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Hy,, forditott hexagondlis fazis
L, folyadékkristdlyos fdzis
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n-AS; n-(9-anthroyloxy) sztearinsav
16-AP; 16-(9-anthroyloxy) palmitinsav

n-SASL; n-doxyl-sztearinsav



-BEVEZETES

A vildg élelmiszertermelésének egyik kulcskérdése a fotoszintetikus szervezetek
homérsékletadapticidja. Felbecsiilhetetlen az a kdr, amit fontos haszonndvényeink
(gabonafélék, zoldség- és gylimolcsfélék, stb.) extrém hOmérsékleti viszonyok hatdsdra
bekovetkezd terméskiesése okoz. A kornyezetszennyezés €s ennek egyik kovetkezménye a
Fold légkorének globdlis felmelegedése szdmos kutatécsoport figyelmét irdnyitotta a
fotoszintetikus szervezetek magashémérsékleti adapticidjdnak és hotlirésének irdnydba. Az
alkalmazkod4s ill. hotiirés mechanizmusénak meg{:rtése rendkiviil fontos a _félsivatagos, forro
égovi viszonyok kozoétt haszonndévényt meghonositani kivdné nemesitd Avs;lgy molekuldris
biolégus szdmdra is.

Ismeretes, hogy a magasabbrendli novényi sejt magashomérsékleten bekovetkezd
kdrosoddsa szertedgazé ldncreakciGjdnak egyik kezdeti 1épése a fotoszintetikus membrdn
dezintegrdcidja.

A stressztiirés és a stresszhelyzethez val6 alkalmazkodds nem mds, mint a stressz dltal
kialakitott dj egyensiilyi dllapot megteremtésének képessége ill. annak létrehozdsa. Ez az
alkalmazkodds részben a membranok lipid és fehérje Osszetételének mddosuldsdan keresztiil
valésul meg. Az €él6 rendszer ily médon képes a sejtmembrdnok fizikai és szerkezeti
paramétereit, valamint a membrdnokhoz rendelhetd funkcidit optimdlis szinten tartani a
stresszhatds tartés megléte mellett is. A membrén fluiditdsdnak kozel dlland6 €rtéken tartdsa
a kornyezeti hGmérséklet viltozdsainak ellenére az n. "homeoviszkézus adaptdcié” elvének
érvényesiilésével magyardzhatd. E reguldciés mechanizmus tanulmanyozdsdra nyujtanak kivalo
lehetdséget a magasabb rendli novények kloroplasztiszai modelljekén_t”tekintheté prokaridta

cianobaktériumok (régebbi néven kék-zold algdk). A



CELKITUZESEK

A magasabbrendi novények homérsékletadaptdciés mechanizmusdnak vizsgdlata fényt
deritett az adaptdcio és a membranfluiditds kapcsolatira. A magasabbrendi fotoszintetizdlé
szervezetek rendkiviili bonyolultsiga, szdmos élettani ill. biokémiai alapfolyamatdnak
tisztdzatlansdga nehézséget okozott az adaptiv vdlaszok értelmezésében. Az elmuilt években
ij lehetdségként meriilt fel a cianobaktériumok modellként valé felhaszndldsa. Ezek a
fotoszintetizdlé baktériumok egyetlen kloroplasztiszként foghatok fel: kettds sejthartydjuk
hatirolja a tilakoid membrédnrendszert. Ez utébbi - a fénybegy(ijtd rendszert és a
makroszképikus szerkezetet (granum, sztréma) kivéve - nagy hasonlésigot mutat a
magasabbrendiiek tilakoidjdval. Felhaszndldsuk tobb szempontbdl is elonydsnek tiint. Egyszerd
membrdnrendszeriik és a membrdnok kiinnyi izoldlhat6sdga lehetGvé teszi a membrdn szinti
adaptdcio tanulmdnyozdsat. Alkalmazdsuk mdsik nagy elonye, hogy meglévé cianobakteridlis
transzformdciés rendszerek lehetGséget teremtenek - a molekuldris bioldgia eszkdztdrat
felhaszndlva - a membrénfluiditdst befolydsold, reguldlé tényezk irdnyitott megvéltoztatdsdra.
Ezen ismeretek birtokdban célként tiztiik ki a A Synechocystis PCC 6803 cianobaktérium
tilakoid membranjdnak magashdmérséklet adaptdcidjdt és termostabilitdsdt befolydsold
tényezOk felderitését.

Tanulmdnyozni kivdntuk,

1. hogy a Synechocystis PCC 6803 megfeleld modell-e a kivdnt adaptécids vizsgdlatok
elvégzéséhez.

2. a tilakoid membrédn Osszetételének mdédosuldsdt magashomérséklet adaptdcié sordn.

3. vajon az adapticiés folyamat megkozelithetS-e a membrdn fluiditds szintjén.



A kiillonbozé homérsékletekhez alkalmazkodott sejtek ill. telitetlen zsirsav hidnyos
véltozat membrdnjainak mikroviszkozitdsa Osszhangban van-e a "homeoviszkézus"
adaptdcid elveivel.

Telitetlen zsirsavhidnyos mutdns (Fad6/desA’) segitségével terveztiik megvaldsitani a
zsirsav deszaturdcid fizioldgids jelentdségének tanulmanyozdsit.

a membran kdrosoddsdnak lokaliziciéjdt, annak in situ kdvetésével

a szubletdlis, rovid tartamu hostressz hatdsit a membrandsszetételre, membranfluiditdsra
és a hdstabilitdsra.

a homérsékletadaptdcié €s hostressz hatdsdt a lipid-fehérje kélcsdnhatdsokra.



IRODALMI ATTEKINTES
A membranfluiditds értelmezése

A bil6giai membrdnok tulajdonsdgait mai ismereteink szerint a Singer Nicholson féle
folyadék-mozaik modell {rja le a legpontosabban (Singer és Nicholson, 1972). E szerint a
membranok orientdlt fehérjék és lipidek "kétdimenzids oldatai". A membridnban
leggyakrabban eldforduld foszfo- és glikolipidek kettdsréteget alkotnak. Ez a kétdimenzids
lipidmétr'pg “olddszerul” szolgdl az integrins membrdnfehérjéknek, lehet6vé téve azok
oldalirdnyd mozgdsét és rotdcids diffiizigjdt. E ﬁodell azonban mdr sok tekintetben elavultnak
tekinthetd. Az eredeti elmélet szerint a fehérjék szabadon mozoghatnak a kiilénb6z0 lipidek
homogén eloszldsi kettOsrétegében. Ez azonban csak bizonyos megszoritisokkal igaz.
Elméleti megfontoldsok és kisérleti bizonyitékok léteznek a membrdnok laterdlis és
transzverzdlis heterogenitdsdra. Elkiiloniilt lipid, lipid-fehérje mezdk létezhetnek, melyek
kialakuldsdt a membrdankomponensek kozotti specifikus kolcsonhatdsok okozhatjdk (Curtain
és mtsai, 1988).

A bioldgiai 'membrénok fluiditdsdnak definidldsa nem kénnyi feladaf. Tagabb
értelemben a fluiditds a viszkozitds reciprokaként értelmezhetd, de ez a megkozelités elvi
szempontbdl nem tokéletes. A biomembranokhoz nem rendelhetd makroszkdpikus viszkozitds
érték (dgy, mint a valédi oldatokhoz), igy fluiditdsi érték sem. A biomembran specidlis
szervez8désébdl, a komponensek inhomogén eloszldsabdl eredGen célszeriibb a kétdimenzids
oldat mikroviszkozitdsdrél beszélni, a membranfluiditdst pedig gy tekinthetjiik, mint ennek
a reciprokdt (Shinitzky és Barenholz, 1978). Nem helytdll6 az sem, ha a membrénfluiditdst

mint egyszer(i dtlagértéket kezeljik, mert elkiiloniilt fluidabb és rigidebb mez6k egyiittes
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1étezésével kell szdmolnunk (Wolf és Voglmayer, 1984). A fluiditds inhomogenitdsa nemcsak
a membrdn fosikjdban, hanem arra merdlegesen is fenndlhat, s6t a biomembran két rétegének
aszimmetrikus 0Gsszetételébdl és ;altéré szervezGdésébol kovetkezGen a fluiditdsszintek
rétégenként is kiilénbozbéek (Quinn, 1981).
Tov4bbi nehézségekbe iitk6ziink, ha valamely konkrét ﬁ21ka1 eljarason alapulo paraméterrel
igyeksziink konkrét szimértéket rendelni a membranﬂuldltéshoz Egy adott, a fluiditds
meghatdrozdsdra szolgdl6 eljdrdssal ugyanis mindig egy specidlis, az alkalmazott szonda
fizikai és kémiai tulajdonsdgaitdl fiiggd mikrokdrnyezetrl szarmaznak informdcidink. A
fluiditds jellemzésére hasznalt paraméter pedig egy meghatdrozott idédllandéval jellemezhetd
mozgéshoz rendelhetd. Igy pl. a fluoreszcens technikdkkal eredményesen vizsgélhaték a 10°-
10%, a hagyomdinyos ESR technikdval pedig a 10''-107s id6tartomdnyban lejdtsz6dé
molekuldris mozgdsok. Nyilvdnvalé tehdt, hogy mivel eljdrdsonként és szonddnként mds
fizikai tartalmat hordozé fluiditds paraméterekkel kell szdmolnunk, kezelésiikkor nagy
koriiltekintésre van sziikség (Brenner, 1984).
Haszndlatos a membrdnfluiditdsnak olyan sziikebb értelmezése, mely szerint a fluiditds a
kettOsréteg szerkezetbe rendez6dé membranlipidek zsirsav alkilldncainak fizikai dllapotdval,
"rendezettségével” kapcsolatos. Ez az interpretdci6 azon a tényen alapul, hogy a
biomembrdnok mikroviszkozitdsdt izoterm koriilmények kozott dontden az "oldészeril"
szolgdld lipidmdtrix kémiai 6sszetétele hatdrozza meg, mig a fehérjék, ionok, pH, stb. csupdn
mdsodlagos, mddosité hatdsiak.
A zsirsav alkilldncok mozgékonysdga elsGsorban a ldnchossz és telitetlenségi szint fiiggvénye,
de fiigg a lipidek tn. "fejcsoportjdnak"” mindségétdl is.

A felhalmozédott informécidkat az alkalmazott mddszerek felbontSképessége szerint
csoportosithatjuk (Shinitzky és Yuli, 1982). A mikroszképikus szint informdciét nyujt az

egyes atomokrél ill. molekularészekr6l a lipidréteg kiilonb6z6 mélységeiben. A
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legalkalmasabb vizsgdlati modszerek erre a célra a magmdgneses rezonancia spektroszkdpia
(NMR) és a Fouirer transzformdcids infravords spektroszképia (FTIR). A makroszkdpikus
szint a lipideket, mint izotrdp termodinamikai rendszert kozeliti meg mechanikai vagy

kalorimetrikus eszkdzokkel (pl. DSC). A szubmakroszkopikus szint molekuldris mélységi

- felbontdsdt nyudjtja a lipidek fluiditdsdnak, fOleg spektrdlis szonddk segitségével. A
leggyakrabban alkalmazott mddszerek a fluoreszcencia anizotrépia és az elektron spin

rezonancia spektroszkdpia (ESR).

A membranok fizikai dllapotat befolydsolé tényezdk

A membrdnfluiditds természetes befolydsold tényezdit felbonthatjuk belsd szerkezeti
és kiils6 kornyezeti tényezOkre. A legfontosabb szerkezeti moduldtorok a lipid- és fehérje
Osszetétel, a fehérje/lipid ardny és a lipidek zsirsavalkillincainak telitetlenségi foka
(kettGskotéstartalom). A membradnban ezen moduldtorok ardnya kiilonféle szabdlyozd jelek,
stresszhatdsok kovetkeztében megvdltozhat. A legfontosabb kornyezeti fluiditdsmodositd
tényezGk a homérséklet, nyomds, pH, ionkoncentrdcid stb. A lipid kettOsréteg bioldgiai
szempontb6l fontos tulajdonsdgai  visszavezethetk a membrdn komponenseinek
tulajdonsdgaira. Az apoldros szénhidrogén ldncok kozott miikddd intermolekuldris er6k nem
elég erGsek ahhoz, hogy a molekuldkat a szildrdtestekhez (kristdlyokhoz) hasonléan
stabilizdljdk, igy azok a hdomérséklettdl fiiggben killonbozO rendezettségli rendszereket
alkothatnak. A lipidek fizikai sajdtossdgai hatdrozzdk meg azt, hogy milyen mértékben
képesek befolydsolni a membrdnok dinamikai tulaj'donségait (Murphy, 1986). A

membrdanalkoté lipidek fazisdllapotait foglalja dssze az 1. ébra.
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1. Abra. A membranalkotd lipidek dltal felvehet6 legfontosabb fdzisok, €s a fazisditmeneteket

befolydsold tényez6k (Webb és Green, 1991).

A lipidmembrdnok legfontosabb kettdsréteg szervez6désii fdzisdllapotai; a gél (L) és
a folyadékkristdlyos (L,) fdzis (a bioldgiai membrdnok karakterisztikus fdzisa). Szdmolnunk
kell azonban nem kettdsréteg struktirdkkal is, mint pl. a fotoszintetikus membrdnlipidek
esetében a forditott hexagondlis (H,) fdzis kialakuldsdval (1. dbra). Ezek egymdsba torténd
dtalakuldsdnak befolydsold tényezoit is feltiinteti az dbra. Egyéb fdzisok is 1étezhetnek, mint
pl. a kobos fdzis, de ezek dltaldban nem stabilisak és hozzdjdruldsuk a membrdnok bioldgiai

tulajdonsdgaihoz még nem tisztdzott.
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A fellazult szerkezet miatt a folyadékkristilyos-gél fazisdtalakuldsi hémérsékleten
megndvekedhet a membran permeabilitdsa. A folyadékkristdlyos fazisban megnd a lipid- és
fehérjemolekuldk laterdlis diffﬁziéja. A lipid kettdsréteg szerkezete - kiilonosen a
fdzisdtalakuldsi homérséklet kdzelében - mdr igen gyenge kornyezeti hatdsok kovetkeztében
is_jelentOsen- vdltozhat. Ez lehetOséget ad mind a Jipidek, mind a fehérjék szerkezeti dllapota
dltal befolydsolt transzportfolyamatok érzékeny szabdlyozdsdra. A membranokban a kiilénb6z6
fazisok egyszerre is jelen lehetnek elkiiloniilt lipid mezGk formdjdban (McConnel és mtsai,
1984).

A kovetkezOkben a membrdn 6 szerkezeti elemeinek fluiditdsbefolydsold szerepét

foglalom Gssze.
Lipidek

A biomembrdnok milkodoképesen fluid szinten tartdsdban dontd jelentdséggel birnak
a membrdnlipidek intramolekuldris mozgdsai (laterdlis diffizid, rotdcid, "flip-flop"). Ezek
targyaldsakor célszeriinek ldtszik szétvdlasztani a foszfo- és galaktolipidek un. "fejcsoport”
régidit az alkilldnc ovtdl. A kiilonbozd foszfolipid fejcsoport szegmensek intramolekuldris
mozgdsadt tobbféle fizikai médsz-er (rontgensugdr diffrakcid, neutron diffrakcid, *'P-NMR,
FRAP, stb.) felhaszndldsdval, els6sorban modell membranokban és f6leg a PE és PC esetében
tanulmdnyoztdk. Szdmos, egymdsnak ellentmondé adatbdl lesziirve dltaldnos érvényiinek
tiinik, hogy a glicerol 6vt61 pl. a primer (etanolamin) ill. quaterner (kolin) amin csoportok
irdnydba indulva a szegmensek flexibilitdsa nS. A nagyobb térkitoltésd foszfatidil kolin
fejcsoportja, szemben a foszfatidil etanolaminnal, nagyobb mozgékonysdgot biztosit a
zsirsavldncok szdmdra (Michaelson és mtsai, 1974). A kétféle tipusi foszfolipid foszfét
régiGjdban a *'P-NMR vizsgdlatok nem jeleznek mozgékonysdg kﬁlénbséggt. Vitatott teriilet
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‘a fejcsopdrtok konformdcidja €és intermolekuldris kélcsonhatdsa is. Egyes feltevések szerint
a kolin és etanolamin "fejek" jellégietes 'kénfOrméciés kiillonbségeket mutatnak, szerkezetiik
és toltésviszonyaik kiilonbségébdl .eredéen. Meg kell még emliteniink, hogy az "idegen"
lipidek jelenléte (pl. szterolok), tovdbbd a lipid fejcsoportok egymdssal és fehérjékkel
(integrans és periféridlis) vald kélcsonhatdsa, az aktudlis hdmérséklet, pH, ionOsszetétel, stb.
jelentGsen befolydsoljdk a fejcsoportok intramolekuldris mozgdsdnak mértékét.

