt sugallja, hogy a membranok fluiditdsanak
meghatarozasaban a lipideknek nagyobb szerepe lehet, mint a fehérjéknek, ha
feltételezziikk, hogy a szinaptikus plazmamembranok fehérjedsszetétele nem azonos a

gerinces torzsfejlodés soran.
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11. Abra Gerincesek agyi foszfolipidjeinek fluiditasa evolticios viszonylatokban
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9. Eterlipidek az agyban

A kisérletiink targyat képezé hal agyakban koézel 50-50%-ban taldltunk a

foszfatidiletanolamint tekintve, diacil ill. alkenilacil formékat. (16. tablazat).

16. Tablazat. Edesvizi halak agyi diacil-, alkilacil-, és alkenilacilfoszfatidiletanolamin és -

foszfatidilkolin 6sszetétele

Agyak Diacil- Alkilacil- Alkenilacil-
Pettyes busa 5/5°C PC 86.5 11.9 1.6
PE 44.4 4.6 51.0
Fehérbusa 5/5°C PC 84 11.9 4.1
PE 47.6 4.4 48.0
Amur 5/5°C PC 84.4 10.8 4.8
PE 53.1 43 42.6
Ponty 5/5C° PE ' 45.8 19.8 34.7

10. Homérséklet hatasa az éterlipidekre

E kisérlet soran kapott eredmények tiikrozik, hogy az alkenilacil PE alcsoport mennyisége
meleg-adaptacié soran kevésbé, hideg-adapticié esetében forditott aranyban koveti a

hémérseklet valtozasait (17. tablazat).
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17. T4blazat. Foszfatidiletanolamin alcsoportok aranya homérséklet valtozas hatdsara

Homérséklet Diacil PE Alkilacil PE Alkenilacil PE
5/5°C 45.8 19.8 ~ 347
5/25°C 60.5 3.2 36.2
5/25/5°C 33.0 29.1 432
25/25°C 63.7 8.5 328
25/5°C 20.0 9.2 70.8
25/5/25°C 42.0 46 53.6

A tovabbiakban ponty agy alkenilacil PE specieszeket vizsgaltunk meg hémérsékleti
véltozés hatasara.

A 18. tablazatban lathat6, hogy az 1-monoén 2-polién PE plazmalogén szint nyéri
halak esetében 5°C-ra valdé hitéskor 10.2-r6l 14.6-ra novekszik, de visszamelegitéskor
értéke nem valtozik jelentds mértékben. Tehéat egyfajta novekvd tendenciét figyelhetiink
meg. Az alkenilacil PE szintje bizonyos koriilmények kézott hOmérsékleti stressz hatasara
valtozhat, azonban érdekes, hogy molekulaspeciesz dsszetétele nem véltozik.

Ha megfigyeljik az emlitett PE plazmalogének viselkedését téli halakban -
felmelegités és visszahiités hatdsira - észrevehetd valamiféle mozgéis. Az individuilis
specieszeket tekintve ez kevésbé nyilvanvald, de Osszegiiket képezve igen. Ha az
1-monoén 2-polién PE specieszeket vizsgaljuk 5°C-r6l 25°C-ra valé melegitéskor,
mennyiségiik 9.3-rél 10.7-re n6, eredeti h6mérsékletre vald hiitéskor pedig visszadll kozel
alapértékre, 7.7-re. Ugyanilyen tendenciat mutatnak a telitett/telitetlen PE (16, 21.2, 16.5)

specieszek illetve forditva reagal a ditelitett PE valtozat (27.3, 24.1, és 28).
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18. Tablazat. Homérsékleti valtozads hatdsa téli (5°C) és nyari (25°C) halak (C. carpio)

