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t tűztük ki, hogy megvizsgáljuk mi­

lyen szerepük van a lipoidóknak az élő rendszerekben, in 

vivo körülmények között lezajló fotoszintetikus folyamatok­

ban, Célunk kitűzésekor tisztában voltunk azzal a ténnyel,

Munkánk céljául

hogy élő rendszerek vizsgálata nagyon leszűkíti a kisérle-

alkalmazható számos olyan módszerti lehetőségeket;

(enzimes kezelés, teljes delipoidálás, magasabb hőmérsék­

letű mérések, stb.), melyek élettelen rendszerek esetén 

kózenfekvőek volnának. Ezenkívül - a vizsgálati objektu­

mok összetettsége miatt - nem használhattunk számos olyan 

fizikai-kémiai oljárúst sem, melyek közvetlen felvilágosí­

tást adtak volna a lipo leiekről, azok állapotáról. (Pl. gáz­

kromatográfiás vizsgálatokból könnyen lehet következtetni

mnyiségóre, azonban 

az analízishez egész sejteket nem lehet felhasználni; a 

sejtekből előbb ki kell vonnunk a zsírsavakat és csak a ki­

vonatot lehet gázkromatográfiás analízisnek alávetni.) Ezen 

okok miatt vizsgálatainkban aránylag egyszerű, kö 

módszert alkalmaztunk; Élő objektumokat bizonyos fokig li­

poid hiányossá tettünk azzal, hogy zsirsavszintézisét g&-

,jd nyomonkövettük, hogy a zsirsavhiány milyen vál­

tozást okoz a különböző fotoszintézis jeli 

sérleti munka elvégzéséhez célszerűnek látszott olyan ob­

jektum választása, amelynek életfolyamatai jól kézbentart­

hatóak és ellenőrizhetők, nagyszámú mérést tesz lehetővé,

a különböző zsírsavak minőségére és

'etett

toltuk,

lökben. A ki-
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fenntartása пей túlságosan bonyolult feladat, és várhatóan 

érzékenyen reagál a lipoid összetételben bekövetkező vál­

tozásra. Ezeket a követelményeket az egysejtű élőlények elé­

gítik ki leginkább, ezért rat is közülük választottuk vizs­

gálati alanyunkat, a Chlorella pyrenaidosat. A zsirsaVhi&ny 

előidézése szempontj&ból fontosnak tartottuk, hogy az a 

módszer, ahogyan a hiányt előidézzük specifikus legyen a 

llpoidotera, azaz a sejt többi koraponensőnok állapotát a le­

hető legkisebb mértékben változtassa meg. Ennek a feltétel­

nek egy zsirsavszintézist gátló antibiotikum, a cerulonin 

teljes mértékben eleget tett, igy munkánk során a zsírsav- 

hiány és ezzel a lipoidöeszetétel tsegváltoz tatásának ©lói- 

dézésére ezt a vegyületet használtuk föl.

Saját eredményeink leírása előtt szükségesnek látszil; 

két témakör rövid irodalmi áttekintése. Az első témakör 

azokat az isméretokét foglalja össze, melyek a C. pyrenoi- 

dosa algában előforduló lipoidokkal és azok fotoszintézis- 

beli szerepével foglalkoznak. A második témakör a eerulc- 

nin legfontosabb tulajdonságait tárgyalja. Mindkét terü­

let megismerése saját eredményeink helyes értelmezéséhez 

szükséges.
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I. LIPOID EK, ZSÍRSAV—BIOSZÍN TÉZIS ÉS АШАК SPECIFI­

KUS gátlása

1« A C, pyrenoidosa algában előforduló lipoidok és a li­

po jelek. szerepe a fotoszintézisben

asa. orendü növények kloroplasz-Aa algák lipoidjoi, a 

tiszainak lipoidjelhez hasonlóan nagyrészt felületaktív tu­

lajdonságokkal rendelkező molekulákból állnak, amelyok egy- 

aránt strukturális elemekként és az organellumok 

jakónt szerepelnek. (O&r a lipoidekhez tartoznak, a jelen

teroidek. Ennek elsősorban 

nnyiságben 

.uránok alko-

úmmikra uellőziietőnek éroz-

tebolit-

rectőben nem szerepelnek а 

az az oka, hogy a vegyül©tok Viszonylag kis 

vesznek részt a bennünket érdeklő plaszti

i

tásában , igy vizsgálatukat 

tűk.)

A fiatal alga sejtekben nagyon kevés tartalék zsír 

halmozódik fel, és a sejt lipoidjeinek nagy része a kloro- 

plasztisz.an található. A C. pyrenoido 

dúló lipoidok 3 csoportba sorolhatók} galaktolipoidők, 

foszfolipoidek és szulfolipoidek. E csoportok legfontosabb 

igoszláaulcat a C. pyrenoidosa sejtekben Benson

sejtekben olofor-

tagjait és

és Shiuuya (4) nyomán az 1. táblázat mutatja}
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Koncentráció (шмЦKomponensek neve
13ß-D-Galaktozil glieeroX

=Z-D-Galaktoall-( 1г^в$«е/М#-galaktozil 
ßliccrol

~-Sztslf o-°£-D-klnovopironozll ßlicerol 

Glicorofoszforll ßllcerol 

Glicorofoszforil kolin 

Glicorofoszfőri 1 iái о! no z L t о 1 

Glicorofoszforil ctanolamin 

G11 СОГоГO essfori 1 33or i n 

Glicerol

13
6,5
6
5
2
0,1
0,05
7

1, táblázat. A C pyronoidusában előforduló főbb lipoi- 
dek és koncentrációJak

Ilivel a lipoidek fizikai-kémiai tulajdonsága, élettani 

szerepe döntő mértékben attól függ, hogy bennük milyen ti- 

pusu zsírsavak fordulnak elő, ezért szükség van a C. pyre- 

noidosa sejtek zsírsava esze tó telének ismeretére is. Hichols 

és munkatársainak (5, 6) munkája alapján a minimál táptala­

jon nevelt Chlorella zsirsavüsszetótelo a következés

Mennyi eég [;«]Zsírsav

1290 
l4*0 
l4s2 
16 so 
16 sl 
16*2 
16 8 3 
1310 
13 ti 
Id 12 
13*3

nyomok -an
1,3
}>k24,5
7,9
5.2

nyomokban
2.3 
2,8

41,0
12,0

2. táblázat. Chlorella sejtek zsirsavüeszetétele
(A kettőspont előtt álló szám a zsírsav szénatomjainak 
számát, о kettőspont utáni szám a zsírsavban előfor­
duló kettős kötések számát jelenti.)
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NADPH0 és NADP: Nikotinamid-adonin-dinukleotid-foszfát 

~ redukált és oxidált formája
н=сЛз

1. ábra. A zsirsavszintézis biokémiai 
folyamatának vázlata
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Az alga sejtek zsirsavszintézise az élővilágban álta­

lánosa. előforduló utón, ши1 ticuz lae&ooplex segítségével 

megy vég^e (1. ábra) • Elindulási vegyülő took az acetil- 

-коenzim-A (Acetil-CoA) tekinthető, 

anyagcsere — elsősorban a citrái-eikltm - egyik központi 

toriad ke. Бя a vegyiilet a karotinoidok, kinonok, 

dók kiindulási vegyülote is, tío különböző biokémiai utak 

lehetővé teszik előfordulását

inte valamennyi molekula-fajtában« (Az 1« ábrán

ly az intermedier

teroi-

613 szervezetben оlefor­

dul 6,

feltüntetett biokémiai utak váa&atának rószletosobb kifej­

tése (1, 2)-ben található.)

Az egyes lipoid-fajták funkcionális 

lag keveset tudunk« Eloroplaszti 

gáláktóljpáz-onzlmes vizsgálatok alapján feltételezik (XI), 

hogy a galaktolipoidek szorosan körülveszik azokat a klo­

rofill molekula-aggregátumokat, amelyek az egyes fоtorend- 

r (PSI) reakció centrumokat alkotják« A galaktolipoi- 

detc enzimetikus hidrolízise csökkenti a PSI reakció ccnt- 

kra jellemző folyamatok hatékonyságát, melyet a reak­

ciócentrumok és az elektrontranszport lánc donor oldala 

közötti távolság növekedésével, vagy az elektrontranszport 

lánc tagjainak az optimálistól eltérő orientációjával lehet 

magyarázni« Borge1son és Barsukov fontos szerepet tulajdo­

nit a foszfolipoidek raemhránöeli aszimmetrikus elhelyezke­

désétiek (16). Fel tételezéseik szerint 

lyczkedésnek fontos szerepe lehet a

ropőröl arány-

trikus elhe—

mbránoк transzport
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folyamatainak szabályozásában, az enzimek aktivitásának 

biztosításában, a sejtek alakváltozásában és kemikáliák 

iránti érzékenyséffében.