A magasabbrendi névények és az algdk membrdnjaiban a foszfolipidek mellett
foképpen a mono- és digalaktozil diglicerid (MGDG, DGDG) emlithet6k, mint a legfontosabb
membrdnalkoté poldros lipidek. A felszin nyomads-teriilet izotermdk Gsszehasonlitdsa a kétféle
galaktolipid 1,2-diszteardt glicerol szdrmazékdra vonatkoztatva azt mutatta, hogy a DGDG -

nagyobb térkitoltésG fejcsoportja révén - azonos felilleti nyomds mellett nagyobb
teriiletigénnyel rendelkezik. A lipidek fézisdllapotdnak "molekula alak" koncepcidja szerint
azonos zsirsavosszetétel mellett a kisebb fejcsoporti MGDG hajlamosabb forditott hexagondlis
fizis kialakitdsdra, kilonosen nagy térigénnyel rendelkez6 tobbszordsen telitetlen

zsirsavalkilladncok esetén (Selstam és mtsai, 1990).
Zsirsavtelitetlenség

A membranfluiditdst értelmezhetjiik gy, mint a lipid molekuldk zsirsavalkilldncainak
korldtozott mozgékonysdgdt. A fluiditdsmérésre leggyakrabban alkalmazott médszerek az ESR
és a fluoreszcencia anizotrépia, melyek a kettdsrétegbe juttatott spin-jelolt ill. fluoreszkdlé
szonddkat alkalmaznak. A kisérleti eredményekbdl szdmithaté fluiditdsi paraméterek a
rendparaméter ill. a molekuldris mozgds jellemzésére bevezetett rotdcids korreldcids idS és
rotdcids diffiziés 4llandd, transzlacids diffizids dllandé. A szdmitdsokat leir6 egyenletek a

molekuldris mozgdsra alkalmazott modelltd] figgnek.
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Az alacsonyabb rendparaméter 4ltaldban a szonda kornyezetének kisebb
mikroviszkozitdsdt és nagyobb rotdcids és difflizids mozgdsdt jelenti. Azonban ez nem minden
esetben van igy. PC membrdnban DPH szonda mozgdsdnak szog- és idGbontott analizise azt
mutatta, hogy a megndvekedett telitetlenség csokkentheti a hidroféb zsirsavalkillinc régid
"-szerkezeti rendjét és ezzel egyidGben csOkkentheti a szonda rotdcids diffiiziéjat (Langen,
1989). Koleszterol hozzdaddsa novelte a DGDG és SQDG liposzémdk rendparaméterét (sok
mds lipid esetében is hasonld hatdst mutattak ki) de ezzel egyidejlileg nétt a rotdcids diffiizids
koefficiens. Nem taldltak kovetkezetes Osszefiiggést a telitetlenség és a rend ill. diffiiziés
paraméterek kozott. Mindebbdl azt a meglepd kovetkeztetést vontdk le, hogy "nincs kapcsolat
a molekuldris rend és dinamika kozott" (Ginkel és mtsai, 1989).

A biomembrdnok dinamikai tulajdonsdgait jelentds mértékben befolydsolja a lipidek
zsirsavalkilldncainak kettdskotés tartalma (Osszefoglald: Quinn és mtsai, 1989). Az egyszer
telitetlen zsirsavak dltaldban azonos valdsziniiséggel taldlthaték az sn-1 és sn-2 poziciokban a
kiilénbozd lipidekben. A tobbszordsen telitetlen zsirsavak ezzel szemben dontden az sn-2
helyzetben taldlhatok. A kékalgdk és a magasabbrendli novények sejtmembrdnjainak lipidjei
telitetlen zsirsav ldncaiban izoldlt cisz kettOskotéseket tartalmaznak. A cisz kettGskotések
megjelenése €s szima nagymértékben befolydsoljaa membranlipidek zsirsavldncainak mozgdsi
viszonyait és rendezetlenségét. Mivel a kettGskotéssel dsszekapcsolt két szénatom a kapcsolat
tengelye koriil nem foroghat, tovdbbd mivel a cisz izomer esetében a kotést megeldzo €s az
azt kdvetd csoportok az olefinkotés mentén képzeletben két térfélre tagolhaté szerkezetnek
ugyanazon felén helyezkednek el, a cisz kettGskotésnek a ldncban valé megjelenése kettds
hatdsi. Egyrészt az olefinkotéssel kapcsolt szegmens viszonylag rigid, 4m ennek jentGségét
felilmilja az, hogy a kotéssel rogzitett "ldnctorés" megnoveli a ldnc térkitoltését és igy
jelentsen fokozza a ldncon beliil és annak szomszédsdgdban is a rotamerek képzbdésének
esélyét. A cisz kettGskotést tartglmazé membran lipikompongnsei ilymédon kevésbé zsiifoltak,
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a membréfelszin megnd, vastagsdga csokken. A Kettdskotéstartalom és a fluiditdsszint nem
all egyeﬁes ardnyossigban egymdssal. Altaldban igaz, hogy az elsé cisz kettdskdtés pertulbdld
hatdsdhoz képest minden tovédbbi bevitele kisebb hat4su (Coolbear és mtsai, 1983). A cisz
kettdskotések alkilldncba vald bevitelével torténd fluiditdsnovekedést szimos rendszerben és
kiilénboz6 fizikai mérémddszerekkel is igazoltdk (Brenner, 1984; Laskai és Lehoczky, 1986).
A zsirsavtelitettség membranfluiditdsra ill. membrdnkotott élettani funkcidkra gyakorolt
hatdsdnak vizsgdlatira kivdléan alkalmas a lipid alkillincok homogén Kkatalitikus
hidrogénezéssel torténd telitése (Vigh és Jod, 1983; Joo és mtsai, 1991). Vizoldékony
katalizatorok haszndlatdval lehetdség nyilik a kettoskotéstartalom és membranfunkcidk kdzotti
kapcsolat in vivo kovetésére, ill. a membran szerkezetének, mikroheterogén struktirdjanak

felderitésére (Schlame és mtsai, 1990; Mayor és mtsai, 1992; Horvéth és mtsai, 1991).
Fehérjék

Egy tipikus biolégiai membranban a fehérjék és a lipidek tomegardnya 1:1. Atlagos fehérje
~és lipid moltomegekkel szdmitva, a fehérjéket gdmbalakinak feltételezve azt kaphatjuk, hogy
atlagosan egy fehérje molekuldra 60 lipid molekula jut. A lipidek 50%-a‘ a fehérjékkel
kozvetlen kolcsonhatdsban 4ll. A fehérje/lipid ardny széles hatdrok ko6zott vdltozhat, és
figyelembe kell venniink a fehérjék vdltozé nagysdgat, alakjdt és aggregdcids fokdt. Ezen
kiviil nemcsak integrdns, hanem periféridlis fehérjék is kolcsonhatdsba keriilhetnek a
membrénalkoté lipidekkel. Ezek alapjdn a fehérjéknek fontos szerepiik lehet a membran
dinamikai tulajdonsdgainak kialakitdsidban. Szdmos vizsgdlat irdnyult kiilonboz6 specifikus és
nem specifikus fehérje-lipid kolcsdnhatdsok felderitésére (6sszefoglald: Lee, 1987). A szdmos
megvdlaszolandé kérdés koziil a legfontosabbak: Milyén erds a kolcsonhatds a fehérjék és a

lipidek k6zott, a kolcsonhatds mennyire specifikus, és az hogyan mdédositja a fehérjékhez
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asszocidlt lipidek mozgdsviszonyait? Hogyan képesek a lipidek.. befolydsolni a
membrdnfehérjék szerkezetét és funkciéjé.t? A periféridlis, membrdnfelszinhez tapadt fehérjék
hogyan moddositjdk a membran dinémikai sajdtsdgait?

A vidlaszt ezekre a kérdésekre eddig tobbnyire rekonstitudlt fehérje-lipid modell
rendszerekben keresték. A felhaszndlt médszerek koziil a legfontosabbak a 2H-NMR, az ESR
és a fluoreszcens technikdk. Spinjelolt lipidek mozgdsa korldtozott a fehérjék kozelében.
Ennek eredménye egy kiszélesedett sdv az ESR spektrumban. A kisérleti spektrum felbonthaté
egy, a gyorsan mozgd "bulk" lipid fazisbol eredd, és egy sokkal lassiibb, fehérjéhez asszocidlt
lipidekt6l eredé komponensre. A fehérjék "szolvatdciés" lipidburka idében nem dllandé. A
fehérjékhez kozeli lipidek viszonylag gyorsan (kb. 107s) képesek helyet cserélni a
szomszédos, szabad lipidekkel. Az ESR spektrumok analizisével a két komponens ardnya és
a lipidek n. kicserélddési frekvencidja meghatdrozhaté (Horvéth és mtsai, 1988).

Spinjelolt és brémozott lipid szdrmazékok képesek a fehérjékben taldlhatd triptofdn
fluoreszcencidjdnak kioltdsdra. Ennek hatdsfoka erGsen fiigg a fehérje és a szonda molekula
tavolsdgdtdl, igy a fehérje fluoreszcencidjanak kovetésével kdvetkeztetni lehet arra, hogy mely
lipidek milyen mértékben kotédnek a fehérjékhez (Marsh, 1987).

NMR kisérletek szerint a fehérjék jelenléte csak kis hatdssal van mind a lipidek
fejcsoportjainak, mind a zsirsavalkillinc régié mobilitdsdra (Ellena és mtsai, 1986). ESR
mérések viszont egyértelmiien bizonyitjdk a fehérjékhez kotott, immobilizalt lipidek jelenlétét,
és a fehérjék és a lipidek kozotti specifikus kolcsonhatdsok lehetOségét (Marsh, 1987).
Fluoreszcencia anizotrdpia kisérletek azt is igazolni ldtszanak, hogy a fehérjék hatdssal vannak
a fehérjével nem kozvetlen kolcsonhatdsban dll6 lipidek mozgdsi tulajdonsdgaira is. A
membran mikroviszkozitdsa jelentdsen ndvekedhet a membrénbé integrélédé fehérjék hatdsira
(Rehorek és mtsai, 1985). Fourier transzformdcids infravdrds spektroszképiai (FTIR) adatok,

amelyek alkalmasak a zsirsavldncok vibrdcids mozgdsainak kovetésére az NMR adatokkal
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Osszhangban nem mutatjdk a fehérjék jelentds hatdsdt a lipidek mobilitdsdra (Anderle és mtsai,
1986). A fehérjék hatdsdt a lipidek fdzistranzicidira kalorimetrids modszerrel is vizsgdltdk.
A fehérjék jelenléte jelentGsen ndvelte a fizistranzicié szélességét, a helyét azonban csak kis
mértékben mddositotta. Ez a mddszer is felveti a fehérjékhez kotott ill. fehérje
aggregdatumokban csapddzott lipidek meglétének lehetGségét (McEhlaney, 1986).

A periféridlis fehérjék hatdsa a membrdn dinamikus szerkezetére rendkiviil sokréti.
Hatdssal lehetnek a membrdn permeabilitdsdra, fluiditdsira és fdzisdllapotdra. JelentGs
szerephez juthatnak a membrdnon keresztiil torténé fehérje transiportban. Mitokondridlis
prekurzor fehérjék szigndl szekvencidja a membrdn felismerésén til annak szerkezetét gy
tudja befolydsolni (pl. lokdlis forditott hexagondlis fdzis kialakitdsdval), hogy a kevésbé

hidroféb citoszélikus fehérjék képesek legyenek azon dthatolni (Killian és mtsai, 1990).

Hoémérsékletadapticioé és termostabilitds fotoszintetikus szervezetekben
A foroszintetikus szervezetek termotolerancidja

Rendkiviil sokféle kornyezeti hatés éri a névényeket életiik sordn. Minden kérnyezeti
tényezOnek van egy maximum és egy minimum értéke amin til az adott névény mér nem
képes életben maradni. Ezek a hatdrok nem feltétleniil esnek egybe a karosodds
kiiszobértékeivel; szubletdlis koriilmények szintén lehetnek kdrosak, kiilondsen akkor ha ezek
tobb napon keresztiil folytatédnak, vagy ismétlddnek. Az egyik legfontosabb ilyen kérnyezeti
tényezd a homérséklet. A kiilonbozd fajok és a fajokon beliili genotipusok termotolerancidja
nagymértékben kiilonbozhet és megfelel annak a kérnyezetnek, ahol az adott genotipus

kifejlodott. Az 4llatokkal ellentétben a novények nem képesek elrejtdzni vagy elmenekiilni a
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kedvezdtlen kornyezeti hatdsok elSl vagy megvaltoztatni hdmérsékletiiket. Kovetkezésképpen,
ha életben akarnak maradni, minde_n eszkozzel alkalmazkodniuk kell kémyezetﬁkhéz. '

A ndvények kiilonbozo héhérsékletekhez valé alkalmazkoddsdnak hdrom szintjét
kiilénbdztethetjiik meg: (1) a révidtdvi adaptdciét, ami akkor jelentkezik, amikor egy novény
* hirtelen magas vagy alacsony h&mérsékletnek van kitéve rovid ideig; (2) a hosszitdvd
adaptdciét, amikor a kiilonboz6 hémérsékleteken ndtt genotipus Uj, termotolerancidban
kiilonboz6 fenotipusai jonnek létre; (3) és a genomidlis adaptdcidt, mely sordn a hGmérsékleti
korilmények hatdsdra dj genotipusok alakulnak ki (Davison, 1991).

Szdmos kisérlet igazolja, hogy a novényi €letfolyamatok koziil a fotoszintézis, egy
tilakoid membrdanhoz kotott funkcid, a legérzékenyebb a szervezetet ért magashomérsékleti
stresszre (Berry és Bjérkman, 1980). Ebbol kovetkezGen a ndvények hdstabilitdsdban
elsddleges szerep jut a fotoszintetikus membrdn stabilitdsdnak.

A rovidtdvi adaptdcid sordn a membrdn lipidOsszetétele nem mddosulhat
szdmottevoen, {gy jelentGs szerephez juthatnak a hostressz indukdlta fehérjék, a
h&sokkproteinek (HSP), melyek részt vehetnek a membrdn védelmében. Kimutattdk a névényi
sejt citoplazmdjdban szintetizdlédé kis molekulatomegi HSP-k kloroplasztiszba torténd
transzlokdcigjdt (Vierling és mtsai, 1989), ilyen HSP-nek a tilakoid membranhoz kotodését
(Glaczinski és Kloppstech, 1988), s6t e HSP hdstressz kozbeni, fotoszintézist védd hatdsdrdl
is van adat (Schuster és mtsai, 1988). Ugyancsak ismertek bizonyos, a kloroplasztiszban
szintetizdlt, tilakoid membrdnhoz kotott HSP-k is (Krishnasamy és mtsai, 1988). Mindezzel
egyitt maguk a fehérjék, illetve azok pontos funkcidja és lokalizdcidja még alig ismert.

A tilakoid hosszitdvi adaptdcidjdval és hostabilitdsdval foglalkozé kisérletek

eredményét foglalja dssze a kovetkezd fejezet.
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Homérsékleti adaptdcié a tilakoid membrdn szintjén
A tilakoid membrdnt alkotd lipidek szerepe a hdmérsékleti adaptdciéban

A fotoszintetikus oxigén fejlddés dltaldnosan el6forduld bioldgiai folyamat az eukariéta
algé.kné.l; a magasabbrendi ndvényeknél és a proka'riéték egy csoportjdndl, a
cianobaktériumokndl. A fény begyijtése és a fotoszintetikus elektrontranszport a tilakoid
membranokban zajlik, melyek a fotoszintetizdld szerevezetek membranjainak 60-80 %-at teszik
ki, igy az ezeket alkoté fehérjék és lipidek a természet leggyakrabban el6forduld szerves
OsszetevGi. A tilakoidok lipidOsszetétele nagyon sajdtos. Az dllatok, baktériumok és a
novények nem fotoszintetikus membrdnjainak f6 Osszetevdi a foszfolipidek. A tilakoid
membrdnok lipidjeinek zOomét azonban két galaktolipid, a monogalaktozil-diacilglicerol
(MGDG) és a digalaktozil-diacilglicerol (DGDG) alkotjdk. Az MGDG, az 6sszes tilakoid lipid
50%-a, onmagdban nem képes kettOsréteget alkotni. Ez a tény meglepd azért, mert
funkcidinak elldtisihoz a membrdnnak kettGsréteg struktirdba kell szervezGdnie. A fentieken
til a tilakoidok tartalmaznak még szulfo-quinovosil-diacilglicerolt (SQDG) és foszfatidil-
glicerolt '(PG). Felmeril a kéfdés, hogy vajon mi a szerepe a tilakoidok sajdtos
lipidosszetételének? Hogyan vesznek részt az egyes lipidek a fotoszintetikus membrin
hémérsékletadaptdcidjdban, van-e szerepiik a termostabilitdsban? Ezekre a kérdésekre szimos
kutatécsoport mdr régéta keresi a valaszt (Qixinn, 1989).

Altaldnosan elfogadott, hogy a tilakoid lipidek magas telitetlenségi foka fontos
tényezdje a fotoszintézis alacsony homérsékleti stabilitdsdnak. A ndvényeknek a novekedési
hémérsékletiiktdl eltér6 hOmérsékletek stresszt jelentenek. A szélsGséges hohatdsok a

novények pusztuldsihoz is vezethetnek.
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2. Abra. A membrdnok permeabilitdsinak fizisallapottdl vald fiiggésének modellje.

A fagykdrosodds kivdlté okdt eldszor Lyons (1973) és Raison (1973) probdltdk meg a sejt
membrdnjaiban bekovetkezd vdltozdsokkal magyardzni. Mindkét kutatd azt dllitotta, hogy a
hidegkdrosodds a sejt membrdnjainak folyadékkristdlyosbdl gélbe torténd fdzistranzicidjdval
jar egyiitt. A gél fdzisi membrdn "hibdi" miatt megnd annak permeabilitdsa az ionok és
molekuldk szdmdra (2. dbra).