agyi etanolamin-plazmalogén molekulaspeciesz Gsszetételére

Molekula- 5/5°C 25/25°C 5/25°C 25/5°C | 5/25/5°C | 25/5/25°C

specieszek A
18:1/22:6 6.3 6.2 6.7 9.6 4.4 9.1
16:0/22:6 0.8 2.6 1.1 34 0.8 3.9
18:1/20:4 3.0 4.0 4.0 5.0 33 4.8
16:0/20:4 0.9 3.1 23 3.4 1.9 34
18:0/22:6 8.0 10.6 8.8 12.1 6.2 12.6
18:0/20:4 6.4 7.7 9.0 8.0 7.7 8.4
18:1/18:1 14.7 10.4 12.9 10.4 14.8 8.8
16:0/18:1 13.5 12.8 12.5 10.4 13.8 10.7
16:0/16:0 6.7 6.0 7.0 6.0 7.9 5.1
18:0/18:1 13.8 10.7 11.6 8.1 14.2 8.0

> mono/poli 9.3 10.2 10.7 14.6 7.7 13.9
2.sat/poli 16.0 24.0 21.2 27.1 16.5 28.3
2 sat/sat 27.3 234 24.1 18.5 28.0 18.6

Minthogy drasztikus valtozast nem észleltiink, ezért megprobaltuk vizsgalatainkat

evolicids viszonyokra kiterjeszteni, hideghez, ill. meleghez adaptalt halak, emldsck és

madarak agyi PE plazmalogén molekulaspeciesz Gsszetételét elemezve (19. tablazat).

Lényegében nem talaltunk nagy kiilonbségeket. Igen konzervativ dsszetételrdl tanuskodik a

gerinces agy PE plazmalogén molekulaspeciesz sszetétele.




19. Tablazat. Agyi etanolamin-plazmalogének molekulaspeciesz Gsszetétele
testhdmérséklet fiiggvényében

Molekulas 5/5°C 20/20°C 26°C 37°C 41°C
pecieszek

18.1/22:6 6.3 59 1.4 2.7 1.1
16:0/22:6 0.8 2.6 2.1 4.0 55
18:1/20:4 2.9 4.1 Tr 6.4 1.8
16:0/20:4 0.9 2.8 Tr 23 42
18:0/22:6 8.0 10.4 15.1 12.9 12.7
18:0/20:4 6.2 7.7 23 6.8 8.0
18:1/18:1 17.8 10.2 10.1 15.2 10.7
16:0/18:1 13.5 12.6 13.7 11.2 16.9
16:0/16:0 6.5 5.8 10.5 7.3 2.8
18:0/18:1 13.7 10.4 35.9 8.6 15.6
18:0/18:0 Tr Tr 1.1 Tr Tr
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EREDMENYEK ERTEKELESE

Ma mar bizonyos, hogy az agy miikddéséhez a dokozahexaénsav strukturéjat igényli. Ezt a
zsirsavat semmiféle mas zsirsav nem képes helyettesiteni. Elegendd 22:6 -3 nélkiil
karosodnak bizonyos funkcidk, példaul tanuldsi képesség vagy a retina esetében a 14tasi
élesség.

A gerincesek agyanak ezt a “kiilonds” sajatossagat evolucidés okokkal
magyarazzak, a torzsfejlodés sordn az elsd tengeri gerincesek taplalékaban az -3 polién
zsirsavak (elsésorban a linolénsav vagy dokozahexaénsav) dominaitak. A gerinces 4llatok
®-6 politelitetlen zsirsavakkal csak a torzsfejlodés egy késébbi szakaszaban talalkozhattak,
amikor mdr, mint szarazfoldi allatok attértek a névényi magvak fogyasztisara, melyek
gazdagok voltak linolsavban (43).

Meggy6z0 adatok bizonyitjak, hogy az emldsdk agyanak lipidosszetétele igen
konzervativ, példaul zsirsavisszetételének diétds uton torténd valtoztatdsahoz generacidk
sziikségesek (44, 45). Az evolicios fejlédés fokan valamivel alacsonyabb szinten levd
madarak esetében az agyveld ezen konzervatizmusa mar nem olyan kifejezett. Hat héttel a
kikelés utdn még az agy elvesziti politelitetlen zsirsavait, ha ezek taplalékukbdl
hidnyoznak (8).

