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ROVIDITESEK ES SZIMBOLUMOK JEGYZEKE

DGDG digalaktozil-diacilglicerol
MGDG monogalaktozil-diacilglicerol
PC foszfatidil-kolin

PG foszfatidil-glicerol

SQDG szulfoquinovozil-diacilglicerol
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ANS 8-anilino-1-naftalin-szulfonsav
ATP adenozin-trinukleotid-foszfat
LHCI els6 fénybegytijté komplex
LHC II masodik fénybegytjté komplex
PCC (angol) Pasteur Culture Collection
PQ plasztokinon

P 1 els6 fotokémiai rendszer

PS II maésodik fotokémiai rendszer



ESR elektron spin rezonancia
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Dy rotacios diffuzios allando
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H (spin-) Hamilton operator
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1. BEVEZETES

A novényeket sokféle kornyezeti hatas éri. Minden kornyezeti tényezének
van egy maximum és egy minimum értéke, amelyen tul az adott névény mar nem
képes életben maradni. Ezek a hatarok nem feltétleniil esnek egybe a karosodas
kiiszobértékeivel. Szubletalis korilmények szintén lehetnek karosak, kiilonosen
akkor, ha ezek tobb napon keresztiil fennallnak, vagy ismétlodnek. Az egyik
legfontosabb ilyen kornyezeti tényezé a homérséklet. A kiilonboz6 fajok és a
fajokon beliilli genotipusok termotoleranciaja nagymértékben kilonbozhet és
megfelel annak a kornyezetnek, ahol az adott genotipus kifejlédott. A novények
sajat homérsékletiiket nem tudjak allandoé értéken tartani, kovetkezésképpen ha
életben akarnak maradni, minden eszkozzel alkalmazkodniuk kell kornyezetiikhoz.

A novények kiilonb6z6 hémérsékletekhez valé alkalmazkodasanak harom
szintjét kiilonboztetjiik meg: () a rovidtava akklimatizaciot, ami akkor jelentkezik,
amikor egy novény hirtelen magas vagy alacsony hémérsékletnek van kitéve rovid
ideig; (iz) a hosszutavu akklimatizaciét, amikor a kiilonb6z6 h6mérsékleteken nétt
genotipusnak 1j, termotolerancidban kiilonb6z6 fenotipusai jonnek létre; (iiz) és a
genomialis adaptaciot, mely soran a homérsékleti koriilmények hatasara uj
genotipusok alakulnak ki (Davison, 1991).

Szamos kisérlet igazolja, hogy a novényi életfolyamatok kozil a
fotoszintézis, egy tilakoid membranhoz kotott funkcid, a legérzékenyebb a
szervezetet ért homérsékleti stresszre (Berry és Bjorkman, 1980). Ebbdl
kovetkez6en a novények hdostabilitasaban elsddleges szerep jut a fotoszintetikus

membran stabilitdsanak.



Viszonylag kevés adat all rendelkezésre a kiilonféle perturbacick okozta
valtozasokrél a tilakoid membranban a lipid mozgékonysdag és lipid-fehérje
kolesonhatéas teriiletén. Ezért idGszertinek tlinik a homérsékleti beavatkozasokra

adott valaszok molekularis szinti vizsgalata.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Mozgdsok a membranban

Membrandinamika. A membran alapvetd szerkezeti egysége egy 4-5 nm
vastagsagu kettosréteg lemez, mely polaros és neutralis lipidek 6sszességébél all.
A masik fontos alkotéelem, a fehérjék vagy belesiillyednek a membranba, vagy a
felszinhez tapadnak. ElGbbieket integrans, utébbiakat periférialis fehérjéknek
nevezziik. A biolégiai membranokban 1évé polaros lipidek kiilonbozésége
fejecsoportjuk, glicerin vazuk és zsirsavlanc 6sszetételiik eltérésében nyilvanul meg.
Altalanossagban a lipid kettosréteg egy jellemz6, biolégiai és fizikokémiai
paraméterekkel rendelkezd vektor matrixot nyujt, mely a membranok valtozatos
szerepéhez megfelel6 kornyezetet biztosit.

A membranokrol alkotott fenti kép statikus. J6l ismert azonban, hogy a
legtobb membran miikédéséhez a benne talalhaté fehérjék és lipidek mozgésa
sziikséges. Ez utobbi kivetelményt a leghiresebb membran modell, a ,folyadék-
mozaik” modell irja le a legpontosabban, melyben az alkotéelemek szabadon
mozoghatnak (Singer és Nicolson, 1972). A modell azonban napjainkban is
folyamatos fejlédésen megy keresztiil. A kovetkezdkben azokat az Gj felismeréseket
vessziik sorra, melyek nem értelmezhetGk az eredeti elképzelésekkel (Chapman és
Hayward, 1985). A biomembran alkotéinak rendezettsége nem egyforma
(Henderson és Unwin, 1975). Szamos biol6giai membranban az integralis fehérjék
nem diffundalhatnak szabadon a nagy fehérje/lipid arany, a fehérje-fehérje

aggregacio, a lipid domén képzddés vagy a sejt vazszerkezeti fehérjéivel valé



kolesonhatas miatt (Taylor és mtsai, 1984; Horvdth és mitsai 1990). Egyes
esetekben a lipidek tekintélyes hanyada gél fazisban van (Jackson és Sturtevant,
1978). A biolégiai membranok egyértelmd funkciondlis anizotrépiat mutatnak,
mely altalaban szerkezeti anizotrépiaval (6sszetétel, lipid-fehérje arany) parosul.
A jelenségek megértéséhez vegyik sorra a membranban zajlé molekularis

mozgasokat (1. abra).

1. abra. Molekuldris mozgasok biolégiai membranokban. A lipid molekuldk forognak a
hossztengelyilk mentén. A forgas gyorsasdgat a rotaciés diffiziés éllandéval, Dg,-sal
jellemezziik. A lipidek hossztengelyiikre mergleges mozgast (Dy,) is végeznek a membransik
belsejében. A flexibilis zsirsavlancok 1/t, frekvencidval transz-gauche izomerizacién mennek
keresztiil az egyes C-C kotések koriil. A lipidek v; kicserélddési frekvenciaval lateralisan
diffundalnak a membran sikjdban. A szemben 1évé lipid rétegek kozotti dtugrasi rata, v,
nagyon lassi tiszta, egykomponensi kettgsrétegekben, de egyes fehérjék felgyorsithatjak ezt
a folyamatot biomembrénokban. Az integralis fehérjék a membran sikjara merégleges tengely
mentén forognak, rotaciés diffiziés allandé Dy, és lateralisan mozognak a membréansikban
D,. (Marsh, 1988)

A membranalkoték mozgasat osztalyozhatjuk aszerint, hogy a molekula
egészként végzi a mozgast, vagy a molekuldn beliili mozgasrél van sz6. A lipid
molekulak forognak a hossztengelyiikk mentén, laterdlisan mozognak a
kettosrétegben, ugralnak az egyik rétegbdl a masikba, un. ,flip-flop” mozgast '
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végezve. A lipid zsirsavlancok flexibilisek, transz-gauche izomerizacién mennek
keresztul. A fehérjék ugyancsak forognak és laterdlisan mozognak a
kettosrétegben, miikodésiik kozben konformaécié valtozasokon mennek keresztiil
(Knowles és Marsh, 1991).

A membranok fizikai allapotanak jellemzésekor legtobbszor a nehezen
definialhaté membran fluiditasarol szokas beszélni. Tagabb értelemben a fluiditas
a viszkozitas reciprokaként értelmezhetd, de ez a megkozelités nem tokéletes. A
biomembranokhoz nem rendelheté makroszképikus viszkozitas érték gy, mint a
valédi oldatokhoz, ezért fluiditasi érték sem. A membran specialis szervez6désébdl,
a komponensek inhomogén eloszlasabdl eredéen célszeriibb a kétdimenziés oldat
mikroviszkozitasarél és annak reciprokaként értelmezett fluiditasrél beszélni
(Shinitzky és Barenholz, 1978). Hasznalatos a membran fluiditasnak olyan sziikebb
értelmezése, mely szerint a fluiditas a kettGsréteg szerkezetbe rendez6dd
membranlipidek zsirsavlancainak fizikai allapotaval, rendezettségével kapcsolatos.
Tovabbi nehézségekbe iitkoziink, ha valamely konkrét fizikai eljarason alapul6
paraméterrel igyeksziink szamértéket rendelni a membranfluiditashoz. Egy adott,
a fluiditas meghatarozasara szolgal6 eljarassal mindig egy specialis, az alkalmazott
szonda fizikai és kémiai tulajdonsagaitél fiiggé kornyezetr6l szarmaznak
informaciéink. Ebben a dolgozatban spin jelzd ESR technolégiat alkalmazunk (2.3.
fejezet) a fluiditas szdmszerd leirdasara. A lipid molekuldk forgasanak sebességét
a rotaciés korrelacios id6vel, rendezettségét pedig orientaciés rendparaméterrel

jellemezziik.



2.2. Tilakoid membrdanok

A tilakoid osszetétele és hostabilitasa. A fotoszintetikus oxigén fejlédés

altalanosan el6fordulé bioldgiai folyamat az eukariéta algdaknal, a magasabbrendi
novényeknél és a fotoszintetizalé prokariotaknal, melyek egyik csoportjat a
cianobaktériumok alkotjak. A fénybegytjtés és a fotoszintetikus elektrontranszport
a tilakoid ‘membranokban zajlik, melyek a fotoszintetizalé szervezetek
membranjainak 60-80%-at teszik ki, igy az ezeket alkoté fehérjék és lipidek a
természet leggyakrabban el6fordulé szerves Gsszetevoi.

A magasabbrendi novények tilakoid membranjanak fehérje osszetétele
meglehet6sen bonyolult. Négy, tobb alegységhdl allo fehérje komplex végzi a
fényenergia kémiai energiava torténé atalakitasat, az els6 fotokémiai rendszer (PS
I), a masodik fotokémiai rendszer (PS II) a citokrom b,f és az ATP szintetaz. A
fotokémiai rendszereket 10-20 darab fénybegyijts (LHC I és LHC II) komplex veszi
koriil a magasabb rendd novényekben (Murphy, 1986). A tilakoidok lipidésszetétele
nagyon sajatos. Az allatok, baktériumok és a niévények nem fotoszintetikus
membranjainak {6 Osszetevoi a foszfolipidek. A tilakoid membranok lipidjeinek
zomét azonban két galaktolipid, a monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG) és a
digalaktozil-diacilglicerol (DGDG) alkotjak. Az MGDG, az 6sszes tilakoid lipid 50%-
a, onmagaban nem képes kettdsréteget alkotni. Ez a tény megleps, mivel
funkcidinak ellatasdhoz a membrannak kettdsréteg struktiaraba kell szervezddnie.
A fentieken tul a tilakoidok tartalmaznak még szulfoquinovozil-diacilglicerolt
(SQDG) és foszfatidil-glicerolt (PG). Felmeril a kérdés: (i) mi a szerepe a

tilakoidok sajatos lipidosszetételének, (i7) hogyan vesznek részt az egyes lipidek a



fotoszintetikus membran hémérséklet adaptaciéjaban, (iii) van-e szerepiik a
termostabilitasban? Ezekre a kérdésekre szdmos kutatécsoport mér régéta keresi
a valaszt (Quinn, 1989).

Altalanosan elfogadott, hogy a tilakoid lipidek magas telitetlenségi foka
fontos tényezgje a fotoszintézis alacsony homérsékleti stabilitasanak. A novények
szamara a novekedési homérsékletiiktsl eltérs homérsékletek stresszt jelentenek.
A szélsoséges hohatasok a novények pusztulasahoz is vezethetnek. A fagykarosodas
kivalté okat elészor Lyons és Raison prébaltak meg a sejt membranjaiban
bekovetkez6 valtozasokkal magyarazni (Lyons, 1973; Raison, 1973). Mindkét
kutaté azt allitotta, hogy a hidegkarosodas a sejt membranjainak
folyadékkristalyosbol gél fazisba torténd atalakulasaval jar egytitt. A gél fazisu
membran hibai miatt megnd annak permeabilitdsa az ionok és molekuldk szamara.

Lyons eredeti elméletének jelenlegi, kloroplasztisz membranokra vonatkozoé
verzigjat Murata és munkatarsai alkottak meg (Murata és Yamaya, 1984).
Elméletiik szerint a fagyérzékeny névények tilakoidjaban a PG magas
olvadaspontu zsirsav specieszei okozzak a gél fazis kialakuldasat alacsony
homérsékleteken. Szamos kutatécsoport talalt pozitiv korrelaciét a fagyérzékenység
és a magas olvadaspontu zsirsavakat tartalmazo lipidek mennyisége kozott. Masok
azonban ezt az 6sszefiiggést nem tudtak igazolni, és megkérddjelezték az elmélet
altalanossagat (Wilson és Crawford, 1974; Kenrick és Bishop, 1986). Egyes
vizsgalatok soran nem talaltak kapcsolatot a hidegstressz és a tilakoidbdl extrahalt
polaros lipid frakecié fazisallapota kozott (Low és mtsat, 1984). Egy viszonylag friss
osszefoglal6 tanulmanyban Somerville és Browse egyenesen arra a kovetkeztetésre

jutottak, hogy a lipid telitetlenség nem indokolhatja a novények természetben
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eléfordulé hidegérzékenységét (Somerville és Browse, 1991). Egy sokkal
kozvetlenebb kapcsolatot mutattak ki a gél fazis kialakuldsa és a sejt pusztuldsa
kozott cianobaktériumokban (lasd a cianobaktériumokrdl sz616 fejezetet, 16. oldal).

A tilakoid lipidek zsirsavalkilldncainak mozgékonysaga alacsony
homeérsékletek hatasara csokken. Ez a mobilis elektronszallité plasztokinon (PQ)
diffuziéjat a membranban akadalyozhatja, ami a fotoszintetikus elektrontranszport
mikodését gatolja (Oquist, 1982). Gombos és munkatarsai viszont bizonyitékot
talaltak arra vonatkozéan, hogy a plasztokinonok két fotokémiai rendszer kozotti
diffazigjanak sebeésége a matrix-lipidek mikroviszkozitasatol fiiggetlen abban a
fluiditas tartomanyban, amely a fotoszintetikus szervezetek kornyezeti
hémérsékletének valdszinilsithet6 ingadozasa alapjan elképzelhetd (Gombos és
mitsat, 1988).

A novények adaptiv valasza alacsony homeérsékleteken a membranok
mikroviszkozitasat csokkenti (a zsirsavtelitetlenség novelésével), ellensilyozva az
alacsony homérsékletek altal okozott fluiditas csokkenést (Raison, 1973). Szamos
kisérlet tamasztja ald ennek az allitasnak a helyességét, azonban olyan kisérleti
eredmények is megjelentek, melyek nem taldltak osszefiiggést a
zsirsavtelitetlenség és az aktualis tulélési homérséklet kozott (Hellergen és mtsait,
1984).