Lyons eredeti elméletének jelenlegi verzidjdt kloroplasztisz membrdnokra vonatkozdan
Murata és munkatdrsai alkottdk meg (Murata €és Yamaya,1984). Elméletiik szerint a
fagyérzékeny novények tilakoidjdban a PG magas olvaddsponti zsirsavspecieszei segitik eld
a gél fdzis kialakuldsdt alacsony homérsékleteken. Szdmos kutatécsoport taldlt pozitiv
korreldcidt a fagyérzékenység és a magas olvaddspontu lipid zsirsavspecieszek mennyisége
k6zott. Mdsok azonban ezt az Osszefiiggést nem taldltdk meg, és megkérddjelezték az elmélet

dltaldnossdgdt (Wilson és Crawford, 1974; Kenrick és Bishop, 1986). Egyes vizsgdlatok sordn
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nem taldltak kapcsolatot a hidegstressz és a tilakoidbdl izoldlt poldros lipid extrakt
fazisdllapota kozott (LO\.N és nﬁtsai, 1984). Egy friss 0sszefoglalé tanulmdnyban Somerville
és Browse egyenesen arra a k6'vetkeztetésre jutottak, hogy a lipid telitetlenség nem
indokolhatja a névények természetben eldforduld hidegérzékenységét (Somerville és Browse,
1991). Egy sokkal kdzvetlenebb kapcsolatot mutattak ki a gél fdzis kialakuldsa és a sejt
pusztuldsa kézott cianobaktériumokban (ldsd a cianobaktériumokrdl szdl6 fejezetet).

A tilakoid lipidek zsirsavalkillincainak mozgékonysdga alacsony hdémérsékletek
hatdsdra cs6kken. Ez a mobilis elektronszdllité plasztokinon (PQ) diffiiziéjit a membranban
akaddlyozhatja, ami a fotoszintetikus elektrontranszport miikddését gdtolja (Oquist, 1982).
Gombos és mtsai (1988) viszont bizonyitékot taldltak arra vonatkozéan, hogy a plasztokinonok
két fotoszisztéma kozotti diffuzidjdnak sebessége a madtrix-lipidek mikroviszkozitdsatol
figgetlen abban a fluiditds tartomdnyban, amely a fotoszintetikus szervezetek kornyezeti
homérsékletének valésziniisithetd ingadozdsa alapjan elképzelhetd.
A novények adaptiv vdlasza alacsony hOmérsékleteken a membrdnok mikroviszkozitdsdt
csokkenti (a zsirsavtelitetlenség novelésével), ellensiilyozva az alacsony homérsékletek dltal
okozott fluiditds csokkenést (Raison, 1973). Szdmos kisérlet timasztja ald ennek az dllitdsnak
a helyességét, azonban olyan kisérleti eredmények is megjelentek, melyek nem taldltak
Osszefliggést a zsirsavtelitetlenség €s az aktudlis tulélési homérséklet kozott (Hellergen és
mtsai, 1984).
A membrdnokban hdmérsékletvdltozds hatdsdra bekovetkezhetnek mds vdltozdsok is.
Mdédosulhat a foszfolipid Gsszetétel (Horvdth és mtsai, 1981), galaktolipid dsszetétel (Vigh
és mtsai, 1985a), a zsirsavak poziciondlis eloszldsa (Watanabe és mtsai, 1981) és vdltozhat
a membrdn egyéb OsszetevGinek ardnya is (Lynch és Steponkus, 1987).

A tilakoid membrdnok magashOmérsékletek hatdsira bekovetkezd vdltozdsairdl

viszonylag kevés adat 41l rendelkezésre. Bizonyitottnak 14tszik, hogy az MGDG telitetlensége
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fontos szerepet jdtszik a tilakoid hdérzékenységében. 40-50°C-os hOmérsékleti stressz
okozhatja a klorofill-protein komplexek irreverzibilis denaturdcidjdt (Cramer és mtsai, 1981),
a fotoszintetikus oxigén fejlédés, a PSII aktivitds és a fotofoszforildcié csokkenését (Thomas
és mtsai, 1986a). Magas homérséklet kivdlthatja a tilakoid granum régid szétesését, a lipidek
fdzisszepardcidjdt és forditott hexagondlis fdzis kialakuldsit (Gounaris és mtsai, 1983). A
tilakoid lipidek in vivo hidrogénezésével bizonyitottdk a zsirsavtelitettség szerepét a PSII
aktivitds védelmében és a forditott hexagondlis fazis kialakuldsa lehetoségének csokkentésében
magashdomérsékleteken (Vigh és mtsai, 1989; Thomas és mtsai, 1986b). A zsirsavtelitettség
adaptiv szerepét bizonyitja az is, hogy az Arabidopsis thaliana telitetlen zsirsavhidnyos mutdns
valtozatainak hdstabilitdsa megndtt a telitetlenebb vad tipushoz képest (Somerville és Browse,

1991).

A tilakoid fluiditasanak mddositdsa

Ismeretes, hogy néhdny kutatécsoport megkisérelte in vivo megvdltoztatni a tilakoid
fluiditdsdt. Arpa hajtisok lipid telitetlensége jelentdsen csokkent egy piridazinon szdrmazék,
a SAN 9785 kezelés hatdsdra. A zsirsavtelitettség novekedése a fotoszintetikus aktivitds
csOkkenését okozta. Az izoldlt lipidekbdl készitett liposzémdkon DPH fluoreszcencia
anizotrdpidval mért fluiditds azonban nem vdltozott szimottevGen (Laskay és Lehoczki, 1986).
A Vigh Ldszl6 és Joo Ferenc (1983) dltal kidolgozott vizoldékony, eltdvolithaté katalizatorral
végezhetd homogén Katalitikus hidrogénezés lehetdvé tette a biolégiai membranok in vitro €s
in vivo hidrogénezését. A borsé tilakoidokon végzett kisérletek azt mutattdk, hogy a tilakoid
membrin 10%-os hidrogénezese gdtolta az elektrontranszportot a PSII és a PSI kozott.

Tov4bbi hidrogénezés hatdsdra csokkent a PSII aktivitdsa, a PSI aktivitdsa azonban a
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kettGskotéstartalom 50%-os csokkenéséig nem vdltozott jelentGsen (Vigh és mtsai, 1985b;
Horvith és mtsai 1986). A katalizdtor bizonyitottan nem lépett kdlcsdnhatdsba az antenna
komplexszekkel és reakcid kozpontokkal (Horvith és mtsai, 1986), klorofillokkal,
karotenoidokkal és a plasztokinonnal (Szalontai és mtsai, 1986). A zsirsavtelités
‘elektrontranszport blokkolé hatdsit nem a .tilal_coid membrdn “4tlagfluiditdsanak”
mddosuldsdval, hanem a PSII mikrokémyezetébén speciﬁkus 1ipid-feh’érje kolcsonhatds
vdltozdsokkal magyardztik (Gombos és mtsai, 1988). 10%-os hidrogénezés utdn, amikor a
teljes elektrontranszport aktivitdsa 30%-kal csokkent, az ESR technikdval 12-SASL probét
alkalmazva mért rendparaméter nem nétt, hanem csokkent (Vigh és mtsai, 1985). 40%-os
hidrogénezés utdn 16-SASL spin prébdval mért rotdcids korreldciés 1d6 csak nagyon kis
novekedést mutatott (Horvdth és mtsai, 1986). Ez a megfigyelés j6 dsszhangban van azzal,
hogy a DGDG kett6skotés tartaimdnak csokkenése nem okoz jelentSs fluiditds csokkenést a
membrdnok hidroféb régidjdban az alkalmazott mérési eljardsok szerint (Koole és mtsai,

1984).

Fehérjék hatdsa a tilakoid membran fluiditdsdra

A fenti eredmények kozvetve azt is igazoljdk, hogy a zsirsavtelitetlenség nem az egyetlen
tényezs, ami befolydsolhatja a tilakoid membrdn fluiditdsdt. Ezt a tételt tdmasztjdk ald azok
a kisérletek, melyek a tilakoid lipidekbdl rekonstrudlt liposzomdk fluiditdsat hasonlitottik
Ossze az intakt tilakoiddal. Kimutattdk, hogy a tilakoid mikroviszkozitdsa nagyobb, mint az
izoldlt lipideké (Ford és Barber, 1983). A fehérjék fluiditdst csokkent6 hatdsdt tdmasztja ald,
hogy a sztréma tilakoid fluiditdsa nagyobb, mint a grdnum tilakoidé, ugyanis a sztréma
tilakoidban a fehérje/lipid ardny kisebb, de a lipidek.tglitetlgnsége_megegye;ik a granum
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régiééval (Murphy és Woodrow, 1983). Spin jeloit PC, PG és MGDG lipidekkel végzett ESR
mérések szerint a PSII gazdag membrdnrégidban a rotdcids korreldcids id6 szintje 1ényegesen
alacsonyabb az L, fdzisi tiszta lipid membrdnhoz viszonyitva. Néhdny esetben azt
tapasztaltdk, hogy a ndvények alacsony homérséklet adaptdcié sordn tilakoidjuk fluiditdsét a
protein/lipid ardny csékkentésével dllitjdk be inkdbb, mint a zsirsavtelitettség mddositdsdval
(Chapman és mtsai, 1983). Ezt igazolja az az ESR vizsgdlat is, melyben alacsony
homérséklethez adaptdlédott Synechococcus sp. tilakoid membran fluiditdsdt és Gsszetételét
hasonlitottdk Ossze. Nem taldltak szoros 0Osszefliggést az alcsonyhOmérsékletek esetén
megndvekedett zsirsavtelitetlenség és a tilakoid fluiditdsa kozott (Miller és mtsai, 1988).
Arabidobsis thaliana fadC mutdnsdnak tilakoidjdban 50%-kal kisebb a kétszeresen ill.
hdromszorosan telitetlen zsirsavak ardnya. Ezzel szemben a protein/lipid ardny 30%-kal
csokkent. Ezen vdltozdsok mellett a teljes fotoszintetikus elektrontranszport ldnc és a PSI
aktivitdsa vadltozatlan maradt, amig a PSII aktivitdsa 20%-kal csokkent (Hugly és mtsai,
1989). Anacystis nidulans sejtek nitrdtéheztetése forditott eredményre vezetett. A nitrdtmentes
kozegben novesztett sejtek plazmamembrdnjdban a protein/lipid ardny jelentdsen csokkent,
ugyanakkor a membran mikroviszkozitdsa nem vdltozott. Ezt a lipidek zsirsavalkilldncainak
egyidejﬁleg megnéyekedett telitettsége okozta (Gombos és mtsai, 1987). E kisérletek a .
lipidtelitettség és a fehérje/lipid ardny komplement vdltoztatdsdnak lehetOségét vetik fel az
adaptdcid sordn.

Osszefoglalva: csak néhdny organizmusban és taldn csak specifikus membran
rendszerekben tekinthetd a zsirsavtelitetlenség elsGdleges vdlasznak alacsonyhdmérséklet
adaptdcié sordn. Amint ldttuk, még ha a telitetlenség szintje ndvekszik, akkor sem biztos,
hogy ndvekszik a membrdn fluiditdsa. A tilakoid lipidek lehetnek erdsen telitetlenek, ami
el0segitheti a PQ gyors diffiizidjat, de jelentGs rigidizald tényezét jelent a tilakoid membrédn
magas fehérje tartalma. Egy bizonyos cisz kettdskotés szint biztosithatja, hogy a membrén a

26



folyadékkristdlyos 4llapotban legyen, 4m magas homérsékletek esetén ez a tilakoid
instabilitdsdhoz vezethet, amikor is a telitetlen MGDG molekuldk forditott hexagondlis fazis

kialakuldsdt idézhetik eld.

Fehérje-lipid kolcsonhatdsok tilakoid membrdnban

A tilakoid lipidek zsirsavspecieszeinek rendkiviil heterogén elGforduldsa szdmos
kutatécsoport figyelmét irdnyitotta membrdnfehérjék és lipidek kozotti specifikus
kolcsonhatdsok keresésére. A fehérjékhez asszocidlt, "kotott” lipidek a membranfehérjék
szerkezetének stabilizdldsdban vehetnek részt, vagy funkciondlis fehérje-lipid komplexek
1étrejottét segithetik eld (Murphy, 1986). ESR vizsgdlatok szerint a spin jelolt PG nagyobb
ardnyban ko6tddik a fehérjékhez a tilakoidban ill. PSII és PSI gazdag membran frakcidkban,
jelentheti mindkét fotoszisztémahoz.

Szdmos vizsgdlat foglalkozott azzal, hogy mely lipidek maradnak egyiitt a tilakoid
membranbdl izoldlt fehérjékkel ill. pigment-fehérje komplexekkel az izoldldsi eljdrds sordn.
Az eredmények - valdsziniileg a tisztitdsi metodikdk kiilonbségei miatt - sokszor
ellentmondanak egymdsnak. Murata és mtsai azt taldltdk, hogy a PSII komplexszel sok PG
és valamennyi MGDG izoldlhat6, mig egydltaldn nem taldlhat6 benne SQDG és PC. A kotott
lipidek sokkal telitettebbek voltak, mint a membrdn dtlagos telitettsége (Murata és mtsai,
1990). A negativ toltési SQDG spenét és Dunaliela salina esetén a CF;-CF; komplexhez
ko6todott, és in vitro ndvelte az enzim aktivitdsdt (Pick és mtsai, 1985). A fenti erdeményekkel

ellentmonddsban mds munkacsoportok az SQDG-t majdnem az §sszes f6 pigment-protein
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komplexszel egyitt tisztithatonak taldltdk. A DGDG kiilénbozé fehérjekomplexszekkel valé
egyiitt tisztithatésdgdra vonatkozdan az irodalomban nem taldlhaté adat.

A membrdnok permeabilitdsit jelentGsen moédosithatjdk a fehérjék és a lipidek
kapcsoldddsdndl esetlegesen el6forduld szerkezeti hibdk. Ezt a feltevést tdmasztja ald pl.
citokrém oxiddz rekonstiticidja kiildnb6zd Osszetételd liposzémdkban (Madden és mtsai,
1983). A tilakoid membrdnban az MGDG egyik lehetséges szerébe lehet, hogy ilyen nem
specifikus membrdn permeabilitdst gitoljon a nagy pigment-protein komplexek kozelében
(Murphy, 1986). E modell érdekessége, hogy megengedi az MGDG molekuldk nem-

kettdsrétegbe valo szervez6dését "normdl" koérilmények kozott.

A fotoszintetikus elektrontranszport hostabilitdsa

A magashmérsékleti stressz drdmai hatdssal van mind a fotoszintetikus aktivitdsra
mind a fotoszintetikus membrdn szerkezetére. Magasabbrendii novények leveleinek, vagy
1zoldlt kloroplasztiszainak 35-45°C-on torténd inkubdcidja a fotoszintetikus oxigénfejlddés,
a széndioxid fixdcié és a fotofoszforildcié jelentGs csokkenését eredményezi (Berry és
Bjorkman, 1980). Levél protoplaszton (Thebud és Santarius, 1982) és intakt kloroplasztokon
(Kraus és Santarius, 1975) végzett vizsgdlatok azt mutatjdk, hogy a fotoszintetikus
hdinaktivdcié kimutathatéan alacsonyabb homérsékleteken kovetkezik be, mint a sejt
plazmamembrdnjanak vagy a kloroplaszt "envelope"-jdnak dezintegrdcidja vagy a fotoszintézis
kulcsenzimeinek termikus denaturdcidja (Santarius, 1976). Ez arra utal, hogy az elsddleges
kdrosoddst magashGmérséklet stressz kozben a tilakoid membran szenvedi el.

A 1II. fotoszisztémdn (PSII) keresztiili elektrotranszport kiilondsen érzékeny magas

homérsékletekre. Kezdetben gy gondoltdk, hogy a primér kdrosodds helye az oxigén fejlesztd
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appardtus. Azonban helyettesitd elektron donorok (pl. difenilkarbazid) segitségével az
elektrontranszport csak kis mértékben volt helyredllithaté héstressznék kitett kloroplaszt
esetén, ami a PSII szerkezeti kéros;)dését jelentheti (Gounaris és mtsai, 1983). A klorofill a
fluoreszcencidjdnak homérséklet fliggése arra a kdvetkeztetésre vezetett, hogy a hdmérséklet
emelkedése el6szor a PSII reakcié kozpontot gitolta, majd az antenna pigment-protein
komplexek és a PSII fénybegyjtd appardtus kozponti magjdnak disszocidjat idézte elG
(Schreiber és Armond, 1978). E kovetkeztetés helytdlldsdgdt bizonyitjdk ndvényi kloroplaszt
fagyasztva toréses elektronmikroszkdpids vizsgalatai is. HOstressz kdzben a granum régié
elveszti integritdsdt, valtozik a PSII-re utal6 intramembrdnos részecskék mérete €s eloszldsa
(Gounaris és mtsai, 1984). Gounaris és mtsai azt javasoltdk, hogy ezen disszocidcids
jelenségek kapcsolatba hozhatdk a nem kettdsréteget alkoto lipidek szepardcigjdval és forditott
hexagondlis fdzisdllapotok 1étrejottével, melyek észlelhetk 1s magashomérsékleteken
kloroplaszt tilakoid membrdnban (Gounaris és mtsai, 1983). Az I. fotoszisztéma (PSI)

hostabilitdsa minden esetben nagyobb a PSII-énél (Thomas és mtsai, 1986).

