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Bevezetés

A magasabb rendii névényekben a fotoszintetikus folyamatok a lencse alaku
kloroplasztiszban zajlanak. Itt talalhatdé az igen bonyolult szervezédésii
tilakoidmembran (TM), amelyben elkiiloniil egy belsé (lumen) és egy kiilsé
(sztroma) vizes fazis. A fotoszintézis fényszakaszaért felelds pigment-protein
komplexek (II. és I. fotokémiai rendszer, PSII és PSI, illetve fénybegyijtd
antennakomplexeik, LHCII ¢és LHCI), valamint egyéb elektron- ¢és
protontranszferért felelds molekulak, enzimek (plasztokinon (PQ-pool), citokrom
b6/f, plasztocianin, ferredoxin-NADP*-reduktaz) a membranba dgyazva vagy ahhoz
szorosan asszocialva helyezkednek el, és egyiitt alkotjdk a fotoszintetikus
elektrontranszport lancot, amelyen keresztiil az elektronok redoxreakciok sordn a
terminalis  elektronakceptorra  keriilnek. Ezzel parhuzamosan protonok
halmozodnak fel a lumenben, amelyek pH- és elektromos potencialgradienst
alakitanak ki a membran két oldala kozott. Ezek egylittesen alkotjak a proton-
motoros erét (pmf), amelyet az ATP-szintaz az energiatarolé molekula, ATP
szintézisére fordit.

A TM szerkezetét és funkcidjat tekintve tobbféle alegységre bonthatd. A
PSII-LHCII szuperkomplexben gazdag granum régiot szorosan egymashoz tapadt
membranzsakocskak alkotjak, amelyeket helikalisan korbefonjak a PSI-LHCI és
ATP-szintazban gazdag sztroma lamellak. A granum TM-ok szélén talalhatd erésen
gorbiilet zonaban vagy margindlis régioban (MR) nem taldlunk fényenergia-
atalakito pigment-protein komplexeket, ellenben jelen van a CURVATURE
THYLAKOID1 (CURT1) protein, amely szerepet jatszik a nagyfoku gorbiilet
létrehozasaban. Masrészt, a granum legbelsd régiojabol olyan szerkezeti egységek
izolalhatok, amelyekben a MR és a PSI-LHCI-ben és az ATP-szintazban gazdag
granum végmembran teriiletei hianyoznak, pusztan PSII szuperkomplexek
membran ,,foltjait” tartalmazzak. Az LHCII-PSll-ben dus membranparok

izolalasaval nyert szubkloroplasztisz partikulumokat BBY-nak nevezzik (a
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strukturalis egységet el6szor izolald kutatok utan). Ezek a 300-500 nm atmér6ji
,,PSIl membranfoltok™ izolalas utan lateralis iranyban &sszeolvadnak, fuzionalnak
egymassal és kiterjedt, akar tiz pm-es membranlapokat alkothatnak. A BBY
membranokat széles korben hasznaljadk a PSII szerkezetének és miikodésének
tanulmanyozasaban.

A pmf a kemiozmotikus elméletnek megfeleléen az ATP-szintazon keresztiil
hajtja a protonokat, katalizalva az ADP és a szervetlen foszfat ATP-vé alakulasat.
Ennek a mechanizmusnak a l1étrejottét az biztositja, hogy a bulk lipidmolekulak
kettdsréteg szerkezetbe rendez6dnek, megakadalyozva a membranon keresztiili viz,
ionok, igy a proton, és a vizben oldodd vegyiiletek ataramlasat a két vizes
kompartment kozott. A bulk fazist azok a lipidek alkotjak, amelyek nem sorolhatok
sem a membranproteinek kozvetlen kozelében talalhatd, €s ezért mozgasukban
jelentésen korlatozott un. annularis vagy héj (shell) lipidek k6zé, sem pedig a
membranproteinek strukturalis lipidmolekulai ko6zé; ezek altalaban 0Osszefiiggd
szerkezeteket alkotnak, amelyeken beliil a lipidek jelentds szabadsagi fokkal
rendelkeznek. A lateralis heterogenitast mutatd fehérjekomplexekkel ellentétben a
bulk lipidek egyenletes eloszlast mutatnak a kiilonb6z6 membranteriileteken.

