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I1. fotokémiai rendszer elsddleges elektrondonora

I. fotokémiai rendszer elsédleges elektrondonora
Plasztocianin

Foszfatidil-glicerol

Pixelintenzitas

Proton-motoros erd

Foszfor magneses magrezonancia

Plasztokinon

Photosystem 1 /11, 1. / 1l. fotokémiai rendszer

A PSII els6dleges/masodlagos plasztokinon elektron akceptora
steady-state anizotropia

Repeat distance, ismétlddési tavolsag

Radiofrekvencia

Kisszogli neutronszoras

Kisszogll rontgenszoras

Standard deviacid, szoras

Sucrose density gradient, szukroz stiriséggradiens
Natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
Scanning electron microscopy, pasztazé elektronmikroszkopia
Szaturaci6 transzfer

Szulfokinofozil-diacilglicerol

Tilakoidmembran

Violaxantin de-epoxidaz

Wheat Germ Lipase, Buzacsira lipaz



1 ALTALANOS BEVEZETES

1.1 A FOTOSZINTEZIS JELENTOSEGE

Az oxigéntermeld fotoszintetikus folyamatok kortilbeliil 2,4 millidrd évvel ezeldtt
tavon befolyasoltak 1égkoriinket azaltal, hogy jelentdésen novelték a 1égkori oxigénszintet
(Blankenship 1992), ezzel el6idézve a Nagy Oxigén Katasztrofat. Ez nemcsak Foldiink
¢ghajlatat formalta at, hanem az evolicios folyamatoknak is 10j iranyt szabott.
Napjainkban a cianobaktériumok mellett a magasabb rendii névények (Tracheophytdk)
¢és a szinesmoszatok (Chromistak) is képesek a napenergiat hasznositani, azt gliikoz és
mas szerves vegyiiletek formajaban eltarolni. Az eukaridta fotoszintetikus
szervezetekben ez a folyamat lencse formaju sejtszervecskében, a kloroplasztiszban
jatszodik le (Austin és Stachelin 2011), ahol a pigment-protein komplexek klorofillban
gazdag fénybegyiijté komplexei elnyelik a napfényt. Az elnyelt fényenergia kémiai
energiava alakul: CO; és viz felhasznalasaval gliikdz szintetizalodik, mikdzben
melléktermékként oxigén képzddik (Blankenship 2021). A fotoszintézis elsddleges
energiaforrasként szolgadl a novények szdmaéra és az oxigéntermelés révén a Fold
1égkorének 1étfontossagu OsszetevOjét szolgaltatja, ami eclengedhetetlen a legtobb
¢életforma fennmaradasahoz. A fotoszintézissel kapcsolatos ismereteink nemcsak az
alapkutatas, de a gazdasagi folyamatok szempontjabol is jelentdséggel birnak. A
mezdégazdasagban a fotoszintézis hatékonysaganak fokozédsa a terméshozam
novekedéséhez és az élelmezésbiztonsag javulasahoz vezethet, amely kiemelkedGen
fontos korunkban, amikoris a népességnovekedés és az éghajlatvaltozas egyre nagyobb
kihivast jelent. Az energiadgazatban a megndvekedett biomassza-termelés
biolizemanyagként hasznosithato, ami a fosszilis tlizeldanyagok fenntarthato

alternativajat jelentheti.

1.2 FOTOSZINTEZIS MAGASABB RENDU NOVENYEKBEN

A fotoszintézis két, egymassal Osszefliggd szakaszra oszthatd: a fényfliggd
reakciokat magaban foglald fényszakaszbol €s a sotétben is zajlo sotétszakaszbol. A
fényreakciok a kloroplasztisz tilakoidmembranjaban (TM) zajlanak, és — ahogy a neve is