A jelen disszertacidban bemutatott vizsgalatok arra utalnak, hogy a halak kézponti
idegrendszerének lipid/zsirsavisszetétele meglehetosen fiiggetlen a felvett taplalék
zsirsavosszetételétdl, példdul mind a négy altalunk megvizsgélt halfaj agyaban kozel
azonos volt a 22:6 ®-3 szintje (6. tablazat). Abbdl a megfigyelésbdl, hogy ugyanakkor
majukban a 22:6 -3 szintje nagyjﬁbél tiikrozte a diétds viszonyokat (3. tdblazat), valamint

abbol az emldsdkre vonatkozd adatbol, hogy a kozponti idegrendszer f6 zsirsavforrasa a
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maj (3, 4), arra lehet kovetkeztetni, hogy a halak agyiba csupan annyi és olyan zsirsav
keriil be, amennyi a kivant sziikségletnek megfelel. Ezzel a feltevéssel megegyezik az a
madarakon tett megfigyelés, miszerint az agy politelitetlen zsirsavtartalméanak valtozasa
parhuzamos volt a maj és a szérum politelitetlen zsirsavszintjének valtozasaval (8). Az
emlésoknél a kézponti idegrendszer zsirsavprofiljanak kialakitisa még az intrauterin
életben megtorténik. A halak embriogenezise az anyaallat testén kiviil torténik és az
agyveld kifejlédése nyilvanvaléan nem fejez6dik be a szikzacské felszivddasaval, hanem
ezutdn még hossza hénapokig tart. Az emldsok esetében a sziiletést kévetéen az idegsejtek
osztdédasa leall. Halakra vonatkozo6an nincsenek adataink, de mivel a halivadék és a felndtt
allat agyanak mérete kozott jelentds kiilonbség van a neuronok osztédasa valdszintileg
addig tart, amig az allat el nem érte a végleges méretét. A Dicentrachus labrax nevii
tengeri halon végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy a szikzacské felszivodasa utén is
befolyasolhaté az agy zsirsavosszetétele diétas iton, de ez nem érinti a dokozahexaénsavat,
melynek szintje a foszfolipidekben fiiggetleniil a felvett taplaléktol azonos volt (46). A 6.
tablazatban bemutatott sajat eredményeink 1ényegében megegyeznek az emlitett kisérlettel.

Arra nézve, hogy a megvizsgalt édesvizi halak agysejtjei képesek e hosszi
szénldncu polién zsirsavakat a keringési rendszerbdl felvett prekurzorokbdl szintetizalni,
semmiféle adatunk nincsen. Bizonyos tengeri halak (Scophtalmus maximus) asztroglia
sejtjel in vitro koriilmények kozott képesek limitalt mennyiségli 20:4w3-at 22:6w-3-4
alakitani, de nem tudjdk a linolénsavat tovabbalakitani hosszi szénlanci polién
zsirsavakka. (6, 7). A megvizsgalt halak agyaban a 18:3w-3 szintje olyan alacsony volt
(6. tablazat), hogy nem vérhaté, hogy ez a nagy mennyiségben jelenlevd 22:6w-3
prekurzora lett volna, ugyanis a prekurzor szintjének magasabbnak kell lennie, mint a

produktuménak. Vannak viszont tengeri halakra vonatkozé adataink, melyek azt mutatjék,
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hogy a szikzacsko felszivodasa utan még jelentékeny mennyiségii politelitetlen zsirsav épil
be az agyba, mikozben annak mérete novekszik (10). fgy a halak agyi zsirsavosszetételének
kialakitasaban is nagy valoszinliséggel a maj zsirsavanyagcseréje jatszik dontd szerepet.