A TM lipidmolekulainak legnagyobb részét a toltés nélkiili monogalaktozil-
diacilglicerol (MGDG) (~50%) ¢és digalaktozil-diacilglicerol (DGDG) (~30%) teszi
ki. Ezek a lipidek szerkezeti egységként feleldsek tobbek kozott a pigment-protein
komplexek aktivitdsaért és membranba agyazodasaért is. A fennmaradoé lipidek a
negativ t6ltésti szulfokinovozil-diacilglicerol (SQDG) és foszfatidil-glicerol (PG),
amelyek mindegyike koriilbeliil 5-12%-ot tesz ki. Az emlitett lipidek koziil az
MGDG abbdl a szempontbol kiemelkedden érdekes, hogy jellemzden nem képez
kettOsréteg struktarat, hanem kupszerii alakja miatt inkabb nem-lamellaris vagy
nem-kettdsréteg strukturakba szervezddik, példaul inverz hexagonalis (Hy), izotrop
(I) és kobos (Q) fazisokat alkot. Ez az dnszervezddés olyan lipidkeverékekre is

jellemzd, amelyek erds nem-kettosréteg-képzo tendenciat mutatnak. Foszfolipidek
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vagy foszfolipideket tartalmazé lipidkeverékek polimorfizmusa S3!P-NMR
technikaval azonosithat6. Jelen tudasunk szerint minden bioldgiai membranban
talalhatoak nem-kettdsréteg-képz6 lipidek; ugyanakkor a membranok felépitését

altalanosan lamellaris, azaz kettOsréteg szerkezetben irjak le.
El6zmények

Az elmult években — magasabb rendi novények leveleibdl izolalt,
funkcionalis TM-okon Munkacsoportunkban végzett kisérleteknek koszonhetéen —
tisztazodott, hogy a kettdsréteg, vagy lamellaris (L) fazison kiviil (legalabb) harom
kiilonb6z6, nem-lamellaris lipidfazis van jelen: egy inverz hexagonalis (Hy) fazis és
(legalabb) két izotrop (I) fazis. Kiilonbozo enzimkezelésekkel végzett kisérleteink
révén — megallapithatd volt az is, hogy ezek a fazisok a fényreakciokért felels
szuperkomplexeket tartalmazd TM doménektSl jol elkiiloniilé szerkezeti
egységekben talalhatok. Buzacsira lipdz (WGL) enzimkezelések segitségével
megmutattuk, hogy ez a lipaz szelektiven elnyomja az I fazisokat, mik6zben nem
gyakorol jelentOs hatast egyetlen megfigyelt szerkezeti (membran permeabilitas, a
proteinkomplexek (makro)organizacidja) vagy funkcionalis (a PSII fotokémiai
aktivitasa) paraméterre sem. A Hj fazisra vonatkozodan pedig azt a meglepd
eredményt kaptuk, hogy ez a fazis nagy érzékenységet mutat protedzokra,
nevezetesen tripszinre és proteinaz-K-ra, ami azt jelzi, hogy ez a fazis lipidek
sztroma oldali fehérjékkel vagy polipeptidekkel alkotott asszociatumaibodl ered, pl.
azokat beburkolja. Ilyen fehérjeként szoba johet a CURT1, amely rendelkezik egy
tripszinérzékeny sztroma oldali doménnel, ami azt sugallja, hogy a CURTL1-t
tartalmaz6 TM-ok marginalis teriiletei Hy geometriaju lipidfazisokat mutathatnak.
Tovabbi lehetséges jeloltek kozott a sztroma oldali lipokalin zeaxantin-epoxidazt, a
PSI sztromaba nyuld alegységeit, a ferredoxin-NADP* oxidoreduktazt és a

NADPH-dehidrogenazt emlithetjiik.



Korabbi vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a TM egy I fazisanak
alacsony pH és megemelt hdmérséklet indukalta névekedése szorosan kapcsolodik
a vizoldékony violaxantin de-epoxidaz (VDE) enzim fényvédé mechanizmusahoz,
6sszhangban azokkal a modellmembranokon nyert adatokkal, amelyek azt mutattak,
hogy a nem-lamellaris lipidfazisok kulcsfontossagtiak a VDE aktivitasaban. A TM-
ban azonositott masik I fazist illetéen azt feltételezték, hogy az membranfuziok
létrehozasaban jatszik fontos szerepet.