A membranokban hémeérsékletvaltozas hatasara bekovetkezhetnek mas
valtozasok is. Moédosulhat a foszfolipid osszetétel (Horvdth és mitsai, 1981),
galaktolipid osszetétel (Vigh és mtsai, 1985a), a zsirsavak pozicionalis eloszlasa
(Watanabe és mtsai, 1981) és valtozhat a membran egyéb 6sszetevéinek aranya is

(Lynch és Steponkus, 1987).
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A tilakoild membranok magas hoémérséklet hatdsara bekiovetkezd
valtozasair6l viszonylag kevés adat all rendelkezésre. Bizonyitottnak latszik, hogy
az MGDG telitetlensége fontos szerepet jatszik a tilakoid h6érzékenységében. 40-
50 °C-os homérsékleti stressz okozhatja a klorofill-protein komplexek irreverzibilis
denaturacigjat (Cramer és mtsai, 1981), a fotoszintetikus oxigén fejlodés, a PS II
aktivitas és a fotofoszforilacio csokkenését (Thomas és mitsai, 1986a). Magas
hoémérséklet kivalthatja a tilakoid granum régi6 szétesését, a lipidek
fazisszeparacigjat és az invertalt hexagonalis fazis kialakulasat (Gounaris és mtsat,
1983). A tilakoid lipidek in vivo hidrogénezésével bizonyitottak a zsirsavtelitettség
szerepét a PS II aktivitas védelmében és az invertalt hexagonadlis fazis kialakulasa
lehettségének csokkentésében magas homérsékleteken (Vigh és mitsai, 1989;
Thomas és mtsai, 1986b). A zsirsavtelitettség adaptiv szerepét bizonyitja az is,
hogy az Arabidopsis thaliana telitetlen zsirsavban hianyos mutans valtozatainak

héstabilitasa megnott a telitetlenebb vad tipushoz képest (Kunst és mtsai, 1989).

A tilakoid membran fluiditdsanak mddositdsa. Ismeretes, hogy néhany

kutatécsoport megkisérelte in vivo megvaltoztatni a tilakoid fluiditasat. Arpa
hajtasok lipid telitetlensége jelent6sen csokkent egy piridazinon szarmazék
hatasara. A zsirsavtelitettség novekedése a fotoszintetikus aktivitas csokkenését
okozta. Az izolalt lipidekbdl készitett liposzoméakon mért fluiditas azonban nem
valtozott szamottevéen (Laskay és Lehoczki, 1986). A Vigh Laszlé és Jo6 Ferenc
altal kidolgozott vizoldékony, eltavolithaté katalizatorral végezhetd homogén
katalitikus hidrogénezés lehetdvé tette a bioldgiai membranok in vitro és in vivo

hidrogénezését (Vigh és Jod, 1983). A borsé tilakoidokon végzett kisérletek azt
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mutattak, hogy a tilakoid membran 10%-os hidrogénezése gatolta az
elektrontranszportot a PS II és a PS I kozott. Tovabbi hidrogénezés hatéasara
csokkent a PS Il aktivitasa, a PS I aktivitdsa azonban a kettéskotés tartalom 50%-
os csokkenéséig nem valtozott jelentésen (Vigh és mtsai, 1985b; Horvdath és mtsai
1986). A katalizator bizonyitottan nem lépett kolcsonhatiasba az antenna
komplexekkel és a reakcié kozpontokkal (Horvath és mtsai, 1986), klorofillokkal,
karotenoidokkal és a plasztokinonnal (Szalontai és mtsai, 1986). A zsirsavtelités
elektrontranszport blokkolé hatasat nem a tilakoid membran ,atlagfluiditasanak”
modosulasaval, hanem a PS II mikrokornyezetében specifikus lipid-fehérje
kolesonhatas valtozasokkal magyaraztak (Gombos és mitsai, 1988). 10%-os
hidrogénezés utan, amikor a teljes elektrontranszport aktivitasa 30%-kal csokkent,
spin jelzett sztearinsav (12-SASL) ESR spektrumabdl szamolt rendparaméter nem
nétt, hanem csokkent (Vigh és mtsai, 1985b). 40%-os hidrogénezés utan 16-SASL
spin probaval mért rotacios korrelacios id6 csak nagyon kis novekedést mutatott
(Horvdth és mtsai, 1986). Ez a megfigyelés j6 6sszhangban van azzal, hogy a DGDG
kettoskotés tartalmanak csokkenése nem okoz jelentds fluiditds csokkenést a
membranok hidroféb régiéjaban az alkalmazott mérési eljarasok szerint (Koole és

mtsai, 1984).

Fehérjék hatasa. A fenti eredmények kozvetve azt is igazoljak, hogy a

zsirsavtelitetlenség nem az egyetlen tényez6, ami befolyasolhatja a tilakoid
membran fluiditasat. Ezt a tételt tamasztjak ala azok a kisérletek, melyek a
tilakoid lipidekbdl rekonstrudlt liposzémak fluiditasat hasonlitottak 6ssze az intakt

tilakoiddal. Kimutattdk, hogy a tilakoid mikroviszkozitdsa nagyobb, mint az izolalt
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lipideké (Ford és Barber; 1983). A fehérjék fluiditast csokkentd hatdsat tamasztja
ala, hogy a sztréma tilakoid fluiditdsa nagyobb, mint a granum tilakoidé, ugyanis
a sztroma tilakoidban a fehérje/lipid arany kisebb, de a lipidek telitetlensége
megegyezik a granum régiééval (Murphy és Woodrow, 1983). Spin jelzett PC, PG
és MGDG lipidekkel végzett ESR mérések szerint a PS II gazdag
membranrégiéban a rotaciés korrelacids id6 szintje lényegesen alacsonyabb a fluid
fazisu tiszta lipid membranhoz viszonyitva. Néhany esetben azt tapasztaltak, hogy
a novények alacsony homérséklet adaptacio soran tilakoidjuk fluiditasat a
protein/lipid arany csokkentésével allitjak be inkabb, mint a zsirsavtelitettség
moédositasaval (Chapman és mtsai, 1983). Ezt igazolja az az ESR vizsgalat is,
melyben alacsony homérséklethez adaptalédott Synechococcus sp. tilakoid
membran fluiditasat és osszetételét hasonlitottak ossze. Nem talaltak szoros
osszefiiggést az alacsony homérsékletek esetén megnovekedett zsirsavtelitetlenség
és a tilakoid fluiditasa kozott (Miller és mtsai, 1988). Az Arabidobsis thaliana fadC
mutansanak tilakoid membranjaban 50%-kal kisebb a kétszeresen ill.
haromszorosan telitetlen zsirsavak ardanya a vad tipusunal. Ezzel szemben a
protein/lipid arany 30%-kal csokkent. Ezen valtozasok mellett a teljes
fotoszintetikus elektrontranszport lanc és a PS I aktivitdsa valtozatlan maradt,
amig a PS II aktivitasa 20%-kal csokkent (Hughly és mtsai, 1989). Anacystis
nidulans sejtek nitrat-éheztetése forditott eredményre vezetett. A nitratmentes
kozegben nevelt sejtek plazmamembranjaban a protein/lipid arany jelentdsen
csokkent, ugyanakkor a membran mikroviszkozitasa nem valtozott. Ezt a lipidek
zsirsavalkillancainak egyidejlileg megnovekedett telitettsége okozta (Gombos és

mtsai, 1987a). E kisérletek a lipidtelitettség és a fehérje/lipid arany komplement
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valtoztatasdnak lehetdségét vetik fel a membran szintd adaptacié soran.
Osszefoglalva: csak néhany organizmusban és csak bizonyos specifikus
membran rendszerben tekinthetd a zsirsavtelitetlenség elsédleges valasznak
hémérséklet adaptacié soran. Amint lattuk, a telitetlenség szintjének novekedése
nem vonja maga utdn a membran fluiditasanak novekedését. A tilakoid lipidek
lehetnek erdsen telitetlenek, ami elsegitheti a PQ gyors diffuzigjat, de jelentds
rigidizal6 tényezdt jelent a tilakoid membran magas fehérje tartalma. Egy bizonyos
cisz kettoskotés szint biztositja, hogy a membran folyadékkristalyos allapotban
legyen, am magas hémérsékletek esetén ez a tilakoid instabilitasdhoz vezethet,
amikor is a telitetlen MGDG molekulak forditott hexagonalis fazis kialakulasat

1dézhetik eld.

Lipid-fehérje kolcsonhatés. A tilakoid lipidek zsirsav specieszeinek rendkiviil

heterogén el6forduldsa szamos kutatécsoport figyelmét iranyitotta a
membranfehérjék és lipidek kozotti specifikus kolecsonhatdsok keresésére. A
fehérjékhez asszocialt, ,immobilizalt” lipidek a membranfehérjék szerkezetének
stabilizdlasaban vesznek részt, vagy funkcionalis fehérje-lipid komplexek létrejottét
segitik el6 (Murphy, 1986; Li és mtsai, 1990). ESR vizsgélatok szerint a spin jelzett
foszfatidil-glicerol (14-PGSL) nagyobb aranyban kotodik a fehérjékhez a
tilakoidban ill. PS II és PS I gazdag membran frakciékban, mint a spin jelzett
foszfatidil-kolin (14-PCSL, 12-PCSL) és monogalaktozil-diacilglicerol (12-MGDGSL)
rendszerhez.

Szamos vizsgalat foglalkozott azzal, hogy mely lipidek maradnak egyiitt a
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tilakoid membranbél izolalt fehérjékkel ill. pigment-fehérje komplexekkel az
izolalasi eljaras soran. Az eredmények - valészintileg a tisztitdsi médszerek
kiilonbségei miatt - sokszor ellentmondanak egymasnak. Murata és munkatérsai
azt taldltak, hogy a PS II komplexszel sok PG és néhany MGDG izolalhaté, mig
egyaltalan nem taldlhaté benne SQDG és PC. A kotott lipidek sokkal telitettebbek
voltak, mint a membran atlagos telitettsége (Murata és mtsai, 1990). A negativ
toltésd SQDG spenét és Dunaliella salina esetén a CF,-CF, komplexhez kotodott,
és in vitro novelte az enzim aktivitasat (Pick és mtsai, 1985). A fenti
eredményeknek ellentmondéan mas munkacsoportok az SQDG-t majdnem az
osszes fo pigment-protein komplexszel egytitt tisztithatéonak talaltak. A DGDG
kiilonbozo fehérje komplexekkel valo egyiittes tisztithatésagara vonatkozodan az
irodalomban nem talalhat6 adat.

A membranok permeabilitasat jelentgsen modositjak a fehérjék és a lipidek
kapcsolédasanal esetlegesen el6fordulo szerkezeti hibak. Ezt a feltevést tamasztja
ala pl. a citokrém c oxidaz rekonstitiucigja kiillonboz6 osszetételd liposzémakban
(Madden és mtsai, 1983). A tilakoid membranban az MGDG egyik lehetséges
szerepe lehet, hoéy ilyen nem specifikus membran permeabilitast gatoljon a nagy
pigment-protein komplexek kozelében (Murphy, 1986). E modell érdekessége, hogy
megengedi az MGDG molekulak nem kettGsréteghe valé szervezddését normal

korilmények kozott.

Cianobaktériumok homérsékletadaptacidja. A cianobaktériumok a Gram-

negativ baktériumok csoportjaba tartoznak. Sejtjeiket egy kettés ,envelop”

membran hatarolja, a kiils6 és a plazma (bels6) membran. E kettos

+
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membranrendszer altal hatarolt intracellularis térben talalhaték a kérkorosen futé

tilakoid membranok (2. abra).

2. abra. A cianobakteridlis sejt vazlatos rajza (Stainer, 1988). CM: sejt membran; TM:
tilakoid membréan; PB1 és PB2: fikobiliszéma szembdl és oldalnézetben; C: a nukleoplazma
altal koriilvett karboxiszoma; G: gaz vezikulum. A: a sejtmembran kinagyitott részlete a
kiils6 membréannal, a peptidoglikdn sejtfallal és a belss vagy citoplazm4s membréannal. B:
a tilakoid membran kinagyitott részlete a két tilakoid kozti lumennel és a tilakoid felszinén
elhelyezkedd fikobiliszémakkal.

A magasabbrendd novényektsl eltérGen a fotoszintézishez sziikséges fény
begytjtését nem integrans membranfehérje komplexek (fénybegytijté komplexek,
LHC I és LHC II), hanem a fikobiliszomak végzik (PB1 és PB2). A fikobiliszémak
nem veszik koriil a fotokémiai rendszereket, mint a zold névények esetében, hanem
antennaként nyulnak ki a membran sikjabol. Ett6l az eltéréstal eltekintve ezideig
nem talaltak lényeges kiilonbséget a cianobakterialis tilakoid fehérjék és magasabb
rendd novények tilakoid fehérjéi kozott (Cantrell és Bryant, 1987).
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A tilakoid membranokban zajlik le mind a fotoszintetikus, mind a 1égzési
elektron transzport. Az alacsony homérsékletek hatdasit a lipidosszetételre, a
membran fluiditasara és a kiilonbozd élettani folyamatokra eddig csak néhany
cianobakterialis rendszerben vizsgaltak (Anacystis nidulans, Anabaena variabilis,

Synechococcus lividus, Synechocystis PCC 6803) (6sszefoglalé: Murata, 1989).

CH,0OH
OH
CH,OH o) OH
OH
o OH 0 OH
CHy
0 OH i
X (0) OH
MGDG
0o OH
X DbGDG
CH,SO3"
OH
o o 5
‘0-P-0-C-C—C-H
@ OH cl) H OH H
X X
SQDG PG

3. abra. Cianobaktériumok membranjat alkoté négy f6 glicerolipid fejcsoportjanak kémiai
szerkezete. X jeloli a fejcsoportokhoz glicerin vazzal kapcsolédé két zsirsavlancot (lasd
szovegben). MGDG, monogalaktozil-diacilglicerol; DGDG, digalaktozil-diacilglicerol; SQDG,

szulfoquinovozil-diacilglicerol; PG, foszfatidil-glicerol.

A cianobaktériumok membranjait alkoté négy f6 glicerolipid az MGDG (50-
60%), DGDG (10-20%), SQDG (10-20%) és a PG (10-20%) (3. abra). A tilakoid, a
plazma ill. a kiils6 membran lipidosszetételében A. nidulans esetén nem talaltak
szignifikans kiillonbséget (Murata és mtsai, 1981). A relativ szarazsiulyban mért
lipidtartalom a tilakoidokban 19%, a plazmamembrianban 57%, a kiilsg
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membranban 3% volt. A cianobakteridlis lipidek zsirsavisszetételének f6
komponensei a palmitinsav (16:0), palmitoleilsav (16:1), hexadekadiénsav (16:2),
sztearinsav (18:0), olajsav (18:1), linolsav (18:2), a-linolénsav (18:3 (9,12,15)), v-
linolénsav (18:3 (6,9,12)) és az ®-3,6,9,12-oktadekatetraén sav (18:4). Ezen beliil
a kiilonbozo torzsek esetén kisebb-nagyobb eltérések mutatkoznak. Az A. nidulans
és a S. lividus csupan telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavakat tartalmaznak.
Az Anabaena variabilis ezeken kiviil még tartalmaz linolsavat és o-linolénsavat,
a Synechocystis PCC 6803-ban pedig az el6bbieken tuil még talalhato y-linolénsav
és oktadekatetraén sav is (Kenyon és mtsai, 1972).