Bensőn és munkatársai a lipoidek struktúraképp5 tulaj­

donságait vizsgálták (l3, l4). Feltételezik, hogy a Chlo­

rella sejtekben is nagy koncentrációban előforduló difosz- 

fatidil glicerolnak bipoláris tulajdonságánál fogva jelentős 

membrán stabilizáló szerepe van* A szuifolipoidek szerepe 

kevéssé felderített. Feltételezik (4), hogy ez a kompo­

nens a fotoszintetikus utón redukált szulfátok fő tarta­

lékaiként szerepel* Megfigyelték azt is, hogy a kénhiányos 

táptalajon nevelt algáknál a szulfolipoidek szuifoprotei- 

nek szintéziséhez is felhasználódhatnak (lő)* Shaw és mun­

katársai kimutatták, hogy a kloroplaszt membránok zsirsav- 

jainak 50-60%—a eltávolítható anélkül, hogy a PSI és a ket­

tes fotorendszer (PSII) közötti elektrontranszfer mértéke 

csökkene (9). Ennek ellenére a lipoideknek elsőrendű sze­

repet tulajdonitanak a fotoszintetikus apparátus normális 

szerveződésében* Fork és munkatársai (10, 12) Anacystie 

nidulans algán kimutatták, hogy a membrán-lipoidek fázis- 

állapota jellemző módon befolyásolja az alga fotoszinteti­

kus paramétereit, A lipoidek fázisátmenete megváltoztatja 

a klorofill—a molekulák fluoreszcencia hatásfokát, az elekt­

rontranszport reakciók aktivációs energiáját, a tilakoid 

membrán konformációs változásait és a PSI reakció-centru­

mának, a P'700-nak redukcióját. Abból a tényből, hogy a 

plasztokinon az elektrontranszport lánc leglipofilabb tag­

ja, azt a következtetést vonták le, hogy az elektron-
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transzport lánc tagjai közül a plasatoklnon а legérzéfce— 

vycbb а membrán—lipoldek állapotára«

A fentieket összegezve elmondhatjuk, hogy a különböző

Xipo.ldok jelöniét© föltétlenül szükséges a fotoszintézis 

normális lefolyásához, Mа még azonban kevéssé 1 rt, hogy

tai Is az egyes llpoid-fajták konkrét szerepe a folyamat­

ban«

2« A zs'-raav- . toszlntóais gátlására f elhasznált coral<»frfta
jellemzése

A Cepbaloeporium eacrulans gomba által termelt ccru- 

tlblotitcamot 19бО-Ьшз fedezték f©l liata és munka­

társai (17)» A vegyül©t kémiai elnevezése (38), (3R) 2,3- 

poxi-4woxo-7,io-dodckadi©noi 1 amid, (ccrulenin), 

ti képloto a következő (lö) s

ionin

icrkoae-

C1Ä7°3N
и и

■ ■
ä c / IItiПCH2 cо

A ccrulenin szobahőmérsékleten szilárd halmwálIapotu, klo­

roformján, szén te tr akloridban, benzolban és más s3©x*vcs 

oldószerekben Jól, vizeen gyengébben oldódó vegyül©t. Bio­

lógiai hatását tekintve ismert, hogy a ccrulenin meggátol­

ja számos jaktériШ& és gomba törzs növekedését (19-21)« A

már igen részletesen felderített. Abbólhatásuociianlvsiaus
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jelentősen revcrtál-a tényből, hogy a cerulenin iiaiá 

ható különböző lipoi.dekitel - elsősorban zsírsavakkal - azt 

a következtetést vonták le, hogy a cerulenin hatása a li­

po ide к szintézisével kapcsolatos (22-24). Az 1970-es évek

tázni a hatás pontos, molekuláris 

nizmusát is; eszerint a cerulenin a /З-katoacil-acll carrier 

intetdz (1. 1. ábra) működését gátolja. A 

leni» kovalens kötéssel kapcsolódik az enzimhez, ißy ha­

tása irreverzibilis (25)* A hatás nagymértékben specifi-

elején sikerült ti cha-

proteln

kus, bár többen kimutatták, hogy a cerulenin képes egyéb

lyek katalizáló enzimjeiolyan reakciók gátlására is, 

konnziu-A származékot a t használnak azubsztrátként (2Ő-23).

Kiderült, hocy oz a másodlagos gátlás szintén egy enzim-

tilglutaril koonzio-A заintоlázzal 

ita a szteroldcfc, kinonok, barotinói­

dé к bioszintézisének ogyik kezdeti reakcióját katalizál­

ja (1. 1. ábra). Lényeges azonban ciogjogyozni, hogy ez 

tóbbi folyamat gátlásához legalább 25-szűr nagyobb coru- 

lcnia koncentráció kell, mint amennyi a zsirsavszintézis 

teljes gátlásához elegendő (23).

3ár a magasabbrendü organizmusokra a cerulenin пош 

toxikus, ez nos jelenti azt, hogy ne lehetne Гelhasználni 

mint biokémiai eszközt annak érdekéjen, hogy Magasabb* 

rendUekben is tisztázzák egyes élőtfolyо*лаtoknak a lipoi- 

dokkol való kapcsolatát. Eddig - talán a kísérletek 

kézsége miatt - aránylag kevés adat áll rendelközösünkre 

a fotoszintetizáló szervezetek és a cerulenin-hatás kap-

mol, a /3—hidroxi—/3—

kapcsolatos. Ez
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csőlátóról. Ismeretes, hogy a oeralenis képes hatókonyau 

gátolni a zsírsavszintézist a kétszikű oboeeziu káposzta 

levelébe» (29) és a burgonya gumójában is* Ez utóobiba» 

képes meggátolni az u.a. sabzéei légzést és a cianid 

aisztons légzés kialakulását is (30)*

II* NORMÁLIS ÉS JLIPOID—1 l JANYOS CHLORELLA KULTÚRÁK 

TULAJDOSSÁGAINAK ÖSSZEHASONLÍTÁSA

1* Kormán з és llpold—h.lányos szinkron:)záit Ciliére 1.1a

kultúrák szaporodása

Ismeretes, hogy a mikróságánizmusok életük ©őrá» ogy 

növekedési-fojlíídéei cikluson mennek át, amely ciklus 

megszületésükkel kezdődik és szaporodásukkal fejeződik 

be. Közben az élőlények különböző állapotokon mennek ke­

resztül, moly állapotokban tulajdonságaik nagymértéliben 

külön! űzhetnek. Természetes körülmények között a mikroor­

ganizmus populációkban teljesen vélotlenszerű, hogy agy 

kiválasztott ©gyedet milyen fejlődési stádiumban találunk, 

azaz a sejtek usás-más fejlődési stádiumba» vannak. Egy 

ilyen heterogén populációval végzett kísérlet eseté ©n 

fennáll az a veszély, hogy a kapott eredmények rosszul 

reprodukálhatók, mivel maga a populáció is állandóan vál­

tozik. Bizonyos módszerekkel azonban elérhető, hogy egy 

áopuláció minden egyede nagy valósainüséccel ugyanabban
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Q fejlődési stádiumban legyen, aaaz a tenyészet aainkro» 

ni a; ált legyen,

Fotoss.lutetizáló sejtéit esetében a 

legegyszerűbb jaódsaere a fény - sötét viszonyok megfele­

lő, ritmikus változtatása (31)• Egy fény-sütőt periódus 

alatt a sejtek a kővetkező állapoton mennek korosától (32)*

inkronizáció

D: sötét 
L: fény

1

'

’• *

2, ábra, Chlorella sejtek életciklusának 
ábrázolása
(A fehér nyilak fénytől függő folyasatokat, a
fekete nyilak fénytől független átalakulási lé­
péseket jelentenek, )

tikus
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Az egyes állapotok jellemzői a következők;

Dn sejtek (születő D jtek}I Az L anyasejtekből újonnan 

(sötótben) keletkezett eejtek. Sötétben
tartva nea képesek osztódni.

Dq sejtek (aktiv D sejtek); Fotoszintetikus aktivitásukat
jtek, a Dn sejtek» 

к létre.
Sötétben tartva ncn kéjesek osztódni.

tekintve a legaktívabb
bői megvilágítás hatására jü

L ~L sejtakt A D és L közötti átmeneti állapot. Sutét: er,
képesek sejtosztódásra.

sejtek (éretlen L sejtek)t Méretük nagyobb mint a D 

sejteké, de raég 

ahhoz, hogy sötétben tartva osztódjanak.

L0 sejtek (félig érett L sejtek)! Sötétben tartva ké­
pesek sejtosztódásra, azonban sejtosztó­
dása?*: noa tökéletes.

L^ sajtok (érett L so jtek) i Sötétben tartva tökéletes
sejtosztódásra képesek.

Ьц fojtok (teljesen érott L sejtek)t Közvetlenül a sejt­
osztódás előtti állapotban levő sejtek.

tartva

kellőképpen nagyok

A szinkronizáció mértékét jelentősen befolyásolhat­

ják a külső tényezők, - elsősorban a fényintenzitás, hő­

mérséklet, oxigénnel és C0o-tíal való ellátottság -, ezért 

lényeges о paraméterek megfelelő stabilizáld' , illetve

ellenőrzése. Munkánk során а C. nyrenoidosa Emerson tör­

zsének* szinkronizáld 16*8 órás fény-sötét ciklust hasz­

náltunk. A fényintenzitás 10 W/m2, a hőmérséklet a4°C volt.

*A C. pyronoidosa Emerson törzset prof. J. Lavóréitól (Gif- 
-Sur-Yvetto, Franciaország) kaptuk.
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Táptalajként kezdetben Tamiyа-féle táptalajt (33) hasz­
náltunk, később áttértünk a kereskedelemben kapható 

MUXAJL növényi tápoldat 0,2 Д-os oldatára. (A két tápol­
dat an kapott növekedés mértéke között különbség nem volt.) 