A keringési rendszerben a lipidek fo szallitoi a lipoproteinek, melyeket a
maj valaszt ki a keringési rendszerbe. A 14. tablazat adataibdl arra lehet kovetkeztetni,
hogy az agyakban levd dokozahexaénsav egyik lehetséges forrasa a lipoproteinek
diacilfoszfatidiletanolaminja. Amig pl. a 18:1/22:6 és a 18:0/22:6 PE speciesz aranya
azonos a majban ¢és a plazmaban, az agyban e specieszek durvan kétszeres mennyiségben
fordulnak elé. Azt azonban nem tudjuk, hogy az ilyen lipoproteinek vagy foszfolipidek
mily mdédon keriilnek az agyba. Az emlds agyak asztrocitaiban specialis lipoprotein
receptorokat mutattak ki (apoB, E), melyek LDL (kis denzitasu lipoprotein) részecskéket

kotnek. (47) (12. abra).

B-100 apoprotein

Nem észteresitett
koleszterin

Koleszterinészter

Foszfolipid

Gomb alaks, 22 nanométer atmérdji
részecske. Magja mintegy 1500
koleszterinészter molekulat tartal-
maz. Az olajszeri magot a vizes
plazmatol detergens jellegi, 800
molekula foszfolipidbol (PL
monolayer, melynek 20-30%-a PE),
500 molekula nem észteresitett
koleszterinbél és egyetlen B-100
apoproteinbdl allo burok védi.

12. Abra. Az LDL részecske
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Minthogy a ponty lipoproteinjei jelentékeny mennyiségii (kb. 20/%) 1-monoén 2-polién
PE molekulaspecieszt, tovabba kb 30 % etanolamin-plazmalogént tartalmaznak (ezeket az
adatokat itt nem mutatjuk be), melyek nem bilayer képzd sajatsdguk révén erdsen
fuzogének, feltételezhetjitkk, hogy a receptorhoz kotédétt lipoprotein részecskék a
mikrokapillarisok (endotél sejtek) sejtfelszinével fuzionalnak, ami a lipoprotein lipidjeinek
az endotél sejtek membranjaval val6 keveredését eredményezheti.
Erre a feltevésre Magret és mtsai (48) vizsgélatai adnak lehetGséget. Kimuta'tték, hogy
izolalt marha agy mikrokapillarisaihoz (endotél sejtek) konnyen koétédhetnek lipoprotein
részecskék (elsésorban HDL), majd a kapillarisok luminéris felszinén PC-vé metilalédnak.
A fentiekben emlitettiik, lehetséges, hogy a halakban is a lumenbe keriilt lipoprotein
részecskék teljesen vagy részlegesen fuzionalnak az endotél sejtekkel. Majd, az igy PE-ben
feldusult membranok az asztrocita sejtekkel cserélik ki foszfolipidjeiket. Ily médon az
eredetileg a lipoproteinek altal szallitott 18:1/22:6 PE bekeriilhet a neuronok membranjaiba
(a membranfuzid lehetséges 1épései az 1. fiiggelékben).

Tovabbi lehetéség az, hogy az endotél sejtek felszinén levd receptorokhoz kotédott
LDL részecskék internalizalédnak, endo-ill. exocitotikus mdédon a sejtbdl az asztrocitan
keresztiil a neuronba. Ebben az esetben azonban a neuronok membranjai foszfolipid
Osszetételének azonosnak kellene lennie a lipoproteinekével, ami pedig nem all fenn
(14. tablazat).

fgy a 18:1/22:6 PE specieszek a méjban képzddnének és vélasztodnanak ki a
keringési rendszerbe. Kimutattuk, hogy a majban e specieszek aranya megemelkedik a
hideg-adaptacié soran (53). A melegvériek agyanak alacsony 18:1/22:6 szintje (9. abra)

azzal magyarazhatd, hogy majuk kevés ilyen specieszt képez.
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Azt a lehetdséget sem zarhatjuk ki, - mivel a 18:0/22:6 és a 18:1/22:6 PE 0Osszege
konstans maradt a hdmérsékleti adaptacio soran (4. abra) — hogy a 18:0/22:6 PE in situ
(elézetes hidrolizis nélkil) deszaturalodott 18:1/22:6-4 a neuronokban. Ilyen
deszaturazokat azonban nem ismernek.