Murata és munkatarsai a zsirsavtelitettség és a kornyezeti hémérséklet
kozotti oOsszefuiggést tobb cianobaktérium esetén megvizsgaltak. Anabaena
variabilis esetén kimutattak, hogy a 22 °C-on nétt sejtek osszes lipidosztalyaban
csokkent az olajsav és nott a linolénsav tartalom a 38 °C-on tenyésztett sejtekhez
viszonyitva (Sato és Murata, 1980). Amikor a 38 °C-on tenyésztett sejtek
kornyezeti homérsékletét hirtelen 22 °C-ra csokkentették, az osszes lipid
mennyiség nem valtozott 10 éra alatt, de a monogalaktozil-diacilglicerolban a
palmitinsav szintje csokkent és ezzel egyidében nétt a palmitoleilsav tartalom.
Ahogy a lipidszintézis djra beindult, a 16 szénlanc hosszusagu telitett és
egyszeresen telitetlen zsirsav tartalom lassan visszatért a homérsékletkezelés elGtti
szintre. A kettoskotés gyors és atmeneti megjelenése a palmitinsavban, ami az
MGDG sn-2 pozicigjaban talalhato, egy vészreakcionak tekinthets, ami arra
hivatott, hogy az alacsony homérséklet altal okozott fluiditdas csokkenést
kompenzalja. Ez a deszaturacié nem igényelte a zsirsavak de novo szintézisét. Az

olajsav és linolsav tartalom csokkenése ill. a linolénsav tartalom emelkedése, mely
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zsirsavak a lipidek sn-1 poziciéjaban talalhaték, hosszabb idét vett igénybe.
Amikor Anacystis nidulans sejteket 0 °C-on inkubéltak, azok elvesztették
élettani aktivitasukat, majd elpusztultak. Az alacsonyhdmérsékleti karosodas a
plazmamembran lipidjeinek fazistranziciéjaval kezdédott. A tilakoid membran
fazistranzicigja, ami a plazmamembranénal magasabb homérsékleten kovetkezett
be, csupan a fotoszintetikus aktivitas reverzibilis elvesztését eredményezte. Ezen
vizsgalatok alapjan irtak le a kovetketkez6 modellt (Murata, 1989): a
plazmamembran és a tilakoild membranok gatat jelentenek az ionokkal és
molekulakkal szemben. A novekedési homérsékleten mind a plazmamembran,
mind a tilakoid membranok folyadékkristalyos dllapotban vannak, és
athatolhatatlanok az ionok és molekuldk szamara. A hémérséklet csokkentésével
a tilakoid membran fazisszeparalt allapotba keriil, benne gél fazis szigetek
alakulnak ki és ebben az allapotban a membran atjarhat6 az ionok szdmara. A
fotoszintetikus aktivitas reverzibilisen csokken ilyen korilmények kozott. A
hémérséklet tovabbi csokkenése esetén a plazmamembran is permeabilissa valik.
A citoplazma és a kornyezet kozott az ionok, és kisebb molekuldk szabadon
aramolhatnak, ami végul a sejt pusztulasahoz vezet (Murata, 1989). A modell
helyességét Vigh Ldaszl6 és munkatarsai is alatamasztottak, akik homogén
katalitikus hidrogénezéssel szelektiven a plazmamembranban 1évé lipidek
zsirsavlancainak telitetlenségét csokkentették. A telitettség novekedése, a
plazmamembran fazisatalakulasi hémérséklete, a K* kifolyas és a fotoszintézis
irreverzibilis karosodasa szoros parhuzamot mutatott (Vigh és mitsai, 1985c). A
zsirsavtelitetlenség fagyérzékenységben betoltott szerepének tovabbi bizonyitékat

adta az a kisérlet, melyben Anacystis nidulans sejteket transzformaltak
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Synechocystis A12-deszaturaz génnel és a sejtek hidegérzékenysége szignifikansan
csokkent (Wada és mtsai, 1990). A tobbszorosen telitetlen zsirsavak eltiintetése
pedig fokozta az alacsony homérsékleti stressz-érzékenységet (Gombos és mitsai,
1992). Membran lipidek hidrogénezése utan fokozddott a desA gén kifejezsdése
Synechocystis sejtekben, mely ellenlépésként foghaté6 fel a mesterséges
beavatkozasra (Vigh és mtsai, 1993).

A zsirsavtelitetlenségnek a magashomérsékleti adaptacioban betoltott
szerepérdl cianobakteridlis rendszerekben, hasonléan a magasabbrendi
novényekhez, csak nagyon kevés adat all rendelkezésre. A Synechocystis PCC 6803
vad, Fad12 és Fad12/desA mutans sejtvonalainak magashémérséklet stabilitasat
0sszehasonlitva azt a meglepé eredményt kaptak, hogy a kiilonb6z6 sejtvonalak
fotoszintetikus aktivitasanak homérsékletfiiggése, azaz histabilitasa ill. a PS I és
PS II aktivitasa nem mutattak mérheté kiilonbséget annak ellenére, hogy
zsirsavtelitetlenségi szintjiik jelentos kiilonbségeket mutatott. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a tilakoid membrant alkot6 lipidek kétszeresen ill.
haromszorosan telitetlen zsirsavspecieszei nem jatszanak jelentds szerepet a mért

fotoszintetikus folyamatok héstabilitasaban (Gombos és mtsai, 1991).
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2.3. A spin jelz6 ESR spektroszképia

A biolégiai membranok megismerésében eredményes teriiletnek bizonyultak
a kilonféle spektroszkopiai médszerek. Ebben a fejezetben a spin jelz6 elektron
spin rezonancia (ESR) spektroszkopiardl lesz szé6 (Marsh és Horvdth, 1989). A
molekularis mozgasok tipusardl és sebességérdl, valamint a kettosréteg rendezett-
ségének mértékérdl ezen modon gydjtott ismeretek nagyban hozzasegitenek a
membrankomponensek dinamikai viselkedésének molekularis szintii megértéséhez
(Marsh, 1988).

A membranok dinamikajanak ESR spektroszképiai vizsgalatahoz paramag-
neses molekuldk sziikségesek. Ezért fontos szerep jut a szintetikus, stabil nitroxil
szabadgyokoknek, a spin jelz6knek. A membran vizsgalatokban legcélszertibbek a
spin jelzett lipidek és zsirsavak. A spin jelzett lipidek polaris végiikkel a membran
felszinén horgonyozva alkil lancaikkal beépiilnek a kettosrétegbe és csak kismérté-
kd perturbaciot okoznak (Taylor és Smith, 1980). A nitroxid csoportot egy oxazo-
lidinil (doxil) gy(lrd tartalmazza. A gylrd egyetlen kozos szénatommal kotddik a
zsirsavlanchoz, aminek kovetkeztében a lanchoz képest nem rendelkezik belso
molekularis szabadsagi fokkal, vagyis a gy{irti mozgasat minden pillanatban a lanc
ama szegmensének mozgasa hatarozza meg, amelyikhez kotodik. A doxil gytird a
lanc barmelyik szénatomjan kialakithaté, azaz a membran kiillonb6z6 mélységeibe
hatolhatunk be és igy a spin jelz6k kiilonosen alkalmasak a szegmentalis rotacios
dinamika tanulméanyozasara (Lange és mtsat, 1985; Moser és mtsai, 1989). Ezeknek
a poziciés izomereknek elterjedt jelolése pl. m-doxil sztearinsav (m-stearic acid spin

label; m-SASL), ahol m a polaris vég feldl szamolt szénatom helyzetére utal.
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Az ESR spektroszképia alapjai. Az ESR mérés alapelve az, hogy magneses

térben a parositatlan elektronok Zeeman degeneraciéja megsziinik és a felhasadt
energianivok kozott magneses dipélatmenetet indukalunk. Az atmenet létrejottéhez
a sugarzasi kvantum energidjanak meg kell egyeznie az alap és gerjesztett
allapotok energidajanak kilonbségével. Szokasos felépitési spektrométerekben
rogzitett frekvencidn, a magneses tér lassu valtoztatasaval haladunk at a
rezonancian, és a spektrumot a minta altal felvett radiéfrekvencidas energia
detektalasaval kapjuk. Pontosabban az abézorpciés spektrum elsé derivaltjat
kapjuk, mely a magneses tér modulacigjanak kovetkezménye. E modulacié
fazisérzékeny detektalast tesz lehetové és jelentds jel/zaj viszony javulast
erdeményez.

Magneses térben 1évo N-O rendszer energiajat leiré spin-Hamilton operator
a kovetkezo:

H=-BBgS+I-AS, (1)

ahol B a Bohr magneton, B a magneses indukcié vektora, S az elektronspin, I a N
magspin operatora. g és A tenzormennyiségek, el6bbi a Landé-féle, utébbi pedig
a magspin és elektronspin hiperfinom csatolési tenzora. A tenzorok egykristalyos
mintak szinképébdl hatarozhatok meg (Jost és mtsar, 1971). Az N-O kotéshez
rogzitett koordinatarendszerben legyen az x tengely az N-O kotés, a z tengely a nt
palya sikjaban, az y tengely pedig legyen meréleges x-re és z-re 4gy, hogy a harom
tengely jobbsodrasa rendszert alkosson. Ebben a koordinatarendszerben g és A

tenzorok diagonalisak (Knowles és mitsai, 1976). Attérve polar koordinata-

rendszerbe, valamely (9,p) irdnyban g és A értékekre a kovetkezdket kapjuk:

23



g(9,0) =\/gfz-cos21‘} +g . sin*V-cos’p+g? sinVsin’ , (2)

A(t‘},(p)=\/Afz'coszﬂ+Ax2xsin219-cos%p+Ay2y-sin2ﬁsin2(p , 3)

ahol g.,, 8,, 8..6s A, A, A,, g és A tenzorok atlojanak elemei. Ezek az értékek
figgenek az N-O csoportot magéaba foglalé molekula szerkezetétdl, pl. az 5-SASL
spin jelzett lipid esetében a tenzorelemek rendre g=(2,0088 2,0061 2.0027) A=(0,63
mT 0,58 mT 3,36 mT) (Berliner, 1976). Egy membranba épitett és lefagyasztottt
spin jelz6 ESR spektruma az 6sszes lehetséges iranynak megfelels elemi spektrum
0sszege.

A hiperfinom csatolasi allandék és g értékek anizotrépidja lehetévé teszik
a molekula orientacigjanak meghatarozasat. Gyors molekularis mozgéasok
kiatlagoljak az anizotropiat, mely a spektrumvonalak szélességére fejti ki hatasat.

Ennél fogva a vonalszélességekbdl a rotaciés korrelaciés idd kiszamithat6.

A rotaciés korrelaciés id6. A nitroxid spin jelzok kis viszkozitasu, izotrép

kozegben gyorsan forognak, spektralis anizotrépidjuk teljesen kiatlagolédik,
ennélfogva harom éles vonalbdl 4ll6 spektrumot kapunk. A molekuldris mozgasok
a spin-spin relaxaciés idon (7,) keresztiil hatnak a vonalszélességekre, az els6
derivalt spektrumok esetében az tun. cstcs-cstcs tavolsagokra. Idétsl fiiggd
perturbaci6 elmélet alkalmazhaté a relaxaciés id6k meghatdrozasiara a gyors
mozgasok 1idskalajan beliil, azaz abban az esetben, ha a rotaciés korrelaciés 1d6
10"s < 15 < 3-10%s. Magneses anizotrépiak modulécigja T id6 mulva a kiovetkezo

moédon fejezhet6 ki a korrelaciés fiiggvénnyel (Redfield, 1965):
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G(O)=)H, ¢ +1), (4)
ahol H,(t) a spin-Hamilton operator id6fiiggs tagja. Brown mozgast feltételezve az
1d6fiiggd molekularis orientdci6 valdszintiség stirtiségét a rotécios diffizié egyenlete
adja meg. A korrelaciés figgvény exponencialis T fliggését a

L
GO~ Y goxexpl-T/1,,] (5)
K--L
formula irja le (Freed, 1964). Az itt szerepl6 rotaciés korrelaciés idS (1,,), mely
megadja, hogy a korrelacidés fiiggvény mennyi id6 alatt csokken 1/e-ad részére, a

diffuzio egyenlet sajatértékeibdl szamolhato:

1/t=Dp L(L+1)+(Dg,-Dg )K?, (6)

ahol Dy, és Dy, a diffaziés tenzor elemei. Masodrendd harmonikusok esetében

(L=2) és izotrdp rotaciés diffuziot feltételezve (Dy=Dy =D;) a korrelaciés idé:
T,=1/6D,. (7)

Kivelson megmutatta, hogy a Lorentz vonalszélesség a kovetkezs médon fiigg a N

magspintdl (Kivelson, 1957):

w(m)=A+Bm+Cm?, (8)

ahol m=-1,0,+1 a nagy, kozép és kis terti vonalaknak megfeleléen. w(m) pedig
spektrumbdl leolvashaté cstces-cstcs vonalszélesség. Az osszeg elsd, A tagja egy
allandé vonalkiszélesedést okoz, B tagja kiilonb6z6 mértékben szélesiti a vonalakat,
mig az utols6 tag C, a kozépvonalra nézve szimmetrikus szélesedést okoz. Az
integralis intenzitas megegyezik az egyes vonalakra, ezért a harom vonalbdl allé

spektrumokban a kozéps6 vonal amplitudgja a legnagyobb, melyet két szélesebb
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vonal fog kozre. A nagy tert vonal amplitidéja a legkisebb, hiszen mindh4rom tag
szélesiti. Izotrop forgds esetén a kovetkezd kifejezéseket kapjuk B és C

koefficiensekre (Fraenkel, 1967; Schreier és mtsai, 1978):

V3g,

4

B-= w(0)[YR(0)A(+1) ~/h(OYR(-1) ], (9)

/3g.