A tényé tokét állandóan levegővel, vagy 4Д-os CO^-ot tar­
talmazó levegővel átáramoltattűk és mágneses kevorovei 
kevertük. A tenyészet se jt szúrná jan 24 óra alatt bekövet­

kező változást a követkézé á ra mutatja;

bejtszám.107
ml

7.00*
*.

Г
1.75 ■

'

1.50 ■

1,25 ■

1.00

0175 • жX ж ■w чгж X
sötétfény

0.50 A> m♦♦ ♦ ♦♦
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

idö(óra)---- *

3. á га. C. pyronoidcaa szinkron tenyészetek sej tsz ária
egy fény-sötét periódus alatt

A szinkron1záció számszerű jellemzéséhez probit analízist 

végeztünk (34). Az adott sejtszámok százalékos gyakori­
ságát probit értékekre transzformáltuk, és özeket az érté­
keket as idő függvényében ábrázoltuk (4, ábra).
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Probit értékek
7.50 • >

=0,88 óra

x0= 18,5 óra

1=0,061
ло

X

5.00 • -

2.50 ' *
44-44 4

16 18 ^=18.5 1917 20 21

idö(óra)—-

4. ára. C. pyrenoidusa szinkron tenyészetőneк probit 

értékei a kultúra korának függvényében

abszcisszán egyszerűenA sejtosztódás főidejét

megkaphatjuk, ha meghatározzuk a pro.it s 5,0-hdz tartozó 

esetünkben lő,5 órának adódott. A standard deviá­

ció, a meredekség reciproka a sejtek korának a populáción 

lására jellemző. Esetünkben ennek értéke l,l4 

óra. A standard deviáció és a sejtosztódás főideje öu-

inkronízáció jeli

időt.

belüli elő

íésére, 

u.n, variációs koof-

elecendőek a

szokás viszont a kettő hányadosát, 

fieienst felhasználni a szlnkronizáció mértékének leirásá-

0,Ó6l—nek adódott.ra. Esctttnkb'

A,
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Kísérleteink során a ecrulenlnt* taindig néhány - rend­
szerint 3 - érával a fényperJ ódus l>ekepesölása után adtuk 

a kultúrákhoz. Ekkor a sejtok M»# a D - L^ stádiumban 

voltak, mindenesetre non érték ©1 áss I*2 stádiumot (35)* 

Abban az őseiben, ha ass ilyen stádiumban levő kultúrákhoz 

cerulonint adtunk, a tenyészetben 

porоdúst (3. ábra).

- 16 -

í

'
t

i'

i -

10
Sejtszdm.lQ7

ml

8

Kezeletlen
kultúra6

4.

22,5 jjM 
cerulenin Kezelt kultúraI2 ■

fény sötét f. f.s. s.0 +
0 16 24 40 48 64 72

idó(óra)—-

5. ábra. Kezeletlen éa 22,5 лМ oerulcnitmel 
keséit C. pyrenoldósa kultúrák
porotíási görbéje - *

4N
-

**A cerulenin ©£jy részét prof. S, Gmurától (Tokyo, Ja*$án), 
más részét a MAKOR Chemicals LTD—tői kaptuk. A.

íl9A*
V
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A ceruleninnek a sejtosztódásra gyakorolt gátló hatása 

koncentrációtól f*ügg6. A következő á> >ra a 72 órás

se jtfcral túrák sojfcszámát matatja a cerule—C. pyrouoido 

»x» koncentráció függvényében:

Sejt szám.Ю7
4X> ml

3.00

200

1.00-

«
♦+* *****

2Q0 250 3Q0 350 4Q0 450 500
c(pM)—-

0 50 Ю0 150

6. ábra. 72 órán át különböző koncentrációjú cerul
ninncl közeit C. pyronoidtsa aejtszáma a
ccrulenin koncontráció függvényében

A 6. d ,ráról láthatjuk, hogy a sejtosztódás gátlása 

22|5 /М koncentrációnál teljesnek mondható} nagyobb ct-

rulcnin koncentráció alkalmazása a sejtosztódás gátlá­

sához föl. slcgcs. Ennélfogva tóvá ibl vizsg&laiáinkhoz 

22,3 /Л oerulenin ?:onect»trációt használtunk. A ő. ábrán 

látható dózis-hatás görbe adataival grafikus sjódszorrel 

(3ö) meghatároztuk a konceutráclófüggősre jeli 

50 #-os cltopatógán dózist (CPO^). Ez 2,5 yuNUosk adódott.

O u.n.
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Érdemes megjegyezni. t hegy a cerulonlnnek a sejtő 

tudásra gyakorolt gátló haiá jelentős mértékben kivéd­

hető, ha a táptalaj megfelelő zsírsavat tartalma* (38).

Est a Itatási mi Is észleltük]

cerulenlnt tartalmazó tenyészeteidhez 100-100 yug/ol sztea-

t és linolónsavat adtunk

ilkor a 22,5 - 22,5

rinsavat, olajsavat, linói

só formájában, a következő eredményt kaptuktkáli

ГA azapero
mértéke

Minta

Kontroll 
Ceruleuin 

Sztearinsav 

Olejsav 

Linóisav 

Linolóueav

100
0
33
53
59
52

3* táblázat. Külsőleg adagolt zsírsavak hatása 
a ?2 órán át 22,5Cßmleniunel 
kezelt C* pyrenoidosa tenyészetek 
szaporodására

A táblázat alapján elmondható, hogy a cerule&innel ke­

zelt sejtek elsősorban az olaj- és linóisavat képesek 

felhasználni sejtosztódásukhoz az eacogén zsírsavak kö­

zül, (Meg kell említenünk, hogy 

széleskörű vizsgálati lehetőséget biztosit, ugyanis lehető­

vé teszi különböző tipusu és tulajdonságú zsírsavak beépí­

tését a membránokba, és az Így rekonstruált rendszerek

en eljárás további

tanulmányozása tóvá >bi adatokat szolgáltatbat a különböző

•ránok kapcsolatáról,)életfolyamatok és a bi



с. 23«ООО-szere8 nagyítás D. 77.ООО-szeres nagyítás

7« ábra. Kezeletlen (A, B) ás 72 órán át 22,5 /яМ eerulsnimml kezelt (C, D)
C. pyrenoidosa sejtek: elektronmikroszkópos képe

(Módszer: (37))
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Essek után felmerülhet a kérdés, hogy a ceruleninnel 

kezelt kultúrák szaporodásának elmaradása mellett meg- 

figyelhetŐ-e valamilyen szerkezeti és funkcionális el­

változás a sejtekben* A következőkben ezek vizsgálatára 

térünk át.

2. A lipoidhiány befolyása a Chlorella sejtek

szerkezetére

a) Normális és lipoid-hiányos sejtek ultrastrukturája

A C. pyrenoidosa felépítése leginkább nyomonkövethető 

elektronmikroszkópos vizsgálatokkal (371 S4). A normális 

sejtek legjellegzetesebb sejtalkotója az u.n. pirenoid 

szemcse, melyet kettős membrán szel ketté (7* ábra А, В 

felvételei). Jól elkülöníthető a sejtfal és a sejtmag is.

A kloroplasztisz lamelláris szerkezetű, ellaposodott 

vesiculumokból épül fel. A vesiculumok membránjai épek, 

közel párhuzamos lefutásnak. Ezzel szemben jelentős 

változás figyelhető meg a ceruleninnel kezelt sejtek ese­

tében. A 7. ábra C és D képei olyan C« pyrenoidosa sej­

teket mutatnak, melyeket 72 órán át 22,5 /лМ cerulenin­

nel kezeltünk. Ж kezelt sejtekre jellemző, hogy a sejt­

fal és a citoplazma elválik egymástól (a sejt pl 

zál), a pirenoid szemcse kisebb darabokra esik szét. A ke­

zeletlen sejteknél látott rendezett plasztisz membránok 

a kezeiteknél ,,összekuszál6dnakn, hullámossá válnak. Meg-

loli—
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Joey »end О caóc» hogy о aejtek OsC^-dal e kontrolinál ke» 

vósié nfcsthetőkw (a képek kővé ebé kontresztosak).

Statisztikát végeztünk arra vonatkozóan, hogy ezek 

a változások mennyire jellemzők a cerulenin kezelésre.

jteket 4 csoportra о 

jteket soroltuk,

épek ős OsC^-dal jó kontrasztot adnak (pl. 7. á ra 

A ós В képei). A második csoportba azokat a

Statisztikánk on a tottűkt Az

lyek tel»elво csoportba azokat a

je

jteket

lyek bér ép szerkezetűek, viszont OsG^-dal ke- 

vós 6 jó kontrasztot mutatnak (pl. 3. ábra A képe). (Fel­

tehetőleg ezek a sejtek idősek, későbbi sejtosztódásra taár

го 1 tűk,

képesek.) A harmadik csoportba a tönkrement, elhalt 

jteket, ill. maradványaikat soroltuk (3. & ra B. kép). 

A negyedik csoportba azokat a sejteket soroltuk, 

a cerulenin»keze ló.

lyek 

1Iával ósjeli

feloldódott pirenoid rögükkel rendelkeznek (pl. 7. ábra

5 fellazított li

C és D képei). A 72 órás tényé 

künk eredményeit a következő tálázat

teken végzett etetiazti-

tatJas

kontroll 22,5 yUí-3 cerulenin
Csoport M Иsejtszám sejtszán

74,2
16,5

6211.
1332.