A TM Kkiterjedt vezikularis halozatat nagyban meghatarozzak a
membranalegységek kozotti kapcsolatok és fuziok, amelyek jelentOs szerepet
jatszanak a strukturalis dinamika, ezaltal az olyan adaptacios vagy membranérési
folyamatokban, amelyek a TM-ok szerkezeti atrendezédésével jarnak egyiitt. A
meglepd, hogy a nem-lamellaris lipidek jelent6s szerepet jatszhatnak a fazidk
indukalasaban és stabilizalasaban. Ezek a folyamatok egy erésen gorbiilt,
ugynevezett koztes strukturan, hemiftizion keresztiil valosulhatnak meg, amelyet
fuzios stalknak is neveznek. Ez az intermedier elem megfigyelheté a lamellaris

fazisbol Hy fazisba valo atalakulas soran is.
Célkitiizések

Doktoranduszi munkdm a nem-kettdsréteg lipidfazisok eredetének
tisztazasara iranyul és szerepilk megallapitdsira magasabb rendi ndvények
tilakoidmembranjainak ~ Onszervez6désében és szerkezeti rugalmassagaban.
Kutatasaim megkezdése elbtt — elsdsorban 3'P-NMR spektroszkopia alkalmazasaval
— mar azonositottak ezeket a nem-lamellaris fazisokat intakt, funkcionalisan aktiv
TM-okban. A TM alegységek koziil a granum és a sztroma lamellak
lipidpolimorfizmusat is karakterizaltdk, azonban a két masik jellegzetes
membranrégio, a TM-ok marginalis régioi és a tapadt PSII membranokat tartalmazo

un. BBY partikulumok lipidfazis viselkedése még ismeretlen volt — ezek vizsgélata
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sziikségszeriivé valt. Igy, az el6z6 bekezdésekben bemutatott kisérleti eredmények
és feltételezések birtokaban hataroztam meg célkitiizéseimet, amelyeket két részre

és az azokhoz kapcsolodo alfeladatokra bontottam.
1. Bizonyitani az [ fazis szerepét a membranfiizioban.

A cél elérése érdekében egy olyan membranrendszert kerestiink, amely
viszonylag kevés komponensbdl all, kevés szerkezeti elemet tartalmaz — igy
konnyebben kezelheté és alkalmas lehet jovébeli részletesebb szerkezeti és
molekularis dinamikai vizsgalatokra is. Ezen feltételek alapjan valasztottuk a BBY
membranokat, amelyek kiterjedt, Osszeolvadt membranlapokat formalnak, és
amelyekrdl tigy gondoltuk, hogy a fizié csak lipid-medialt lehet. A kovetkezd

részfeladatok megoldasat lattam sziikségesnek:

1/a S3P-NMR spektroszkopia segitségével jellemezni a BBY membranok
lipidpolimorfizmusat, validalni a spektralis komponenseket szaturacid

transzfer kisérletek és matematikai dekonvolucid alkalmazasaval;

1/b  bizonyitani az I fazis WGL-érzékenységét, és morfoldgiai és biofizikai

vizsgalatokkal megmutatni ennek a fazisnak a szerepét a kiterjedt

crer

1l/c fiiggetlen modszerrel, a DPH lipofil festékmolekula fluoreszcencia
¢lettartamanak analizisével bizonyitékot szolgaltatni arra, hogy a BBY
(és a TM-ok) bulk lipidmolekulai valoban heterogén fiziko-kémiai
kornyezetben talalhatdk; tovabba megmutatni a  WGL-hatés

szelektivitasat.