4

C= w(O)[YR(0YA(+1) ~/R(0)R(-1) -2], (10)

ahol h(+1), h(0), h(-1) az alacsony-, kozép- és magasterd vonalamlpitiudéok, w(0) a
kozéptér csucs-cstucs vonalszélessége mT-ban. g, pedig a szabad elektron Landé
faktora. Stone kozelité modelljét alkalmazva (Stone és mtsai, 1965) a kovetkezd
egyszerli formulahoz jutunk, melyb6l a rotaciés korrelaciés ido kifejezheté a

spektralis paraméterekkel:

1=6,1-10"%(0) [ AOVR(+1) ~/R(O)A(-1) 1[s]. 1D

A rendparaméter. A folyadékkristalyok molekularis rendezettségének
jellemzésére Saupe egy 3x3-as rendezettségi matrixot definialt (Saupe, 1964). A
matrixelemeket a laboratériumi koordinatarendszer és a molekulahoz rogzitett

koordinatarendszer tengelyparjai altal bezart szogek hatarozzak meg:

S,;=1/2(3(cos®y)-1), (12)

ahol 7,j=1,2,3 a koordinatarendszerek x,y,z tengelyeinek felel meg. Az igy definialt
rendparaméter egy masodrendd tenzor, melynek elemei -1/2 és 1 kozotti értékeket
vesznek fel. Ha a laboratériumi rendszer z tengelye a membran normalisaval egybe

esik, a nitroxidhoz rogzitett tengelyek a mar korabban leirtaknak felel meg, akkor
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a rendparaméter matrix diagondlis. A szogamplitido iddatlagat a kovetkezo

integral hanyados hatdrozza meg:

fcoszyP('y)sinydy
{cos?y)=2 , (13)

fP(Y)sinydy
0

ahol P(y) Boltzman-féle valdszintiségi iranyeloszldas. Mivel a spin jelz6k mozgédsa
gyakran a gyors mozgasok iddskaldajaba esik a membranban, kozelits eljarast
alkalmazunk a spektrumok elemzésében. A megfontolas azon alapszik, hogy a
kiatlagolt hiperfinom (A) és Zeeman (g) tenzorok komponensei ebben az
idéintervallumban geometriai iton meghatarozhaték. Spektralis paraméterekkel

a kovetkez6 modon fejezhetjiik ki a rendparamétereket (Dalton, 1985):

S33= A[|—AL ’ (14)
Azz—Axx
S _38,-(8..78,,%8..)-25:58..-8,,) (15)
11 ’
2g..-8,,)
S22=1_833_811- (16)

Altalaban csak S,,-at abrazoljak, mely a lipidlanc membran normalistél valé
eltérését jellemzi. A, és A, a membranban 1évé spin jelz6k spektrumabél

leolvashat6 paraméterek. g,,, g,,, .. és A,, A , A,, tenzorelemek pedig egykristaly

kAL
mérésekbol hatarozhaték meg. Amint a (14) egyenletbdl lathaté S,, a kettosrétegbe
és a kristalyos kornyezetbe agyazott N-O gyok anizotropidjanak aranya.
Nyilvanval6 azonban, hogy a két médium polaritasa kiillonb6zs, melynek meg kell

nyilvanulnia a rendparaméterben is. Hubbell és McConnell egy korrekcids faktort
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vezettek be a probléma kikiiszobolése érdekében:

o A, : (17)
AII_ZAL

Lipid-fehérje kélcsonhatds. 1973-ban Jost és munkatarsai lipid kettésrétegbe

citokrém c oxidazt épitettek be és azt tapasztaltak, hogy a spin jelzett lipidek ESR
spektruma kétkomponenst (Jost és mtsai, 1973). Az egyik spektrum komponens
megegyezik a fehérjementes fluid lipid spektrummal. Ha a lipid-fehérje komplex
spektrumbdl digitalisan kivonjuk a fehérje mentes fluid lipid spektrumot, akkor
lathatova valik egy masik spektrum komponens, melyet a kétkomponensi
spektrumban a szélekt6l eltekintve mindenhol elfed a 3-vonalas fluid lipid
spektrum. A masodik komponens eredetére legjobban azok a kisérletek mutattak
ra, melyekben a fehérje/lipid aranyt valtoztattak. Magas fehérje/lipid arany
esetében csak egy komponens jelenik meg, mely kozel azonos a fagyasztott oldatok
immobilizalt spektrumaval. Ekkor az osszes lipid valamely fehérjével kozvetlen
kontaktusban van. Kézenfekvs az a feltételezés, hogy ezen spektrum komponens
a membranfehérje felszinén immobilizalt lipideknek felel meg. A fehérje/lipid arany
csokkenésével a lipidfelesleg a fehérje koriili masodik és tavolabbi lipidburkokat
hozza létre, melynek spektruma megegyezik a gyors mozgasu fluid lipidek
spektrumaval. Kozepes fehérje/lipid arany mellett mindkét komponens jol
megfigyelhetd, kis fehérje/lipid aranynal a fluid lipid spektrum dominal. A fehérje
felszinén immobilizalt, szolvataciés lipidek a kettésrétegbe beépiilt fehérje és a
fluid lipidek kozotti hidrof6b kolcsonhatast biztositjak. A szolvataciés lipidek
dinamikai sajatsagai a fluid lipidekétsl igen eltérdek, mivel flexibilis

zsirsavlancaikkal a nagyobb tomegt, egyben lassibb mozgasu fehérje felszinéhez
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illeszkednek. A fehérje/lipid arany szisztematikus valtoztatasaval fontos adatokat
nyerhetiink a lipid asszociaciérél, a szolvatacios lipidek szamat és a fehérje lipid
specificitasat hatarozhatjuk meg. Legyen a kettGsrétegben 1évé jelzett és nem
jelzett lipidek szdma L és L. Ezen lipidek versenyeznek a fehérje felszini helyekért

B, (i=1,2,...,m), mindegyik fehérjének n, lipid helye van (Brotherus és mtsai, 1981):

BL+L*=B,L"+L. (18)

Egy jelzett lipid relativ asszociaciés allandéja ekkor:

K=_" 1, (19)

ahol L," és L, a fehérje felszinéhez asszocialt jelzett és nem jelzett lipidek szama.
Lf* és L, a jelzett és nem jelzett szabad lipid populaciék. A szolvataciés helyek
szamanak, a jelzett és nem jelzett lipidek szamanak megmaradéasa a kovetkezd

egyenletekkel fejezhett ki:

Y @,+L;)=NP, (20)
i=1
L;+y L,=L", (21)
i=1
Lty L,=L, (22)
i=1

ahol P a fehérjék szama. A fenti egyenletek kombindacigja a kovetkezd
osszefiiggéshez vezet az L'/P<L/P kozelitést alkalmazva (Brotherus és mtsai,

1981):
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L/P
NK

=1 (23)

(n;ing)=

Mérhet6 mennyiség a lipid/fehérje arany (L/P) és az ESR spektrumokbdl
meghatarozhaté a fluid/immobilis (n;/ n’,) spin jelzett lipid arany. Ez utébbi
mennyiséget abrazolva a L/P arany fiiggvényében egy egyenest kapunk, melynek
extrapolalt zérus helye megadja a fehérje felszini szolvatdcios helyek szamat, az
y tengely metszete pedig az asszociaciés allando reciprokat. A mdédszer elsésorban
rekonstitucios kisérleteknél hasznos, ahol tetszéleges L/P aranyt allithatunk be,
ellentétben a természetes membranokkal, ahol ez az ardany rogzitett. Ha ismerjik
amembranban 1év6 fehérjék atlagos méretét, melybdl geometriai megfontolasokkal
a szolvataciés helyek szama meghatarozhato, akkor a két pontra illesztett egyenes
y tengelyi metszéspontjabol becsiilhetjiik meg a relativ asszocidciés allandét. Tobb
spin jelzett lipiddel végzett kisérlet alapjan az egyméshoz viszonyitott asszociaciés
alland6 meghatarozasara mindenféleképpen lehet6ség nyilik a biomembranokban

hiszen a (23) egyenletbdl kapjuk:

(n}In)FCl(n/ IngY=K(LYKPG), 28

ahol K(L)/ K(PG) egy bizonyos jelzett lipid (L) atlagos relativ asszociaciés allandgja
pl. a spin jelzett foszfatidil-glicerolra (PG) nézve. Az asszociaciés allandék
ismeretében a fehérje lipid szelektivitasanak egyfajta sorrendje allithato fel.
Altalénosségban a legtobb fehérjérdl elmondhato, hogy elsésorban a negativan
toltott lipidek kozil valogat. Az eddigi adatok sokfélesége azonban azt sugallja,
hogy a lipid specificitds nem tisztan elektrosztatikus eredet, a résztvevok kémiai

szerkezete sem elhanyagolhaté tényezé.
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3. CELKITUZESEK

Az irodalmi attekintésben Gsszefoglalt ismeretek alapjan az aldabbiakban
részletezett célokat tlztik ki:

1. A vizsgalatok targyat képez6 Synechocystis PCC 6803 tilakoid membran-
ban tanulmanyozni kivantuk a hémérsékleti valtozdasokra adott molekularis szint
szerkezetbeli és dinamikai eltéréseket. Igazolandé, hogy a zsirsavlanc sszetétel
és lipid/fehérje arany megvaltozasa a tilakoid fluiditasdnak szabdlyozasara szolgal.
A lipid-fehérje kolecsonhatas nem kisebb szereppel bir az adaptacié soran, ehhez
1gazolni kell a kdlcsonhatas 1étét és jellemezni annak szerkezetét. A lipid mobilitas
és a lipid-fehérje kolcsonhatds vizsgalatara alkalmas médszer a spin jelz6 ESR
spektroszképia, melynek idéablaka az emlitett mozgasok tartomanyaba esik.

2. A zsirsavlanc osszetétel egyoldald médositdasara nyilik lehetdség homogén
katalitikus hidrogénezéssel. A kettoskotések telitésének folyamatat
zsirsavanalizissel kell kovetni. A telitettség novelésével egyiitt jaré fluiditasbeli
valtozasokat demonstralni kell és meg kell hatarozni a fehérje felszini immobilis
lipidek aranyat kiilonféle spin jelz6k haszndlatdval.

3. Mutans Synechocystis sejtekben bizonyos deszaturaciés enzimek
hianydban a sejtek nem képesek tobbszorosen telitetlen zsirsavak szintézisére.
Tanulmanyozni kell a genetikai médositdsok soran fellépé szerkezetbeli
eltéréseket. Az eredményeket ossze kell vetni az azonos hémérsékleten nevelt vad
tipusu sejtek adataival. Jellemezni kell a teljes membranok fizikai allapotat,
kozelebb keriilve az ,azonos nevelési hémérséklet azonos fluiditas” kérdésének

megvalaszolasahoz.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztési korilmények. A Synechocystis PCC 6803 (Pasteur Culture

Collection No.6803) vad tipusu sejtvonalakat 22 °C-on illetve 36 °C-on, a Fad6 és
Fad6/desA” vonalakat 36 °C-on tenyésztettik (Wada és Murata, 1990). A sejteket
BG-11 folyadékkulturaban (Allen, 1968) fotoautotr6f koriilmények kozott
70 pEm s erésségti fehér fény megvilagitas mellett neveltiik. A tenyészeteket 1%
CO,-ot tartalmazo steril levegovel buborékoltattuk. A sejtek novekedését 800 nm-
en mért abszorbci6 valtozasaval kovettik és exponencialis novekedési

szakaszukban (ODgy,=0,5-1,0) hasznaltuk fel azokat az adott kisérlet céljara.

Tilakoid membranizolalas. A sejteket 4000 x g-s, 20 perces centrifugalassal

gydjtottik, majd 10 mM TES-NaOH (pH 7,0), 30 mM CacCl, pufferben (izolalé
puffer) vettiik fel. A kapott sejtszuszpenziét egy oran keresztiil jégben, sotétben
inkubaltuk. Az ezt kiovetd izolalasi 1épéseket 4 °C-on végeztiik. A sejtek feltorése
tiveggyongyos technikaval tortént (Pakrasi és mtsai, 1989). Normal kémcsében a
szuszpenziéval megegyezo térfogata 0,1-0,11 mm atmérdjl iiveggyongyot kevertiink
ossze, majd sotétben 3x3 perces erdteljes keveréssel (vortex) végeztiik a sejtek
feltarasat (két keverés kozott 2 percig jégen hiitve). Az iiveggyongyok eltavolitasa
utan a sejttormeléket és a feltaratlan sejteket 1500 x g-s, 15 perces
centrifugalassal tilepitettik. A feliluszot 6vatosan leszivtuk, majd 27000 x g-s 30
perces centrifugalas iiledékeként nyertiik a tilakoid membranban gazdag frakciot.
Az tledéket az izolal6 pufferben szuszpendaltuk fel.

A klorofill meghatarozast minden esetben spektrofotometrids mddszerrel
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végeztik, 90%-o0s acetonos extraktummal (Arnon és mtsai, 1974). 50 nl tilakoid
szuszpenzidhoz 3 ml 90%-os acetont adtunk, osszekevertiik (vortex), 20 percig allni
hagytuk. A csapadékot 2000 x g-s 5 perces centrifugalassal ulepitettik. A tiszta,
klorofillt tartalmazé feliilliasz6 abszorpci6jat 664 nm-nél és 750 nm-nél (referencia
pont) mértik. A minta klorofill tartalmanak meghatarozasa a kovetkezo szorzat
szerint tortént: (ODge,-OD,5,)-12,19-higitas = klorofill tartalom (pg/ml). Egy minta
altalaban 400 pg klorofillt tartalmazott 1 ml 10 mM TES-NaOH (pH 7,0), 30 mM

CaCl, pufferben.

Fehérje mennyiség mérése. A fehérje/lipid arany meghatarozasanal a fehérje

tartalmat modositott Lowry moédszer szerint mértik SIGMA (Deisenhofen,

Németorszag) Lowry reagensek felhasznalasaval (Peterson, 1977).

Lipid kivondas és szétvalasztas. A lipideket Bligh és Dyer altal leirt médon

kloroform és metanol 1:2 aranyu elegyével nyertiik ki a sejtekbdl (Bligh és Dyer,
1959). A lipidek analizisét és lipidosztalyokra torténé szétvalasztasat Sato és
Murata altal kozolt eljaras alapjan végeztiik (Sato és Murata, 1988). A szilikagél
vékonyrétegen (Merck 5721, Darmstadt, Németorszag) valé azonositas soran a fut-
taté kozeg kloroform, metanol és 28%-os ammonium-hidroxid (65:35:5) aranyu
keveréke volt. Az egyes lipidek mennyiségi meghatarozasat két lépésben végeztiik.
A vékonyrétegen torténd szétvalasztas utédn a foltokat 8-anilino-1-naftalin
szulfonsavval (ANS) UV fényben lathatova tettiik, heptadekansav bels6 standardot
cseppentettiink rajuk, majd ampullakba kapartuk, metileztiik és a zsirsavakat

gazkromatografaltuk. A lipidek mennyiségét az atlagos moltomegiik alapjan szamoltuk.
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Zsirsavanalizis. A gazkromatografids vizsgdlatokhoz a zsirsavak

metilésztereit készitettiik el. A beparolt 6sszlipidekre ill. az el6z6leg elvalasztott
és ampullakba kapart komplex lipid foltokra mintdnként 3 ml 5% cc. sésavat
tartalmazo6 metanolt ontottiink, széndioxiddal lefuvattuk és leforrasztottuk. 2 6ras
80 °C-on torténd metilezés utan az ampullakat feltortiik, tartalmukat kémecesovekbe
tettik. 6 ml viz és 3 ml petroléter hozzaadasa és razas utan megvartuk a fazisok
szétvalasat. A petroléteres fazist nitrogén gazaram alatt szarazra paroltuk, majd
benzolban vettiik fel. A metilészter torzsoldatbol 1-2 pl-t gazkromatografaltunk,
30 m-es SP2330 kapillaris oszloppal felszerelt Hewlett Packard 5890 (USA)
késziléket hasznalva. Az oszlop ill. a lang-ionizaciés detektor homérséklete 170 °C
és 220 °C volt. Az egyes kromatografias csucsok azonositasat standardok retencios
idejével valo osszevetés alapjan végeztiik. Mennyiségi meghatarozasukhoz 17:0
bels6 standardot hasznaltunk, a csucsok alatti teriiletek meghatdrozasat
elektronikus integrator (HP 3394A; Hewlett Packard, USA) segitségével végeztiik.

A zsirsavak meghatarozasanak hibaja 2,5% alatt volt a f6 komponensek ill.

5% alatt az egyéb komponensek esetében.

Homogén katalitikus hidrogénezés. A frissen izolalt tilakoidok lipidjeinek

homogén katalitikus hidrogénezését hidrogén atmoszféraban végeztiik. A homogén
hidrogénezd katalizator a palladium szulfonalt alizarin komplexe (Pd(QS),) volt,
melyet Jo6 Ferenc szintetizalt (Vigh és mtsai, 1985b).

A katalizatort 5 mg/ml koncentracioban 10 mM Na-foszfat pufferben (pH
7,0) eloaktivaltuk (Joo és mtsai, 1991): vakuumba, majd hidrogén atmoszféra ala

helyeztik. Ezt a miiveletet haromszor ismételtiik meg. Az eredetileg bordé szind
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katalizator oldatot addig tartottuk hidrogén gaz alatt, mig szine barndava nem valt.
Ezutan levegdn raztuk, melyet koveten az oldat lilds-voros lett. Ezt az aktivalt
katalizator-format (B-forma) hasznaltuk a tovabbi lépések soran (az igy nyert
katalizator aktivitasat egy napig megérizte).