1163* 77 9,3 17,9
32,14. 531

4. MM }ázat. Kezeletlen és 72 érén ét 22,5 мШ eoruls» 
nlnnél kezelt C. pyrenoidosa tényé

összetétele
tek
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B. 23.000-szeres nagyítás

8. á!-ra. Idő© és elhalt sejtek elelctronmik.-
rószkúpos kő;»« (A, ill, В kép)
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A statisztikából kitűnik, hogy a populációk ©léggé homo­

génnek mondhatók: a kezeletlen tenyészet sejtjeinek kb. 

90 %-a szerkezetileg ép, mig a ceruleninnel kezelt kul­

túra sejtjeinek több mint 80 $-a a kezelésre jellemző 

elváltozást mutat.

b) A lipoidhiány befolyása a plasztisz membránok mole­

kuláris rendezettségére

A fentiekben tárgyalt szupramolekuláris szintű vizs­

gálatokon kivül szükségesnek látszott olyan kísérletek 

végrehajtása is, amelyek arra adnak választ, hogy a ceru- 

lenin-kezelés hogyan befolyásolja a plasztisz—membránok 

molekuláris rendezettségét. Ennek feltárására az elektron­

spin-rezonancia spektroszkópiai (ESR) mérőmódszer, ezen 

belül is a spin-nyomjelzési technika tűnt a legmegfelelőbb­

nek, elsősorban kellő érzékenysége miatt. Egy másik elő­

nye is volt számunkra e módszernek, ugyanis a kísérletek­

hez olyan spinjelzett vegyületeket használhattunk, me­

lyek szerkezetileg igen közel álltak a zsírsavakhoz, 

igy várhatóan a többi zsírsavakhoz hasonló módon épülnek 

be a membránba, miáltal ESR-spektroszkópiai viselkedé­

sükkel a "természetes" zsírsavak környezetét tükrözik. Kí­

sérleteinkhez metil-5-doxilsztearátot (M-5-DS)* használ­

tunk. A következő ábra a kloroformban oldott M-5-DS ESR- 

-jelét mutatja:

Az M-5-DS-t K. Gwozdzinskitől (Lodz, Lengyelország) kaptuk.
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♦ * ♦♦ ♦♦ ♦ ♦
3400 3420 3440 34803460

H(G)—►

9* ábra* A kloroform an oldott metil—3*-eo:s::llQ2:teardt 
ESR jele (oiső differenciálhányados gör e) 

(Műszer: JBOL-s-Tektrouiétor. Hőmérséklet kb. 20°C)
■fc

Jelentős változás következik >0 az LSR-jelben akkor, ka 

az M»5»DS»t 1 tűi koncentrációban C. pyronoidosa sejtek» 

Iiez adjuk (10. á *ra, "a" g?’r o).
v ■,

A jelek alakja 61 szemikvantitatív következtetése» 

kot vonhatunk le arra vonatkozóan, hogy a spinjelzett 

molekula milyen fluid!t&au környezetben van, ill* a zsir» 

savláno mermyiro flexibilis (69) * A zsirsavlánc mozgékony» 

sálának jellemzésére » az A/C, D/C hányadosok mellett • 

az í> u*n. rendezettségl paramétert szokás megadni (§0).

A rendezettség! paraméter a kivetkező módon számolható ki*

3«u - Tí \
XA (2 - i), \s se *. - T-i I

V.
\

b
.
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UMi 4603400 34403420

май

10. ü ra. ’?eti1-3-cbx- ileatcarát spin nyomJelaJ ESU
зс(.':,лшм keaeletlen (na°) 4« 72 órán 4t 22,5 >ull 
ccruletrinnel koaclt (»b«) C. pyrcuoido 

on (Mérúel kíJrültaényokI 1. 9. 6’ ránál)
sejtek»

ahol T* és ^
4« Tl pedle л tökéletesen orientált spinjeidett

ío 4Пегн1бк, (T„
tl tengelye

о tőrről nárbusaaos, ml© Tj_

ESR jelek öl leolvasható parsáéterek,

Tu

lekülarctiűsaordav jeli

lekui&kra JellouaíS, 

aasolt

tengelye a tői

lyek hoe »1 kai-

lyek»

merőleges.) ЩцфШШ e ее tőr, T„ értéke

A/C 4« D/C arányokét,
S pereméiért a követkéz3 ered-

9I#Ü| Tx pedig 5»3G* Ké ezve
valamint «юсhatározva 

ményt kaptuk*
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А/С D/CС. pyrenoidosa S

0,218 0,115 0,548Kontroll
Ceruleninnel
kezelt 0,233 0,092 0,576

5. táblázat. Metil-5-doxilsztearát ESR spekt­
rumának jellemzői kezeletlen ás 
72 órán át 22,5 /-*M ceruleninnel 
kezelt C. pyrenoidosa sejteknél

A spektrumok és a táblázat adatainak hasonlósága a- 

lapján úgy tűnik, hogy a cerulenin nem befolyásolja lé­

nyegesen a beépülő spinjelzett zsirsav molekulák mik— 

rokörnyezetét. Ez többféleképpen magyarázható. Feltéte­

lezhető pl

lajdoneáguak - a spinjelzett molekulák nem tudnak beépül­

ni a membránok lipoid fázisába, hanem a citoplazma-kol- 

loidokban oszlanak meg. Ezt oly módon igyekeztünk kikü­

szöbölni, hogy az ESR spektrumokat Na-aszkorbát jelen­

létében vettük fel. A Na-aszkorbát hidrofil vegyület, 

amely redukáló tulajdonsága révén a spinjelzett molekulák 

szabad gyökeit megszünteti. Azok a molekulák azonban, 

melyek hidrofób környezetben - pl. a membránok lipoid 

fázisában - vannak, a redukciótól védettek. A másik 

elképzelés szerint a plasztisz membránok egyes részein 

olyan pontok találhatók, melyekről a lipoidek - zsírsa­

vak - könnyen kioldhatók, mig a visszamaradó meiabeánfrag- 

mentumok gyakorlatilag megtartják eredeti szerkezetüket, 

így a ceruleninnel kezelt algák membránjába beépülő spin-

hogy - bár a zsírsavak erősen hidrofób tu—• #
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jelzett Molekulák praktikusan ugyanabba a laikrokíimyezet- 

e kerülnek, mint a kezeletlen sejtefmél. (Az exogén 

zsírsavak beépülésének tanulmányozásához további - elao- 

sorban autoratíiográflás — vizasálatokat tervezünk elvé- 

geiai. Rémüljük, hogy о vizsgálatok alsóján megadható lesz 

az ESR jelek pontosabb magyarázata is*)

Az alábbiakban a fotoszintézissel szorosabb kapcso­

lat ban levő jelleazoíc tárgyalására térünk át.

c) Hormalis ás llpoid-hláayos sejtek pigaentrondszere

Mint ismeretes, a fotoszintetizálé szervezetekben a 

fényenergiát különböző pigmentek gyűjtik össze és juttat­

ják el a to teszisztémák reakciócontrumáig, A C, pyrenoi- 

dosa. an - ü&soolóau más zöld algákhoz - klorofill-a, 

klorof ill-'o, l-karotiu és /3—'carotin fordul ©lő legnagyobb 

nnyiségi en, de kisebb 

böző xantofillek is (39)* Minthogy a fotoszintetikus ener- 

gioátalakitás a fényenergia elnyelésével kezdődik, ezért

által, ha

vizsgáljuk a fényelnyelő molekulák abszorpciós tulajdon­

ságait, Az alga sejtekben levő pigmentek fényelnyelő 

játságait vizsgálhatjuk olymódon, hogy extraháljuk azo­

kat & sejtekből, szerves oldószerbe • pl, dietil-éterbe - 

visszük át ős felvesszük az abszorpciós spektrumát, A 

C, pyrenoidosa ól kivont pigmentek dietii-éteres oldata a 

következő abszorpciós spekt

piryiségben előfordulnak külön-

c kezdeti lépésről információt nyerhetünk

t adta*
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Kórdós, hogy a cerulenin-kezelés befolyásol ji 

pigmentösszetótelét. A kivetkező ábra a 72 órán át 22,5 /41 

ceruleninnel kezelt alga kultúrákból nyert, diatilsáterben 

oldott pigment extraktura abszorpciós spektrumét ábrázolja:

Jt

c
_S 2.0 /

Id> / Icn /'<D I/1Л I>. У \cn \Ф
>

>% 1,0« \
4

N
\'O \о \CL \

О
N' (Л
-О
< 0 ♦ ♦

410 450 500 600
A(nm)——

12, á ra* Kezeletlen ós 72 órán át 22,5 /41 cerul 
ninnel ke;zclt ( — — — ) C* pyrenoidosa 
dietil-óter en oldott pigmentjelnek ab­
szorpciós spektruma
(Mórósi körülmények: 1, 11* ábránál)

A 12* ábráról leolvasható, hogy a cerulenin-kezelés n 

okozott drasztikus változást az extraktum abszorpciós 

spektrumában* JelontSseöu tcülön sóg csak a rövidebb hul­

lámhosszú tartományban - 480 

A már említett töb' hullámhossz módszerrel meghatározva a 

piguentösszctételt a következő eredményt kaptuk:

körül - figyelhető meg.