2. Azonositani H\ fazist befolyasolo tényezéket.

A Hy fazis kialakitasaban részt vevo sztroma oldali fehérjék koziill még nem
vizsgaltak a marginalis régioban elhelyezkedé tripszinérzékeny CURT1 proteinek
lehetséges szerepét. Irodalmi adatok utalnak arra is, hogy a lipidek fazisviselkedését
a rendszer hidrataltsagi szintje er6sen befolyasolja. Ennek megfelelden célul tiiztem

ki a kovetkezo két feladat megoldasat:

2/a a margindlis régido lipidpolimorfizmusanak jellemzése S3'P-NMR
spektroszkopia segitségével, kiillonds tekintettel az ott talalhatdé CURT1

protein lehetséges hozzajarulasara a Hy fazishoz;

2/b a fehérjék szolvatacios burkat befolydsold kaotrop Hofmeister-so, a
NaSCN, hatasanak vizsgalata a TM-ok H; fazisara ill

lipidpolimorfizmusara
Alkalmazott médszerek
No6vényi mintak preparalasa:

e Tilakoidmembran, II. fotokémiai rendszerben diis membranparok (BBY),

marginalis régi6é (MR) izolalasa spendtbol
Mintak kezelése:

e WGL
e NaSCN +/- glutaraldehid (GA)

e szonikalas
Morfolégiai és biofizikai mérési modszerek:

e Fehérje/lipid ardany meghatarozasa BBY-ban FTIR spektroszkopiai

modszerrel



TM, BBY és MR lipidpolimorfizmusanak karakterizaldsa 3'P-NMR
spektroszkopiaval, illetve egyes spektrumok matematikai dekonvoltcios
analizise a spektralis komponensek azonositasara

Szukréz strliséggradiens (SDG), magneses linearis dikroizmus (LD)
spektroszkopia  és  pasztazd  elektronmikroszkopia  (SEM) a
membranszerkezet morfologiai jellemzésére BBY-ban

Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia a pigment-protein komplexek
(makro)organizacidjanak meghatarozasara BBY-ban

SAXS és SANS mérések a TM-0k szerkezeti valtozasainak kimutatasara
NaSCN-kezelés (+/- GA) hatasara

Gyors klorofill-a fluoreszcencia tranziens (OJIP) mérések a PSII fotokémiai
aktivitasanak kdvetésére

CN és SDS-PAGE technika a pigment-protein komplexek szerkezetében
torténd valtozasok azonositasara BBY-ban

DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrién) fluoreszcens lipofil proba anizotropia és
fluoreszcencia lecsengési életidé-komponensek meghatarozasa a membran

fluiditas és lipid mikrokornyezetek meghatarozasara BBY-ban és TM-ban.

Eredmények és kovetkeztetések

A TM-hoz képest a BBY 3'P-NMR spektrumainak integralt jelintenzitasa

jelentdsen alacsonyabb volt (38,8 = 5,3%-a), mint a TM-ban mért és hasonlo

koriilmények kozott izolalt mintdk esetében. A spektrumon megfigyelhetd masik

jelent6s kiilonbség a Hy fazis volt, azaz a 25 ppm koriili széles aszimmetrikus sav

hianya. Fontos megjegyezni, enyhe tripszinkezelés — amely TM-okban megsziinteti

a Hy fazist — nem gyakorolt hatast a BBY részecskék 3!P-NMR spektrumara. A Hy

fazis hianyat az magyarazza, hogy a BBY membranok nem rendelkeznek sztromaval

érintkez6 doménekkel. Hasonloan a TM-okhoz, a BBY membranokban is

azonositottuk a L fazis, -10 ppm koriili maximumot mutat6 spektralis komponensét.
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Ezenkiviil I fazisokhoz tartozo éles csucsokat is detektaltunk 0 és 5 ppm kozatt,
hasonl6 paraméterekkel, mint a TM-okban. Ezt az atlagolt BBY (n = 12) 3'P-NMR
spektrumok matematikai dekonvolicidja is megerdsitette, amely a L fazist (a teljes
intenzitas 60,2 + 11,6%-a) és két éles I csucsot (I3 és I2) is azonositott, koriilbeliil 2
és 3,5 ppm-es poziciokkal (5,9 £ 3,0% és 8,3 £ 6,2%-os hozzéjarulassal). Az |
fazisok relativ hozzajarulasa a BBY-ban (~14%) nem kiilonbozott jelentésen a TM-
okban talalhat6tol (~16%).