mutatja — fényfiiggdek. Ebben a fazisban a klorofillt (KI) és mas pigmentmolekulakat
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tartalmazo fénybegyijté komplexek (LHCI, LHCII, light harvesting complex I, 11) fogjak
be a fényenergiat. A fényelnyelés nagy hatékonysagat a macromolecular crowding is
segiti, ami lehetové teszi a lipidekhez képesti magas, fehérjékhez kotott pigmentsiiriiséget
(Kirchhoff 2008). Az elnyelt fényenergia a II. fotokémiai rendszer (PSII, photosystem I1)
¢s az 1. fotokémiai rendszer (PSI, photosystem I) reakcioécentrumai felé aramlik. A PSII-
ben az elnyelt fény a reakciocentrum Pego-nak nevezett elsédleges elektrondonorat
gerjeszti, ami a leger6sebb ismert Dbiologiai oxidaloszer. Ezt a Pego'Feo
toltésszétvalasztas koveti, ahol a feofitin (Feo) az elsddleges elektronakceptor. Az
elektrondonor helyén képzddd elektronhidnyt vizbontasbol szarmazd elektronok
pétoljak, amelyet Tirozin Z kozvetitésével a vizbonté komplex Kkatalizal. A viz
oxidaciojaval egyuttal protonok szabadulnak fel a lumenben és parhuzamosan O:
képzddik melléktermékként. A PSII akceptor oldalan a Feo-bol szarmazé elektron elészor
az elsédleges (Qa), majd a masodlagos plasztokinon elektronakceptort (Qg) redukalja. A
Qg, miutan protonokat kap a sztromabol, protonalodik és plasztohidrokinont (PQH2)
képez, amely két elektront €s protont szallit a TM hidrofob részén keresztiil a citokrém
(Cit) be/f komplexhez. Itt felszabaditja protonjait a lumenbe, ezaltal tovabb csokkenti
annak pH-értékét. Ekozben az elektronok ataramlanak a Cit be/f-en és a vizben oldodo
elektronhordoz6 plasztocianinhoz (PC) kotédnek. A fényelnyelésbdl szarmazo energia a
PSl-ben er6sen redukalt allapotot idéz el6. A PSI elsddleges elektrondonora, a P7oo,
reaktiv gyokpart képez az elsdleges elektronakceptorral, az Ao-val (P700"Ao). A Proo*-t
a PC-bol szarmazo6 elektron redukalja. Az Ao-bdl szarmazo elektron tobb intermedieren
keresztiil jut el a ferredoxinhoz (Fd) a TM sztroma feloli oldalan, végiil a ferredoxin-
NADP*-reduktazhoz (FNR), amely a NADP* (nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat)
NADPH-va torténd redukcidjat katalizalja. A fényreakcid végére kialakul egy
transzmembran protongradiens és elektromos potencialgradiens, amelyek elektrokémiai
potencialgradienst vagy mas néven proton-motoros erét (pmf, proton motive force)
alkotnak, amely ATP (adenozin-trifoszfat) termelésére forditodik (1. abra). Az ATP,
illetve a NADPH molekulak energiahordozoként, illetve redukalo eréként is szolgalnak
az ezt kovetd sotét reakciokhoz, amelynek soran CO; és viz felhasznalasaval cukrok

képzddnek (Nelson és Yocum 2006; Ort és Yocum 1996).
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1. dbra: A fotoszintetikus elektrontranszportidnc felépitése és szervezédése a TM-ban (Garab és mtsai
(2022) nyomdn). A protonkapcsolt elektrontranszport a fotoszintetikus appardtus fehérjekomplexein
keresztiil (PSII (PDB # 5MDX), PSI (PDB # 61GZ), Cit belf dimer (PDB # 6RQF)) valésul meg, a mobilis
elektronszallito plasztokinon/plasztokinol (PQ), plasztocianin (PDB # 1AG6) és ferredoxin (PDB # 5AUI)
molekuldk kozremiikodésével. A transzportfolyamatok révén kialakulé elektrokémiai potencidlgradienst az
ATP-szintaz (PDB # 6VMB) haszndlja fel az ATP szintézisére.