■
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5*^3 nmol/10 át, sejt 

1,76 

2,31

Klorof 111 «*£i 
Klorofill—b 

Karótinóid
Klóról' ill-a/kl o-
rof í .11—' 3,08
■Kl orof 111-04- kloref 1.11 ■».'.*

3,11karótinóid

7. t&iilámt« A 72 órán át £2,5/лМ cerulauimicl 
kutsait C« ружчшоidőst* sejtek pig~ 
mciití toibzc tó telő

A 6, és 7. tá * lássa t egybevetésé 31 látható, hogy Joli 

ssőab eltérés • mégpedig eSvtkm?6e - tsutafcfctailf a cerulealn- 

tel kesselt eejtek karotJcoití tartalmában a kezeletlen kost«» 

rollhfSB képest.

tí) A lipeidhiáirp1 befolyáaa a klorofillek in vivő

állapotaira

Míg az oldatokc a szőrt a! ezer pólós 

seri en a yigutnt Sözotételcrc tudunk következtetni, addig 

alga sejtékor» mért in vívó abszorpcióé salnkéoek *51 kö­

vetkeztet».!* tehet e pigmentek wem .ránbeli állapotára is. 

Éppen az in vitro óe in vív© ezir képek Б eszeve tó só <51 i 

mert, hogy a festék molekulák: e plasatiss moss.rátmkhatj 

Jórészt külön? »z?5 nnszoe.» átuaolc, kompiénak formájában 

ttk Jelen (4l.), Minthogy az aaeeocIátüzet képzésé'on a 

síirenv molekuláit is ró еж tve őznek (4í), ezért logikusnak

Inképctk 51 also«*
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tikit az az elgondolás, hogy a zsirsavliiányoe sejtek in 

vivo abszorpciós spektruüá an élt 'rést kell tapasztalnunk 

a normális sejtek spektrumához képest. Mérésünk során 

azon an ©zt a különbséget nem tudtuk kimutatni! a ecrule- 

ninnel kezelt és kezeletlen alga kultúrák abszorpciós

- a vörös tartomány tan — gyakorlatilag megegye-spekt 

zett (13* ábra).

i
n

I ^4!VS %>
1£
Iм-
i

о
500410 450 550 750600 650 700

A(nm)—■

13. ábra. Kezeletlen és ?2 órán át 22,5 /41 eerule-
ninnel kezelt (— - -) C. oyrenoidoea tényé-

letek abszorpciós spektruma
(Módszer:SzF-13 integráló gömbös spektrofo­
tométer. Hőmérsékleti kb. 20uc, 1
küvetta, 0,330 extinkció 682 nm-nél)

'S

Feltételeztük, hogy a pigment asszociálnunk .an a ke­

zelést követő változás sokkal Finomabb annál, semhogy egész
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erednek) mivel a gerjesztett klorofill—b molekulákról kló— 

rofill-a molekulákra történő energiaátadás - még 77°K-on 

is - igen hatékony (43). Az egyes sávokat különböző klo- 

rofill-a formákkal azonosítják. Az egyes klorofill formák 

pigment asszodátumoknak tilakoid membránnal való integ­

rálódását jelentik (44).

Mig az abszorpciós spektroszkópiai vizsgálatokkal nem

:> .

Г\<b
n %#I \I
9 %Im 3.0- II

IS' I t
I Л-> I AIS> лI-b ,\

I %
«о 2.0« * t. \

it %N %Ci

Ä \
£ %

t9 t
í / \ \ \\
N IO /
<4

1. о í3c

0
700680 760720 740

Mnm)——
4

15* á ra. Kezeletlen és 72 órán át 22,5 cerule-
ninnel kezelt C. pyrenoidosa sejtek 77°K-on 
mért fluoreszcencia spektruma. A spektrumok 
egységnyi területre normáltak 
(Mérési körülmények} 1. l4. ábra) /
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tapasztaltunk jellemző változást a cerulenin-kezelés ha­

tására, addig a taélyhoniérsékletti spektrofluorimetriai Elé­

rések alapján kitűnt, hogy a kezelés befolyásolja a klo­

rofill formák kialakulását. A 72 érán át 22,5 yuM cerule- 

nin jelenlétében nevelt alga sejtek mélyhőraérsékletü fluo­

reszcencia spektrumában a hosszabb hullámhosszú - F 72*1 - 

sáv intenzivebbé vált (15. ábra). Páronként képezve a 3 

sáv intenzitásának hányadosát, a következő eredményt kap­

juk*

Kontroll*

F 724/F 687=1,62 F 700/F 687*0,80 F 724/F 700*2,03

Ceruleniness

F 724/F 687*3,60 F 700/F 687*1,11 F 724/F 700*3,24

Kontroll(k) j 
Cerulenlnes(c)

F. 724/F 724=0,89 F. 700/F 700*1,31 F. 687/F 687*1,95Kp КС КС'

A pigmentaiializis alapján kitUnt, hogy a cerulenin h 

tására figyelemreméltó növekedés tapasztalható a sejtek 

korotinoid tartalmában. Ez alapján felmerülhet a gyanú, 

hogy a hosszabb hullámhosszú forma fluoreszcenciájának in­

tenzivebbé válása esetleg a karotinoidokról való hatékonyabb 

energiáétadás következménye. Ennek ellenőrzésére célszerű­

nek látszott meghatározni a hosszú hullámú komponens fluo­

reszcencia gerjesztési színképét. A 16. ábra a kezeletlen 

és a eeruleninnel kezelt C. pyrenoidosa sejtek 77°K-on mért
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fluoreszcencia gerjesztési színképét mutatja«

700600500400
Mnm)—-

lő. ábra. Kezeletlen és 72 órán ét 22,5/xM ccrulcnitmel 
kezelt (- m ~) C. pyrenoidcsa sejtek 77°K-on 
mért fluoreszcencia gerjesztési színképe 

(Műszer« Perkin-Elmer MPF-44A spektrofluoriméter) 
(Megfigyelés: 730 am)

Az ábráról látható, hogy jelentős különbség a spektrumok 

között elsősorban a klorofill-a molekulákra jellemző 435 nm 

körüli tartományban van, nincs viszont eltérés a karóti-

по idő kr a jellemző 500 nm körüli régióban. Ez alapján el­

mondható, hogy a eeruXcnIn-kezelés hatására a klorofill-a
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molekulák közötti onergiaátadá© változik uegj пега tapasz­

talható viszont eltérés a karótinóidókról о klorofJ11—a 

molekulákra történő energiaátadáe*an, Ebből arra követ­

keztethetünk, hogy a kezeié© hatására megjelenő karotinoid 

többletnek elsosor' an ©trukturális szerepe van, a fotoezin- 

tézis folyamatát a karotinoid többlet nem befolyásolja 

lényegesen.

3, A lipoitihiány bofoly&sa a Chlorella fotoszin­

tetikus működésére

Az eddig tárgyalt paraméterek elsősorban a fotoszin­

tézis strukturális oldalát vizsgálták, A követkéz éleken né­

hány olyan jellemzőt kívántaik i

kapcsolatbon vannak a fotoszintézis funkciójával.

lyok közelebbirtetni,

a) A klorofill komplexek prlraér f óny rtakclójának

kinetikája normális és lipoidhiányos sejteknél

Elsőként о jelenségek közül a C. pyrenoidoea fluo­

reszcencia indukcióját tárgyaljuk, (A jelenséget 1931-bon 

Q, Kauteky fedezte fel, ezért ezt 

nak is nevezni,) Az effoktu© lényege az, hogy ha sötéthez 

adaptált fotoszintetizáló rendszereket állandó megvilá­

gításnak teszünk ki, akkor a membránokba ágyazott klorofill-a 

molekulák fluoreszcencia intenzitása kezdetben jelentősen 

emelkedik, majd csökken, és egy bizonyos idő elteltével ál-

lokds Kauteky-effoktus-
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Az indukciós gür^o egyes szakaszait Lavóréi (45) nyomán 

©§? ée IS betűkkel jelöltük; az О a kezdeti, a P a 

lis, az S j>edAg a fluoreszcencia stacionárius szintjét j. 

lenti* (Éx'doaoö megemlitsni, begy az 0-P szakasz között 

Govlndjco és munkatársai kimutattak egy visszahajtást is, 

melyet X-D-vel jelöltek (46-4d). E visszahajtást mi a 

mérések nagy többségében nem tapasztaltuk, ezért tipikus 

görtónok a 17« ábrán látható görbét Tógádtűk el, amely 

több szerző által leírtakhoz hasonló (44, 45, 82),)

Az indukció tanulmányozására számos modellt állítottak 

Tol (45, 48-52), ezek közül az egyik legegyszerűbbet i 

mentetjük Lavóréi (45) nyomán* flint a 17* á-rán látható,

tható s egy konstans s nagy­

ságú komponensre és egy változó részre, molynak nagysága 

p* Ez utóbbi komponens kloroTill molekuláktól ered, és tü!s— 

rözi о molekulák indukciós periódus alatti változásait* 

lebbrőlI a klorofill molekulák, egyrósze olyan Chip 

komplexet alkot, melyek fluoreszkálna’:, de nem fotoakti- 

vak, a p tulajdonképpen ezek relativ koncentrációját jelen­

ti, A kép teljessé tételéhez még 2 komplexet kell feliét©—

a fluoreszcencia 2 fő részre о

K«

leznünks egy пеш-fluoreszkáló fotoaktiv ChlO ás egy

* Б három for--fluoreszkáló, nem-fetoaktiv €h£S

a következő sorrendben jelenik mag i Megvilágítás előtt 

a komplexek mindegyike ChlO állapotban van. A Tény bekap­

csolása után a ChlO fotokémiai utón ChlP-vé alakul és ez
1kohódéért*felelős a fluoreszcencia gyors 0-P 

A következő P-S átmenet lényegében egy termikus bimole- 

kuláris folyamat, amely során a ChiP ogy X* anyaggal ro-

a f o:
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pasztalható-e eltérés a P-S szakaszban is, azaz külonbözik-e 

a k2 reakciósebesség! állatidé a kezelt és a nem-kezeit 

sejteknél. Az indukciós görbe eredeti alakjából ez nem 

állapítható meg egyértelműen, ezért célszerű a görbét 

egyszerűbb Tormára hozni. Erre Lavóréi (45) a p következő 

formula szerinti linearizálását javasolja!