A buzacsira lipaz (WGL) szelektiven roncsolta a BBY-ban is detektalhato 1
fazist, hasonléan a TM-okhoz; ezaltal alegységeire bontotta az &sszeolvadt PSII
membranlapokat anélkiil, hogy a fotoszintetikus apparatus szerkezeti ¢és
funkcionalis integritdsat megbontotta volna. A WGL-kezelés hatasat CD és
magneses LD spektroszkopiaval, SDG kisérlettel, gyors klorofill-a fluoreszcens
tranziensekkel és SEM-mel jellemeztem. Tudomasom szerint ez az elsé eset, hogy
modell membranokon kiviil tisztan lipid-medialt membranfuziot azonositottak, ill.
bemutattuk a fazidoban a nem kettGsrétegli (I) fazis kulcsfontossagh szerepét, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy ennek a lipid fazisnak jelentés szerepe van a
novények 6sszefonodé TM-haldzatanak onszervez6désében is.

A BBY-on mért DPH fluoreszcencia lecsengési kinetika is jelentdsen
valtozott WGL-kezelés hatasara. A kezeletlen BBY-ba agyaz6dd proba gyorsabb
lecsengést mutatott, mig a lipazzal kezelt minta lecsengése lassabb, elnyujtottabb
volt. A mért gorbék multiexponencialis illesztése utdn harom élettartam-
komponenst kaptunk, a hozzatartozé relativ amplitddokkal. Ez azt jelzi, hogy a
lipidmolekulak mikrokornyezete a BBY-ban nagyfoku heterogenitast mutat; ami jo
Osszhangban van a partikulumok lipidpolimorfizmusat feltar6 3!P-NMR
spektroszkopiai adatainkkal. A lipazkezelés hatasara bekovetkezd legmarkénsabb
valtozas a legrovidebb élettartami komponens intenzitdsdnak csokkenése volt,

jelezve az ezért a kinetikai komponensért felelés lipidkdrnyezet relativ



mennyiségének csokkenését. Ez a leggyorsabb lecsengési életiddvel, a DPH gyors

A CURT1 proteinben gazdag MR lipidpolimorfizmusanak
karakterizalasaval nagy valoszinliséggel kizartuk azt a feltételezésiinket, miszerint a
tripszin-szenzitiv  oldallancokkal —rendelkez6 CURTI1 protein lipidekkel
kolesonhatva Hyy fazist alkot. 3!P-NMR méréseink sordn ugyanis csak izotrop
karakterisztikaju rezonanciasivokat detektaltunk 0,15 és 2,7 ppm koriili
cstucspoziciokkal, amelyek WGL-kezelésre szintén érzékenyek voltak, de nem
mutattak  tripszinérzékenységet.  Szaturacié transzfer kisérletek  szintén
megerdsitették ennek a két, egymast erésen atfedo fazisnak a jelenlétét.

Jelenleg is folyo, a TM hidratacios allapotai szerepének tisztazasara elvégzett
Hofmeister-sokat alkalmazo kisérleteink alapjan kidertiilt, hogy a kaotrop NaSCN-
kezelés eltiinteti a TM-ok Hj-fazisat anélkiil, hogy az L fazis NMR-savjat
szamottevéen befolydsolnd. Elozetes SDS-PAGE kisérleteink kimutattdk, hogy
NaSCN-tal kezelt spenot TM feliiluszdjaban jol azonosithatdan megjelennek az
ATP-szintdz alegységei (CEITEC, Brno, Cschorszag). A felilluszo el6zetes
proteomikai elemzése alapjan pedig feltételezziik, hogy a Hj-fazis (legalabbis
részben) a lipidek és az ATP-szintaz y és/vagy ¢ alegysége(i) asszocidcidjabol

szarmazik.

Eredményeimet a célkitiizéseknek megfelelGen rendezett tézispontokban targyalom:

1/a  3P-NMR spektroszképiai moédszerek segitségével és a spektrumok
dekonvolucids analizisével karakterizdltam a BBY membranok
lipidpolimorfizmusat. Megmutattam, hogy a BBY membranokban Hj

fazis nem azonosithato; az L fazis mellett I fazis mutathato ki.