A hidrogénez6 médium 10 mM Na-foszfat (pH 7,0) volt. Az eredetileg
400 pg/ml klorofill koncentracigja tomény tilakoid szuszpenziot 15 pg/ml klorofill
koncentraciora higitottuk, majd specialis hidrogénezé edénybe toltottiik. A mintat
vakuumba, majd hidrogén ala helyeztiik haromszor 15-15 s-ig, ezaltal teljesen
lecserélve a puffer és a légtér oxigén tartalmat. A hidrogén atmoszféra alatt 1évo
szuszpenziohoz a szeptumon keresztil befecskendeztiik az aktivalt tomény
katalizator oldatot gy, hogy a katalizator koncentracigja a tilakoid szuszpenziéban
0,2 mg/ml legyen. A reakciot ezzel elinditottuk, majd jégen, sikrazon kevertetve
1donként mintat vettiink a szeptumon keresztiil (2 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30
min). A Kkisérletekben a 0 perces hidrogénezésnek megfeleld mintdkat nem
hidrogéneztiik, az elGaktivalt katalizdtort sem fecskendeztiik a mintaba. A
hidrogénezett mintakbol kétszeres mosassal tavolitottuk el a katalizatort:
27000 x g-s, 30 perces centrifugalas; ulepitett tilakoid szuszpendalasa 10 mM Na-
foszfat (pH 7,0) pufferrel. Folytonos cukor (30-70%-0s) gradiensen tovabb
tisztitottuk a mintakat 120.000 g-s 15 o6ras ultracentrifugalassal. A tilakoidban
gazdag, sotétzold frakciot végul 10 mM TES-NaOH (pH 7,0), 30 mM CaCl,
pufferben vettiik fel az ESR mérésekhez. A hidrogénezés utan 10%-ot vettiink ki

minden egyes mintabdl a zsirsavanalizishez.
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Spin jelzés. A spin jelzett sztearinsav (14-SASL) az Aldrich (Beerse,
Belgium) készitménye. A spin jelzett foszfatidil-glicerolt (14-PGSL) Dr. Derek
Marsh (Gottingen, Németorszag) bocsatotta laboratériumunk rendelkezésére, mely
spin jelzett sztearinsav és tojas lizofoszfatidil-kolinbdl késziilt. A spin jelzett
monogalaktozil-diacilglicerol (12-MGDGSL) Dr. Nishida (Tokié, Japan) ajandéka
(Nishida és Yamada, 1985).

A tilakoid membranok spin jelzése 1 ml 10 mM TES-NaOH (pH 7,0), 30 mM
CaCl, pufferben tortént, az oldat 1-2 mg polaros lipidet tartalmazott. Az oldathoz
10 pl 1 mg/ml koncentracigju etanolban oldott spin jelzett lipidet adtunk. A relativ
spin jelzett lipid koncentracié a polaros lipidekre nézve mindig kisebb volt, mint
1%, az etanol pufferhez viszonyitott térfogata pedig =1%. A spin jelzett mintakat
1 percig intenziven kevertiik (vortex), majd 10 percig inkubaltuk szobahémérsék-
leten. Eppendorf centrifugaban ilepitettiink (4000 x g; 10 perc), a stri tilakoid
uledékbdl 10 pl-t 100 pl-es, 1 mm bels6 atmérgjid mérckapillarisba toltottiink. A
hidrogénezett membranokat is a fentiek alapjan jeloltiik.

Polaros lipid diszperziék jelzéséhez a tilakodboél kivont, majd kloroformban
feloldott lipidekhez (1-2 mg) 10 pl 1 mg/ml etanolban oldott spin jelzett lipidet
adtunk. A keveréket szaraz nitrogén gazarammal iiveg edény aljara paroltuk, majd
1 6ran at 10 Pa nyomasu vakuumban tovabb szaritottuk. A széraz lipid filmet 50
pl 10 mM TES-NaOH (pH 7,0); 30 mM CaCl, pufferrel hidrataltuk intenziv keverés
(vortex) kozben. A lipid diszperziot ezutan 100 pl-es, 1 mm belsé atmérgji ESR
mérokapillarisba toltottiik. Asztali centrifugaban tilepitettiink, a minta hosszat a
kapillaris cs6ben 10 mm-re allitottuk be. Az alacsony homérsékleten mért mintak

pufferét etilénglikollal egészitettiik ki ugy, hogy annak végsé koncentracigja 30
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térfogatszazalékos legyen.

ESR spektroszképia. Az ESR spektrumokat egy Bruker ECS106

(Rheinstetten, Németorszag) tipusa spektrométerrel vettiik fel. A mikrohullamu
frekvencia hangolastdl fiigg6en 9,44+0,01 GHz, a teljesitmény minden esetben 10
mW volt. A derivalt abszorpciés spektrum felvételéhez 100 kHz-es modulaciés
technikat alkalmaztunk, a modulaci6 szélessége 0,125 mT. A kozéptér értéke
rendszerint 335,56 mT, a mérési tartomany szélessége 10 mT volt. A mintdk homér-
sékletét egy ER 4111VT tipusu, szamitogép vezérelt homérséklet szabalyozdéval
allitottuk be. Alacsony hémérsékletrdl indulva, 1°C-os 1épésenként temperaltuk a
mintat elchitott, stritett levegbaram melegitésével. Minden 4j hémérsékleti pont
elérése 1 percet vett igénybe és tovabbi 1 percet vartunk a termikus egyensuly
beallasara. Az adatgyijtés digitalis uton tortént, a késziilék beépitett, Motorola
processzoros szamitéogépén keresztiil a Bruker ECS106 program segitségével. A
spektrum y tengely menti feloldasat meghatarozo A/D atalakité konverziés ideje
41 msec volt, mely 16 bites abrazolast tesz lehet6vé. Az analég sziird iddallandéjat
20,5 msec-re allitottuk. A spektrumokat minden esetben 1024 pontban vettiik fel.
A spektrumokon tovabbi konvertalasokat hajtottunk végre, hogy a laboratori-
umunkban IBM kompatibilis gépekre kidolgozott, sajat programok segitségével
végezhessiik el az adatok feldolgozasat. Az elsé konverziét a Bruker cég ,,doswrite”
programja segitségével végeztiik, mely a Motorola formatumu spektrumokat IBM
kompatibilis gépek altal olvashaté lemezekre masolja. A spektrum normalasat és
végso kompatibilitasat egy masodik konvertalas végzi, melyet FORTRAN nyelven

irtunk. A spektrumokon egyéb manipulaciét (pl. simitast) nem végeztiink.
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Az adatok értékelése. Az adatokat részben a spektrométer beépitett

szamitogépén, részben IBM PC kompatibilis szamitégéppel értékeltiik ki. A
kétkomponenst kisérleti spektrumok vonalalakjait kétkomponensii szimuléciéval
hataroztuk meg, mely a kovetkezs médon tortént (Horvdth és mtsai, 1988; Davoust
és Devaux, 1982): kilon-kilon meghataroztuk a fluid lipid (4.A &abra) és az
immobilis (4.C &bra) komponens spektralis alakjat, a két komponens
meghatarozott aranyu osszegeként kapjuk a szimulalt, kétkomponensti (4.B abra)
spektrumot. A kisérleti spektrummal legjobb egyezést adé szimulalt spektrum
megtalalasa érdekében hibafiiggvényt (H,,,) vezettiink be,
Y Y, 0-Y, (01

H (25)
ROk

12

mely a kisérleti (Y,,(1) és a szimulalt (Y1) spektrdlis pontok relativ
kiilonbségének normalt négyzetosszege. Ez a hiba a szimulaciéok soran mindig 1%
alatt volt, a legjobb illesztéseknél kevesebb, mint 0,5%.

A fluid fazis dinamikai leirasara alkalmas rotaciés korrelaciés id6t a (11)
egyenlet alapjan szamoltuk ki. A lipid extraktumokbodl készitett diszperziok
esetében az egykomponensii kisérleti spektrumokboél, a kétkomponensii tilakoid
mintdknal a szimulalt fluid spektrumokbél. A korrelaciés id6 meghatarozasahoz
sziikséges spektralis paramétereket a 4.A abra mutatja be.

Az alacsonyabb hémérsékleten hasznalhat6 rendparaméter viszonylag sziik
hémeérsékleti intervallumon ad felvilagositast a rendszer fizikai allapotarol. Ezért

az egyszeriibben mérhet6 kiils6 savélek tavolsagat (24,,,.) (4.C dbra) dbrazoltuk a

homérséklet fliggvényében, mely a mobilitas egyfajta empirikus mérése és elegendd
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az orientaciés rendezettség kvalitativ jellemzésére (Schreier és mtsai, 1978).

w(0)

2A

max

4. Abra. Spektralis paraméterek és kétkomponensi spektralis szimulacié. Szimulalt fluid
lipid spektrum (A) és a rotéciés korrelaciés id6 meghatdrozdsahoz sziikkséges paraméterek,
h(+1), h(0) és h(-1) az alacsony-, kozép- és magastert vonalamplitidoék, w(0) a kozéptér csics-
csucs vonalszélessége mT-ban. Szimulalt kétkomponensti spektrum (B), mely integralis
intenzitasat tekintve 40% fluid lipid komponenst (A) és 60% immobilis komponenst (C)
tartalmaz. Szimuldlt immobilis spektrum (C) és az orientaciés rendezettség jellemzésére
hasznalt spektralis paraméter, a kiilsg savélek tavolsaga, 24,,,..
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5. EREDMENYEK

5.1 Hémérsékletadaptdacio

Membranosszetétel. A  homérséklet-adaptaciés kisérleteket egy

cianobaktérium, a Synechocystis PCC 6803 tilakoid membranjan végeztiik. Arra
kerestik a valaszt, hogy mi torténik a sejtek fotoszintetikus membranjaiban
(osszetétel, fluiditas) homérsékletadaptacio kozben. A sejteket egy alacsonyabb
(22 °C) és az optimalis tenyésztési homérséklethez kozel es6 homérsékleten (36 °C)
tenyésztettiik.

A kezdeti kisérletek a tilakoid membran osszetételének meghatarozasara
iranyultak. Miutan a tilakoid membrant a tobbi biolégiai membranhoz hasonléan
alapvetéen két komponens épiti fel, lipidek és fehérjék, értelemszeriien ezek

mennyiségét és aranyat mértik.

I. tablazat. A kiilonb6z6 hémérsékleteken novesztett Synechocystis PCC 6803 sejtek tilakoid
membranjanak lipidosszetétele. A tablazat a fejcsoport szerinti osztalyozast tiinteti fel.

lipid 22 °C 36 °C
(mol %)
MGDG 54 53
DGDG 18 16
SQDG 15 19
PG 13 12

Az 1. tablazat tiinteti fel a 22 °C ill. 36 °C-on novesztett Synechocystis PCC 6803

tilakoid membranjanak lipidosszetételét. A tablazatbél kitlinik, hogy a tilakoid

40



lipidésszetétele viszonylag egyszerd, osszesen négyféle lipidet tartalmaz. Kozel
azonos aranyban (10-20%) vannak jelen a DGDG, az SQDG és a PG lipidek. A
tilakoidban a legnagyobb mennyiségben eléfordulé lipid az MGDG, ami tobb mint
50%-at teszi ki az osszes lipidnek. Lathatjuk, hogy a membran lipidosszetétele,
korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban (Wada és Murata, 1989; Raison és mtsai,
1982), a homérséklet adaptacié soran lényegében valtozatlan marad.

A kovetkezo kisérlet soran arra kerestiink valaszt, hogy miképp mdédosul a
kilonbozo tilakoid lipidek zsirsavosszetétele a targyalt homeérsékleti adaptacio
soran a kétféle fenotipusban. A II. tablazat mutatja, hogy csak a 16 és 18 szénatom
hosszusagu lipid zsirsavakkal kell szamolnunk. Szamottevs eltérést nem
tapasztalunk a palmitinsav (16:0) és palmitoleilsav (16:1) 6sszetételben. A 36 °C-on
nevelt sejtek tilakoidja kis mértékben tobb olajsavat (18:1), dupla mennyiségi
linolsavat (18:2) tartalmaz, egyaltalan nem tartalmaz o-linolénsavat (18:3) és
oktadekatetraénsavat (18:4), és a y-linolénsav (18:3) tartalom a felére csokkent a
22 °C-on novesztett sejtekhez viszonyitva.

Altalanos tendencia, hogy a sejtek tilakoidjanak lipidjei magasabb
homérsékleten telitettebbé valnak. Synechocystis PCC 6803 sejteket vizsgalva
Wada és Murata az alacsony homérséklet okozta zsirsavtelitetlenség novekedést
egész sejt szinten 1is kimutattak (Wada és Murata, 1990). A zsirsavak
deszaturacidja sotétben és fotoszintézis gatlok jelenléte mellett nem kovetkezett
be, viszont zsirsavszintézis inhibitorok esetén zavartalan volt. Ebb&l arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a zsirsavdeszaturaci6 a fotoszintetikus

elektrontranszporttal kapcsolt, és nem igényli a zsirsavak de novo szintézisét.
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II. tablazat. A kétféle hémérsékleten noévesztett vad tipusti Synechocystis sejtvonalak
tilakoid membrénjdnak zsirsavisszetétele. (ny: nyomnyi mennyiség, <0.4%)

zsirsav 22 °C 36 °C

(mol %)
16:0 46,0 51,3
16:1 4,0 3,0
18:0 4,3 ny
18:1(9) 7,4 12,2
18:2(9,12) 11,5 23,3
18:3(9,12,15) 2,6 -
v18:3(6,9,12) 22,1 10,1
18:4(6,9,12,15) 2,3 -

A lipid- és zsirsavanalizist kovetéen megvizsgaltuk, hogyan mdédosul a
fehérje/lipid arany a tilakoid membranban a hémérsékletadaptacié soran.
Magashémeérséklet adaptaci6 esetén ez az arany 0,8 mg/mg -rél (22 °C) 1,05 mg/mg
-ra (36 °C) nétt. A tilakoid membran fehérje/lipid ardanydnak adaptiv szerepét
Chapman és munkatdarsai vetették fel borsé tilakoidon végzett vizsgalataik alapjan
(Chapman és mtsai, 1983). A magasabb hémérsékleten nevelt noévények
tilakoidjaban a fehérje/lipid arany szignifikdnsan megniévekedett. Magyarazatuk

szerint ez a membran fluiditasdnak optimaélis szinten tartdsat célozza.

Lipid-fehérje kolcsonhatds és membrandinamika. Kiilonb6zé homérsékleten

nevelt cianobaktériumok preparalt tilakoid membranjan t6bb spin jelzdvel végeztiik
el méréseinket. Egyikiik a legtobbszoér hasznalt lipidanalég a spin jelzett

sztearinsav (14-SASL). Ez a szabad zsirsav ugyan nem fordul el a tilakoid
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membranban, de feltessziik, hogy az esetleges lipid doménekben nem halmozédik
fel, azaz az atlagos lipid mobilitast tiikrézi. Tovabbi két jelolst valasztottunk,
melyek koziil az egyik a 14-es szénatomnal spin jelzett foszfatidil-glicerol (14-
PGSL), a masik pedig a 12-es poziciéban spin jelzett monogalaktozil-diacil-glicerol
(12-MGDGSL) volt. Elgbbi a tilakoid membrdanban is megtalalhaté egyetlen

foszfolipid, utébbi a membran 50 %-at kitevs poléaros lipid.