Í s A + Bt ,P

ahol A és В állandók, t pedig az idő. E formula azonban 

csak a P-S fázis utolsó szakaszát irja le kielégitően, 

ezért mi ehelyett - Láng és munkatársaihoz (53) hasonlóan - 

a következő formulával dolgoztunk!

lg p se -kt + a

А к paraméter megadja az egyenes lehajlásának mértékét, mig 

az "a" az egyenes kezdeti értékét mutatja. A 19. áura a 

tenyészetek indukciós görbéjének lgp értékeit mutatja az 

idő függvényében. Az ábra szerint az indukciós görbék P-S 

szakaszainak logaritmusa kezel azonos iránytangensü egye­

neseket ad. Ezek szerint az indukciós görbék ezen szakasza

mind a kontroll, mind a ceruleninnel kezelt mintáknál azo­

nos kinetikát mutat. Azaz - eddigi terminológiánkkal - a

ChlS reakciósebességben különbség nem mutatható 

ki a kezelt és kezeletlen sejtek között.

СЫР + X»

■ I

aя

\\ ,
I
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iyek a üerjesztési euer«la vénво 

állostáflti в fotoezintetiku© egy«4e»kneti( Esteknek ez ener- 

giacse? »dáknak az áttapéta jól tükröst a fotoszintettzál6 

аешог&пок v&ltosáseit, ezért tBsalnbyondcuk felvi táfíosi* 

tást nyújt a membrán c&yc.e tulajdonságaix;aк a foto 

ais elsődleges foijie^amt! вп betúltiKt ezcrepérfll« Д két 

alkalmazott «sódszer közül elossz r a termőimet* ueazcenolá-

82’jrufl kapcsolatba»*

Hité­

vel fo&la&kominfc*

A tere*» lumineszcencia lényege az* hogy oi-Szetesen teeg* 

vUfigitctt ős alaeeinyabb homársé kl e 1re 1 chüfcütt foto 

tctissáló szervezetek edtétbe» t-rténl fcÍmelégité©ükkor 

fényt bocsátanak ki (55)* A jelenleg le^elfogadétfca >b el­

mélet szerint a termői

in-

lineezceneia e fotoemlntetlku* reek- 

ciócotitrumok a» lejátszódó primer fotokémiai reakciók 

közvetlen ménfőrőltáoáoől ered, segítségével 

ható о fordított reakcióhoz ezükeóges aktiválási energia is 

(56-5S), A 20* ú га a C* pyrenoldoea sejtek termotúrnine 

cencia fíör éjét mutatja* A C. , pyrenoldoea termo lttmAnesz- 

сопела gür éjén 0 csúcsot és 2 vállat tudunk saegkülba- 

uíjastetni: -9, -5» +17 ós ♦4oeC-nél* Ezek az adatok

irodalmi adatokkal (59* 71* 72), (A ki-

ighatároz-

jói egyeznek

b eltérések - amelyek elsíSsor un az egye» sávok kUl»n-
jüz3 Intenzitású сю Jelentkeznek - az eltérd mérési körül­

ményeknek - pl* eltérő megvilágítási erősségeknek éa idők­
nek, eltérő lehUtéet sebességeknek, stb* - tutihatók be. 
Ezek oegfolelS megválasztáaával az-,n -an sikeresen tudtuk 

reprodukálni az egyes irodalmi eredményeket*) A cerutenin-
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20, á га. С. pyreiioidosa szuszpenzió termolumineszcencia 
görbéje
(Műszert Az SzflK Növényélettani Intézetében ö 
szeállitott berendezés)

(Mogvilágitás t 20°C-ról -80°C-ra történt hűtés so­
rán folyamatosan 20 W/V intenzitású fehér fénnyel. 
FelfÜtést lovain
Itlorofill-tartalomt kb. 100 /1|Дй)

nel kezelt alga szuszpenziók tcrmoluriineszcenciáje Jeli 

z3 eltérést mutat a kontrolihoz képest (21. ábra). Az áb­

ráról látható, hogy a cerulenin-kezelós csökkentette a -5°C- 

os ó® a nagymértékben összeolvadó 8 és 17°C-c© sávok inten­

zitásait. (Ugyanakkor a 8°C-os sáv 13°C-ra, a 17°C-os sáv 

20°C-ra tolódott ©1.) A 4o°C-os sáv magassága is csökkent 

és maximumhelyc 44bC-ra tolódott el,

A termolumineszcencia görbe ilyen egyszerűsödése le­

hetőséget nyújt arra, hogy - ha nem is minden sávhoz - meg­

határozzuk az aktiválási energiát. Erre két eljárás ismeretes!
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21. é га, Kezeletlen és 72 órán át 22,5 /хМ ceruleuinnel 
Letolt (• — -) C. pyrenoidcsa tenyészet ter- 
шоlumiuoszcencla görbéje 
(Mérési körülmények: 1. 20. ábránál)

Az egyik a Jól ismert arrheniuai grafikus módszer, a má­

sik pedig a Lurift és Bcrtech (57) által leirt számításos 

módszer. Az első móds r lényeg© az a gondolat, hogy a fű­

tés során kilépő termolumineszcens fény intenzitása ará­

nyos a klorofill molekulákat ujragerjesztő reakció mérté­

kével. Felírható a következő differenciálegyenlet:

E
* üf 

© >• dt a ” *I . Л s .

a lumineszcencia intenzitása, *„£»* arányossági 

tényező, *nn a "t" időben az "E" mélységű csapdákba Jutott 

elektronok száma, "кя Boltzmann állandó, "s'* pedig 

frekvencia faktor. A fenti egyenletből

ahol "i"

u.n.



- hú -

ln I « -Е/кТ + ln C.n.s

Láthatóf hogy ábrázolva a log I értékeket az l/T függ-

redeksége E/2,30116 .k.

A Lurie—Bertoch módszer egyszerűbb} az E aktiválási ener­

gia megadható a kővetkező formában!

vényében a kapott egyenes

1,461. k.Tl/2.T

Тпшх“Т1/2
Ё S 9

ahol Tjy0 az a hőmérséklet, amelynél egy sáv

a felét, T

IkedS

pedig a sáv

imuraához tartozó hőmórsékl©térték. Megjegyzendő, hogy 

mindkét eljárás csak "tiszta", egy komponenst! sávokra al­

kalmazható. Esetünkben ilyen egy komponensü sávnak esek a 

cerulcrain—kezelés után kapott -lC°C-os sáv mondható, ezért 

az aktiválási energiát csupán erre a sávra tudtuk megha­

tározni. (Kísérletet tettünk arra, hogy a spektrumokat a

eléri a sáv

Lurie és Dertsch (37) által leirt módon Boltzmann elő

határozzuk a komponen-lásu komponensekre bontsuk és 

sokhoz tartozó aktiválási energiákat. Próbálkozásunk az* n-

an a sávok nagyfokú és többszörös átfedése miatt nem járt 

sikerrel.) A 22. ábra az említett sáv Arrhenlus-egyenesét 

mutatja. Az egyenes iránytangensó ;ől számított aktiválá­

si energia 0,79 ©V-nak adódott. A Lurie-Bertsch módszert 

alkal E = 0,76 eV.

/
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4,254,204,15

j,x10_3CK^)

22* á га, A cerulenirmeX kesselt C« nyrcnoido
sznssspcnssió -10°C-os t ora > Imit по зяс én­
ei a sávjának Arrhenius-e&yenese

Az aktiválási energia i tétjén az

E/kT
r- — ÜLaXJL*j§

к . т_
Ш£

citt/c

Usszerüocás ől megadható as s frekvencia faktor is (57). 

(Bs az időegység alatt bekövetkező hőmérséklet növekedés) 

Feltételezve, hoc,У a sávot eredményező "taoto-reakoió* el­
sőrendű kinetikát követ, megadható a sávhoz tartozó lumi­
neszcencia r esill.anotí&si Ideje is (57) t

Е/к.Т-ша 3ng■Г se - в
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A —10°C—os sáv frekvencia faktorára - a két raód 

kapott aktiválási energiák átlagával, 0,775 eV-tál számol- 

• 1,3* ÍO1^ s^-t leap tunk, a sávhoz tartozó luraineszcen- 

óla csillapodási ideje pedig 3,2.10“* s-uak adódott.