1.3 A TILAKOIDMEMBRANOK ULTRASZERVEZODESE ES ENERGIZACIOJA

Az edényes novények TM-jaban egyértelmii szerkezeti differencialodas figyelhetd
meg. A granum szorosan egymasra halmozott lapitott membranhdlyagocskakbol 4ll,
ezzel szemben a sztroma lamellak egy kevésbé rendezett, lazabb szervez6dési strukturat
alkotva fonjak korbe a granum vezikulumokat (2A, B abra) (Koufil és mtsai, 2011;
Mustardy és Garab 2003). Ez a szerkezeti elrendez6dés egy komplex haromdimenzios
halozatot hoz 1étre, amelyben az 6sszefliggé membranrendszer egy belsd, lumenalis vizes
fazist zar magaba (Mustardy és Garab 2003). Ezt a kiterjedt vezikularis halozatot szamos

membrankapcsolat és membranfuzio jellemzi, amelyek eldsegitik a molekulak kiilonb6z6

kompartmenteken keresztiili mozgasat (2C abra) (Bussi és mtsai, 2019).
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2. dbra: Novényi koloroplasztisz és a benne taldlhaté TM jellegzetes strukturdlis szervezédése magasabb
rendii novényekben. A kloroplasztisz metszetének transzmisszios elektronmikroszkopos és sematikus abrdja
(Pearson Education, Inc., Benjamin Cummings) (A), illetve a sztroma tilakoidok granum kériili helikalis
elrendezddését mutatd szamitégépes modell (Mustardy és Garab 2003) (B); valamint a TM Kkiterjedt,
fuziokban gazdag vezikularis hdlozatanak fokuszalt ionnyalabos pasztazo elektronmikroszkopos
tomografia felvételekbol rekonstrualt 3D modellje; sarga: granum vezikulumok, vilagoskék: sztroma
lamelldk, kék: belsd és kiilsé burkolémembranok (Bussi és mtsai, 2019) (C).

Az emlitett két membranteriilet kozotti szerkezeti kiilonbség fehérjeszinten is
megfigyelhetd (3. abra). Nevezetesen, a PSII és az LHCII a granum régidkba agyazodik
(Andersson és Anderson 1980; van Bezouwen és mtsai, 2017), a PSI és az LHCI, valamint
az ATP-szintaz pedig jellemzden a sztroma lamellakban talalhato (Pribil és mtsai, 2014).
A Cit be/f komplexek eloszlasa egyenletes a membran régiok kozott. A két f0,
morfologiailag és fehérjedsszetételben is nagy eltéréseket mutatd alegységeken kiviil
tovabbi karakterisztikus doméneket is talalunk a TM-ban.

A granum TM-ok szélén talalhato a marginalis régio (MR) vagy gorbiileti zona,
amely digitoninos preparalas soran nyerhet6 ki és a kb. 130 000 x g-s centrifugalas ,,loose
pellet”-jeként, azaz ,,laza iiledék’-eként azonositanak (Koochak és mtsai, 2019). A teriilet
erbteljes gorbiiletének kialakitasaért kordbban ugy gondoltak, hogy az itt feldisulé nem-
kettésréteg lipidek a felelések (Murphy 1982). Késobb beigazolodott, — habar a teriileten
nem talalunk fényenergia-atalakité pigment-protein komplexeket — az itt megtalalhatod
CURVATURE THYLAKOID1 (CURT1) protein az, amelyik szerepet jatszik a nagyfoka
gorbiilet (s igy a sziik lumen) 1étrehozasaban (Armbruster és mtsai, 2013; Puthiyaveetil
¢és mtsai, 2014; Trotta és mtsai, 2019).