Cianobaktériumok hémérsékletadaptdcidja

A cianobaktériumok a Gram-negativ baktériumok csalddjdba tartoznak. Sejtjeiket egy
kettds membran hatdrolja, a kiilsd és a plazma (bels6) membrdn. E kettGs membrdnrendszer
dltal hatdrolt intracelluldris térben taldlhaték a korkorosen futé tilakoid membranok (3. dbra).
A cianobakteridlis sejt membranszerkezete hasonlé a magasabbrenddi névények kloroplaszti-
szdhoz. A tilakoid membrédnok tartalmaznak klorofill a-t és (B-karotint. A magasabb rendi
novényektdl eltérGen a fotoszintézishez sziikséges fény begyijtését nem - ‘integryén’s\\

~membrénfehérje komplexek (fénybegyijtd komplgxek), hanem a ﬁkob_i_liszémék yégzik; .
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3. Abra. A cianobakteridlis sejt vdzlatos rajza (Stainer, 1988). CM: sejt membran; TH:
tilakoid membrdn; PB1 és PB2: fikobiliszoma szembdl és oldalnézetben; GG: keményitd
granulum; C: a nukleoplazma dltal koriilvett karboxiszoma; R: riboszéma; G: gdz vezikulum.
A: a sejtmembrdn kinagyitott részlete a kiilsé membrdnnal, a peptidoglikdn sejtfallal és a
belsd vagy citoplazmds membrdnnal. B: a tilakoid membrdn kinagyitott részlete a két tilakoid

kozti lumennel és a tilakoid felszinén elhelyezkedd fikobiliszomadkkal.

A tilakoid membrdnokban zajlik le mind a fotoszintetikus, mind a 1égzési elektron transzport.
A plazmamembrdn és a kiilsé membrdn tartalmaz még xantofillokat, de nem tartalmaznak
klorofill a-t és 3-karotint.

Az alcsonyhOmérsékletek hatdsdt a lipidosszetételre, a membranfluiditdsra €s a kiilonb6z6

élettani folyamatokra eddig csak néhdny cianobakteridlis rendszerben vizsgiltdk (Anacystis
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nidulans, Anabaena variabilis, Synechococcus lividus, Synechocystis PCC 6803)
(6sszefoglald: Murata, 1989).

A cianobaktériumok membrénjait alkoté négy f6 glicerolipid az MGDG (50-60%),
DGDG (10-20%), SQDG (10-20%) és a PG (10-20%). A tilakoid, a plazma ill. a kiilsd
- membran lipidosszetételében A.nidulans esetén nem taldltak szignifikdns kiilonbséget. A
relativ szdrazsilyban mért lipidtartalom a tilakoidokban 19%, a plazmamembrdnban 57%, a
kiils6 membrdnban 3% volt. A cianobakteridlis lipidek zsirsavosszetételének 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)), y-linolénsav (18:3 (6,9,12)) és
az w-3,6,9,12-oktadekatetraén sav (18:4). Ezen beliil a kiilonb6z0 torzsek esetén kisebb
nagyobb eltérések mutatkoznak. Az A.nidulans €s a S.lividus csupdn telitett €s egyszeresen
telitetlen zsirsavakat tartalmaznak. Az Anabaena variabilis ezeken kiviil még tartalmaz 18:2
és a-18:3-at, a Synechocystis PCC 6803-ban pedig az el6bbieken til még taldlhatd -18:3 és
18:4 is (Kenyon és mtsai, 1972).

Murata és munkatdrsai a zsirsavtelitettség €s a kdrnyezeti homérséklet kapcsolatdt tobb
cianobaktérium esetén vizsgdltdk. Anabaena variabilis esetén kimutattdk, hogy a 22°C-on nétt
sejtek Osszes lipidosztdlydban csokkent az olajsav és nétt a linolénsav tartalom a 38°C-on
tenyésztett sejtekhez viszonyitva. Amikor a 38°C-on tenyésztett sejtek kornyezeti
homérsékletét hirtelen 22°C-ra csokkentették a Osszes lipidmennyiség nem valtozott 10 ora
alatt, de a monogalaktozil-diacilglicerolban a 16:0 szintje csokkent és ezzel egyiddben ndtt
a 16:1 tartalom. Ahogy a lipidszintézis djra beindult, a 16:0 és a 16:1 tartalom lassan
visszatért a hGmérsékletkezelés elGtti szintre. A kettGskotés gyors és dtmeneti megjelenése a
16:0-ban, ami az MGDG sn-2 pozicidjdban taldlhatd, tekinthetd egy vészreakcionak ami arra
hivatott, hogy az alacsony hdomérséklet dltal csokkentett fluiditist kompenzilja. Ez a
deszaturdcié nem igényelte a zsirsavak de novo szintézisét. A 18:1 és 18:2 tartalom
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csOkkenése ill. a 18:3 tartalom emelkedése, mely zsirsavak a lipidek sn-1 pozicijdban
taldlhaték, hosszabb id6t vett igénybe (Sato és Murata, 1980).
Amikor Anacystis nidulans sejteket 0°C-on inkubadltak, azok elvesztették élettani aktivitdsukat,
majd elpusztultak. Az alacsonyhOmérsékleti kdrosoddst a plazmamembrdn lipidjeinek
fézistxjanziciéja inditotta. A tilakoid membrdn fdzistranzicidja, ami a plazmamembranénal
magasabb hdomérsékleten kovetkezett be, csupdn a fotoszintetikus akﬁvités reverzibilis
elvesztését eredményezte. Ezen vizsgdlatok alapjdn irtdk le a kovetketkez6 modellt (Murata,
1989). A plazmamembrdn és a tilakoid membranok hatdrt jelentenek az ionok és molekuldk
szdmdra. A novekedési homérsékleten mind a plazmamembran, mind a tilakoid membrdanok
folyadékkristdlyos dllapotban vannak, és dthatolhatatlanok az ionok és molekuldk szdmdra.
A homérséklet csokkentésével a tilakoid membran fazisszepardlt dllapotba kertil, benne gél
fazis alakul ki és dtjarhatévd vdlik az ionok szdmdra. Ezen korilmények kozott a
fotoszintetikus aktivitds reverzibilisen csokken. A homérséklet tovdbbi csokkenése esetén a
plazmamembrdn is fézisszepardlt dllapotba keriil és permedbilissd vdlik, és a citoplazma és
a kornyezet kozott az ionok, és kisebb molekuldk szabadon dramolhatnak, ami vegiil a sejt
pusztuldsihoz vezet (Murata, 1989). A modell helyességét Vigh Ldszl6 és munkatdrsai is
aldtdmasztottdk, akik homogén katalitikus hidrogénezéssel szelektiven csokkentették a
plazmamembrdn telitetlenségét. A telitettség novekedése, a plazmamembrdn fazisatalakuldsi
homérséklete, a K* kifolyds és a fotoszintézis irreverzibilis kdrosoddsa szoros parhuzamot
mutatott (Vigh és mtsai, 1985c). A zsirsavtelitetlenség fagyérzékenységben betoltott
szerepének tovdbbi bizonyitékit adta az a kisérlet, melyben Anacystis nidulans sejteket
transzformdltak Synechocystis Al2-deszaturdz génnel é€s a sejtek hidegérzékenysége
szignifikdnsan csokkent (Wada és mtsai, 1990).

A zsirsavtelitetlenségnek a magashGmérséklet adaptdcidban bet6ltott szerepérdl

cianobakteridlis rendszerekben hasonléan a magasabbrendii novényekhez csak nagyon kevés
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adat 4ll ‘rendelkezésre. Synechocysris'PCC' 6803 vad, Fadl2 és -Fadl2/desA mutdns
sejtvonalainak magashdmérséklet stabilitdsat 6sszehasonlitva azt a megleps eredményt kaptdk,
hogy a kildonb6z6 sejtvonalak fotoszintetikus aktivitdsdnak homérsékletfiiggése, azaz
hostabilitdsa ill. a PSI és PSII aktivitdsban nem mutattak mérhet kiilonbséget annak ellenére,
hogy zsirsavtelitetlenségi szintjiik jelentds kiilonbségeket mutatott. Arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a tilakoid membrdnt alkoté lipidek kétszeresen ill. hdromszorosan telitetlen
zsirsavspecieszei nem jdtszanak jelentds szerepet a mért fotoszintetikus folyamatok

héstabilitisdban (Gombos, 1991).
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Tenyésztési koriilmények

A Synechocystis PCC 6803 vad ill. Fad6/desA- sejtvonalakat Wada és mtsai 4ltal
leirtak szerint tenyésztettiik (Wada és Murata, 1990). A sejteket BG-11 folyadékkultirdban
(Allen, 1968) fotoautrotréf kériilmények kozott 70 uEm?s™? erdsségli fehér fény megvilagitds
mellett neveltiik. A tenyészeteket 1% CO,-t tartalmazé steril leveg6vel buborékoltattuk. A
tenyésztés homérséklete az adapticids kisérleteknél 22°C, ill. 36°C volt. A sejtek ndvekedését
a 800nm-en mért abszorbcié vdltozdsdval kovettiik és exponencidlis novekedési szakaszukban

(ODygpe=0.5-1.0) haszndltuk fel azokat az adott kisérlet céljdra.
Tilakoid membran izoldlasa Synechocystis PCC 6803 -bdl

A sejteket 7000 g-s, 10 perces centrifugdldssal gy(jtéttiik, majd 50 mM HEPES-NaOH
(pH=7.0), 30 mM CaCl, 0.8 M Szorbitol pufferben (izoldl6 puffer) vettiik fel. Ezutdn végig
ezt a puffert haszndltuk. A Kkapott sejtszuszpenziét egy ordn keresztiil jégben, sotétben
inkubdltuk. Az ezt kovetd izoldldsi lépéseket 4°C-on végeztik. A sejtek feltérése
iveggyongyos technikdval tortént (Pakrasi és mtsai, 1989). Normdl kémcsGben a
szuszpenziGval megegyezd térfogatd 0.1mm dtmér6jdl liveggydngyot kevertlink ossze, majd
sotétben 3x3 perces vortexszeléssel (két vortexszelés kozott 3 percig jégen hiitve) végeztik
a sejtek feltdrdsdt. Az lveggyongyok eltdvolitdsa utdn a sejttérmel€ktdl és a feltdratlan

sejtektdl 7000 g-s, 10 perces centrifugdldssal szabadultunk meg. A feliiliszét Gvatosan
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leszivtuk, majd 27.000 g-s 30 perces centrifugdlds tiledékeként nyertiik a tilakoid membrénban

gazdag frakciot. Az liledéket minimdlis mennyiség(i izoldl6 pufferben vettiik fel.

A Kklorofill meghatdrozist minden esetben spektrofotometrids mddszerrel végeztiik,
90%-0s acetonos kivonattal (Aron, 1949).
50 ul tilakoid szuszpenziéhoz 3 ml 90%-os acetont adtunk, majd a csapadéktél 2000 g-s S
perces centrifugdldssal szabadultunk meg. A tiszta, klorofillt tartalmazé feliiliszé
abszorbcidjat mértiik 664 nm-nél.

ODy*12.19 = ug chla / ml
Fotoszintetikus aktivitds mérése

A fotoszintézis héinaktivacidjdnak kovetésére a fény indukdlta oxigén fejlodést mértiik
Clark tipusu oxigén elektréddal. Az oxigénfejlodés mérést intakt sejteken végeztiik kiilsdleg
adott elektron donor és akceptor nélkiil. Az Gsszegydjtott sejteket kétszer SOmM Tricine-
NaOH (pH 7.5) pufferrel mostuk, majd ugyanebben a pufferben felszuszpenddltuk a mérés
elott. A megvildgité fényt izzéldmpa szolgdltatta kiegészitve egy vOros optikai sziirovel
(VR620, Hoya Glass Co., Tokyo). A megvildgitds erdssége 3.5 mEm?s” volt. A mérés eltt
a sejteket sotétben 60 percig inkubdltuk az adott homérsékleten, majd a sejtszuszpenzid
koncentrdciéjdt 15 ug Chl/ml-re dllitottuk be. Az oxigénfejlddést minden esetben 22°C-on
mértiik (Gombos és mtsai, 1991).
Az intakt sejtek PSII aktivitisdnak mérésénél az elektrontranszport nagysdgat mértiik a H,O-
tél 1,4-benzokinonig. A mérésnél 1.0mM K;Fe(CN)s és 1.0 mM 1,4-benzokinon volt jelen

a sejtszuszpenzidban.
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Gélelektroforézis, fehérje mennyiség mérés
Kétdimenziés SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

A 36°C-on nevelt Synechocystis PCC 6803 tenyészetet 42°C-on 3 drdn keresztiil
hdsokknak tettiik ki. Ezt kdvetSen tilakoidot izoldltunk. A tilakoid izoldlé médium ebben az
esetben a kovetkez Osszetételdi volt: 10mM TES-NaOH, 10mM MgCl, +protedz gitlék
(lr_nM PMSF, ImM benzamidin, 1 mM é&-amino-kapronsav.

A nem denaturdlé gélelektroforézis korilményei (O’Farrel, 1975): 50-50ug fehérét
tartalmazo tilakoid szuszpenziét 50-50ul O’Farrell-féle mintapufferben szobahdmérsékleten
2 ¢rdig inkubdltuk.

Az els6 dimenzidhoz haszndlt poliakrilamid-gél 2% amfolitot tartalmazott a kovetkez6
ardnyban: Pharmalyte pH 5-8 : Pharmalyte pH 3-10 = 4:1. A negativ elektréd puffere:
0.02M NaOH. A pozitiv elektréd puffere: 0.01M foszforsav. A mintdt el6szor 18 6rdn &t
300V-on, majd 4 6rdn 4t 400V-on futtattuk az egyensiilyi dllapot eléréséig. Ezt kovetden a
géleket SDS-merkaptoetanol tartalmu oldatban szobahdmérsékleten ekvilibrdltuk 30 percig,
majd -20°C-on taroltuk.

Midsodik dimenzidban 8-16.5%-os grddiens SDS géleiektroforézist haszndltunk. A

gélek fehérjemintdzatdt eziist-festéssel tettiik ldthatova.
Fehérje mennyiség mérése

A fehérje/lipid ardny meghatdrozdsdndl a fehérjetartalmat Lowry mddszere szerint

mértiik (Petrson, 1977) SIGMA Lawry reagensek felhaszndldsdval.
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Lipid és zsirsavanalizis
Lipid extrakcié és elvdlasztds

A lipideket Bligh és Dyer (1959) dltal leirt _mé_don kloroform és metanol 1:2 ardnyud
elegyével nyertiik ki a sejtekbdl. A lipidek analizisét és lipidosztdlyokra torténd elvélasztdsat
a Sato és Murata (1988) dltal kozolt eljdrds alapjan végeztiik. A szilikagél vékonyrétegen
(Merck 5721) valé azonositds sordn a futtaté kozeg kloroform, metanol és 28%-os
ammonium-hidroxid (65:35:5) elegye volt.

Az egyes lipidek mennyiségi meghatdrozasdt két 1épésben végeztiik. A véqu_lyrétegen térténd
szétvdlasztds utdn a foltokat ANS-sel el6hivtuk, 17:0 belso sztenderdet cseppentettiink azokra,
majd ampulldkba kapartuk, metileztiik és a zsirsavakat gdzkromatografdltuk. A komplex

lipidek mennyiségét az dtlagos méltdmegiik alapjan szdmoltuk.
Zsirsavanalizis

A géz_kromatogrziﬁés vizsgdlatokhoz a zsirsavak metilésztereit haszndltuk. A bepdrolt
Osszlipidekre ill. el6z6leg elvdlasztott és ampulldkba kapart komplex lipid foltokra mintdnként
3 ml 5% cc. sosavat tartalmazé metanolt Ontottiink, széndioxiddal lefuvattuk és
leforrasztottuk. 2 6rdig 80°C-on torténd inkubdcid utdn az ampulldkat feltortiik, tartalmukat
kémcsovekbe vittiik. 6ml viz és 3 ml petroléter hozzdaddsa és rdzds utdn megvdrtuk a fazisok
szétvdldsdt. A petroléteres fdzist N,-nel szdrazra pdroltuk, majd benzolban vettiik fel. A
metilészter torzsoldatbdl 1-2 ul-t gdzkromatograféltunk, 30m-es SP2330 kapilldris oszloppal
felszerelt Jeol JGC-20K késziiléket haszndlva. Az oszlop és ldng-ionizdciés detektor

hémérséklete 180°C ill. 260°C volt. Az egyes }(roma;ogréﬁés csticsok azonositdsat
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sztenderdekkel ill. a retencids idGk alapjdn végeztiik. Mennyiségi meghatdrozdsukhoz 17:0
belso sztenderdet haszndltunk, a csicsok alatti teriiletek meghatdrozdsdt elektronikus integrdtor
(HP 3394A) segitségével végeztik.

A zsirsavak meghatdrozdsdnak hibdja 2.5% alatt volt a f6 komponensek ill. 5% az egyéb

komponensek esetében.

Homogén katalitikus hidrogénezés

A frissen izoldlt tilakoidok lipidjeinek homogén katalitikus hidrogénezését hidrogén
atmoszférdban végeztiik. A homogén hidrogénezd katalizdtor a pallddium szulfondlt alizerin
komplexe (Pd(QS),) volt (Vigh és mtsai, 1985b).