1

*

késleltetett luraineszcenoiát Strehler és Arnold Írták le 

először (60), Tapasztalataink szerint a főtt szintetizáló 

rvezotok — algák és magaeabrendü növények - akkor is 

képesek fluoreszcencia fény ki bocsa jtására, araikor í-teg­

ez (intetik. (Ez a fény keletkezési 

nizrausában és spektrális tulajdonságában jelentéi 

a foszforeszconciától, igy indokolt megkülönböztetni at­

tól.) A megvilágítás 

intoazitáe пега marad állandó; fokozatosan csökken (23. 

ábra). (A cső kísértés ellonéro a késleltetett lumineszcen­

cia több sooußthraraal a megvilágítás megszüntetés© után is 

megfigyelhető.) A raillieceunduraos tartományban felvett 

késleltetett luiairisszcencla görbék elemzése azt mutatta, 

hogy a fluoreszcencia kinetikája legjobban exponenciá­

lis tagok összegeként Írható le (él, 62, 63)*

világításukat oha«

eltér

szüntetése után a fluoreszcenoia

s»4

-b +f(t) « Аг.е • • •

Al* An8 a komponensek kezdeti fluoreszcencia in­
tenzitásai

t# Idő

^1* : a komponensek időállandói
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23* ábra. С. pyroaoicíosa szuszoenzió késleltetett lu­
mineszcenciája
(Műszer3 Аз SísM KiSvóayóletíani Intézetében 
összeállított berendezés
Megvilágítás: 10 V/e* intenzitású fehér fény. 
Hőmérséklet: kb. 20°C, Klorofill tartalom: 
kb. 10 yug/ml)

Az egyes komponenseket a zn időállandóval szokás Jelle­

mezni. Ж о paraméter meghatározására a roakciókinetiká- 

t Grafikus eljárást alkalmaztuk (64). Ábrá­

zolva a késleltetett lumineszcencia intenzitásának loga­

ritmusát az idő függvényében a következő eredményt kap­

tuk:

bél jól i
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2,25-

71/2=0,93гт1Ь

7,00

T,^« 2,95ms
1,75-

Т. »20,0ms

+1,50 ♦♦♦
8.06,0402,00

Kms) —-

24. ábra. АС.
секс!

As &r ráról látható, hogy a fluoréozoonoia iotcűaitáeok lo­
garitmusai három eltérő ir&nytangensQ egyen©»**© illeszt* 

toetSk. Es alapját: a C. pyrencido 

conciája a raillieecunchmoe tartományban három komponens­

re bontható. В komponensek időállandója 0,93 ®s, 2,95 me 

ée 20,0 me-nak adódott.
A 72 órán át 22,5 /Л cornier* rmel lőcseit C. pyrenci- 

késlaltetett lumineszcenciája no® mutat lényeges el­
térést a kontrolihoz képest (25* á ra), A görbét elemezve 

mogtalálható a kontrolinál meglevő hárem kompon©»» (26, 

ábra). As egyenesek iránytangensénől meghatározott idő­
állandók 0,95 ma, 3,16 jus és 13,3 ms-nak adódtak.

késleltetett lumincez-

do
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25. ábra. Kezeletlen ós 72 órán át 22,5 /41 ccruloninnol
kesselt (- - -) C. pyrenoí citsa ezuszpenziók kés*
teltetett turnInoszcenctája
(Mérési körülmények: 1« 23* ábránál)

Igl

2.25-

X, =0.95ms
1'7

2,00

щ
«3,16ms

4 '2

\
!

“4
1,75- t|^=15,8ms

^ * «»
7io«2QOms

t1/3«2,95ms

_♦150 ♦+
Í7««e8.0600 4.02.0 '

U? £t(ms)—-
a

26. á ra. Kezeletlen és 72 órán át 22,5 /aí-í ccrulenáxmkl
kezelt (- • -) C. pyrenoidosa szuszpenziók kés* 
teltetett lumineszcenciájának szemilogaritmikus 
ábrázolása

: M'
&
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с) А. 2. fotokémiai rendszer működése normális

6a Itpoidhiáayoa sejteknél

A késleltetett lunincszoejicia egyes komponenseinek 

és a fotoazlaÉtémák különböző tagjainak egymáshoz ren­

delésére általánosan elterjedtek a különféle inhibitorok

jelenlétében végzett vizsgálatok. Az egyik legáltalánosabban
■/'

használt gát.lőszer a DCMU (>(3,ÍMikl6rfeail) - 1,1-dii 

-urea),

akcentorra ( plasz tolcimonra) történő elektrcnvándorlást aka- 

saeg (73). Tapasztalatok szerint a kis kcneentráció-

til-

ly az elsődlegesről (o-ról) a másodlagos elektron

dályoi

ban alkalmazott DCMU meggátolja a késleltetett lumineszcen­

cia gyors komponenseinok megjelenését} a görbe csak egy

1Л
43tz
N
C
Ф
Z
5
£u
N
1Л
Ф.e
£2

->

*tr

+ + +
8,06.00 2j0 4,0

t(ms)—►

27. á га, C. pyrenoidosa tenyészet késleltetett lumi­
neszcenciája 10 /М DCMU jelenlétében (
(——I DCMU nélküli kontroll)
(Mérési körülményeki 1. 23. ábránál)

.-.).
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igen lassan csökkenő kompi nenshől áll (65-67)* Ezt ta­

pasztaltuk éti is, lm a kontroll C. pyrenoidosa tényé 

tot 10 yuM DCiFJ-val közéltük (27* к га).

A lassú komponens időül lantié jára 41,7 ms-ot kaptunk, 

tirtíekos módon a ceruleniuncl kezelt C. pyrenoidosa súj­

tok nem Kattantak jelentős 0СШ szénáitivitáet (23. ábra) •

I
Ir.
Г-Г-
I
I'Л'O I

N tt- ta>
t
«

О «и IС »Фи • • .\N • .\
Ф \£ \Е \х

X
о

гг

♦ ♦ t♦
6,0 800 20 4.0

t(ms)—-

:v. . & га. 72 órán át 22,5 /дМ ccrulcniunel kezelt C. py­
renoidosa tenyészet késleltetett lumineszcen­
ciája 10 >aM DCMU jelenlétéien (. • •). (---8 
BCMU nélküli ceruleninnel kezelt minta)
(Mérési körülményeks 1. 23* ábránál)

A késleltetett lumineszcenciában Jól kimutatható a há­

rom komponens (29* ábra). A DCMU jelenlétére csali a U‘ • 

megduplázódott időállandók utalnakj ezek értékei rendre 

1,77 ms, 8,ő0 ras és 26,7 me#
r
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2,20-

X. =8.6ms 
•H J/2

A7.,=0,95ms ' x.
*v\

V? -X.... ••••x.íiu:x2.6;7msV2.00« • «X..

X» •••..
\

V
3,16ms

1,80 ■

—
" ■*

1.60 ♦
0 8.02.0 6,04.0

t(ms)—-

i

29. ira, 72 órán át ttfS/4l ceruleninnel kezelt C. py- 
renoidosa tenyészet késleltetett liKBlncezcen- 
ciája 10 /дМ CCMU jelenlété.an (, • •). (- - -: 
0СШ nélküli eerulenlnnel kezelt minta) 

ilogaritmikus á rázó lásS:

A késleltetett lumineszcenciád mérések eredményeit 

Összegezve elmondható, hogy a eerulenlnnel kezelt С. ру­

ге női dósa algák is mutatnak késleltetett lumineszcenciát, 

és e lumineszcencia kinetikája a as-oa tartományban 

tér el jelentősen a nem-kozeli sejtekétől. Érdekes meg­

figyelés továbbá, hogy a eerulenlnnel kezelt sejtek ké 

lelteiéit lumineszcenciájára a DCMU csak kismértékben hat.

ifivel a késleltetett lumineszcencia igen szoros kap­

csolatban van a szervezetek O^-fejlesztő képességével (65, 68), 

ezért a fenti megfigyelésből arra lehet következtetni, hogy
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a ccx'ulcnlrsDol kesselt ©lfíák 0,-fejle 

jelentseen & kezeletlen ©ejtokétól, továobá C^-fejle 

tésük Jűs^yiaértéfcbsa SC1&-iuszsnzi t iv , E lel'vetkezteti® 

Sselyesséoét kisári о tosen kczvetlsnLIl is ellsn&rlztük* A 

kivetkező eredményt kaptuk:

tőr eltésc

Sötét léczás 0.,-tercacléö
tényre

Nette toto» 
SHIntotikos 
0 toraelóe

С, >yr©noldosa

/я л Qr,/aH klorofill • óra

1,064 6,133Kontroll
Aontroll+KCMU 

Cerulenir-kcze 11 

" *DCMÜ

5,119
aérhető

5,769
4,l46

bem
6,8721,103

2,34c 6,436

6* táblázat* Kezeletlen és 7ü árán át 22,5 л»-И cc-rulenin- 
nel közeit C. pyrcnoldos© tenyészetek 0„» 
-evolúciójának i. esasetm&culltás©
(Miiezer: Clark-elektrőtí©, A »éréseket 
Növényélettani Intézetében és ELIT' NWvény- 
élettani Tanszékén végeztük)

SzEK

A tá l&oatból látható, hogy a ©oruleninnel kezelt ©Icák 

netto fotoszintetikus C.y-terhelése ша tér el lényeg esr-n 

a kezeletlen sojtckétíSl. Igazolódott a késleltetett luui- 

mtaoeoela alakján adódé к votteeztetéaföok ;s: a cerule-

jiéte netto fotoszintetikus O^-termeléso 

DCl&sminsaenzitiv* Ez иг érzéketleuséc тлопЪшл пои teljes| 

látható, hogy © DCMU © látetólagoe 02-tertaeléefc kb. 30 

kel csbtelssotette, ©fiait viszont a DCIiÜ jelenlétében tucg- 

x&vekedett síi tét léssé© - a szálul tás azeapent jákél - ke«-:

pOUZál.

oltmol kezeit

;д
<4
:%

J'\ 4v;
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Ш, AZ EREDMÉNYEKBŐL LEFONHATÓ IIÍ3&ÍJSY KÖVETKEZTETÉS

Lrediaényeiuk alapján elmondhat juk, hogy a corulosin* 

•»késelés hatásúra bekövetkezett lipoic-hláuy a sejtek 

számos jellemzőjét befolyásol ja, ugyaniakkor egyeseket 

váltostat aiec lényegesen. Érdekes, bogy u kezelés Jelents« 

seSib Lefolyást elsősorban a sejtek életműködésében okoz, 

a ezorfeesäetben főleg szupramolebulárie «einten okos vál­

tósáét.