kinyerni, amelyekbdl hianyoznak az emlitett marginalis és a granum végmembran ATP-
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szintazban gazdag teriiletei. Ezek az egyégek pusztan PSII szuperkomplexek membran
,foltjait” tartalmazzak, amelyeket PSlI-ben dis membranparoknak vagy mas néven BBY
szubkloroplasztisz partikulumnak (réviden BBY-nak) neveziink (a strukturalis egységet
el6szor izolald kutatok utan) (Berthold és mtsai, 1981). Ezek a ,foltok™ izolalas utan
Osszeolvadnak, fuzionalnak egymassal és kiterjedt, tobb tiz pm-es membranlapokat
alkotnak (Dunahay és mtsai, 1984). A BBY membranokat széles korben hasznaljak a PSI|
szerkezetének ¢€s milkodésének tanulmanyozasara. A TM-ok frakciondlasa
detergensekkel (digitonin és Triton X-100) altalanosan alkalmazott modszer a granum
sztroma lamellaktol valo elkiilonitésére (Dunahay és mtsai, 1984); a Triton X-100
hatékonyabbnak bizonyult (a digitoninhoz képest) az aktiv PSII membranok

kinyerésében (Yamamoto és mtsai, 2011).

3. dbra: A fehérjekomplexek laterdlis heterogenitisanak sematikus dabrdja (Dekker és Boekema 2005),
amelyben feltiintettem a dolgozatban eldfordulé szerkezeti elemeket is. Sotétzold: PSII-LHCII
szuperkomplexek és PSII monomerek; vilagoszold: LHCII trimerek; sotétkek: PSI; narancssarga: citokrom
be/f dimerek; piros: ATP-szintdz. A piros téglalapban a PSll-ben diis tapadt membranpar lathaté, amely a
kiterjedt BBY partikulum szerkezeti egysége, a fekete négyzetben a TM margindlis régioja lathato,; nyilak:
a granum ismétlédo tavolsaga (RD), lépték: 50 nm.

Ahogy a fentieckben mar emlitettem, a fényreakcié kozben -elektron- és
protonatviteli folyamatok zajlanak. Ahogy a lumenalis kompartmentben felhalmozodnak
a protonok, pmf keletkezik, amely az ATP-szintazon keresztiil hajtja a protonokat,
katalizalva az ADP és a szervetlen foszfait ATP-vé alakulasat Mitchell (1966)
kemiozmotikus elméletének megfeleléen. Ennek a mechanizmusnak a létrejottét az
biztositja, hogy a bulk lipidmolekulak kettdsréteg szerkezetbe rendezdédnek, amely
megakadalyozza a membranon keresztiili viz, ionok és a vizben oldddo vegyiiletek

ataramlasat a két vizes kompartment kozott (Singer és Nicolson 1972). A bulk fazist azok
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a lipidek alkotjdk, amelyek nem sorolhatok sem a membranproteinek kozvetlen
kozelében talalhatd, €és ezért mozgasukban jelentdsen korlatozott un. annularis vagy héj
(shell) lipidek kozé, sem pedig a membranproteinek strukturalis lipidmolekulai kozé;
ezek altaldban Osszefiiggd szerkezeteket alkotnak, amelyeken beliil a lipidek jelentds
szabadsagi fokkal rendelkeznek. (Az angol bulk helyett zom vagy zomrész lenne
hasznalhat6, ami azonban nem honosodott meg, ahogy egyel6re a balk magyaros atiras

sem.)

1.4 A TILAKOIDMEMBRAN LIPIDMATRIXA ; NEM-KETTOSRETEG

LIPIDFAZISOK

A TM-ban talalhato lipidmolekulak kiilonb6zé modon kategorizalhatok alakjuk,
fiziko-kémiai jellemz6ik vagy a fehérjekomplexekkel valo kolcsonhatasuk alapjan. A
nem-annularis (vagy strukturalis, non-annular) lipidek a membranfehérjékbe épiilve,
mint szerkezeti alkotoelemek, gyakran részt vesznek a fehérjék aktivitasanak
modositasaban vagy konformacios valtozasaikban (Magyar és mtsai, 2024; Medina-
Carmona és mtsai, 2020; Palsdottir és Hunte 2004). Az annularis (gytriis vagy héj)
lipidek  kozvetleniil — kapcsoldodnak, mintegy  gyUrlszertien  korbeveszik — a
membranfehérjéket, igy befolyasolva azok funkcionalis és szerkezeti jellemz6it (Pali és
mtsai, 2003). Ezzel szemben a bulk lipidek nem kapcsolodnak kozvetleniil a fehérjékhez;
a membran f6 matrixat alkotjak egy rendkiviil dinamikus kornyezetet teremtve. Ezek a
lipidek alakitjdk a membran szamos alapvetd fizikai tulajdonsagat, mint példaul a
fluiditast, rugalmassagot és permeabilitast, amelyek kulcsfontossaguiak a TM-0k
integritasanak és zavartalan miikdésének fenntartasahoz (Siegenthaler és Murata 1998).
A lateralis heterogenitast mutatdé fehérjekomplexekkel ellentétben a bulk lipidek
egyenletes eloszlast mutatnak a kiilonb6zé membranteriileteken (Duchene és
Siegenthaler 2000).