A katalizdtort Smg/ml koncentrdcidban 10mM Na-foszfdt pufferben (pH 6.5)
elGaktivdltuk (Joé és mtsai, 1991): Vdkuum, majd H, ald helyeztiik. Ezt a miiveletet
hdromszor ismételtiilk meg. Az eredetileg lila szin( katalizdtor oldatot addig tartottuk H,
atmoszféra alatt, mig szine barndvd nem vdlt. Ezutdn levegbn rdztuk. Rdzds utdn az oldat
lilds-voros volt. Ezt az aktivdlt katalizdtor-formdt (B-forma) haszndltuk a tovdbbi 1épések
sordn (az igy nyert katalizdtor aktivitdsat egy napig megérizte).

A hidrogénezd médium 10 mM TES-NaOH pH 7.0 volt. Az eredetileg 1mg
klorofill/ml koncentrdcidji tomény tilakoid szuszpenziét 3ug klorofill/ml koncentrdcidra
higitottuk, majd ezt a tilakoid szuszpenziét specidlis hidrogénezd csbe t6ltottiik. A mintdt
vikuum, majd H, ald helyeztik hdromszor 15-15s-ig. A H, atmoszféra alatt 1évd
szuszpenzidhoz szeptumon keresztiil fecskendeztiik az aktivalt tomény katalizitor oldatot gy,
hogy a katalizdtor koncentricidja a tilakoid szuszpenziéban 0. 1mg/ml legyen. A reakciot ezzel

inditottuk, majd jégen kevertetve 1.5 percig folytattuk. Ezutdn a csovet felnyitottuk, €s
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levegdn rdztuk addig, amig a szuszpenzid szine lilds-vords nem lett, ami a reakcid ledlldsat

jelentette. Ezutdn a tilakoidot hdromszor mostuk az ESR jelold pufferben.
Klorofill és allofikocianin fluoreszcencia hdmérsékletfiiggésének mérése

A Kklorofill és alloﬁkocianin. fluoreszcencidjdnak mérését egész sejteken BG 11
tdpoldatban végeztiik. A sejtszuszpenzié koncentrdcidja 10 ug Chla/ml volt. A fluoreszcencia
mérését egy PTI LS00 (Photon Technology International Corp. London, Canada)
lumineszcencia spektrofotométerrel végeztiik. A homérséklet szabdlyozdsa dtfolyds kiilsd
keringetés segitségével tortént. A sejtszuszpenzid aktudlis hdmérsékletét a kiivettdba helyezett
termopdrral mértiik. A réseket minden esetben 4nm szélességiinek vdlasztottuk. A gerjesztd
fény hullimhossza APC fluoreszcencia mérése esetén 620 nm, klorofill fluoreszcencia
mérésnél 435 nm volt. Az emittdlt fény intenzitdsdt az elsd estben 658 nm-nél, a mdsodik
estben pedig 680nm-nél mértiik. A kilonbozd sejtvonalak  fluoreszcencidjdnak

homérsékletfiiggését egyidGben vettiik fel, amit az automatikus mintacsere tett lehetové.
Fluiditids mérés fluoreszcencia anizotropidval
Membranfluiditds

A tilakoid membrdn "4tlagos" fluiditdisdt DPH fluoreszcencia anizotrdpidjanak
mérésével hatdroztuk meg (Barber és mtsai, 1984). Jelolés: 50ug klorofill/ml tilakoid
szuszpenzidhoz (tilakoid izoldlé médiumban) tdomény DPH (SIGMA) oldatot (2mM DPH
tetrahidrofurdnban) adtunk gy, hogy a DPH koncentricidja 5uM legyen. Ezutdn a

szuszpenzidt 40 percig sotétben szobahdmérsékleten inkubdltuk, majd 10ug klorofill/ml -re
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higitottuk tilakoid izoldlé pufferrel. A fluoreszcencia anizotrépia mérését egy anizotrdpia
mérésre dtalakitott Hitachi MPF-2A tipusd fluoriméterrel végeztiik. Egy ZX SPECTRUM
tipusu szdmitégép AD konverter segitségével mérte a fluoreszcencia intenzitdst és szabdlyozta
egy Peltier elemen keresztiil a kiivetta homérsékletét. Azért, hogy a minta 4t tudja venni a
mintatarté homérsékletét, 1€pcsds fitést alkalmaztunk. A mintdt a kivdnt homérsékleten 2
percig inkubdltuk. Ennyi id6 elegendd volt ahhoz, hogy a minta felvegye kdrnyezete
homérsékletét. Errdl ellen6rz6 mérésekkel gydzAdtiink meg. A mintdt mdgneses keverdvel
kevertettiik. A mérések sordn a gerjeszt6 fény hullimhossza 360 nm volt 20 nm résszélesség
mellett. Az emittdlt fény intenzitdsit 460 nm-en detektdltuk 20 nm résszélességgel. A
gerjeszto fényt pplarizécic’)s szlird segitségével polariziltuk, és a fluoreszcencia gerjesztd fény
polarizdcidjdnak irdnydra merdleges ill. pé.rhuzarﬁos OsszetevOjét az adott homérsékleten
egymds utdn mértik. A mért fluoreszcencia intenzitdst a jeloletlen minta hdtterével
korrigdltuk. Az anizotrépidt Barber és mtsai (1984) alapjdn szamoltuk.

A tilakoidbal izoldlt lipidekbdl liposzémdkat készitettiink. 300 g lipidet 3 ml CHCl;-
ban vettiink fel, majd N, alatt 10ml-es szonikdl6 csG aljara bepdroltuk. A szdraz lipid filmre
4 ml tilakoid izoldlé médiumot és 10 ul DPH térzsoldatot (0.2mM DPH tetrahidrofurdnban)
mértiink. Ezt a lipid szuszpenziét jégen 3x20 s-ig szonikdltuk ... ’szonikétorral. A kapott

liposzoma szuszpenziét 40 percig sotétben szobahdmérsékleten inkubdltuk, majd a DPH

fluoreszcencia anizotrépidjdt a hGmérséklet fiiggvényében a fent leirt médon mértiik.
Fluiditds grddiens

A tilakoid fluiditds grddiensét kiillonbozd mélységekben jelolt anthroyloxy zsirsav
fluoreszcens prébak (2-AS, 6-AS, 9-AS, 12-AS, 16-AP; Molecular Probes (Eugene, Oregon))

fluoreszcencia anizotrépidjanak segitségével hatdroztuk meg (Thulborn és mtsai, 1979). A
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jelolést és a mérést a DPH fluoreszcencia anizotrdpidjdnak mérésénél leirtak szerint végeztiik
a kovetkezo eltérésekkel: A mérést dllandé homérsékleten végeztiik (36°C). A jeldlt mintdkat

10 percig 36°C-on eldinkubdltuk. A gerjeszt6 fény hullimhossza 380nm volt.

Lipid-fehérje kolcsonhatids mérése ESR spektroszkdpidval

Az izoldlt tilakoidokat centrifugdldssal dsszegyd;jtottiik, majd 10mM TES-NaOH pH
7.0, 10mM MgCl, pufferben 0.5 Chla/ml koncentrdcidra dllitottuk be. Az igy elkésziilt
tilakoid szuszpenzié 0.5 mi-éhez 20ul 1mg/ml koncentrdcidji etanolban feloldott 14-SASL
(SIGMA) spin jelol6t adtunk. Ezutdn a mintdt egy percig vortexszeltiik, majd 10 percig
sOtétben, szobah(’)mérséldeten inkubdltuk. A jelolt tilakoid membrdnokat eppendorf
centrifugdval 6sszegydjtottiik (10perc), majd 100ul-es, egyik végén beforrasztott kapilldris
mintatartéba toltottiik (Li, 1989).

Az ESR spektrumokat egy szabdlyozhaté homérsékleti mintatartéval felszerelt JEOL
JES-PE-1X (Tokio, Japdn) tipusi spektrométer segitségével vettiik fel. A mikrohulldmu
teljesitmény 10mW, a megfelelS kristdlydetektor dram 0.5 mA volt. A derivdlt abszorpcids
spektrum felvételéhez 100 kHz-es moduldcids technikdt alkalmaztunk, a moduldcio mélysége
0.12 mT volt. 10 mT szélességii mérési tartomdnyt haszndltunk. A fazisérzékeny erdsito jelét
A/D konverter segitségével komputer tdrolta. Egy-egy homérsékleten 2 percig inkubaltuk a
mintdt, majd 4 spektrumot dtlagoltunk.

A mérés kiértékelését komputer szoftver segitségével végeztilkk (Horvédth és mtsai,

1988). A hiba egyik spektrum esetében sem haladta meg az 1%-ot.
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EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Hosszitavii adaptacié

Synechocystis PCC 6803 homérsékletadaptdcidja és termostabilitdsa

Adaptdcids vizsgdlataink elvégzéséhez a Synechocystis PCC 6803 cianobaktériumot
vdlasztottuk. Arra kerestiink vdlaszt, hogy mi térténik a sejtek fotoszintetikus membrdnjaiban
(Osszetétel, fluiditds) hdmérsékletadapticid kézben, vdltozik-e a membrdnok hdstabilitdsa, €s
ha igen, milyen tényezGk jarulnak hozzd a sejtek megvaltozott hdstabilitdsdhoz. Ezen az tton
kivdntuk megérteni a membrdnok magashdmérsékleti stressz hatdsdra bekovetkez6 struktiralis
vdltozdsainak mechanizmusdt. Modell vdlasztdsunk helyességét tobb mddszerrel is

alatamasztottuk.

Foroszintetikus aktivitds

A sejteket egy alacsony (22°C) és egy magas (36°C) homérsékleten tenyésztettiik,
majd mértiik a sejtek fotoszintetikus aktivitdsdnak homérsékletfiiggését. A 4. dbra A része
mutatja a 22°C-on, a B része pedig a 36°C-on elnevelt sejtek fotoszintetikus O, fejlddésének
és a 2. fotoszisztéma (PSII) aktivitdsdinak h6mérsékletfiiggését. Megdllapithattuk, hogy a
36°C;hoz adaptdlddott sejtek kb. 5°C-al kés6bb veszitik el fotoszintetikus aktivitdsukat, azaz
megndtt a hdstabilitisuk. Fork és mtsai (1987) szerint egy kritikus hdomérsékletet
definidlhatunk (T,), amely alatt nincs, vagy gsak kis hatdsa van a hokezelésnek és ami felett

jelentds aktivitds csokkenést tapasztalunk.
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4. Abra. A fotoszintézis (®) és a PSII (a) hd inaktivdcija 22°C-on (A) és 36°C-on
elonevelt Synechocystis PCC 6803 sejtekben. A fotoszintetikus oxigén fejlodést kiilsd
elektronakceptor hozzdaddsa nélkill mértik. A PSII aktivitdsdnak meghatdrozdsandl a fény
indukdlta oxigén fejlodést 1,4-benzokinon elektronakceptor hozzdaddsdval teszteltik. A
sejteket az egyes stressz-homérsékleteken 60 percig inkubdltuk, majd ezt kdvetden az oxigén

fejlddést 22°C-on teszteltiik. Az dbrdn feltiintetett értékek hdrom fiiggetlen kisérlet atlagai.

Egy mdsik karakterisztikus homérsékletet is meghatdrozhatunk (T,), mely felett mdr a
cianobaktérium nem képes O, fejlesztésre. A T, aktudlis értéke fiigg a h6kezelés idotartamatol
(Gombos és mtsai, 1991). A fent leirt kritériumok alapjdn a 22°C-on és a 36°C-on nevelt
sejtek esetén az O, fejlodésre vonatkozo :I‘I homérséklet 42°C ill. 46°C, a T, pedig 47°C ill.
49°C. A PSII aktivitds homérsékletfiiggésébdl szdrmaztathaté T, értéke 40°C az alacsony,

és 45°C a magashomérséklet adaptdlt sejtek esetén. Erdekes médon a T, kritikus hdmérséklet
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megegyezett a teljes elektrontranszport esetén mért megfeleld értékkel. Lithatd, hogy a teljes
elektrontranszport ldnc aktivitdsdnak csokkenése kb. 2°C-al (22°C-os sejtek) ill. 1°C-al
(36°C-os sejtek) kés6bb kévetkezik be, mint a PSII aktivitdsdnak csokkenése. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a fotoszintézis gdtldsit a PSII valamilyen kdrosoddsa okozhatta. A
sejtek tulélését vizsgdlva ugyanezen karakterisztikus hdmérsékleteket kaphatjuk (Lehel és
mtsai, 1992), ami jél aldtdmasztja azt a feltételezést, hogy a tilakoid membrdn, kiiléndsen a
PSII jelentds szerepet jdtszik a fotoszintetizdlé sejtek magashomérséklet kdrosoddsdban.
Anacystis nidulans sejtek esetében a fentieckhez hasonléan azt tapasztaltik, hogy a
magashOmérséklet adaptdcid a T, és T, értékének ndvekedését eredményezte (Fork és mtsai,
1987). Késleltetett fluoreszcencia és alacsonyhdmérsékleti .(77K) fluoreszcencia vizsgdlatok
alapjdn az O, fejlodés csokkenését a PSII kdrosoddsdval hoztdk Osszefiiggésbe. A kdrosodds
pontos helyére vonatkozdéan egyértelmi bizonyiték nincsen. Nash és mtsai (1985) szerint a

PSII reakciécentrum legsériilékenyebb része a vizbontd enzim.

Vdltozdsok a tilakoid membrdn Osszetételében homérsékletadaptdcio kdzben

A kovetkezd kisérletekben azt vizsgéituk, hogyan viltozik a tilakoid membré;l
Osszetétele az adaptdcié sordn. Miutdn a tilakoid membrdnt a tobbi biolégiai membranhoz
hasonldan alapvetGen két komponens épiti fel; lipidek és fehérjék, értelemszerlien ezek
mennyiségét és aréhyét mértik.
Az 1. tdbldzat tiinteti fel a 22°C ill. 36°C-on novesztett Synechocystis PCC 6803 tilakoid
membrénjdnak lipidosszetételét. A tdbldzatbdl kitGnik, hogy a tilakoid lipidosszetétele
viszonylag egyszeri, Osszesen négyféle komplex lipidet tartalmaz. Azonos arényban/(lO-ZQh?a\)\
van jelen a DGDG, az SQDG és a PG. A tilakoidban a legnagyobb mehnyiségben(gléf‘ordu?rfci}

NS /
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lipid az MGDG, ami t6bb mint az 50%-4t teszi ki az &sszes lipidnek. Léthatjuk, hogy a
membrdn lipidosszetétele, kordbbi vizsgdlatokkal 6sszhangban (Wada és Murata, 1989; Raison

és mtsai, 1982), a hdmérséklet adaptdcié sordn 1ényegében viltozatlan marad.

1. Tabldzat. A kiilonb6zd hdmérsékleteken novesztett Synechocystis PCC 6803 sejtek tilakoid

membrdnjdnak lipidosszetétele.

Lipid 22°C 36°C
(%)

MGDG 54 53

DGDG 18 16

SQDG 15 19
PG 13 12

A kovetkez0 kisérlet sordn arra kerestiink vdlaszt, hogy miképp mddosul a kiilénbozd
komplex tilakoid lipidek zsirsavosszetétele a tdrgyalt hdmérsékleti adaptdcio sordn a kétféle
fenotipusban. A 2. tdbldzat mutatja, hogy csak a 16 és 18 szénatom hosszisdgi lipid
zsirsavspecieszekkel kell szdmolnunk. Kiilon érdekessége €s értéke rendszeriinknek, hogy
lényegében ugyanazokat a telitetlen zsirsavakat tartalmazza, mint a magasabb rend i névények
kloroplasztiszai (kivéve, hogy a magasabbrendd névények, kevés kivételtdl eltekintve, nem
tartalmaznak +-linolénsavat). A vizsgdlt cianobaktérium tehdt ilyen értelemben is jo
Osszehasonlitdsi alapot biztosit mind a tilélés, mind a lipidosszetétel tekintetében a
magasabbrend( novényekkel. A 36°C-on nevelt sejtek tilakoidja kismértékben tobb sztearin
savat, olajsavat ill. linol savat tartalmaz, egydltaldn nem tartalmaz w«-linolénsavat és 18:4-et,

és a y-linolénsav tartalom is a felére csokkent a 22°C-on névesztett sejtekhez viszonyitva
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(2/A. tibldzat). Altaldnos tendencia, hogy a sejtek tilakoidjdnak lipidje1 magashomérséklet
adaptdcid sordn telitettebbé valnak. Synechocysris PCC 6803 sejteket vizsgdlva Wada és
Murata (1990) az alacsony homérséklet okozta zsirsavtelitetlenség novekedést egész sejt
szinten is kimutattdk. A zsirsavak deszaturdcidja sotétben és fotoszintézis gdtlék jelenléte
mellett nem kdvetkezett be, viszont zsirsavszintézis inhibitorok esetén zavartalan volt. Ebbdl
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a zsirsavdeszaturici6 a fotoszintetikus

elektrontranszporttal kapcsolt, és nem igényli a zsirsavak de novo szintézisét.

2. Tdbldzat. A kétféle homérsékleten novesztett vad tipusi (A) és a 36°C-on nevelt
Fad6/desA” mutdns (B) Synechocystis sejtvonalak tilakoid membrdnjdnak zsirsavOsszetétele.