Az © 1 оfcironts!iOPoszírép©з felvételeken a membrán - és 

plrenoid fragmented 6 aránylag tcbnnyeu érthető. Sár a 

pireroid szemese pontos kémiai összetétele még nem is­

mert, annyi bizonyos, hogy felépítésében zsírsavak is 

résztvesensк (73). Bosk hiánya szükségképpen a szerkezet 

aeg ^omlásához vezet. Hasonló a helyzet a pia 

ranok esetében is. Ez utóbbiaknál azonban a zsírsavakon 

kívül figyelésbe kell vennünk a karctinóide kai is mint 

aerabránalkotékát. Láttuk, hogy a ccruleuin-kezelée hatá­

sára a sejtek kerettnoád tartalma 

tézis biokémiai folyamata alapján ( 1. 1. ábra} ez kény— 

nyon érthető, mivel - kiesé leegyszerűsítve - orréi van 

6, hogy a centi.enIn-kezeléssel a biokémiai reakciókat a 

zsírsav szintézis felől, a karó ti nőid szintézis felé tol­

hatjuk. el. A fcarotineidek viszont llpoidszerüségük é© 

ráta stabilizáló tűi ajdonságuk (?4) révén bizonyos aér té­

tel g kompenzálhatják a zslrscrvhiányt. Ez lehet az oka annak 

1®, hogy a kezelt és kezeletlen ©ejtek abszorpciós spekt­

rumaiban és ESR jelében jellemző különbséget nem tudtunk 

kimutatni.

tisz tasmb-

ignÓtt. A zsirsavszln-

ib-
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A ker««;i»oi etek etruktracól:- в lerepóó világítja а

fluoreszcencia gerjesztési színképekből kapott eredmény, 
авю1| Merlut a 1.1 po id-hiány oo sejtek karó tinó id többlet© 

ass energiaátatíáet new btfolyieolje, tehát a megnövekedő11 

boаапйшШш fluoreasoeoc ia esakist strukturális okokra 

vezethető vissza«

Egyéb lumincazoonciás mérések ugyanis aat mtatják) 

hogy а karotinoidek пот képesek teljes mértékben foaa» 

tartani a csenbránln tegri tást, Ea a körülsaéuy különösen éle­
sen Jelentkezik a aélybÖmérséklatU fluoreszcencia spekt­
rumokban, А hosszabb hullámú (J?724) Torunk megmivekedós©
- közel azonos klorefill-a tartalou mellett - egyértel­
műen a ura >rán némái is szerkezetének r.crvái tozására utal* 

Est a nogáIIapltást alátámasztják a toraoluaineezccneiás 

görbékből kaeott különbségek is. Mint láttuk» о kiilu&bség 

elsősorban a +lo"C óa +20* C körüli komponensek redukció­
ját Jelentett©, E komponenseket számos szerző (57# 75-77) 

a PSU-höz tartozó oloktrontranuzport lánccal hozza kap­
csolatba*

A fluoreszcencia indukciós mérések is azt igazolják, 

bogy a cerulcnin-kezelés a PS1X elektrontranszport lánc 

működését befolyásolja; az elsődleges akccptcr (Q) re­

dukciója akadályozott» roexidáclójénak kinetikája viszont 

шш tér #1 a kontrolitól. Ez arra utal» hogy a Q érzékeny 

a cerulenin-kczelést követő zslrsavhlársyra» (feltehetően 

normális körülmények köz"tt a membrán lipoid fázisába ácyi 
zottaif fordul ©13), viszont a Q* és az azt közvetlenül
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visszaoxidáló másodlagos elektron akocptor köss ti 

kapcsolat megmarad. A kezelt és kezeletlen mintákon iáért 

rooxidáció kinetikájának azonosságából következtetve a 

cerulenln-koze? 6» nem befolyásol ja lényegesen a vissza- 

oxidáló rendszer távolabbi tagjainak integritását som.

Es а коvetkezteté» módot ad arra Is, ho/py raograogy 

rázzuk a cerulenirmel kezelt minták kóstol totett lurai- 

noszcKsnclájának és 0,,—fejlesztésének DCWDUlnszeczi t •?vás&t• 

Essorint a zeirsavhi&nyos membránokban a 0 olyan környe­

zetbe kerül, allot a DCMU nem képes Hozzáférni. Weg koll 

jbgyesmünH, Hogy ti fenti - szerintünk logmálésalnttbb - 

magyarázaton kívül a jelenség másképpen is értelmezhető.

Hogy a cáruiénIn-kezel és uj reakció 

utakat nyit wog, do elfogadható magyarázat adható akkor 

is, ha nee két, honon három fényrcakciét feltételezünk, 

melyek teUzül ez egyik a normális sejtekben is !>СШ-±п- 

azenzltiv (79)* Ugyancsak értelmezhető n DCMU— inszenziti— 

vitás akkor, ha feltételezzük, hogy az elsődleges akoep- 

tort olyan réteg burkolja, amely a DCMU-órzékenyeógérfc 

felelős; ncraáli* körülmények között ez az anyag nem gátol­

ja neg a DCMU—t hatása kifejtésé >en, a réteg szerkezeté­

nek megváltozása eseten viszont a DCMU-gátlúe elmarad 

(30, 8l). Esők a feltételezések további vitestfalatokat 

igényelnek*

ОГ O 8

Feltételezhető pl • t

E legfőbb megállapításokon kivül fontosnak tartjuk

lyek utat mutatnak a téma tovább-azokat az oz’odmony okét,
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fejlesztéséhez, részletesebb ki dóig;.zásához* A C, pyre- 

noidőse szaporodásának tanulmány« zásai ul , valamint a spin- 

jelgsett zeirsaval: FSR-apektrutaának vizsgálatából kitűnik, 

hogy a sejtek képesek f*lvew»i 6e felhasználni u külső­

leg adagolt zsírsavakat* Ев a tény reália lehetőséget 

nyújt in vivo ыеш'>гAn relametiiuclóe kísérletek elvég- 

zéséhez, e uembi'áooki>an előfcrculé zei raavak seerepének 

mélyebb értelmezéséhez#

»unkánk során о tipoidek szerepét a lehető legtöbb 

oldalról igyekeztünk megvizsgálni, ez számos olyan anyag, 

eljárás és technika felhasználását jelentette, melyek 

szűke b munkahelyemen, a JATI Biof izikai Tanszékén nem áll­

tak rendelkézé síinkre * Szerencsére több intézet készsége­

sen támogatta munkánkat, eeg i t sé f,ütmek пачу része van mun­

kánk ere dmóuy ességében.

külön köszönettől tartozom dr Szál cry László egyeteái 

tanárnak, a JATIi Biofizikai Tanszék vezetőjének és dr 

Lc’u czk‘ Endre tudományos f otaunkatársnak munlsám irányítá­

sáért.
Megköszönöm dr Faludiné Dániel Agnes címzetes egyоtóul 

tanárnak, az SzBIC 2J vényéleitaa i Intézet vezetőjének tá­

mogatását, valamint munkatársainak - elsősorban dr Demeter 

Sándor és dr Horváth Gátőr tudományos t6munkatéraakmak - 

a tcxnaolutoineszee nciás, késleltetett lumineszcenciáé és
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Or> evolúciós mérésekhez nyújtott segítséget*

Köszőnöm ür konca Leyko egyetemi tanárnak, a 1a űzi 

Egyetem Biokémiai és Biofizikai Intézet Vezetőjének ée 

munkatársadnak - mindenek előtt Witold Sur e viezna!- az 

ESR öopktruaok felvételéhez és ki ért ékeié sátras nyújtott 

SO£ÍtsÓC,öl.

Köszönettel tartozom munkatársai .шпак, - különösen 

Laostsó Gátőr tudományos segédmunkatársnak - akik támega- 

tusára és hasznos észrevételeire mindig számíthattam*
A disszertáció fox'iaai kivi tol ozáséért Hegynó Bodor Irént 

és Kriató Máriát illeti köszönet.
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