A TM lipidek amfipatikus molekulaszerkezetét a 4. abra illusztralja. A f6 vazat egy
glicerin molekula adja, amely az sn-1 és sn-2 poziciokban zsirsav oldallancokkal
észterezett. A glicerin harmadik szénatomjahoz kapcsolodd molekuldk szolgaltatjak a
polaros fejcsoporti régiot: vagy cukor kapcsolodik hozza, mint a monogalaktozil-
diacilglicerol (MGDG), a digalaktozil-diacilglicerol (DGDG) és a szulfokinovozil-
diacilglicerol (SQDG) esetében, vagy mint a foszfatidil-glicerolban (PG) egy masik
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glicerinmolekula foszfomonoészteren keresztiil (Li-Beisson és mtsai, 2016). A lipidek
alakjat a fejcsoport mérete, az €szterezett zsirsavlancok szama ¢€s telitetlenségiik mértéke
hatarozza meg, amely alapjan megkiilonboztethetiink hengeres alakt kettésréteg-képzo
vagy lamellaris, és kupos alaki nem-kettdsréteg-képz6 vagy nem-lamellaris lipideket

(Israelachvili és mtsai, 2009).

HO—CH, o
o]
HO ?OS_
OH OH
HO—GH, O—CH, Gtz o 0
00 OH 00 o—b_o
"% o OH i
OH o OH HO 0 0"
\ir/RZ O\”/RZ OH O\r/R2 O\/RZ
OH I OH I i I
(o} 0o 0 o]
Monogalaktozil-diacilglicerol Digalaktozil-diacilglicerol Szulfokinovozil-diacilglicerol Foszfatidil-glicerol
(MGDG) (DGDG) (SQDG) (PG)
Nem-kettésréteg képzé Kettésréteg képzd
Toltés nélkili Negativ toltési (anionos)
Glikolipid Foszfolipid

4. dbra: A TM-okban taldlhaté néey lipidtipus molekulaszerkezete, fejcsoportjaik és biofizikai
tulajdonsagaik szerint kategorizalva (Kobayashi és mtsai (2016) nyomdn).

A TM lipidmolekulainak legnagyobb részét a toltés nélkiili MGDG (~50%) ¢€s
DGDG (~30%) teszi ki. Az MGDG tobbek kozott felelés a PSII dimerizacidjaért, a két
fotokémiai rendszer membranba agyazodasaért (Garab és mtsai, 2016; Kobayashi 2016),
tovabba kozrejatszik az ATP-szintaz aktivitasaban (Siegenthaler és Murata 1998) és
szerves része a Cit be/f komplexnek (Georgiev és mtsai, 2012). A fennmarado lipidek a
negativ toltéstt SQDG és PG, amelyek mindegyike koriilbeliil 5-12%-ot tesz ki (Douce és
Joyard 1996; Harwood 1998). Az emlitett lipidek koziil az MGDG abbol a szempontbol
kiemelkedd, hogy jellemzéen nem képez kettésréteg struktrat, hanem kipszeri alakja
miatt inkabb nem-lamellaris vagy nem-kettosréteg struktirakba szervezddik (Graham
Shipley és mtsai, 1973). Az MGDG lipidek egyrészt mas, hasonldo geometriaval
rendelkezé lipidekkel egyiitt néhany nanométertdl tobb szdz nanométerig terjedd
rendezett mezofazisokat alkotnak (Conn ¢és Seddon 2014); masrészt gyakran
onszervezédnek nem-lamellaris, példaul inverz hexagonalis (Hi), izotrop (I) és kdbos