(ny: nyomnyi, <0.4%)

“ A B

Zsirsav “ 22°C 36°C 36°C

(%) 6,12

16:0 51 58 55.5
16:1 (9) 3 2 4
18:0 ny. 2 3.3

18:1 (9) 2 9 37.2
18:2 (9,12) 6 15 ny.
«18:3 (9,12,15) 8 - -
v18:3 (6,9,12) 22 14 -
18:4 (6,9,12,15) 8 - -
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5. Abra. A kilonbozé homérsékleteken novesztett vad tipus és Fad6/desA” mutdns
Synechocystis PCC 6803 sejtvonalak tilakoid membrdnjdnak fehérje/lipid ardnya. (3 mérés

dtlaga, a hiba az dtlagos eltérést mutatja)

A lipid és zsirsavanalizist kovetden megvizsgdltuk, hogyan mddosul a fehérje/lipid ardny a
tilakoid membrdnban a homérsékletadaptdcid sordn. Magashdmérséklet adaptdcid esetén ez
az ardny 0.5mg/mg -rél (22°C) 1.3mg/mg -ra (36°C) nétt (5. dbra). A tilakoid membrdn
fehérje/lipid ardnydnak adaptiv szerepét Chapman és mtsai (1983) vetették fel borso tilakoidon
végzett vizsgdlataik alapjan. A magasabb hdmérsékleten nevelt novények tilakoidjdban a
fehérje/lipid ardny szignifikdnsan megnovekedett. Magyardzatuk szerint ez a membrédn

fluiditdsdnak optimdlis szinten tartdsdt célozza.
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Izorerm koriilmények kozote fellépd adaptlv vdltozdsok zsirsav mutdns/transzformdns sejtek

membrdnjaiban

A zsirsavtelitettség adaptiv és reguldcids szerepének mélyebb megértése érdekében a
Synechocystis - PCC 6803 vad tipu;a mellett olyan mutdns esetén is elvégeztik a
zsirsavOsszetételre vonatkozd analitikai vizsgdlatokat, melyben bizonyos‘ deszaturdcids
enzimek hidnydban nincs mdd kétszeresen vagy hdromszorosan telitetlen zsirsavak
szintézisére.

Feltételeztiik, hogy ily médon kozvetleniil lehetdség nyilik arra, hogy az €16 sejtben

a kettGskotéstartalom és a fotoszintetikus aktivitds ill. hdstabilitds kapcsolatdt modellezziik. .

Ez a rendszer az el6z6 fejezetben leirt kétféle, egyidejileg fellépd adaptiv mechanizmus
miikodésének mélyebb megértését teszi lehetdvé - valaszt kaphatunk arra, hogy a feltehetSen
fluiditdsreguldciGért felelGs tényezdk képesek-e egymdst helyettesiteni mind a fluiditds, mind
a fluiditds fiiggd funkcidk tekintetében. Vizsgdlatainkban a Synechocystis Fad6/desA
mutdns/transzformdnst alkalmaztuk (Wada és mtsai, 1992). A Fad6 mutdns a A6 helyzeti
zsirsav deszaturdciot végz0d enzimben hidnyos (Wada és Murata, 1989). Az izoldlt Fad6
mutdnst transzformdltdk kanamicin rezisztencidt k6dold gén inszercidjdval elrontott desA-val.
A desA a Al2 zsitsav deszaturdzt kddolé gén, amit Synechocystis PCC 6803 mutdnsai
felhaszndldsdval izoldltak (Wada és mtsai, 1990). A kanamicin nevli antibiotikummal
szembeni rezisztencidt kédold gén inszercidja megakaddlyozta a desA kifejez6dését €s jelenléte
egyidejiileg lehetové tette a mutdns/transzformdns szelekcidjdt, miutdn kanamicin jelenlétében
csak ez volt képes n6ni. Ebben mutdnsban a polién zsirsavak teljesen hidnyoznak, mivel a A6
és Al12 kettOskotések kialakitdsdra nem képes (2/B. tdbldzat). Ez a mutdns 22°C-on nem
képes néni, igy csak 36°C-on novesztettiik. A 36°C-on nevelt vad tipussal Osszehasonlitva
a Fad6/desA” mutdns sokkal telitettebb. Telitetlen zsirsavként csak 16:1-et és 18:1-et képes
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szintetizdlni, ugyanakkor a lipidosztdlyok relativ ardnydt tekintve a vad tipussal megegyezik.
Amint azt késGbb igazolni fogjuk ez a mutdns és vad tipus izoterm korilmények kozott
elonevelve egyditalin nem mutat ldilénbséget a hostabilitdsban. A késGbbiekben annak is
magyardzatdt adjuk, hogy vajon mi okozhatja ezt a latszélagos ellentmor_ldést.

A 36°C-on nodvesztett mutdns és vad tipusok tilakoid membranjdnak fehérje/lipid ardnydt
Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy az 1.3mg/mg -16l (vad tipus) 0.827mg/mg -ra (mutdns)
csokkent (36%) (5. dbra), ugyanakkor a fehérjedsszetétel lényegében nem vdltozott. Ezzel
bizonyitottuk, hogy egy belsd “szerkezeti fluiditds moduldtor” (kettdskotéstartalom)
megvdltoztatdsa egy mdsik moduldtor egyidejd vdltozdsdt idézi el6. Ebbdl kovetkezden a
jelenség hdtterében ugyanigy a fluiditdsreguldciéo dllhat, mint amikor e moduldtorok
ardnyvdltozdsa a kiilsG kornyezeti tényez6k hatdsit (hdmérséklet) kompenzalja. A fehérje/lipid
ardny vdltozdsa a mutdns tilakoidjdban azt is bizonyitja, hogy ez a tilakoid nem egyszeriien
polién zsirsavakban szegény membrdn, hanem egy, a membrdn szerkezetére nézve alapvetden
megvdltozott rendszer. A célzott genetikai beavatkozdsokat koévetd metabolikus dtrendez6dés
problémdjit mdr mds, magasabbrend ndvényen végzett vizsgdlatok alapjdn is felvetették
(Somerwille és Brows, 1991). A zsirsavtelitetlenség genetikai eszkdzokkel vald drasztikus
csokkentése utdn a tilakoidban olyan funkcidk maradnak szinte zavartalanul épségben,

melyeket égy in situ beavatkozds (pl. hidrogénezés) jelentds mértékben gdtol.

A tilakoid membradn fluiditdsreguldcidjanak mechanizmusa

A fentiek sordn bemutattuk, hogyan vdltozik meg a tilakoid membrdn Osszetétele a

kétféle vad fenotipusban a hGmérsékletadapticid sordn és a genetikai beavatkozds hatdsdra.
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A zsirsavtelitettség novelheti a membrdn szerkezeti rendjét, csokkentheti fluiditdsat.
A megnovekedett fehérje/lipid ardny novelheti a szerkezeti rendet €s stabilizdlhatja a
membrant (Chapman és mtsai, 1983). Az izoterm korilmények kozott nevelt vad tipus és
mutdns sejtek eltérd fehérje/lipid ardnyértéker szintén a fluiditds reguldcidjdban jdtszhatnak
szerepet. Mindezeket Osszevetve, Ugy tlinik, mintha a homérsékletadaptici6 a membran
dinamikus szerkezetét védené. Amint arra kordbban utaltunk, feltevésiink az volt, hogy a
membran magashomérséklet okozta kdrosod4sat a dinamikai szerkezetében bedllé véltozdsok
eredményezik gy, hogy a membrdn tilfluidizdlédik, s6t esetleg az 1. dbrdn ldthato for&ftott
hexagondlis fdzis is megjelenik, ami a membrdn dezintegrdcidjdhoz vezethet.

A kovetkezd kisérletek segitségével azt kivdntuk eldonteni, hogy a vad fenotipusokban
a membranfluiditdsok teljesitik-e a "homeoviszkdzus adapticié” elvét ill. a mutdns sejtekben
megfigyelt metabolikus dtrendezddés értelmezhetd-e a membranfluiditds szintjén.

Megvizsgdltuk a tilakoid membran “dtlagos" fluiditdsdnak vdltozdsit a
hdmérsékletadapticié kozben a vad tipusban és a mutdnsban. A mérést a steady-state
fluoreszcencia anizotrépia technika segitségével valdsitottuk meg. Szonda molekulaként a
difenil-1,3,5-hexatriént (DPH) alkalmaztuk kihaszndlva, hogy e molekula egyforma
valésziniiséggel fordul el a membrdn kiilonbozb hidroféb régidiban (Shinitzky és Barenholz,
1978).
A 6. dbrdn lithat6, hogy a magas hdmérséklethez adaptdlédott (36°C) sejtek tilakoidjdban a
DPH anizotrdpia, ezen keresztiil a membran mikroviszkozitdsa a fiziol6gids homérsékleteken
mindenhol nagyobb, mint az alcsony hémérsékleteken (22°C) novesztett sejtek esetében.
Rendszeriink tovabbi elbnye, hogy a "homeoviszkézus" adaptdcié érvényessége igazolhato:
a 22°C-on novesztett sejtek 22°C-on és a 36°C-on novesztett sejtek 36°C-on kdzel azonos
membranfluiditdst dllitanak be. Ezeket a kitiintetett homérsékleteket az 4brdn az oszlopok

jelzik. Tehdt a rendszer kompenzdlni képes a hGmérséklet véltoztatdsdval indukalt
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6. Abra. DPH steady-state fluoreszcencia anizotrépidjanak hémérséklet fiiggése 22°C-on (O)
ill. 36°C-on (@) novesztett vad és 36°C-on novesztett Fad6/desA™ (A ) mutdns Synechocystis

PCC 6803 sejtek tilakoidjdban. Minden érték 10 mérés atlaganak felel meg, a feltiintetett hiba

pedig az dtlagos eltérést mutatja (S.D.).

fluiditdsvdltozdst egy belsé metabolikus dtrendezédéssel. A magas homérsékleti stressz
tartomdnyban azonban a kétféle homérséklethez adaptdlt vad tipus tilakoidja nem mutat
fluiditds kiilonbséget, sem fazistranzicidra utald torést az anizotrépia homérsékletfliiggéseben.
gy ezzel az "4tlagos fluiditds" megkozelitéssel nem tudjuk megmagyardzni a membrdn
dezintegrdcidjdt magas homérsékletek esetén.

A Fad6/desA” mutdns tilakoidjdban kb. 25°C-ig a DPH fluoreszcencia anizotropia nem

kiilonbozik a vad sejtek tilakoidjdtdl. Ennél magasabb homérsékletek esetén azonban a

51



0.30 I L 1 | 1 1 1 1 | 1 1
025 F y
e - ]
=¥ 1
o)
o .
2 020 i
N :
=
< .
015 i E
0‘70 [ 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1

0 & 10 15 20 25 30 35 40 45 50 65

Hémérséklet ( °C)

7 .Abra. DPH steady-state fluoreszcencia anizotrépidjanak hdmérsékletfiiggése 22°C-on (O)

ill. 36°C-on (@) novesztett vad és 36°C-on novesztett Fad6/desA™ (A ) mutdns Synechocystis

PCC 6803 sejtek tilakoidjdbdl izoldlt lipidekbdl készitett liposzomdkban. Minden érték 10

mérés dtlagdnak felel meg, a feltiintetett hiba pedig az dtlagos eltérést mutatja (S.D.).

kiilonbség egyre nagyobbd vdlik. A lipidjeiben telitettebb mutdns tilakoidja meglepd mdodon
fluidabb, mint a hasonlé koriilmények kozott nevelt vad tipusbdl szdrmazo tilakoid.

A kovetkezd kisérletekben megvizsgdltuk a lipidek szerepét (a tobbi membranalkot6tol
elkiilonitve) a membrdn szinten mért fluiditds kialakitdsdban. A kiilonb6z6 homérsékleteken
novesztett Synechocystis PCC 6803 vad tipus és Fad6/desA” mutdns tilakoidjdbol izoldlt
lipidekbdl készitett liposzomdk fluiditdsdnak homérséklet fliggését tiinteti fel a 7. dbra.

Hasonléan az intakt tilakoidokhoz, a 36°C-on ndvesztett vad és mutdns tipusokbdl izoldlt
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lipidek mikroviszkozitdsa nagyobb a 22°C-on nevelt sejthez viszonyitva azzal a kiilonbséggel,
hogy a fluiditdsbeli eltérés az egész vizsgdlt tartomdnyon megfigyelhetd. A fehérjék hidnydban
az izoldlt lipidek fluiditdsa nagyobb, mint az intakt tilakoid fluiditdsa. Ez a megfigyelés
Osszhangban van a kordbban leirtakkal, melyek szerint a fehérjék ndvelik a membranok
rigiditdsdt (Raison és mtsai, 1982; Ford és Barber, 1983).

Azt a meglepd eredményt, hogy a telitettebb mutdns €s a vad tipus lipidjeinek
fluiditdsa 25°C felett lényegében megegyezik, a mutdns magasabb olajsav tartalmdval
magyardzhatjuk. Az irodalombdl ismert, hogy az egy zsirsavlancon kialakuld kett6skotéseknek
nem azonos a fluiditdst noveld hatdsuk. Az alkilldncba bevitt "elsd" cisz kettdskotés hatdsa
sokkal nagyobb, mint a "mdsodik" ill. "harmadik" kettdskotésé (Stubbs és Smith, 1984). Ha
a mutdns tilakoidbdl izoldlt lipidek fluiditdsat 6sszehasonlitjuk az intakt tilakoid fluiditdsdval
(6. dbra), azt l4thatjuk, hogy a mutdns a fehérje/lipid ardny csdkkentésével (5. dbra) a 25°C
alatti tartomdnyban az izoldlt lipidjeinél meglévd fluiditdskiilonbséget teljes mértékben
kiegyenlitette. Ennek célja esetleg az alacsonyhOmérsékletek okozta sériilések mérséklése
lehet. Ugyanakkor a 25°C feletti hGmérséklettartomdnyban a mutdns és a vad tipusokbdl
izoldlt lipidek fluiditdsa nem kiilonbozik. E megfigyelés ill. a mutdns alacsonyabb fehérje
tartalma magyardzatul szolgdlhat az ebben a tartomdnyban tilakoid szinten mért fluiditds
kiilonbségre. Utal arra is, hogy a lipideknek jelentss szerepe lehet a hostabilitdsban, mivel
ha csak a fluiditdst tekintenénk meghatdrozé tényezdnek akkor a mutdns hdstabilitdsdnak
csokkennie kellene, hiszen intakt tilakoidjdnak fluiditdsa a magas homérsékleti tartomanyban
nagyobb.

A tilakoid membrdnok fluiditdsreguldciéjdnak részletesebb felderitése érdekében
megmértiik a fluiditds vdltozdsdt a membrdn kilonb6z6 mélységeiben (8. dbra). A mérésnél
a membrdn kiilonb6z6 mélységeibdl tuddsit6 n-(9-anthroyloxy) zsirsav fluoreszcens szonddkat

alakalmaztunk (Thulborn és mtsai, 1979).
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8. Abra. 22°C-on (O), 36°C-on (®) novesztett vad és 36°C-on novesztett Fad6/desA™ (A)

mutdns Synechocystis PCC 6803 sejtek tilakoidjdnak fluiditds grddiense. Minden érték 10

mérés dtlagdnak felel meg, a feltiintetett hiba pedig az dtlagos eltérést mutatja (S.D.).

Az intakt tilakoidok ﬂuiditésgrédiensé tobb tényre rdvildgit. A C2-es pozicidban a kiilénbozd
sejtvonalak fluiditdsa nem mutat szignifikdns kiilonbséget. A DPH anizotrdpia viszonylagos
alacsony értéke ebben a régidban a lipid fejcsoport régié "laza" szerkezetére utalhat. A
fehérje/lipid ardnyban meglévs kiillonbségek ebben a régidban nem vdltoztatjadk meg a
mozgdsviszonyokat.

A membrin kozepe felé haladva azonban jelentds kiilonbségek fedezhetok fel a
kiilonboz6 sejtvonalak kozott. A C6,9,12 pozicidkban lényegében azonos fluiditds eltéréseket

tapasztaltunk. Ebben a régidban a 22°C-on novesztett vad tipus tilakoidja mindenhol fluidabb
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a 36°C-on nevelt vad tfpushoz viszonyitva. Ez dsszhangban van mind a zsirsavtelitetlenség-
ben, mind a fehérje/lipid ardnyban megmutafl'(ozé ki]iénbségekkel. Ha a mutdns tilakoid
fluiditdsdt vizsgdljuk ebben a tartomdnyban, azt tapasztaljuk, hogy ez a két kiilénb6zd
hémérsékleten ndtt vad tipus kozott vdltozik. Ebben a régidban jelentds szerephez jutnak a
membrdn integrdns fehérjéi, mivel a legalacsonyabb fehérje tartalmu 22°C-on ndvesztett vad
tipus tilakoidja a legfluidabb, és a legmagasabb fehérje tartalmi 36°C-on nevelt vad tipus
tilakodja a legrigidebb ebben a tartomdnyban.
< A membrin kozepén, a C16 pozicidban, a modellmembrdnokban tapasztaltaktol
(Thulborn és mtsai, 1979) eltérden a legkisebb fluiditdst mutatja mindhdrom sejtvonal. A
22°C-on nevelt vad és a 36°C-on nevelt Fad6/desA” mutdnsok tilakoidjdnak fluiditdsa ebben
a régidban azonosan alacsony értéket mutat; amig a 36°C-on nevelt vad tipus fluiditdsa itt
nagyobb. Ez ismét a fehérjék hatdsdra utal. Tehdt a fehérjék rigidizdlé hatdsa nemcsak
homérsékletfiiggd (1dsd fent), hanem a membran kiilonbdz6 mélységeiben is eltérs. A fluiditds
pontos bedllitdsdra a lipidekhez képest Gridsi méretli fehérjék bizonydra nem alkalmasak,
ehhez tobbszor telitetlen zsirsav alkillincok kellenek, amelyek a mutdnsban hidnyoznak.
Valésziniileg a C16 pozicidban tapasztalt forditott hatds is a fehérje/lipid ardny moédosuldssal
ill. specifikus protein-dtrendez6déssel kapcsolatos. Ezt tdmasztja ald, hogy a fehérje/lipid
aranydban kozel megegyez6 22°C-on novesztett vad és 36°C-on ndvesztett mutdns
fluiditdsgradiense hasonlé.