Egy alternativ hipotézis az, hogy a lipoproteineket még a kapillarisok lumenjében
egy lipoprotein lipaz hidrolizdlna és a felszabadult 22:6m-3 kozvetlenil a neuronokba

keriilne, ugy, ahogy Spector €s Moore javasoltadk emldsok esetében (5) (13. abra).

13. Abra. A dokozahexaénsav szallitas Gitvonala az agyban
(Spector, A. A., Moore, S. A,, 1992)

Ehhez azonban fel kell tételezni egy deacilacios/reacilacios folyamat lejatszodasat, mely
soran egy mar meglevd foszfolipid molekula pl. a 18:1/18:1 PE PLA, enzim
kozremlikodésével elveszitené az sn-2 helyzetben levd 18:1-t, s helyére 22:6 keriilne.
Ehhez azonban a neuronokban a dokozahexaénsavnak a lizofoszfatidiletanolaminnal
hémérséklet fiiggd modon kellene kombinalddnia 18:1/22:6 PE képzddéshez, oly modon,
hogy hidegben a reakcio gyorsabb lenne. Ebben az esetben azonban a hideghez adaptalt
halak PE-jében a 18:1/18:1 speciesz szintjének alacsonyabbnak kellene lennie, mint a

meleghez adaptalt halak esetében, ami nem demonsralhato (9. tablazat)
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Azt azonban nem tudjuk biztonsiggal kizarni, hogy az édesvizi halak kozponti
idegrendszerében mégis nagy intenzitassal alakulna at linolénsav, vagy mas kézvetlen
prekurzor 22:6w-3-4, hiszen az édesvizi halak majaban, szemben a tengeri halakkal, ezek a
deszaturacios és lanchosszabbitasi reakciok lejatszédnak (49, 50).

A hideghez és meleghez adaptalt halak agyanak foszfolipid molekulaspeciesz
Osszetételében két 1ényeges kiilonbséget latni (9. tablazat). Egyrészt csokken a 18:0/22:6
szintje a hideghez adaptélt allatok agyaban, masrészt novekszik a 18:1/22:6 specieszek
aranya, kiilonésen a foszfatidiletanolamin frakciéban. Szintetikus foszfolipid
molekulaspecieszeken végzett biofizikai vizsgalatok azt mutattdk, hogy pl. a 18:0/22:6
foszfatidilkolin termotrop fazisvéaltozasi hémérséklete magasabb, mint a 16:0/22:6
foszfatidilkoliné (-6°C vs. -12°C), (14, 51). Hasonldéképpen a 18:0/22:6 foszfatidilkolin
kisebb helyet foglal el a monolayerben, mint a 16:0/22:6 foszfatidilkolin (52). gy a
18:0/22:6 foszfatidilkolin vagy foszfatidiletanolamin szintjének csékkentése hozzajarulhat
a membranok rendezetlenségének (fluiditasdnak) noveléséhez, hiszen az alacsonyabb
hmérsékleten “olvad6” foszfolipidek mozgékonyabbak is pl. a test hémérsékletén. Igy
nem lehet véletlen az sem, hogy a gerincesek agyaban a 18:0/22:6 szintje magasabb, mint a
halakban.

Masrészt novekszik a 18:1/22:6 és a 18:1/20:4 foszfatidiletanolamin szintje a
hidegadapticié soran (9. tdblazat). Ez a tendencia kisérletes koriilmények kozott is
megfigyelheté (13. tdblazat) és a valasz meglehetésen gyors. Ezzel a sejtek lényeges
fluiditas tobblethez juthatnak, ugyanis itt nem részletezett biofizikai mérések azt
bizonyitjdk, hogy a molekula altal elfoglalt feliiletben akkor kovetkezik be a
* legdrasztikusabb ndvekedés, amikor abba az elsé cisz telitetlen kdtés (ebben az esetben

18:1) épiil be (52). A 6. abran bemutatott mérés, melyben kiilonb6zé anthroyloxy
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zsirsavakat (2, 12-AS, 16-AP) hasznéltunk, &sszhangban kordbbi méj foszfolipideken
végzett hasonlé méréseinkkel és modellkisérleteinkkel (53) azt mutatja, hogy a 18:1/22:6
foszfatidiletanolamin legdrasztikusabb hatdsit a bilayer kiilsé régidjaban fejti ki. Mivel
-jelen esetben a fluoreszkald festék (2-AS) egyenletesen oszlott meg a vezikula kiilsé és
belsd lemeze kozott és a foszfatidiletanolamin kb. 80%-a a membranok belsé lemezében
helyezkedik el (54), nativ kériilmények kozott ez az effektus sokkal nagyobb.