fazisokka (Q) (Epand 1998; Gounaris és mtsai, 1986; Williams 1998). Ez az
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Onszervez6dés olyan lipidkeverékekre is jellemz6, amelyek hasonloan erés nem-
kettésréteg-képz6 tendenciat mutatnak. Foszfolipidek vagy foszfolipideket tartalmazo
lipidkeverékek polimorfizmusa 3P-NMR technikaval azonosithaté (5. abra) (Cullis és de
Kruijff 1979; Watts 2013). Jelen tudasunk szerint minden biologiai membranban
talalhatoak nem-lamellaris lipidek; ugyanakkor a membranok felépitését altalanosan
lamellaris, azaz kettdsréteg szerkezetben irjak le (Epand 1998; van den Brink-van der
Laan és mtsai, 2004).

Lamellaris (L) fazis

DGDG, sQDG, [
PG

/ Izotrop (1) fazisok

Kis unicellularis #77

p—_ . vezikula
Kobos (Q) fazis (d<100nm)

Inverz hexagonadlis
(H,) fazis

9000900000000

srAAE Inverz
606635600 000000030 .
e micella
o3

k +— 50 ppm—i H » Micella &% @j

5. dbra: A TM-ban taldlhato jellegzetes alaku lipidmolekulak (balra) és a lipidekbdl vizes kozegben képzddd
lipidfazisok sematikus dbrdja, valamint S'P-NMR savjai (jobbra)(Cullis és de Kruijff (1979); Garab és
mtsai (2016) nyoman). A nyilak a lipidek jellegzetes 31P-NMR technikaval kévethetd mozgdsat jelzik a 107
8.10° s-0s idétartomanyban (Watts 2013).

MGDG, &

1.5 MEMBRANMODELLEK

A sejtmembranok alapszerkezetét leird fluid-mozaik membranmodellt Singer és
Nicholson (1972) javasolta. Ez a ,,standard” membranmodell egy 2D-s lipidmatrixon
alapul, amelybe fehérjék agyazodnak vagy perifériasan kotddnek hozza (6. abra). A
szerepet jatszik a sejt szignalizacios, apoptotikus és sejtosztodasi folyamataiban. Az egyik
legfontosabb funkcidja, hogy félig atereszt6 membranként elvalasztja a sejt intra- és
extracellularis kompartmentjét, igy szabalyozva a sejtbe bejutd és az abbol kijuto anyagok
aramlasat. A Dbulk lipidmolekuldk kettosrétegbe rendezédésével a fluid-mozaik

membranmodell — a kett6sréteg szerkezet nagyfokt vizzel és ionokkal szembeni
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impermeabilitasa révén — biztositja a fotoszintetikus elektrontranszport miikodését, a pmf
felépiilését és kemiozmotikus hasznosulasat az ATP szintézis soran. Ez a modell nem
veszi azonban figyelembe a nem-kettdsréteg lipidek jelenlétét, amelyek a TM-ok f6
lipidfajtai, és nem enged teret a nem-kettdsréteg lipidfazisok kialakuldsanak sem. Ez azért
is kiilonos, mivel kimutattdk, hogy kiilonbozd hidrataltsaga lipidrendszerek valtozatos
lipidfazisokba rendez6dnek (Gounaris és mtsai, 1986; Luzzati és Spegt 1967; Luzzati és
Tardieu 1974; Seddon és Templer 1995b; Williams 1998), illetve egy szigoruan
kettdsrétegbe rendezett membranrendszer nem tud magyarazattal szolgalni olyan
folyamatokra, mint pl. a membranfuziok kialakulasa, az Un. frusztralt allapot vagy
membran gorbiiletek 1étrejotte. Ezt orvosolandd, az elmult évtizedekben szamos
probalkozas tortént a ,,standard” modell kiegészitésére.