Osszefoglalva lesz6gezhetjiik, hogy bdr a magas hmérséklet tartomdnyban DPH-val
mért fluiditdsszintek a tényleges tiilélésbeli kiilonbségeket nem tiikrozik, a 25°C-30°C alatti
tartomanyban mért mikroviszkozitds értékek a membranfluiditds homeosztdzisdnak kontroljdra
utalnak. A mutdns viselkedése rdmutat egy mdsik fontos tényre: A mutdns sejtek ebben az

értelemben pontosan arra képesek, amire a vad fenotipusok homérsékletadaptacié sordn. Azt

a fluiditds kiilonbséget és/vagy fehérje-lipid kolcsonhatds véltozdst, amit a megndvekedett
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lipid telitettség okoz. a protein/lipid ardny csokkentésével igyekszik kiegyenliteni. Azaz, ha
egy sejtnek egy adott homérseklethez kell adaptdlédnia, az képes mindkét reguldls tényezd
egyiittes haszndlatdra (zsfrsavtelitetfenség, fehérje/lipid ardny mddositdsa), 4m, ha az egyiket
valamilyen okbdl nem képes alkalmazni, akkor a mdsik reguldcids lehetSség kap nagyobb
hangstilyt. Egy tovdbbi értéke is lehet a fenti megfigyelésnek. Nemcsak azt igazolja, hogy a
rendszer képes két ldtszélag fiiggetlen szabdlyozo mechanizmus' segitségével kozel "izofluid"
dllapotot elérni, de arra is utal, hogy a mutdnsok nem feltétleniil kell, hogy élettani
killonbségeket mutassanak, ha az adott membrankotott élettani folyamat fluiditdsfiiggd ill.
valamiképp Osszefiigg a membrdn fizikai dllapotdval. A membrdnszint{i reguldcié azonban,
mint lattuk, nem tokéletes. Ezért e mutdnsok alkalmazdsdval esetleg sikertl kideriteni, hogy
mely adaptiv vdltozdsok fontosak igazdn a hostabilitds meglOrzésében ¢és melyek
helyettesithetdk.

Mint lattuk a kilonb6zd hdmérsékletekhez adaptdlédott sejtek eltérd hostabilitdsa
"dtlagos" membranfluiditds eltérésekkel nem volt magyardzhaté. Ezért a "hatdrfluiditds” elv
(Raison és mtsai, 1982) - mely szerint létezik egy még elviselhetd legmagasabb fluiditds szint,
ami felett a membrdnkotétt funkciék kdrosodnak ¢és amit sikeres
magashomérsékletadapticiéval a membrdn magasabb homérsékleten ér el - esetiinkben nem
igazolhaté. Ez magyardzhaté azzal, hogy az dltalunk alkalmazott mérési technika nem teszi
lehet6vé a membrdn lokdlis tilfluidizdldddsdnak észlelését, kis teriiletd részein eldforduld
forditott micelldk (Cullis és mtsai, 1983) vagy forditott hexagondlis fazis (Gounaris és mtsai,

1983) detektdldsat.
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Klorofill fluoreszcencia és hostabilitds

A magashomérséklet okozta fotoszintetikus kdrosodds helyének felderitése céljabol
megvizsgdltuk a kiillonboz0d pigment-protein komplexek kozotti energiadtadds homérséklet
fiiggését. Ennek vizsgdlatdra kivdléan alkalmas a kilonbozé fotoszintetikus pigmentek
fluoreszcencidjdnak mérése. Ha a kilonb6zd pigmenteket tartalmazé komplexek koziil
valamelyikben, vagy valamelyik kettd kozott a fénykibocsdtds nélkiili energiatranszport
valamilyen okbdl sériil, akkor megndvekszik a fluoreszcencia intenzitdsa (Schreiber és
Armond, 1978). Az emittdlt fény hulldmhossza jellemz6 az energiadramlds gdtldsanak helyére
és igy megfeleld mddszernek tlint a hdinaktivacié hatéhelyének valdszinisitésére.

A cianobaktériumok o fénybegy(ijtd pigment-protein komplexei a fikobiliproteinek,
melyek sajdtos szupramolekuldris komplexekbe szervezGdnek és alkotjdk a fikoboliszémat,
ami a tilakoid membran felszinéhez kapcsolddik. Az abszorbedlt fényenergidt a fikobiliszdmdk
foként a PSII reakcidokozpontjdba kozvetitik. Az energia dramlds irdnya a Synechocystis PCC
6803 fikobiliszémdiban: fikocianin --> allofikocianin (APC). A PSII reakcidcentrumhoz
legszorosabban az allofikocianin kapcsolédik (Glazer, 1987).

Elsédleges célunk annak felderitése volt, hogy mi okozza a PSII aktivitdsdnak mdr
vizsgdlt héinaktivdcidjat. A meglazult fikobiliszoma-PSII kolcsonhatds, vagy a PSII szerkezeti
kdrosoddsa. Az allofikocianin fluoreszcencidjdnak intenzitdsa kb. 2°C-al magasabb
homérsékleti tartomdnyban novekedett meg, mint a klorofill a fluoreszcencidja (9. dra). Ebb6l
azt a kévetkeztetést_ vonhatjuk le, hogy az elsGdleges kdrosoddst nem a fénybegyiijtd
komplexek és a PSII reakcidcentrum k6zotti energia dramlds szenvedi el, hanem maga a PSII
reakcié centrum. Ezzel tokéletes Gsszhangban a klorofill fluoreszcencia éltal detektdlt PSII

kdrosodds ugyanazon a homérsékleten indult, ahol a fotoszintetikus oxigénfejlesztés
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9. Abra. Az allofikocianin (O) és a klorofill a (®) fluoreszcencidjanak hdmérsékletfiiggése
36°C-on novesztett intakt Synechocystis PCC 6803 sejtekben. A gerjesztd fény hullimhossza
435nm (klorofill @) ill. 620nm (APC) volt. Az emittdlt fényt 680nm-nél (klorofill a) ill.

658nm-nél (APC) detektdltuk.

kdrosoddsa (46°C). Tehdt a klorofill a fluoreszcencidjdnak kovetése alkalmas modszer a
hostabilitds mérésére intakt sejteken.

E mérést elvégeztiik a killonbozé homérsékletekhez adaptdlddott vad €s Fad6/desA®
mutdns Synechocystis sejtvonalakon (10. dbra). Az eredmény a fotoszintetikus aktivitds
méréssel teljesen megegyezd eredményt mutatott (4. dbra). A 36°C-on nevelt sejtek
héstabilitdsa kb. 4°C-al nagyobb volt mint a 22°C-on nevelt sejteké. A mutdns és a vad

tipusok tilakoidjdnak hdstabilitdsa ugyanakkor nem adott szignifikdns kilonbséget.
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10. Abra. A klorofill a fluoreszcencidjdnak hdmérsékletfiiggése 22°C-on (O), 36°C-on (®)
novesztett vad és 36°C-on novesztett Fad6/desA™ (A ) mutdns Synechocystis PCC 6803 sejtek

esetében. A gerjesztd fény hullimhossza 435nm volt, az emittdlt fényt 680nm-nél detektaltuk.

A fentiekben tdrgyaltakat 6sszevetve megdllapithattuk, hogy a genetikai beavatkozdssal
modositott tobbszorosen telitetlen zsirsav szint a tilakoid membrdn funkcidinak hostabilitdsat
nem befolydsolta. Tovdbbra is nyitott kérdés azonban, hogy mindezek hdtterében a membran
hostabilitdsdanak €és lipidjei telitetlenségének fiiggetlensége, avagy a telitetlen zsirsavak
bizonyos hatdsainak "helyettesithetosége" dll. Azt a tényt, hogy bizonyos telitett zsirsav
molekulaspecieszek ardnydnak novekedése a tilakoid membrdn hdstabilitdsdt valéban fokozza,
csoportunk igazolni tudta a membrdnok in situ katalitikus hidrogénezésével. Akkor ugyanis,

ha a Fad6/desA™ 18:1 tartalmdnak kb. egyharmadat sztearinsavvd konvertdltuk, a PSII aktivitds

99



(viztdl a parabenzokinonig) hd-indukdita csokkenése szignifikdnsan eltolédott a magasabb
homérséklet tartomdnyba (nem bemutatott adat). A zsirsavtelitettség hdstabilitdst fokozd
hatdsdt mutatja az is, hogy a hét(irobb névények kloroplasztiszdnak tilakoid membrénjdban

a galaktolipidek zsirsavalkilldncainak telitettsége nagyobb (Siiss és Yordanov, 1986).

Rovidtava adaptacié

Az eddigiekben az adaptdcionak foként azzal a formdjdval foglalkoztunk, mely sordn
a sejteknek tobb nap 4ll rendelkezésiikre a megvdltozott homérsékleti viszonyokhoz valo
alkalmazkoddsra. Az adaptdcié ill. a hdstabilitds idofiiggésének vizsgdlatakor azonban egy
nagyon érdekes eredményt kaptunk. Kideriilt, hogy ha a magas homérséklethez adaptdlédott
sejt néhdny Ordn keresztiil olyan szubletdlis hdstressznek van kitéve, amit még kdrosodds
nélkil képes tilélni akkor a sejt hostabilitdsa tovdbb fokozddik.
A 11. dbra mutatja a teljes fotoszintetikus elektrontranszportldnc homérsé€klet-fiiggését. A 3
ordan keresztiil 42°C-on inkubdlt 36°C-hoz adaptdlédott sejtek hostabilitdsa szignifikdnsan
megnovekedett. Ugy tlinik tehdt, mintha a sejt "emlékezne" a hdsokkra. A lipid- és
zsirsavOsszetétel ezen 3 Ora alatt egydltaldn nem vdltozott meg, és a lipidek degraddcidja nem
volt megfigyelhetS. A Drosophila-tdl a magasabbrendi novényekig szdmos szervezetben
kimutattdk, hogy a szubletdlis hosokk dltal indukdlt termotolerancia a HSP szintézissel ill.
azok redisztribicidjdval (pl. membrédnhoz kotddésével) magyardzhato (6sszefoglalé: Howarth,

1991).
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11. Abra. A fotoszintetikus oxigénfejlodés hdmérsékletfiiggése 36°C-on ndvesztett

kontroll (@) és 3 ordig 42°C-on inkubdlt (A) Synechocystis PCC 6803 sejtek esetén.

Ezt kovetGen megvizsgdltuk, hogyan vdltozott a tilakoid membrdn fehérje Osszetétele
e rovid hokezelés sordn két dimenzids elektroforézis technikdval. Méréseink azt igazoltak,
hogy a 3 6rdig 42°C-on hdsokkolt sejtekbol izoldlt tilakoidban bizonyos fehérjék mennyisége
megnovekedett (12. dbra). Az dbra B részében a legjelentGsebb mennyiségi kiilonbséget
mutaté fehérjéket szimok jelzik. A hat jelzett fehérje koziil a 4. szdmu azonos azzal a 64 kDa
molekulatdmeg{i GroEL "chaperonin" fehérjével, melyet csoportunk a Synechocystis PCC
6803 hdsokkfehérjéi koziil elsGként azonositott (Lehel €s mtsai, 1992a,b). A hosokk
fehérjék 60 kDa-os csalddjdt nevezik "chaperonin"-oknak. Ezeknek fontos szerepiik van a

fehérjék transzportjdban (Hartl és Neupert, 1990) és kiilonb6zd oligomer struktirdk

61



TV" g? 5
— 49,6

S e Z_ o .
Se— - oy 7

12. Abra. 36°C-on ndvesztett kontroll (A) és 3 drdra 42°C-on inkubdlt (B) Synechocystis

PCC 6803 sejtek tilakoidjdnak fehérjedsszetétele.

felépitésében (Cheng €s mtsai, 1989). Habdr a hdsokkproteinek szerepe a fotoszintetikus
sejtekben még nem tisztdzott, némelyikiik részvétele a fotoszintézis hdstabilitdsdnak
fokozdsaban mdr bizonyitott (Schuster és mtsai, 1988). A 64 kDa-os fehérje szintézise hosokk
koriilmények kozott jelentdsen novekszik.

Csoportunk immunoldgiai mddszerekkel is igazolta, hogy az emlitett GroEL-tipusu
fehérje szubletdlis hostressz esetén tilakoid-kototté vdlik (Kovdcs és mtsai, 1992). A tilakoid-
fehérje koOtés természetének vizsgdlata azt mutatta, hogy az hidrofob és dontden felszini

eredeti. Az eddig kozzétett esetekben a chaperoninok fehérjékkel torténd asszocidcidjdt azok

’’’’’

------

molekuldris hétterét jelenleg csoportunkban vizsgdljuk.
A 2. szdmmal jelzett fehérje molekulatomege megkozelitdleg 21 kDa. Csupdn

érdekességképpen emlitem meg, hogy a kloroplasztiszban szintén taldltak ilyen 20-22 kDa
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13. Abra. A DPH fluoreszcencia anizotrépia hdmérsékletfiiggése 36°C-on ndvesztett kontroll
(®) és 3 ordra 42°C-on inkubdlt (A) Synechocystis PCC 6803 sejtek tilakoidjdban, €s

ugyanezen tilakoidok fehérje/lipid ardnya (inszert).

tomegili hGsokkfehérjét, ami a tilakoid granum régidjdhoz asszocidlddott, és feltehetden
szerepe van a fotoszintetikus pigment-protein komplexek védelmében (Glaczinski, 1988).
Amint ldttuk, a szubletdlis hostressz a hosszutdvi adaptdcid hatdsdra
"szuperpondlddik”, és a sejt hétlirése tovdbb fokozddott. A szubletdlis hdstressz hatdsdra
bizonyos fehérjék jelennek meg a membranban. Ezen dllitdsunk tovdbbi bizonyitéka, hogy a
fehérje/lipid ardny a 3 6rdig 42°C-on inkubdlt 36°C-on ndvesztett sejtekben 20 %-al nétt (13.
dbra inszertje). A részben azonositott fehérjék beépiilése jol reprodukdlhaté szignifikdns

anizotrdpia, ezen keresztiil mikroviszkozitds novekedést eredményezett (13. dbra).
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A fentiekben tdrgyaltak tovdbbi bizonyitékdt adjdk annak, hogy a tilakoid hdstabilitdsa
ill. @ membrdn aktudlis fizikai dllapota szorosan kapcsolddhatnak egymdshoz. Elképzelhetd,
hogy a szubletdlis hostressz megﬁg).'elt hatdsa bizonyos, a membrdnban eredetileg is meglévo
és a stressz hatdsdra felhalmozodé ill. a membrdnhoz hé hatdsdra kot6do fehérjék fluiditdst
csOkkentd képességére vezethetd vissza. Ismeretes, hogy mds baktériumokban, igy az
Escherichia coli K1060 torzsben, annak kiilsé membranjdba hdkezeléskor bizonyos fehérjék
épilnek be és egyidejlleg megnd a membrin mikroviszkozitdsa magas homérséklet
tartomdnyban is, hasonléan a mi esetlinkhéz (Yatvin, 1987).

A chaperonok nemcsak a vazolt fehérje importban vehetnek részt, de ezen tilmenden
kotddésiik bizonyos részlegesen denaturdlt membrén-fehéxjékhe‘z, azok védelmét ill.
renaturdcidjdt is eldidézheti. Az irodalombdl ismert példa, hogy a chaperon fehérjék részt
vesznek az RNS-polimerdzok reaktivdldsdban (Skowyra és mtsai, 1990). A tilakoid fehérje
Osszetételének és tartalmdnak mddosuldsa befolydssal lehet a mikroheterogén szervezddésii
membrdn specidlis fehérje-lipid koélcsonhatdsaira is. E témakorrel a kovetkezd fejezetben

foglalkozok.

Fehérje-lipid kolcsonhatds szintii regulicio

Az eddigiek sordn bizonyitottuk, hogy a hosszitdvi adapticid0 megvdltoztatta a
membrdnlipidek telitettségét ill. a fehérje/lipid ardnyt. Igazoltuk azt is, hogy néhdny ords
idGtartamu héstressz hatdsdra is megfigyelhetd a fehérje/lipid ardny vdltozdsa. Felvetodik a
kérdés, hogy vajon hogyan vdltozik meg a membrdnban a lipidek és fehérjék kozotti
kolcsonhatds az adaptdcié hatdsdra, és mi lehet a szerepe e kdlcsonhatdsoknak a tilakoid

membrdn hdstabilitdsaban.