A B

12-MGDGSL 12-MGDGSL

14-SASL 14-SASL

14-PGSL 14-PGSL

5.abra. 22 °C-on (A) és 36 °C-on (B) nevelt Synechocystis sejtek tilakoid membranjiba
bejuttatott spin jelzett lipidek ESR spektrumai. A spektrumok jobb oldaldn az alkalmazott
spin jelzett lipid roviditése lathaté. A kétkomponensi 14-PGSL spektrum (22 °C-on nevelt
tilakoidban, A sorozat 3. spektrum) egyes komponenseit is feltiinteti az &bra. A
spektrumokat 36°C-on vettiik fel. Teljes mérési tartomédny = 10 mT.

Tilakoid membranokban 1év6 kiilonb6z6 spin jelz6k ESR spektrumai lathaték
az 5. dbran. Amint az mar sok, korabban vizsgalt lipid/fehérje rendszer esetében

lathato volt, a spektrumok itt is kétkomponensiiek. A két komponens két eltéro
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mozgékonysagu spin jelzett lipid populédciénak felel meg. Az egyik komponens, a
spektrum ko6zépss régidjaban, azon spin jelz6kt6l szarmazik, melyek az an. fluid
lipid kérnyezetben helyezkednek el. A méasik spektrum komponens, melynek részei
a kétkomponensti szinkép bal és jobb oldaldan lathaték, azon spin jelzett lipidek
spektruma, melyek mozgékonysaga erdsen korlatozott a tilakoid membranba
belesiillyedd, integrans fehérjék altal. Spektralis kivondssal meghataroztuk a két
komponens aranyat mindharom spin jelz6 esetében. Legnagyobb immobilis aranyt
a 36 °C-on novesztett sejtek esetében a spin jelzett monogalaktozil-diacilglicerollal
(12-MGDGSL) detektaltuk (58%), mig a 22 °C-on novesztett sejtekben a spin
jelzett foszfatidilglicerol (14-PGSL) volt a fehérjékhez legspecifikusabban asszocialt
lipid (64%). A spin jelzett zsirsavval (14-SASL) kapott eredmények szerint az
immobilis komponensek aranya 49% és 35% a 36 °C-on ill. a 22 °C-on nevelt sejtek

tilakoid membranjaban.

III. tablazat. Spin jelzett lipidek (12-MGDGSL, 14-PGSL és 14-SASL) immobilis
komponenseinek aranyai (f) és fehérje/lipid ardnyok kiillonbozé hémérsékleten nevelt sejtek
tilakoid membranjaiban.

tenyésztési 12- 14-PGSL | 14-SASL | fehérje/lipid
hémérséklet | MGDGSL mg/mg
22 2C 0,47 0,64 0,35 0,8

36 °C 0,58 0,54 0,49 1,05

Az f értékeket, azaz az immobilis komponensek aranyat, a III. tablazat foglalja
ossze feltintetve a fehérje/lipid aranyokat is. Az eredmények azt mutatjak, hogy

két spin jelz6 esetén (12-MGDGSL és 14-SASL), a lasstibb komponens aranya
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nagyobb a 36 °C-on nevelt sejtek tilakoid membranjdban, mig a 14-PGSL-el kapott

eredmények ezzel ellentétesek.

30C
33
36
39
42
45
48
51
54
57
60

6. abra. Spin jelzett sztearinsav (14-SASL) ESR spektrumok homérséklet fiiggése. A jelolt
lipideket 36 °C-on nevelt Synechocystis sejtekbdl izolalt tilakoid membranokba agyaztuk.
Teljes mérési tartomany = 10 mT.

14-SASL spin jelzett lipidek ESR spektrumanak hémérséklet fliggését
mutatja be a 6. abra. J6l lathaté a fluid komponens spektralis alakjanak valtozasa,
mig az immobilis komponens viszonylag stabil marad a mért hdmérsékleti
tartomanyon. Magasabb hémérsékleteken a fluid komponens spektralis alakjabol
kozel izotrép forgasra kovetkeztettiink. Ezen koriilmények kozott a relativ vonal
amplitad6kbél a rotacios korrelacids ido meghatarozhato. A tilakoidokban 1év6 spin
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jelzok fluid spektrum komponensébdl szamolt korrelaciés id6k hémérséklet fiiggése
lathaté a 7. abran. Az értékek csokkennek a hémérséklet novelésével, mely egyre
fluidabb lipid kornyezetnek felel meg. Alacsonyabb homérsékleteken a korreléacios
idok mar a lassiu mozgasok tartomanyaba esnek, val6szintileg anizotrépiaval

tarsulva. Eppen ezért a kapott értékek kvantitativ elemzésre nem hasznalhaték.
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7. abra. Az effektiv rotaciés korreldciéos 1d6 (t.) homérséklet fiiggése. Az adatokat a
szimulalt kétkomponensti 14-PGSL (A) és 14-SASL (B) spektrumok fluid komponenseibél
szamoltuk. A jelz6ket 36 °C-on (@) ill. 22 °C-on (M)nevelt Synechocystis sejtek tilakoid
membranjiba juttattuk be.

A 22 °C- és 36 °C-os adatokat osszehasonlitva azt latjuk, hogy a teljes 30-
60 °C-os intervallumon az alacsonyabb homérsékleten nevelt sejtek tilakoid
membranja fluidabb, mind a 14-PGSL, mind a 14-SASL spin jelz6k esetében. A
membran fluiditas szabalyozas mechanizmusanak mélyebb megértése érdekében
tovabbi kisérleteket végeztiink. A tilakoidbdl kivont polaros lipidekbdl fehérjék
nélkili lipid diszperzickat készitettiink. Olyan vezikuldkat hoztunk létre,
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melyekben ezen polaros lipidek ardnya megegyezett az eredeti tilakoid
membranéval. Lipid-fehérje kolesonhatdssal nem kellett szamolnunk, hiszen ezek
a liposzomak nem tartalmaztak a fotoszintetikus membran fehérjéit. Az igy kapott
ESR spektrumok egykomponensiiek voltak, ezért az effektiv rotaciés korrelaciés

1d6 a fluid komponensbdl kozvetleniil szarmaztathaté volt.
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8. abra. Fehérje hatdsa a lipid mobilitdsra. Spin jelzett foszfatidil glicerol (14-PGSL) ESR
spektrumabél szamitott korreléciés id6 (t.4) homérséklet fiiggése 22 °C-on nevelt sejt tilakoid
membranjaban (M) és membranbdl kivont lipidek alkotta diszperziéban (OJ).

A fehérjék lipid mobilitasra gyakorolt hatasat demonstralja a 8. abra, mely
22 °C-on nevelt sejtek tilakoid membranjaban mért eredményeket hasonlitja 6ssze
lipid diszperziéban mért adatokkal. A lipid diszperzié olyan lipidekbdl késziilt,
melyeket ugyancsak 22 °C-os sejtekbsl vontuk ki. A fehérje mentes lipid
diszperziéban csokken az effektiv rotaciés korreléciés id6 (t,z), azaz n6 a membran
fluiditasa.
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9. abra. Spin jelzett foszfatidil-glicerol (14-PGSL; A) és sztearinsav (14-SASL; B) ESR
spektrumok effektiv rotdcids korrelaciés idejének hémérséklet fiiggése 36 °C-os (@) és 22 °C-
os (M) Synechocystis tilakoid membranokbdl kivont lipid diszperziékban.

A 14-PGSL spin jelzett lipid rotacios korrelaciés idejének hémérséklet
fliggését mutatja a 9.A abra azokban a lipid diszperziékban melyeket a kiilonb6z6
homeérsékleten nevelt sejtek tilakoidjabol vontunk ki. Az eredmények azt mutatjak,
hogy a 22 °C-os sejtekbdl kivont lipidek alkotta kettdsrétegek fluidabbak a mért
hémérsékleti tartomanyon. A kilonbség joval kisebb, mint a teljes tilakoid
membran esetében, de az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a lipid-
telitettségnek is van szerepe a membran fluiditds bedllitasdban. Hasonl6
eredményt kaptunk azokban a kisérletekben, mikor 14-SASL (9.B abra) jelslovel
dolgoztunk, bar a lipid diszperzidk fluiditas kiilonbségének kimutatasara nem tiint

olyan érzékenynek, mint a 14-PGSL lipidanalég.
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5.2. Zsirsavtelitetlenség meguvdltoztatdsa hidrogénezéssel

Membréanosszetétel. Vizoldékony palladium katalizaAtor hasznalataval

lehet6ség nyilik a lipid zsirsavldncok hidrogénezésére, a C=C kettoskotések
telitésére. A beavatkozas soran kizardlag a zsirsavisszetétel moédosul, a
fehérje/lipid arany valtozatlan marad. A hidrogénezést 22 °C-on nevelt sejtek
tilakoidjan hajtottuk végre kiilonboz6 mértékben. Ily mddon egy telitettségi

gradienst hoztunk létre.

IV. tablazat. Hidrogénezett mintdk tilakoid membranjanak zsirsavisszetétele és kettds
kotés indexe. Az adatok %-ban megadva, I,_ kiszamoldsat lasd a szovegben.

hidrogénezés id6tartama (perc)

Fo ) 0 2 5 10 20 30
16:0 48,5 49,2 52,0 52,7 52,0 51,0
16:1 3,5 3.1 2,6 2,0 1,8 1,8
18:0 5,3 9,2 13,5 15,8 21,1 241
18:1 9,4 13,5 18,0 20,2 19,0 16,7
18:2 12,8 11,2 8,2 6,7 3,8 4,7
al8:3 1,6 1.1 ny ny ny ny
v18:3 18,8 12,7 5,6 2,4 2,3 1,7
18:4 ny ny - - - -
Iso 1,00 0,80 0,54 0,43 0,35 0,33

A IV. tablazat mutatja a tilakoid membran in situ hidrogénezése soran
kialakult 4j zsirsavosszetételeket a 22 °C-on novesztett sejtek membréanjaiban. A

tablazat masodik oszlopanak adatai, ahol 0 perces hidrogénezés talalhatd, azon
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mintdbél szarmaznak, ahol nem tértént hidrogénezés. Ekkor a katalizator sem volt
benne a tilakoid membranban (l4sd Anyagok és médszerek). A hidrogénezés
fokanak mérésére a kettGskotés tartalom meghatérozasa tiint a legcélszertibbnek.
A kettéskotés index (I_.) meghatdrozdsa a kovetkezd egyenlet alapjan tortént
(Watson, 1980):
d. C=C=M (26)
Z [X:n]

ahol n a zsirsavban (X:n) 1évé kettoskotések szama, [X:n] a zsirsav el6fordulasi
aranya szazalékban kifejezve (pl. 0 percnél 18:2-re n=2; [X:n]=12,8). A hidrogénezés
1dejének novelésével a kettoskotések szama csokken, melyet a kettoskotés index
csokkenése is mutat.

Kilonboz6 ideig hidrogénezett tilakoid membranokban 1évé 14-SASL spin
jelz6k ESR spektrumai lathatok a 10. abran. A spektrumok kétkomponenstiek,
csakiigy mint a nem hidrogénezett mintak esetében. A spektrumokbdl vildgosan
latszik az immobilis komponens - az alacsonyteri lokalis maximum és magasterd,
alig lathato lokalis minimum - ardnydnak noévekedése a zsirsav kettskotés
tartalom csokkenésével. Masik szembetting valtozas a fluid komponens spektralis
alakjanak megvaltozasa. Az egyes vonalak kiszélesednek, jelezve a lipidek
mobilitasanak csokkenését. Hasonl6 eredményt kaptunk 14-PGSL spin jelzett
lipidekkel is. Kétkomponensti spektrum szimuldciéval meghataroztuk az egyes
komponensek spektralis alakjat és az immobilis komponens aranyat, f-et. A
szimulacié soran a fluid lipid komponens paramétereit és f-et illesztettiik, mig az
immobilis komponens alakjat nem valtoztattuk. A kisérleti spektrumhoz legjobban
illeszkedd, azaz a legkisebb hibaval rendelkezd szimulalt fluid és immobilis
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10. abra. Spin jelzett sztearinsav (14-SASL) ESR spektrumai kiilonb6z6 ideig hidrogénezett
tilakoid membranokban. A 0 perces hidrogénezésnél a katalizdtor nem volt a mintdban,
hidrogénezés nem tortént. A szinképek jobb oldalan a kettds kotés indexet (I o) tiintettik
fel. A spektrumokat 36°C-on vettiik fel, a teljes spektrum szélesség = 10 mT.

spektrumok odsszegét tekintettiik véglegesnek. A (25) egyenlet alapjan
meghatarozott hiba minden esetben kisebb volt, mint 1%.

A 11. abra a hidrogénezett mintak immobilis komponenseinek aranyat (f-et)
abrazolja a kettoskotés index (I,) fliggvényében. A kettoskotés tartalom
csokkenésével az immobilis komponens aranya novekszik, jelezve azt, hogy a lassu
spin jelzett 14-SASL és 14-PGSL lipidek ardanya egyre n6é a hidrogénezéssel a

22 °C-on nevelt Synechocystis PCC 6803 tilakoid membranjaban. Linearis
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osszefiiggést feltételezve az adatokra a legkisebb négyzetes eltérés médszerével
egyeneseket illesztettiink. Meredekebb egyenes nagyobb lipid specificitast jelent,
azaz a 14-SASL jelolt zsirsavak hosszabb ideig tartézkodnak a fehérje felszinén,

mint a 14-PGSL lipidanal6gok.

11. abra. Spin jelzett sztearinsav (14-SASL:®) és foszfatidil glicerol (14-PGSL:H)
spektrumaibgl meghatdrozott immobilis komponensek ardnya (f) az 4tlagos zsirsavlanc
telitetlenség (Io_.) fiiggvényében. Minden egyes pont kiilonb6z6 hidrogénezésnek felel meg.
A pontokra linearis osszefiiggést feltételezve egyeneseket illesztettiink.

A fluid lipid spektrumkomponens relativ vonalamplitid6ibél meghataroztuk
az effektiv rotdciés korreldcios id6t (T 4-et). A kapott adatok hidrogénezés fiiggését
mutatja be a 12. abra. A lipid mozgékonysag is fiigg a hidrogénezés mértékétsl. A
kettoskotések telitése merevebbé teszi a membrant, amint azt az alacsonyabb
kettoskotés indexekhez rendelt nagyobb rotaciés korrelaciés idék mutatjak.
Szignifikans a kiilonbség a 14-SASL és 14-PGSL spin jelzdk spektrumaibdl
szamitott eredményei koz6tt, mig a nem hidrogénezett mintak esetében (I_o=1) a
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12. abra. Az effektiv rotaciés korreldciés idd () atlagos zsirsavlanc telitetlenségi (Io_c)
fliggése. Az adatokat spin jelzett sztearinsav (14-SASL:@®) és foszfatidil-glicerol (14-PGSL:H)
spektrumainak fluid komponenséb6l hatdroztuk meg. Az egyes pontok més-mas
hidrogénezésnek felelnek meg.

korrelaciés idok kozel azonosak az eltérés egyre né a kettGskotések szaméanak

csokkenésével.
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5.3. Izoterm koriilmények kozott fellépé membrdan reguldcié

A zsirsavtelitettség adaptiv és reguléciés szerepének mélyebb megértése
érdekében a Synechocystis PCC 6803 vad tipusa mellett olyan mutansok esetén is
elvégeztiik a zsirsavosszetételre vonatkozé analitikai vizsgdlatokat, melyben
bizonyos deszaturaciés enzimek hianydban nincs mdéd kétszeresen vagy
haromszorosan telitetlen zsirsavak szintézisére.