Arra a kérdésre viszont, hogy mi teszi ilyen kitiintetetté a dokozahexaénsavat ill.
bel6le felépitett foszfolipideket, nincsen ésszerli magyardzat az irodalomban. Azt a
feltevést, hogy a 22:6w-3 tartalmu foszfolipidekb6!l felépitett membranok biofizikai
sajatossagai kiilonbdznének, természetesen dvatossaggal kell fogadni, kimutattdk ugyanis
(14), hogy a 18:0/20:4, 18:0/20:5, 18:0/22:6 foszfatidilkolinbdl képzett vezikuldk fluiditasa
(DPH fluoreszcens anizotrdpia paraméter) kézel azonos (0.167+-0.11, 0.165+-0.22 és
0.163+-0.15). Az azonban lehetséges, hogy a 18:1/22:6 PE mennyiségének, tovabba a
18:0/22:6 és 16:0/22:6 aranyanak (test)hdmérsékletfiiggd alakuldsa jelentdsen hozzajarul a
fluiditas viszonyok szabalyzasdhoz, hiszen a 18:1/22:6 specieszek nagyobb térigényliek a
16:0/22:6 speciesszel egyiitt (41).

Annak ellenére, hogy a hideghez és meleghez adaptalt halak agyi foszfolipidjeinek
zsirsavisszetétele majdnem azonos (2. tablazat), beleértve a 22:6 -3 szintjét is, a beldlik
képzett vezikuldk DPH-val mért fluiditdsa kiilonbozott oly mddon, hogy az eldbbieké
fluidabb volt, olymddon, hogy az adaptaciés hémérsékleteken mért fluiditdsok kozel
azonosak maradtak. (7.,8. abra). Ugyanez érvényes volt az 6sszes gerincesre is (11. abra).
Ez a megfigyelés tovabbi adalékot szolgaltat azon korabbi feltevésiinkhdz, miszerint nem a

hosszi szénlanct polién zsirsavak szintje, hanem azok maés zsirsavakkal (18:1, 18:0, 16:0)

valé specialis kombinacidja lehet felelds a foszfolipidek eltérd fluiditaséért (53).
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Azon tilmenéleg, hogy az ilyen sn-1 monoén, sn-2 polién foszfatidiletanolaminok
hozzijarulnak a membranok rendezetlenségének noveléséhez alacsony homérsékleten
molekularis geometridjukkal a membranok stabilitdsat is eredményezik. Kimutattak
ugyanis, hogy alacsony adaptaciés hémérsékleteken a membrénok t6bb kénikus
foszfolipidet igényelnek, mint magas hdmérsékleteken (55). Az sn-1 helyzetben levo 18:1
cisz kettds kotésével jelentésen noveli a molekula (ebben az esetben a
foszfatidiletanolamin) konicitasét is. Ebbdl a szempontbdl az sn-2 helyzetet észterez6 22:6
-3 érdektelen, ez a zsirsav ugyanis palcika alakd format vesz fel a molekulédban (56). Ezen
meggondolasokbdl kiindulva nem meglep, hogy az sn-1 monoén sn-2 polién
foszfatidiletanolaminok szintje csékken a testhdmérséklet novekedésével a gerinces
filogenezis sordn (9. abra).