Extracellularis tér Szénhidrogén lancok

Hidrofil lipid
fejcsoportok

Csatornafehérje
Globularis
protein I

Glikoprotein

o
L)
o.o

0/) Hnnn\\\i R R
l"Ul | ULOOERY 2 “) ﬁl‘?u \l\t{)\{lb kettsréiog

Integrans protein

Felszini protein

Glikolipid

Periférids protein Citoszkeletalis / Alfa-heélix Hidrofdb lipid
elemek (integrans protein) farokcsoportok

Intracellularis tér

6. dbra: A fluid-mozaik  membranmodell ~ (Singer és  Nicholson  (1972)  nyomdn.
(https://en.wikipedia.org/wiki/Fluid_mosaic_model alapjin)

A ,,Lateral Pressure Model” (LPM) szerint a kﬁp alakﬁ, nem-kett6sréteg lipidek

cy ey

agyazdodo fehérjékre (7. dbra). Ezt a nyomast az LPM dontd fontossaginak irja le a
fehérjék funkcionalis allapotdnak megdrzésében; a nyomas nélkiil a fehérjék kevésbé

hatékonyak vagy egyenesen miikodésképtelenné valhatnak (de Kruijff 1997).
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Funkcionalis Kevésbé funkcionalis

7. dabra: A nem-kettisréteg lipidek szerepének sematikus illusztralasa a laterdlis nyomdskiilonbségekre
alapozott modellben (LPM). A nem-kettdsréteg-képzd lipidek oldalirdnyii nyomdst (nyilakkal jelezve)
gyakorolnak a membrdnfehérjékre, ami funkciondlis dllapotban tartja ket, ellentétben a tisztan lamellaris
lipidkornyezettel (de Kruijff (1997) nyomdn).

A ,Flexible Surface Model” (FSM) (8. abra) szerint a membran lipidek nem-
kettésréteg-képz0 hajlama modulalja a fehérjék energetikajat a rugalmas gorbiileti
energia valtozasai révén (Brown 2012).

Az LPM és FSM modellek a nem-kettdsréteg lipideket és az azok altal 1étrehozott
lipidfazisokat pusztan lokalis és atmeneti jellegiinek tekintik (van den Brink-van der Laan

¢és mtsai, 2004), azaz nem szamolnak ezen lipidfazisok tartds el6fordulasaval bioldgiai

membranrendszerekben.
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(-) gorbulet expanzi6

8. abra: A lipid-fehérje hatarfeliileten fellépd pozitiv, nulla és negativ membrangdrbiileti erék dbrazoldsa
(fentrél lefelé) a rugalmas feliileti gorbiiletekre épitd modellben (FSM). Az FSM Gsszefiiggést feltételez a
lipidpolimorfizmusbdl fakado gorbiileti fesziiltség és a fehérje funkciok kozétt. Sziirke: fehérje; lila gombok
és halvanysdrga gorbék: a lipidmolekuldk hidrofil és hidrofob részei (Brown 2012).