Feltételeztiik, hogy ily médon kozvetlentil lehetdség nyilik arra, hogy az é16
sejtben a kettGskotés tartalom és a fotoszintetikus aktivitdas ill. hdstabilitas
kapcsolatat modellezziik. Ez a rendszer az el6z6 fejezetben leirt kétféle, egyidejiileg
fellépd adaptiv mechanizmus miikodésének mélyebb megértését teszi lehetdvé -
valaszt kaphatunk arra, hogy a feltehetden fluiditasregulaciéért felelgs tényezdk
képesek-e egymast helyettesiteni mind a fluiditas, mind a fluiditas fiiggé funkeciok
tekintetében. Vizsgalatainkban a Synechocystis Fad6 mutans és Fad6/desA
mutans/transzformanst alkalmaztuk (Wada és mtsai, 1992). A Fad6 mutans a A6
helyzetli zsirsav deszaturaciot végz6é enzimben hianyos (Wada és Murata, 1989).
Az izolalt Fad6 mutanst transzformaltdk kanamicin rezisztenciat kédolé gén
inzercigjaval elrontott desA génnel. A desA a A12 zsirsavdeszaturazt kédol6 gén,
amit Synechocystis PCC 6803 mutansai felhasznalasaval izolaltak (Wada és mtsai,
1990). A kanamicin nevid antibiotikummal szembeni rezisztenciat kédolé gén
inzerci6ja megakaddlyozta a desA kifejez6dését és jelenléte egyidejlileg lehetové
tette a mutans/transzforméns szelekcigjat, miutan kanamicin jelenlétében csak ez
volt képes néni. Ebben mutdnsban a polién zsirsavak teljesen hidnyoznak, mivel

a A6 és Al12 kettoskotések kialakitasara nem képes (V. tablazat). Ez a mutans
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22 °C-on nagyon lassan képes néni, igy csak 36 °C-on novesztettiikk. A 36 °C-on
nevelt vad tipussal 6sszehasonlitva a Fad6/desA” mutans zsirsavldncai sokkal
telitettebbek. Telitetlen zsirsavként csak 16:1-et és 18:1-et képes szintetizalni,

ugyanakkor a lipidosszetétel relativ aranyat tekintve a vad tipussal megegyezik.

V. tablazat. 36 °C-on nevelt Synechocystis sejtek tilakoid membéanjanak zsirsavisszetétele.
A tablazat a vad tipus, és két mutdns a Fad6 és Fad6/desA” vonalak szazalékos zsirsavlanc
megoszlasat tiinteti fel a fehérje/lipid (P/L) ardnyok mellett. (ny: nyomnyi mennyiség, <0,4%)

zsirsav 36 °C 36 °C 36 °C

(mol%) Fad6 Fad6/desA
16:0 51,3 59,9 55,5
161 3,0 4.3 4,0
18:0 ny. ny. 3,3
18:1 12,2 10,0 37,2
18:2 23,3 25,8 ny.
v18:3 10,1 - -
P/L (mg/mg) 1,05 0,81 0,69

A 36 °C-on novesztett mutans és vad tipusok tilakoid membranjanak fehérje/lipid
aranyat osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy 1,05 mg/mg-rél (vad tipus) 0,7-
0,8 mg/mg-ra (mutansok) csokkent. Ezzel bizonyitottnak latszik, hogy egy bels6
"szerkezeti fluiditas modulator" (kettGskotés tartalom) megvaltoztatdsa egy masik
modulator (fehérje tartalom) egyidejii valtozasat idézi el6. Ebb6l kovetkezéen a
jelenség hatterében ugyanigy a fluiditdsreguldcié allhat, mint amikor e
modulatorok aranyvaltozdsa a kiilsd kornyezeti tényezék hatasat (hémérséklet)
kompenzalja. A fehérje/lipid arany viltozdsa a mutans tilakoidjaban azt is

bizonyitja, hogy ez a tilakoid nem egyszertien polién zsirsavakban szegény
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membran, hanem egy, a membran szerkezetére nézve alapvetéen megvaltozott
rendszer. A célzott genetikai beavatkozasokat kovetd metabolikus atrendezédés
problémajat mar mas, magasabbrendd névényen végzett vizsgalatok alapjan is
felvetették (Somerville és Browse, 1991). A zsirsavtelitetlenség genetikai
eszkozokkel valé drasztikus csokkentése utan a tilakoidban olyan funkciék
maradnak szinte zavartalanul épségben, melyeket egy in situ beavatkozas (pl.
hidrogénezés) jelentés mértékben gatol (Quinn és mtsai, 1989).

-5 °C - 30 °C homérsékleti tartomanyon méréseket végeztiink a 36 °C-on
nevelt Synechocystis sejtek tilakoid membranjain és a membranokbél kivont lipidek
diszperzigjan. Ezen a tilakoid membranok szaméara alacsony hémérsékleten
egyszeri moédon a rotaciés korrelacios id6t nem tudjuk meghatarozni, ezért a
rendparamétert alkalmaztuk a membran fizikai allapotanak leirasara, mely a
szerkezeti rendezettségének allapotarol ad felvilagositast. Ez a paraméter csak egy
szlk homérsékleti intervallumon adhaté meg. Tl alacsony hémérsékleten a spin
jelz6 mozgasa nagyon lasst, a minimum hiperfinom felhasadast nem lehet
leolvasni. Magas homérsékleten pedig a spin jelz6 mozgasa belép a gyors mozgasok
régidjaba, ahol a leolvashat6 vonaltavolsagok (A .., A, ;) még jo kozelitéssel sem
egyeznek meg a hiperfinom tenzorelemekkel (A;, A)). A sziik intervallum
kiszélesitésére a kiils6 hiperfinom felhasaddas hasznalhat6, mely a mobilitas
egyfajta empirikus mérése és elegendé az orientaciés rendezettség kvalitativ
jellemzésére (Schreier és mtsai, 1978). Tilakoid membranokba és membranokbél
kivont polaros lipidek diszpezigjaba &agyazott 14-SASL kiils6 hiperfinom
felhasadasanak homérséklet fiiggését mutatja be a 13. abra.

A teljes membranoknal nincs kiilonbség az 4abrazolt intervallumon. Lipid
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13. abra. Spin jelzett sztearinsav (14-SASL) kiils6 felhasadasdnak (2A,,) hémérséklet
figgése lipid diszperzidkban (teli szimb6lumok) és teljes tilakoidokban (nyitott szimbélumok).
A tilakoid membranokat vad (@), Fad6 mutans (A) és Fad6/desA "mutédns/transzforméans ()
Synechocystis sejtekbdl izoldltuk. A sejtek az Gsszes speciesz esetében 36 °C-on novekedtek.

diszperziokban a hémérséklet novelésével a felhasadas csokken mindharom sejt
esetében, mutatva a spin jelzd gyorsulé mozgasat. 23 °C felett nem tapasztaltunk
kiilonbséget az azonos homérsékleten nevelt, de eltérd lipidosszetételd sejtek
tilakoidjabol kivont lipidek diszperzigjaban. Vilagos az eltérés a 20 °C alatﬁ
tartomanyon. Eles csokkenést fedezhetiink fel mindharom gérbében, azonban a
legnagyobb véaltozds mindig més-maéas intervallumon kovetkezik be. A valtozas
kozepe -2 °C, 3 °C és 9 °C-ra tehet6 a vad, Fad6 mutans és Fad6/desA

mutans/transzformans esetében.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

Homérsékletadaptacié. A cianobakterialis tilakoid membran lipidjeinek

zsirsavosszetétele hatarozott kiilonbséget mutat, mikor egy bizonyos sejtvonal
nevelési koriilményeit megvaltoztatjuk (Miller és mtsai, 1988). Altaldnos a
tendencia, hogy a magasabb homérsékleten nevelt sejtek zsirsavlancai telitettebbek
és a lancok is rovidebbek. A zsirsavosszetételben detektalt valtozasok mérhetd
effektusként kell, hogy jelentkezzenek a fotoszintetikus membran fluiditasaban.
A tilakoid fizikai allapotdnak vizsgalatara spin jelz6 ESR maédszert alkalmaztunk,
mely a membréanszerkezet és dinamika kutatasanak egyik leghatékonyabb eszkoze.

A kornyezeti homérséklet modositasara adott molekularis szintd valtoza-
sokat tanulmanyoztuk egy cianobaktérium, a Synechocystis PCC 6803 tilakoid
membranjaban. Két kiillonb6z6 homérsékleten nevelt sejt tilakoid membranjaba és
lipid diszperziéikba spin jelzket juttattunk be, majd meghataroztuk a membran
fizikai allapotat jellemz6 paramétereket. Osszehasonlitva a megfelels effektiv
rotaciés korrelaciés iddket a teljes tilakoidban és a kivont polaros tilakoid
lipidekbdl képzett, fehérje mentes diszperziokban azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy a fehérjék novelik a rotaciés korrelacios id6t, azaz csokkentik a membran
lipidek mozgékonysagat (8. abra). Az alacsonyabb hémérsékleten nevelt sejt
tilakoid membranjidban mért rotaciés korrelaciés id6 kisebb, azaz a membran
fluidabb mind a teljes tilakoidra, mind a lipid diszperziéra nézve (7. és 9. abra). A
teljes tilakoid membranban a fluiditasbeli eltérés felerdsodése is kimutathato, amit
a fehérje mennyiségbeli kiilonbségnek tulajdonitunk. Ezen eredmények alapjan

megallapithatjuk, hogy hibas kozelités lenne a fehérjéket figyelmen kiviil hagyva,
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csak a zsirsavosszetétellel szamolni a membran dinamika és adaptacié szélesebb
kort vizsgalatakor. Korai htmérséklet adaptacioval foglalkozé tanulmanyok nem
talaltak teljes bizonyossagot a fehérje tartalom valtozasra, amikor kiilénbozé
hémeérsékleten nevelt cianobakterialis sejteket hasonlitottak 6ssze. A fehérje/lipid
arany megvaltozasat a homérséklethez valé adaptacié soran elgszor Chapman és
munkatdarsai mutattak ki kloroplasztiszokban (Chapman és mtsai, 1983). A
fehérjék fluiditas regulalo szerepével algakban elGszor a nitrat éheztetéssel
kapcsolatos kisérletekben talalkozunk (Gombos és mtsai, 1987a; Gombos és Vigh,
1989). A nitrat éheztetett sejtek membran fehérje tartalmanak csokkenését a
lipidek telitédése kisérte, igy kompenzalva a fluiditascsokkentd hatast.

Az altalunk vizsgalt cianobaktérium tilakoid membranjaban hasonléképpen
sikeriilt valtozast kimutatni a zsirsaviosszetétel mellett a fehérje tartalmat illetéen
is (fehérje/lipid arany) (II. és III. tablazat). Ezen valtozasok kimutathatéak voltak
a tilakoid membranban a kémiai médszerek mellett a spin jelz6 ESR technikaval
is. Az eltérd fehérje/lipid aranyok is megmutatkoztak a lipid-fehérje kolcson-
hatasokban. Eredményeink j6 egyezést mutatnak a magasabbrendd névényeken
végzett vizsgalatokkal, melyekben kiilonb6z6 homérsékleten nevelt, eltérd
novényeket hasonlitottak oOssze (Li és mtsai, 1990). A szerzdk egy korabbi
munkaban szubtilakoid membran frakciok vizsgalatat is elvégezték borso
tilakoidban (Li és mtsai, 1989). A lipid-fehérje kolcsonhatéasokra vonatkozé
eredményeik alapjan felallitott fehérjékhez kotddo lipidek specificitasi sorrendje
(az immobilizalt spin jelzett lipid frakcidk (f) nagysag szerinti sorrendje) a tilakoid
membranban és PS I, PS Il gazdag membran frakcioban a kovetkezd volt:

foszfatidil-glicerol > monogalaktozil-diacilglicerol > foszfatidil-kolin. Az
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immobilizalt MGDG és PC lipidek aranya szignifikdnsan magasabbnak adédott a
PS II dis membranokban a tilakoid 4tlaghoz képest. Hasonl6 sorrendet allithatunk
fel a prokariota Synechocystis sejtek tilakoid membranjaban, ahol PG > MGDG >
SA a sorrend. A tilakoid lipidek tobbségét ado MGDG molekuldak kisebb
szelektivitast mutatnak 22 °C-on, mig magasabb homérsékleten ez a differencia
megszinik. A negativan toltott spin jelzett sztearinsav (14-SASL) a legkisebb
specificitassal kotodé lipidanalég, ami azért érdekes, mert korabbi rekonstiticios
kisérletek alapjan az ugyancsak negativan toltott spin jelzett foszfatidsavval (14-
PASL) egyiitt a fehérjékhez leger6sebben kétodo spin jelzo volt (Brophy és misai,
1984; Ellena és mtsai, 1983;).

Eredményeink értelmezéséhez hasznaljuk a kovetkezo kozelitéseket:
tételezziik fel, hogy a magasabb rendd, novényi tilakoid membran molekularis
osszetétele a fénybegyljté komplexektol eltekintve nem tér el jelent6sen a
cianobaktériumokétél. Vegyiik egy cianobaktérium tilakoidjaban talalhato6 fehérje
komplex atlagos molekula tomegét 250000-nek (LHC nélkiil), egy lipid atlagos
molekula tomegét pedig 1000-nek (Murphy, 1986). Az atlagos lipid/fehérje molaris
aranyok ezen értékkel szamolva 298:1 és 244:1 a 22 °C és 36 °C-os sejtek
tilakoidjaiban. A III. tablazatbdl vegyik a 12-MGDGSL-re vonatkoz6 immobilis
lipid aranyokat (f értékeket) és azt kapjuk, hogy 140 és 142 immobilizalt lipid jut
fehérjénként a 22 °C ill. a 36 °C-os sejt tilakoid membranjaban. Ugyanezen értékek
a foszfatidil-glicerolra nézve 191 és 132. Megallapithato tehat, hogy a fehérje
felszini MGDG lipidek szama dlland6 marad a homérséklet valtozas kovetkeztében,
mig a fehérje felszinéhez kot6dé PG mennyisége novekszik a homérséklet

csokkenésével. A jelenség magyarazhaté azon fehérje komplexek mennyiségének
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novekedésével (PS I), melyekhez a PG molekuldk szelektivebben kotédnek (Li és
mtsai, 1989). Véleménylink szerint a fehérje/lipid arany mellett a PS II / PS I
arany is megvaltozik a homérséklet csokkenés soran, bar erre kozvetlen
bizonyitékunk nincsen. Ismert tény viszont, hogy a kornyezeti tényezdk (fény,
nitrat éheztetés, homérséklet) megvaltoztatjdk a fénybegyljté komplexek
pigmentosszetételét (aranyat) Anacystis nidulans sejtek tilakoidjaban (Goedheer,
1976, Gombos és mtsat, 1987b).

Zsirsavtelitettség megvaltoztatasa hidrogénezéssel. Zsirsavlancok homogén

katalitikus hidrogénezését Chapman és Quinn mutattak be, tilakoid membranokon
pedig Restall és munkatarsai alakalmaztak els6ként (Chapman és Quinn, 1976;
Restall és mtsai, 1979). Az eljarast Vigh és Jo6 oly médon fejlesztették tovabb, hogy
egy uj katalizator alkalmazasaval az inkubalasi id6t sikeriilt csokkenteni, a
vizoldékonysag elérésével pedig a katalizator kimoshaté a membranbél (Vigh és
Joo, 1983). A mobdszer membran lipidek zsirsavlancaiban 1évé kettGskotések
telitését teszi lehet6vé tugy, hogy a tilakoid arhitektaraja valtozatlan marad a
kezelés soran (Vigh és mtsai, 1985b). Az utobbi idében ez a médszer széles korben
elfogadott eszkozzé valt az izoldlt membranok szelektiv médositasaban (Thomas
és mtsai, 1986b; Quinn és mtsai, 1989; Schlame és mtsai, 1990).