1/b  Megallapitottam, hogy az I fazis(ok) érzékeny(ek) WGL-kezelésre, és
az(ok) a lipid kettdsrétegtdl jol elkiiloniild domén(ek)ben helyezkedik

(helyezkednek) el. Az I fazis(ok) roncsolasaval a BBY membranlapok
9



1/c

2/a

2/b

felbomlanak, ezaltal bizonyitottam, hogy az I fazis(ok) meghatarozo

ey

Fiiggetlen technika alkalmazasdval — lipofil festékmolekula
fluoreszcencia élettartam mérésekkel — meger6sitettem, hogy a BBY bulk
lipidmolekulai heterogén fiziko-kémiai kornyezetben talalhatok és hogy
ezek egyike, a S'P-NMR spektroszkopidval azonositott 1 fazishoz

hasonldan, szelektiven roncsolhatd WGL enzimmel.

korabban feltételezett Hy fazis helyett, I fazisok jelenlétét mutattam ki.
Ezzel nagy valdsziniiséggel kizartam a CURT1 protein szerepét a TM Hy,

fazisanak kialakitasaban.

A membranrendszer hidrataltsagi allapotat befolydsold kaotrop
Hofmeister-so, NaSCN hasznalataval megerésitettem azt a hipotézist,
miszerint a Hy fazis egy vagy tobb sztroma oldali TM fehérjével
asszocialodik; ez(ek) nagy valdsziniiséggel az ATP-szintaz y vagy(/és) €

alegysége(i) lehet(nek).

Osszegezve:

1. Elséként szolgaltattam bizonyitékot funkcionadlé biologiai membranban tisztan

lipid-medidlt fuziora: a mdsodik fotokémiai rendszer tapadt membrdanpdrjainak

crer

2. A tilakoidmembranok inverz hexagondlis lipidfazisanak kialakitasaban szerepet
jatszo lehetséges fehérjék koziil nagy valosziniiséggel kizarhatomak taldltam a
CURTI proteint; elozetes adataink azt valdsziniisitik, hogy ennek a fazisnak a

kialakitasaban az ATP-szintaz y és/vagy € alegysége vesz részt.
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Summary

The functionality of plant thylakoid membranes (TMs) depends on their
impermeability to water-soluble compounds and ions and protons, allowing the
proton motive force (pmf) generated by photosynthetic light reactions to be utilized
effectively. This impermeability is maintained by the bilayer organization of bulk
lipid molecules; however, monogalactosyl-diacylglycerol, a non-bilayer-forming
lipid, is the dominant lipid species in TMs. Such lipids are prevalent in all energy-
converting membranes.

Over the past two decades, primarily through 3'P-NMR techniques, it has
been shown that isolated, fully functional TMs contain not only bilayers but also
non-bilayer structures: in addition to the bilayer (lamellar) phase (L, ~40%), inverted
hexagonal (Hy, ~40%), and at least two isotropic (I, ~20%) phases have been
identified. One | phase originates from lipids surrounding the lumenal enzyme
violaxanthin de-epoxidase (VDE). However, the structural and functional
significance of these non-bilayer structures in TMs remained elusive.

Our overall goal was to identify and characterize the structural entities in
plant TMs responsible for the 3!P-NMR-detectable non-bilayer lipid phases. We
used BBY membranes, simplified systems of laterally fused photosystem Il
membrane pairs, to study the role of | phase(s) in membrane fusion. We have
confirmed that, similar to TMs, wheat germ lipase (WGL) selectively targets the |
phase(s) and shown that WGL disassembles the extended membrane sheets without
affecting the structural and functional integrity of the photosynthetic apparatus. Our
data provide evidence, for the first time, for purely lipid-mediated membrane fusion
and implies the significance of | phase(s) in the self-assembly of the interwoven TM
network of plants.

Additionally, we ruled out the hypothesis that CURT1 protein in the highly
curved marginal region of TMs interacts with lipids forming an H; phase; we
identified isotropic 3'P-NMR bands in this region, which were sensitive to WGL.
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Our ongoing experiments, targeting the role of hydration state in the lipid
phase behavior using the chaotropic Hofmeister salt NaSCN, suggest that the Hy,
phase may originate from the association of lipids with ATP synthase subunit(s).

However, further experiments are required to reach solid conclusions.
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