14. Abra. Az immobilizdlt, fehérjékhez kotott lipidek megfigyelése ESR modszerrel. A
fehérjét tartalmazo lipid kettSsrétegbe juttatott spinjeldlt zsirsav vagy lipid (@) ESR
spektruma két komponensre bonthats. A spektrumban az immobilizait lipidekre utalé "vall"

jelenik meg, melynek nagysdga az immobilizdcié novekedésével né.

Az irodalmi dttekintésben emlitett ESR technika alkalmas lehet ezen vizsgdlatok
elvégzésére. E mddszerrel lehetdvé vdlik az immobilizdlt, fehérjékhez kotott és a szabad
madtrix-lipidek ardnydnak meghatdrozdsa. Az immobilizdlt lipidek ardnya egy membrdnban
nohet akdr oly médon, hogy a lipidek vdlnak fehérjekotottebbé (B), akdr oly mddon, hogy

fajlagosan megnd a membrdn fehérjetartalma (C) (14. dbra).
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15. Abra. Az immobilizilt lipidek ardnydnak homérsékletfiiggése a 22°C-on (O), 36°C-on
(®) nevelt Synechocystis PCC 6803 sejtek tilakoidjdban, és a 22°C-on nevelt sejtek

hidrogénezett tilakoidjdban (H).

A koOvetkezOkben megvizsgdltuk, az immobilizdlt lipidek ardnydnak vdltozdsdt a
homérséklet fiiggvényében a 22°C-on és a 36°C-on ndtt Synechocystis PCC 6803 sejtek
tilakoidjdban (15. dbra). Ebben a kisérletben jeloloként 14-SASL spin jelzett sztearinsavat
alkalmaztuk. Amint az a 15. dbra alapjdn nyilvdnval6 a 36°C-on nevelt sejtek tilakoidjdban,
foként a magas homérsékleti tartomdnyban az immobilizdlt lipidek ardnya szdmottevden
nagyobb, mint a 22°C-on nevelt sejtek esetében. Ugy tlinik, hogy a magashdmérséklet
adaptdlt tilakoidban a fehérjék "késGbb" veszitik el kotott lipidjeiket. E feltevés alapjdn
elképzelhetd, hogy az esetleges nem kettdsréteget alkotd lipidek (MGDG telitetlen

molekulaspecieszei) nem keriilnek "szabad" lipid fdzisba, kovetkezésképpen nem
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szegregdlodnak ¢€s nem alkotnak pl. Ondlld forditott hexagondlis fdzist. E magyardzat
helyességéet ldtszik igazolni, hogy az a homérséklet, ahol a lipidek levédlnak a fehérjékrdl a
36°C-on nevelt sejtek tilakoidjaban kb. 46-47°C. Ez a hOmérsékleti tartomdny pedig
egybeesik a fotoszintetikus aktivitds hokdrosoddsdval. A hosszitdvi adaptdcido sordn
megnovekedett lipid immobilizdcionak két oka is lehet: a fokozott zsirsav telitettség és a
magasabb fehérje/lipid ardny. A zsirsavtelitettség szerepének kiemelt vizsgdlatdt teszi lehetové
az alkilldncok homogén katalitikus hidrogénezéssel torténd mddositdsa. Hidrogénezéssel a
tilakoid membrdn zsirsavalkillincainak telitettségét gy lehet ndvelni, hogy kozben
értelemszeriien a membran osszetétele valtozatlan marad. {gy egy olyan valtoztatdst hajthatunk
végre a 22°C-on nevelt sejtek tilakoidjdn, hogy az zsirsavisszetételében bizonyos
hasonldsdgot mutasson a 36°C-on nevelt sejtek tilakoidjdval. Ily modon az adaptiv vdltozdsok

komplexitdsdbol kihasitva a zsirsavtelitettség szerepe elkiilonithetden tanulmdnyozhatova

valhat.

3. Tabldzat. A 22°C-on ill. 36°C-on nevelt Synechocystis PCC 6803 sejtek tilakoidjdnak, €s

a22°C-on nevelt sejtek hidrogénezett tilakoidjdnak zsirsavosszetétele. (ny: nyomnyi, <0.4%)

Zsirsav 22°C - 36°C 22°C

(%) H,
16:0 51 58 52
16:1 (9) 3 2 ny.
18:0 ny. 2 21
18:1 (9) 2 9 12
18:2 (9,12) 6 15 4
al8:3 (9,12,15) 8 - 2
v18:3 (6,9,12) 22 14 9
18:4 (6,9,12,15) 8 - -
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A 3. tdbldzat mutatja, hogy a tilakoid membrdn in situ hidrogénezése kovetkeztében hogyan
mddosult a membrdn zsirsavisszetétele. A membran telitettsége ndtt, ami a tobbszorosen
telitetlen zsirsavak mennyiségének csokkenésével jart. A hidrogénezés hatdsira sem a fehérje,
sem a lipidosszetétel nem vdltozott. A fehérjékhez kotott spinjelzett 14-SASL ardnya
ugyanakkor jelentdsen nOvekedett (15. dbra). EbbOl arra kovetkeztethetliink, hogy a
zsirsavtelitettségnek jelent6s szerepe van a fehérjék szolvatdcids lipidburok méretének
kialakitdsdban. A fentiekhez hasonld megfigyelést tettek Schlame és mtsai (1990).
Megadllapitottdk, hogy patkdny mdjbdl izoldlt mitokondrium membrdnban mind a szabad sav
(14-SASL), mind egy komplex lipid (PC-SASL) esetében novekszik a fehérjekotott lipidek
ardnya hidrogénezés hatdsdra. Tovdbbi vizsgdlatok vannak folyamatban, melyek a
zsirsavtelitettség immobilizdcié néveld mechanizmusdt igyekeznek felderiteni (fejcsoport
specificitds, telitetlen spinjel6lok felhszndldsa stb.).

Osszefoglalva, a hdmérsékletadapticié okozta lipid-fehérje kdlcsonhatds véltozdsok
Osszefiiggésbe hozhatdk a fehérje-lipid ardny és a zsirsavtelitettlenségi szint vdltozdsdval. A
megnovekedett immobilizalt lipid ardny az aldbbi hipotézis alapjdn jelentSs szerepet jatszhat

a membran hostabilitdsanak fokozdsdban.

Hipotézis a tilakoid membrdn hdémérsékletadaptacidjanak és termostabilitdsanak

kapcsolatdra

A magas hOmérséklet mind a membrin szerkezetét, mind az integrdns
membrdnfehérjék szerkezetét mddosithatja. E kedvezdtlen folyamatok végsGsoron a
kettGsréteg struktira felbomldsdt, forditott hexagondlis fdzis kivdldsdt segithetik, ami a

membrdn funkcidvesztését idézheti eld (Quinn, 1989). A lipidekre gyakorolt hatdst mar
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viszonylag régéta tanulmdnyozzdk: a hOmérséklet emelkedése kivdlthatja a kettdsréteg
struktirdt nem kedveld lipidek (kiléndsen a tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal észterezett
MGDG) szegregilédésat a tobbi lipidtdl, ami bizonyos hatdrt tillépve 6n4llé hexagonalis fazis
kialakuldsdhoz vezet (Thomas és mtsai, 1986b; Williams és Quinn, 1987). Ezt a folyamatot
‘tovdbb erlsitheti a honek a fehérjékre kifejtett direkt hatdsa. Magas homérsékleteken a
fehérjék kis erdk dltal fenntartott harmadlagos szerkezete megbomlik, és felszinre keriilhetnek
addig rejtett struktirdk: hidroféb szekvenciarészletek, reaktiv -SH csoportok (Rothman,
1989). A felszinre keriilt reaktiv csoportok inter- és intramolekuldrisan egyarant
kolcsonhatdsba léphetnek egymadssal: a kovalens S-S hidak kialakuldsa (Caldwell,A 1989) és
a fehérjék hidroféb felszineinek Osszetapaddsa a fehérjék aggregdcidjat idézhetik el5. A
membrdn lipid kettGsrétegében a fehérjék aggregdcidja miatt fehérje gazdag és fehérjében
szegényebb régiok johetnek létre. A lipid kettOsréteg stabilizdldsdban a fehérjéknek fontos
szerepiik lehet (Quinn, 1989), ezért a fehérje szegény teriiletek kialakuldsa 6nmagdban is
fokozza a hexagondlis fdzis kialakuldsdnak valdszintiségét.

A dolgozatban leirt vizsgdlataink ill. a fenti megfontoldsok alapjdn a sejtek
magashémérséklet adaptdcija sordn megndvekedett hdstabilitdsinak magyardzatdul a
kovetkez6 modellt vdzoltuk fel (16. dbra). A fotoszintetikus aktivitdis és klorofill
fluoreszcencia mérések igazoltdk, hogy a magas homérsékleti kdrosodds elsOdlegesen a
tilakoid membrént érinti. A magashdmérséklethez adaptdlédott sejtek hotiirése megnétt ill.
fotoszintetikus aktivitdsukat magasabb hémérsékleten vesztették el. E sejtek tilakoidjdban a
zsirsavtelitettség és a fehérje/lipid ardny egyardnt megnétt. A tilakoid membranok allapota
a membrdn fluiditdsdt. HGstressz koriilmények kozott bizonyos hdsokkfehérjék asszocidlédtak
a tilakoid membrdnhoz, ami a membranfluiditis csokkenését és a fotoszintetikus |

elektrontranszport hdstabilitdsinak tovdbbi novekedését idézte eld.
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16. Abra. A hémérsékletadaptdcié és a termostabilitds membranmodellje



E fehérjék kozil a legnagyobb mennyiségben el6forduld fehérjék egyike a 64 kDa
molekulatdmegii GroEL chaperonin, melynek komoly szerepe lehet a membranfehérjék
védelmében és mds fehérjék memb.ré.nba torténd transzportjdban ill. ténylegesen kdrosodott
fehérjék kijavitdsdban (Ellis és Vies, 1991). A magasabb hémérséklethez adaptdlt sejtek
htilﬁakoidjéban megnovekedett a zsirsavtelitettség és a fehérje/lipid ardny. A megvdltozott lipid-
fehérje kolcsOnhatdsok kovetkeztében a membrdn tilfluidizdléddsa, és a nem kettdsrétegii
struktirdk kialakitdsdt elonyben részesitd lipidek fehérjékr6l valé levdldsa magasabb
homérsékleteken kovetkezhet be, igy a membrdn hdstabilitdsa megnd. A magashomérséklet
adaptdcidval indukdlhaté termotolerancia egyéb mddon is kapcsolatban dllhat a tilakoid lipid-
fehérje kolcsOnhatdsainak adaptiv mddosuldsdval. Az irodalmi attekintésben részletesen
tirgyaltam, hogy a fotoszintetikus elektrontranszport specidlis pigment-lipid-protein
komplexeken keresztiil zajlik, melyek pontos molekuldris szervezGdése ma nem ismeretes.
Amint arra szintén utaltam, valészind tovabbd, hogy e komplexekben a fehérekotott és
dltaldban magas telitettségi lipid zsirsav molekulaspecieszek funkciondlis szereppel birnak.
Kovetkezésképpen elképzelhetd, hogy bizonyos lipidek adaptdcid sordn szorosabbd vilé
fehérje-kolcsonhatdsai az elektron transzporter komplexek (pl. PSII) nativ, mikodoképes

dllapotdnak megtartdsat célozzdk.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Igazoltuk, hogy a Syneéhocystis PCC 6803 megfeleld modell a kivdnt
hOomérsékletadapticios vizsgdlatok elvégzésére. A magasabb homérsékleten nevelt sejtek
fotoszintetikus oxigén fejlddése ill. PSII aktivitdsa magasabb homeérsékleten kdrosodott, mint
az alacsonyhOmérséklet adaptdlt sejteké. Mivel a PSII aktivitdsdnak csokkenése kisebb
hémérsékleten kdvetkezett be, mint a teljes fotoszintetikus elektrontranszport inaktivalddasa,
ebbdl arra kovetkeztethettiink, hogy a sejtek magashdmérsékleten bekdvetkezd kdrosoddsa a
PSII komplex-szel hozhaté Osszefiiggésbe.

A sejtek eltér6 hQstabilitdsdt okozdé adaptdciés vdlaszok felderitése céljabol
megvizsgdltuk a tilakoid membrdn Osszetételének vdltozdsit a nevelési homérséklet
figgvényében. A tilakoid lipidosszetétele az adaptdcié sordn vdltozatlan maradt, amig a
lipidek zsirsavalkilldncainak telitettsége és a membrdn fehérje/lipid ardnya a
magashOomérsékletadaptdcio hatdsira megnovekedett.

A zsirsavtelitettség adaptiv és reguldcids szerepének mélyebb megértése érdekében
olyan deszaturdciés mutdns sejtvonalon is elvégeztiik a vizsgdlatokat, melyben a t6bbszordsen
telitetlen zsirsavak teljesen hidnyoznak. A Synechocystis Fad6/desA” mutdns tilakoidjdban a
lipidek zsirsavalkilldncai az izoterm koriilmények kozott nevelt vad tipuséval dsszehasonlitva
telitettebbek, mikozben a lipidosztdlyok ardnya megegyezik. A mutdns tilakoid membranjdban
a fehérje/lipid ardny kisebb, mint a vad tipusban. Ezzel bizonyitottuk, hogy egy belsd
szerkezeti fluiditdis moduldtor (kettOskOtéstartalom) megvaltozdsa egy mdsik moduldtor
(fehérje/lipid ardny) egyidejd vdltozdsit idézi eld, aminek hdtterében a fluiditdsregulicio

dllhat. A fehérje/lipid ardny vdltozdsa a mutdns tilakoidjdban azt is bizonyitja, hogy ez a
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tilakoid nem egyszeriien tobbszordsen telitetlen zsirsavakban szegény membrdn, hanem a
zsirsavdeszaturdcid gdtldsa egylitt jir a membrdnszerkezet dltaldnos megvdltozdsdval.

A tilakoid membrdnok fluiditdsreguldcidjdnak megértése céljabdl vizsgdltuk a membran
"4tlagos" fluiditdsdnak és fluiditds grddiensének mddosuldsit a hémérsékleti adapticié
hatdsdra. Bizonyitottuk, hogy a vad tipusi sejtek teljesitik a "homeoviszkézus" adapticid
elvét. Ezzel szemben a mutdns esetén ez nem igazolhatd, melybdl azt a kdvetkeztetést vontuk
le, hogy a membrdnfluiditds pontos bedllitdsdra a fehérjék kevésbé alkalmasak, mint a lipidek.
A mutdns sejt - hasonldan a vad fenotipusok hdmérsékletadaptdcidjdhoz - azt a fluiditds
kiillonbséget és/vagy fehérje-lipid kdlcsonhatds vdltozdst, amit a megndvekedett lipid telitettség
okoz, a fehérje/lipid ardny csokkentésével igyekszik kompenzdlni. A tilakoid membrinbdl
izoldlt lipideken végzett fluiditdsvizsgdlataink igazoltdk a fehérjék jelentos fluiditdscsokkentd
hatdsit, ami azonban a homérséklettdl fiigg. Vizsgdlataink bizonyitottdk, hogy a rendszer
képes két litszdlag fiiggetlen szabdlyozé mechanizmus segitségével kozel "izofluid" dilapotot
létrehozni. A kiilonbozé homérséklethez adaptdlddott sejtek eltérd hdstabilitdsa "dtlagos”
membranfluiditds eltérésekkel nem volt magyardzhatd, azaz a "hatdrfluiditds" elve
rendszeriinkben az alkalmazott mérési eljardsok segitségével nem igazolhatd.

A magashomérséklet okozta fotoszintetikus kdrosodds helyének felderitése céljdbdl
megvizsgdltuk a  kiilonb6z6 pigment/protein  komplexek  kozotti  energiadtadds
homérsékletfiiggését. Bizonyitottuk, hogy az elsddleges kdrosoddst nem a fénybegyiijtd
komplex (fikobiliszéma) és a PSII kozétti energiadramlds, hanem a PSII reakcidcentrum
szenvedi el. A mutdns hostabilitdsa az izoterm korilmények kozott nevelt vad tipuséval
megegyezett, tehdt a genetikai beavatkozdssal médositott sejtekben a tobbszordsen telitettlen
zsirsavak hidnya a tilakoid membrén funkcidinak hdstabilitdsit nem befolyésolta.

Igazoltuk, hogy egy szubletdlis hGstressz a sejtek hdstabilitdsdt tovdbb fokozza. Ezt

az indukdlt termotolerancidt a tilakoid membrénba beépiil6 fehérjék okozzdk, amit a hokezelés

73



hatdsdra megnovekedett fehérje/lipid ardny bizonyit. A tilakoiddal kolcsonhatdsba 1€pd
fehérjék kozil a legjelentGsebb a GroEL chaperonin, ami egy hdsokkfehérje.
Bizonyitottuk, hogy a hdomérsékletadapticié okozta lipid-fehérje kolcsonhatds
vdltozdsok Osszefiiggésbe hozhaték a fehérje/lipid ardny és a zsirsavtelitettlenségi szint
véltozdsdval. .
Hipotézist dllitottunk fel a tilakoid membrdn h()mérsékletadaptéciéjénakv és
termostabilitdsdanak kapcsolatdra.
A fenti ismeretek birtokdban lehet6ség van €l organizmusok irdnyitott

befolydsoldsdra, a membrdnszerkezet mddositdsira oly médon, hogy az magasabb

homérsékleti stressznek kitéve nagyobb stabilitdst mutasson.
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