A dolgozatban demonstraljuk, hogy a homogén katalitikus hidrogénezés
alkalmas a Synechocystis tilakoid membran lipidosszetételének szignifikans
megvaltoztatasara, mig a fehérjék valtozatlanok maradnak (IV. tablazat). A
hidrogénezés fokanak mérésére a zsirsavlanc kettGskotés indexét hasznaltuk a
korabban hasznélatos %-os meghatarozas helyett. Spin jelz6 elektron spin

rezonancia spektroszkopiat alkalmaztunk a hidrogénezett tilakoidok fluiditas
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valtozasanak nyomon kovetésére. A rotdaciés korrelaciés id6ét hataroztuk meg spin
jelzett sztearinsav (14-SASL) és foszfatidil-glicerol (14-PGSL) ESR spektrumaibdl.
Az adatok, oOsszhangban egy korabbi, borsé tilakoidban végzett vizsgélat
eredményeivel (Horvdth és mtsai, 1986) azt mutattak, hogy a membran fluiditas
csokken a hidrogénezés soran a kettosréteg k6zépso régigjaban. Eltérés mutatkozik
a két spin jelzett lipid korrelacios idejének zsirsavtelitetlenségtol valo fiiggésében.
Mig a 14-PGSL esetében kis valtozast észleltiink, a sztearinsav jelzd szerint
jelentGsen csokken a membran fluiditasa (12. abra). Ezen eltér6 viselkedés egyik
lehetséges magyarazata lehet az, hogy a jelz6k nem egyenlé mértékben
hidrogénezett lipid kornyezetbdl tuddsitanak. Korabbi tanulméanyok tobbféle
membranban megfigyelték a hidrogénezd katalizator eltérd hozzaférhetéségét a
kiilonféle lipid szubsztratokhoz. Példaul a 18:1/18:1 foszfatidil-etanolamin
zsirsavainak hidrogénezhetGsége lassabb a vele azonos zsirsavlancu, de a
fejesoportjaban eltérs 18:1/18:1 foszfatidil-kolin molekulaénal (Vigh és mtsai, 1987).
Lipidek szelektiv hidrogénezését ugyancsak igazolja Schlame és munkatarsai egyik
korabbi munkéja (Schlame és mtsai, 1990). 1zolalt mitokondriumban kimutattak,
hogy a kardiolipin molekuldk kevésbé telithetok, mint a foszfatidil-kolin és a
foszfatidil-etanolamin lipidek. Egyéb modell és biomembrianokon végzett
tanulmanyok alapjan harom f6bb ok jelolheté meg szubsztratok katalizatorhoz valo
eltéré hozzaférhetGségét illetéen (Joo és mtsai, 1991): (i) kiilonbségek a lokalis
fluiditasban és a fluiditas megvaltozasa a hidrogénezés sordan, mely késlelteti vagy
akadalyozza a katalizator particigjat bizonyos membran régiékba (Vigh és mtsai,
1987); (it) lipidek és fehérjék egymashoz valo6 szoros kotodése, mint a mar emlitett

kardiolipin esete mdj mitokondriumban (Schlame és mitsai, 1990); (iii) a
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membréanokat jellemzd kettGsréteg struktira helyett helyenként megjelens tun.
hexagonalis fazisok létrejotte (Vigh és misai, 1987).

| A 14-PGSL spin jelzdvel kapott rotdciés korreldciés eredményeink azt
sugalljdk, hogy a foszfatidil-glicerol molekuldk a katalizator szdméra viszonylag
korlatozottan elérhet6 lipid régiokban helyezkednek el, hiszen a teljes hidrogénezés
alatt kis mértékben vialtozott a lipid mobilitdsra jellemz6 paraméter. Ugy
gondoljuk, hogy ezek a régiock a fehérjékhez kozeli lipid molekuldkat
reprezentaljak, mely 6sszhangban van korabbi eredménytinkkel.

A fehérjék altal immobilizalt lipidek mennyisége fiugg a fehérje/lipid
aranytol, a fehérje felszini lipid kotchelyek szamatol és a lipid-fehérje kolesonhatas
relativ asszociaciés allandgjatol. A hidrogénezés soran a fehérje/lipid arany
valtozatlan marad. Mivel a lipid kotShelyek szama feltételezésiink szerint nem
valtozik jelentGsen, ezért ugy tlinik a zsirsavlancok telitetlensége nem csekély
szereppel bir a fehérje felszini helyekért torténd kompeticioban. Az asszociaciés
allandé meghatarozéjaként korabbi kisérletek a lipid fejcsoportok jelentGségét
emelték ki, azon belil is a fejecsoport toltésének elsddleges szerepét jelolték meg
(Horvdth és mtsai, 1988). A hidrogénezés soran a spin jelzett lipidek egyre
telitettebb lipidekkel versenyeznek a szolvataciés helyekért. A névekvd immobilis
spin jelzett lipid arany csokkend specificitast mutat az egyre telitettebbé alakitott
endogén lipidekre nézve.

Izoterm koriilmények kozott fellépo adaptiv valtozasok. A hidrogénezés nem

az egyetlen lehetséges modja a zsirsavtelitetlenség modositasanak. Néhany évvel
ezelott sikerilt olyan mutéans sejteket (Fad6 és Fadl2) izolalni Synechocystis

sejtekbdl, melyek bizonyos deszaturdz enzimek hidnyaban nem képesek kettds-

63



kotések beépitésére (Wada és Murata, 1989). A Fad12 mutans segitségével, mely
mutans hidnyos a Al2 deszaturiciéban, izolaltak a A12 deszaturazt kédolé gént
(desA) (Wada és mtsai, 1990). Ezen gén bevitele Anacystis nidulans sejtekbe
megerssitette a korabbi feltevést, hogy a A12 deszaturaz enzimet kédolja, mert az
enzim termékeként 4j zsirsavak jelentek meg. Az qj, 16:2(9,12) és 18:2(9,12)
zsirsavak novelték az egyébként hidegérzékeny sejtvonal hidegtirését (Wada és
mtsai, 1990). Meg kell jegyezni azonban, hogy vad tipusu és mutans Synechocystis
sejtekben elrontott deszaturaz gének transzformacigja soran létrejovs tobbszorosen
telitetlen zsirsavban hianyos sejtvonalak hideg érzékenysége nem valtozik az
eredeti sejtvonalhoz képest (Wada és mtsat, 1992).

A dolgozatban a vad tipust Synechocystis sejt tilakoid membranjanak
molekularis oOsszetételét és fizikai allapotat, egy mutans (Fad6) és egy
mutans/transzformans (Fad6desA ™) sejtvonallal hasonlitottuk 6ssze. A vad, mutans
és mutans/transzformans sejteket azonos homérsékleten neveltiik. A sejtek e
harmaséban a hidrogénezéshez hasonléan egy telitettségi gradienst allithatunk fel,
a zsirsavlancaiban legtobb kettoskotést tartalmazé vad tipustél a Fad6 sejteken at
a legtelitettebb Fad6desA ~sejtekig. Lényeges eltérés van a hidrogénezett sejtekhez
képest a fehérje/lipid aranyban, mely nem valtozik a kémiai beavatkozas soran,
mig a vizsgalt sejtekben ez az arany legnagyobb a vad tipusban, legkisebb a
mutéans/transzformans sejtek tilakoid membranjaban (V. tabldzat). A tilakoid
membran rendezettségét tanulmanyoztuk alacsony homérsékleten és azt talaltuk,
hogy ellentétben a hidrogénezéssel telitett mintdkon kapottakkal, a vizsgalt
tartomanyon ezzel a médszerrel nem talalunk kiilonbséget azizoterm koriilmények

kozott nevelkedett sejtekben (13. abra). A tilakoid lipid extraktumokbdl készitett

64



diszperziés kisérletek szerint az egyes specieszek zsirsavldancaiban létrejott
telitettségi szinteltérés azonban jelentkezik a rendezettségben is. Az eredmények
azt sugalljak, hogy az azonos homérsékleten nevelt sejtek a génmanipuléacié
ellenére azonos membran fizikai allapotot igyekeznek beallitani. A mesterségesen,
géntechnikai uton megvaltoztatott zsirsavlanc oOsszetételbeli valtozas tehat
osszeségében kompenzalhato, igy a sejtek membranjanak eredd fluiditasa és ezzel
egyltt hidegérzékenysége nem valtozik. A sejtek a membran fehérje/lipid arany
valtoztatasaval, valészintiileg a fehérjeosszetétel modositasaval egytitt védekeznek
a homérsékleti behatasok ellen. Megfigyeléseink teljes 6sszhangban vannak a
Sinensky altal elGszor megfogalmazoté un. homeoviszkézus adaptacié elvével
(Sinensky, 1974). Masrészrol 4 megkozelitésben mutatnak ra a memranfiggo
folyamatok modositasat célzé géntechnikai eljarasok korlataira.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a lipidek, a fehérjék ill. ezek
kolecsonhatasa tobbrétden fejtik ki hatdsukat a cianobaktériumok tilakoid
membranjanak kornyezeti h6mérséklethez valé alkalmazkodasaban. Alacsonyabb
hémérsékletek magasabb membranfluiditast igényelnek, feltehetéen az érzékeny
fotoszintézis hatékonysagat novelendd. Az atlagos lipid mobilitas fiigg egyrészt a
zsirsavosszetételtsl masrészt a fehérje/lipid aranytol. Ezen két manipulacios
lehetGség segitségével a sejt képes bedllitani az optiméalis miikodéséhez feltétlen
sziikséges optimalis membran fizikai allapotot. Az eltérd lipid specificitas
ugyancsak fontos lehet az adaptacioban. A foszfatidil-glicerol elsddleges
lipidek stabilizdlhatnak bizonyos lipo-protein komplexeket a megvaltozott

hémeérséklettel és/vagy lipid mobilitassal szemben.
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7. OSSZEFOGLALAS

1. Igazoltuk, hogy a Synechocystis PCC 6803 cianobaktérium tilakoid
membranjanak lipidosszetétele valtozatlan, mig zsirsavlancainak telitettsége és a
tilakoid fehérje/lipid aranya megvaltozik eltér6 nevelési homérsékleten. A
membran dinamikai sajatossagait elektron spin rezonancia spektroszkopia
modszerével kovettiik. Teljes tilakoid membranban és lipid extraktumokban
meghataroztuk a lipid mobilitast jellemz6 rotaciés korrelacios iddket.
Megallapitottuk, hogy a magasabb homérsékleten nevelt sejtek membran fluiditasa
kisebb, a fehérjék nagy mértékben befolyasoljak, merevitik ezt a fluiditast. A lipid-
fehérje kolcsonhatds tanulményozasara iranyulé kisérleteink alapjan tobb spin
jelzett lipid alkalmazasaval meghataroztuk a komplexek altal immobilizalt lipidek
aranyat. Megallapitottuk, hogy az endogén tilakoid lipidek eltér6 specificitassal
asszocialédnak a tilakoid fehérje komplexekhez. A fehérje felszini monogalaktozil-
diacilglicerol lipidek kevésbé érzékenyek a hGmérsékleti valtozasokra. Felvetettiik
a foszfatidil-glicerol lipidek fontos szerepét az optimalis fehérje miikodés szinten
tartasahoz. A hémérséklet valtozasa soran valészintileg a fehérjék Gsszetétele is
megvaltozik.

2. A homogén katalitikus hidrogénezés el:jé.rés alkalmazasaval képesek
voltunk a Synechocystis PCC 6803 tilakoid zsirsavlancai telitettségi szintjének
programozott, izoterm moddositasara, mig a fehérjeosszetétel és mennyiség
valtozatlan maradt. Meghataroztuk a rotaciés Kkorrelaciés iddket és
megallapitottuk, hogy a hidrogénezés soran, azaz a kettoskotések telitésével a

membran fluiditdsa csokken. A spin jelzett foszfatidil-glicerol mobilitdsanak
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hidrogénezéssel szembeni csekély érzékenysége azt sugallja, hogy léteznek olyan
lipid régiék, domének a membranban, melyek a katalizator szdmara korlatozottan
hozzaférhetéek. A kettoskotés tartalom fiiggvényében meghataroztuk az immobilis
komponensek aranyat. Valészintsitettiik, hogy a lipidek asszociaciés allandgjat
nem kizarélag a fejcsoport hatarozza meg, hanem a zsirsavlanc telitetlenség is
szamottevoen befolyasolja. Ennek fényében biztosra vehetd, hogy az adaptacios
folyamatok soran megfigyelhett kettoskotés tartalom valtozasok nem csak a matrix
lipidek fluiditasat, hanem a fehérjékhez asszocialt lipidek mindségét és végso soron
a membranhoz kotott folyamatok aktivitasat is befolyasoljak.

3. Végezetiil, az azonos homérsékleten nevelt vad tipusu és mutans sejtek
molekuldris osszetételét és dinamikai sajatsagait vetettiik 6ssze. A mutacié és
genetikai beavatkozéas soran a zsirsavlancok telitédnek, mely a fehérje/lipid arany
csokkenésével jar egytitt. Megallapitottuk, hogy az eltérd zsirsavlanc telitettség
eltérd rendezettséget mutat alacsony homérsékleten a tilakoid lipid diszperziékban.
Teljes membran szinten azonban nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget.
Kovetkezésképpen igazoltuk, hogy a membran szintli homérséklet adaptaciéra
képes szervezet a membran fluiditas kiilonféle eredetli perturbacigjat képes

kompenzalni, ezaltal az ered6 membran fluiditast kozel alland6 szinten tartani.
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KOSZONETNYILVANITAS

Dolgozatomban az 1989 és 1994 kozott Synechocystis algdkon végzett kutatasaim
eredményeit 0sszegeztem.

Koszonettel tartozom a Biofizikai Intézet igazgatéinak, Keszthelyi Lajosnak és
Ormos Palnak, hogy munkamat lehetové tették.

Kiilon koszonet Horvath Laszlonak, tudomanyos témavezetomnek, aki segitokész
hozzaallassal és magas szakmai hozzaértéssel segitett a felmerilé problémak
megoldasaban.

Koszonet Vigh Laszlonak, aki a tilakoid membranokat és lipid extraktumokat
biztositotta a mérésekhez és sokat segitett a probléma biolégiai oldalanak
megértésében.

Koszonet Pali Tibornak, a szakmai és barati légkor megteremtésében.

Koszonet illeti Gombos Zoltant, aki elGszor ismertetett meg a Synechocystis
tilakoidok rejtelmeivel.

Koszonet Petrényi Laszlonénak a lelkiismeretes technikai segitségéért.

Végiill koszonet mindazoknak, akik a kézirat elolvasasaval és javaslataikkal
jarultak hozza a dolgozat elkészitéséhez.

A TMB o6sztondij és a Fiatal Kutatéi Palyazat osztondijanak elnyerése nélkiil a
dolgozat nem johetett volna létre. A disszertacié megirasat a Magyar Hitel Bank

Rt. ,A Magyar Tudomanyért” Alapitvanya is tamogatta.