A 7. és 8. abran bemutatott kisérletek azt mutatjak, hogy az agy meglepden gyorsan
hozzaigazitja foszfolipidjeinek fizikai-kémiai sajatsagait az Uj hOmérsékletekhez. Egy
korabbi kisérletben ugyanezt csak az intakt neuronok plazmamembranjair6l sikeriilt
kimutatni, abban a kisérletben azonban a rendezettség mérésére spin jelolt zsirsavat
hasznaéltak a szerz6k (24), mely a vezikula csak egy adott szegmensérél adott informéciot.
A jelen kisérletben alkalmazott DPH viszont random helyezkedik el a membranban és igy e
szerkezet atlagos fluiditasat jellemzi. Ez azt mutatja, hogy a halak agyaban élénk
lipidanyagcsere folyamatok jatszédnak le még hidegben is.

Ambar az éterlipidek aranya és osszetétele pl. az agyban meglehetdsen konstans a
gerinces filogenezis soran (19. tablazat), stressz kériilmények kozott (melegadaptalt halakat
alacsony hoémérsékletnek kitéve) noévekedett az etanolamin plazmalogének ardnya
(17. tablazat). Ez a tény egyiitt az sn-1 monoén, sn-2 polién foszfatidiletanolaminok

szintjének novekedésével hozzajarulhatott a fluiditds mért névekedéséhez. Kimutattdk
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ugyanis, hogy az azonos §sszetételli diacilfoszfatidiletanolamin termotrép fazisvaltozasi
homérséklete kb. 10° C-al magasabb, mint az etanolamin plazmalogéné (57).

Mind az sn-1 monoén, sn-2 polién foszfatidiletanolaminok, mind pedig az
etanolamin-plazmalogének 4ltalaban egy masik fizikai sajatossagukkal is hozzajarulnak a
membranok miikddéséhez alacsony homérsékleten ill. a testhOmérsékleten: ezek a lipidek
kénnyen képeznek tin. nem kettdsréteg (forditott hexagonélis) fazisokat (57) és a mai
tudasunk szerint a sejthartydk ill. a sejtek normdlis miikodéséhez sziikségesek ezek a
molekuldk. Szidmos enzim (pl. PLA,, Ca™ATPase, PKC vagy bizonyos G proteinek
Els6sorban prokariétdkrél muttattdk ki, hogy ezek a sejtek lipidjeik termotrép és nem
kettOsréteg fazisitmeneti hdmérséklet kozotti régidjaban funkciondlnak gy, hogy a sejt
hémérséklete (tenyésztési hdmérséklet) egy konstans értékkel alatta van a foszfolipidjei
nem kettésréteg atmeneti hémérsékletének (59). Etanolamin plazmalogénekrdl ismert,
hogy a kettsréteg-nem kettsréteg atmeneti hdmérséklete igen alacsony (57), de az utdbbi
években deriilt az is ki, hogy pl. a 18:1/22:6 foszfatidiletanolamin rendkiviil kénnyen és
igen alacsony hémérsékleten képez ilyen fazist (60). Ha elfogadjuk azt, hogy a
gerinceseknél ugyanaz a helyzet, mint a prokariétdknal a kettGsréteg-nem kettdsréteg
fazisdtmenetek tekintetében, akkor nyilvanvalé, hogy pl. az alacsony hémérsékleteken €16
halak t6bb ilyen foszfolipidet igényelnek, mint pl. a madarak. A 9. dbran bemutatott adatok

Osszhangban vannak ezzel a feltételezéssel.
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A MEMBRANFUZIO ELKEPZELT MOLEKULARIS

79

1. Abra

2. Abra

MECHANIZMUSA

(Kinnunen, 1992.)

A konikus alaki molekulék jelenléte egy un. negativ gorbiileti
fesziilést hoz létre, melynek a cilindrikus foszfolipidek
ellenéllnak.

Az 1. abra a bilayer membranok lehetséges alakvaltozasait
mutatja kénikus foszfolipidek jelenlétében.

Nem lehetséges sem az egyik monolayer gorbiiletének

novekedésével a mdasik csdkkenése (A), sem a két réteg
gorbiiletének egyidejli ndvekedése (B) a bilayer konfiguracié

kialkul4sa soran. fgy csak a plandris véltozat (C) a megfelels,
amikor is ebbdl a stresszelt allapotb6l ugy szabadul meg a

rendszer, hogy a koénikus foszfolipidek egyik zsirsavlancukat

a vizes féazisba nyujtjdk (frusztralt Aallapot), mellyel
kompenzaljak -a-- membran- gérbiilését. Az ilyen frusztralt

allapoti membrén érintkezése egy nem frusztralt 4llapotu

membrénnal  el6segitheti  egyrészt a  foszfolipidek
kicserélodését a két membran kozott (pl. 18:1/22:6 PE

speciesz étcsiszik az érintkezd membranba) (2. 4bra),

masrészt a két réteg flizidjat (3. abra).
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EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A disszertacié témajat azon munkak alkotjak, melyek soran arra kerestiink vélaszt, hogy a
‘gerincesek, foképpen a halak kézponti idegrendszere lipiddsszetételének, membranjai
molekuléris architektirajanak ill. biofizikai paramétereinek megvaltozasa kiikénboz6
kérnyezeti hatasokhoz (diéta, hdmérséklet) valé alkalmazkodaskor, milyen relaciéban 4ll
ezen szerkezeteket alkoté lipidek Osszetételének megvaltozasaval.

A részletezett vizsgalataink elsé részében vizsgaltuk és megéllapitottuk egyrészt,
hogy a kiilonb6z6 hémérséklethez adaptalodott halak agyi zsirsavisszetételében nem
figyelheté meg szamottevd kiilonbség, masrészt, hogy a taplalék zsirsavisszetétele nincs
befolyasold hatassal az agy zsirsavOsszetételére, mely igen stabil, s diéta hatdsara sem
valtozik Osszetétele. Ellentétben a maj ill. zsirszovet zsirsavosszetételével, melyek
pontosan tiikrdzik a taplalék mindségébdl adddo kiilonbségeket.

A dolgozat kovetkez6 részében igyekeztiink ravilagitani az eltérd hémérsékletekhez
adaptalddott szervezetekbdl izoldlt membranok (szinaptikus plazmamembran) ill. ezeket
alkot6 foszfolipidekbdl késziilt vezikuldk fluiditasa és molekulaspeciesz Osszetétele kozti
kapcsolatra. Megallapitottuk, hogy evolucids vonatkozasban gerinces fajok agyi
szinaptikus plazmamembranjaiban  a dokozahexaénsav tartalom a test’/kdrnyezet
hémérsékletével péarhuzamosan csokken. Kiilsnb6zé hémérséklethez adaptalt pontyok
esetében kideriilt, hogy a 18:0/22:6 és 18:1/22:6 foszfatidiletanolamin molekulaspecieszek
mennyisége eltéréen reagal a hdmérsékletben bekovetkezett valtozasokra, eldbbi csokken a
hémérséklet csokkenésével, utdébbi pedig novekszik, de 6sszegiik minden esetben édllandé.
Ugyanakkor a foszfatidilkolin elemzése alapjan az emlitett két speciesz Osszege

folyamatosan ngvekszik a hdmérséklet csokkenésével.
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Fluiditas vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a hideg- és meleg-adaptalt halak agyi foszfolipid
molekulaspeciesz 6sszetételében észlelt valtozasok valdéban realizdlédnak, s fluiditasbeli
kiilsnbségeket eredményeznek, mind antroliloxi mind DPH prébéakkal valé jelolés soran,
kisérletes koriilmények kozatt is.

Megfigyeléseinkb6l  kideriilt, hogy bizonyos 1-monoén 2-polién PE
molekulaspecieszek, az evolicids skélat tekintve sszefliggést mutatnak a test/koérnyezet
hémérséklettel ill. az etanolamin plazmalogének aranya, noha konstans a gerinces
torzsfejlédés folyaman, hidegstressz hatasira megné. Igy egyiitt az éterlipidek és az
1-monoén 2-polién foszfatidiletanolamin molekulaspecieszek jelentds szerepet kapnak a

Végiil felvazoltunk egy mechanizmust, mely sordn a mé;j altal szintetizalt 18:1/22:6

PE felhalmozddhat az agyban.
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