Ezekkel a modellekkel ellentétben a ,,Dynamic Exchange Modell” (DEM) a
kettdsréteg és a nem-kettOsréteg lipidfazisok dinamikus egyenstlyban vald egylittes
jelenlétét feltételezi; ezt a modellt energiaatalakitd membranokra javasoltak, amelyekben
a nem-lamellaris lipidek jelenléte meghataroz6 (Garab és mtsai, 2000; Garab és mtsai,
2016). A DEM a nem-kettdsréteg lipidek Janus arcan alapul. Kimutattak, hogy ha izolalt
MGDG-hez LHCII-t adnak, akkor a lipidek kettosréteg szerkezetbe kényszeriilnek,
kiterjedt LHCII:MGDG lamellaris aggregatumokat képeznek (Simidjiev és mtsai, 2000).
Ismert volt az is, hogy amikor erds nem-kettsréteg-képz6 hajlammal rendelkez6
lipidkeverék alkotta membranokban nagyobb méretii fehérjementes foltok alakulnak ki,
a lipidek tranziens struktarakat alkotva szegregalnak a kettésrétegb6l (9. abra) (Seddon
¢és Templer 1995b; Williams 1998).
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9. dbra: Kettosrétegii és nem-kettosrétegii lipidfazisok dinamikus lipidkicserdlédését feltételezé modell
(DEM) sémdja. A DEM szerint ,,normal” kériilmények kozott a fehérjék szoros elrendezédése gatolja a
nem-kettdsréteg struktirdk kialakulasdt (). A membran fehérjetartalmanak csokkenésekor nagyobb lipid
foltok alakulhatnak ki, amelyek vizes kornyezetben intermediereket képezve (b), kobds (C) vagy inverz
hexagonalis (d) fazisok reverzibilis kialakuldsahoz vezetnek (Garab és mtsai, 2000; Garab és mtsai, 2016).

A DEM szerint a nem-kettdsréteg-képzo lipidek dnszabalyozo szerepet jatszanak a
TM-0k és a bels0 mitokondridlis membranok homeosztazisanak szabalyozasaban,
biztositva a magas (~75:25) fehérje-lipid aranyt ezekben az alapvetd energia-atalakito
bioldgiai membranokban (Garab és mtsai, 2000; Garab és mtsai, 2022). A DEM
alkalmazhatésagat szamos 3P-NMR spektroszkopiai kisérlet megerdsitette. Lamellaris
¢s nem-lamellaris fazisok parhuzamos jelenlétét funkcionalis novényi TM-okban

els6ként Krumova és mtsai (2008a) mutattak ki.

1.6 LIPIDPOLIMORFIZMUS A TILAKOIDMEMBRANBAN

A3P-NMR spektroszkopia a foszfolipidek fazisviselkedésének egyik legfontosabb
vizsgalati modszere természetes és mesterséges membranokban egyarant (Cullis és de
Kruijff 1979; Schiller és mtsai, 2007; Watts 2013). TM-ok esetében — habar csak egy
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foszfolipid tipus all rendelkezésre (PG) — a bulk PG molekulak lipidmatrixban vald
egyenletes eloszlasuk miatt jo indikatorai a lipidfazisok viselkedésének (Duchene és
Siegenthaler 2000; Haranczyk és mtsai, 1985; Haranczyk ¢és mtsai, 1995; Krumova és
mtsai, 2008a; van Eerden és mtsai, 2015).

Az elmult években — magasabb rendli novények leveleibdl izolalt, funkcionalis
TM-ok felhasznalasaval végzett kisérleteknek kOszonhetéen — tisztazodott, hogy a
kettésréteg, vagy lamellaris (L) fazison kiviil (legalabb) harom kiilonb6z6, nem-
lamellaris lipidfazis van jelen: egy inverz hexagonalis (Hi) fazis, és (legalabb) két izotrop
() fazis (Garab és mtsai, 2017; Garab és mtsai, 2022). Szisztematikus kisérletsorozatok
és analizisek eredményeként megallapitottak, hogy a bulk lipidek koriilbeliil 40-40%-a
kettOsrétegben és Hy fazisban, a fennmaradd 20%-uk pedig | fazisokban talalhato
(Dlouhy és mtsai, 2021a). Ezeket az értékeket sajat kisérleteim is igazoltak (10. abra).
Korabbi kisérletek tanusaga szerint a TM alegységel, a granum €s a sztroma lamellak, az
intakt TM-okhoz hasonl6 lipidpolimorfizmust mutatnak, ami azt jelzi, hogy a membranok
fehérje Osszetétele nem befolyasolja szamottevéen a TM-ok lipidfazis-viselkedését
(Dlouhy és mtsai, 2021a).
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10. abra: A TM 3'P-NMR spektruma és matematikai dekonvoliicidja. A spektrumot 10 biolégiai ismétlésbél
atlagoltam, miutan azonos Ki-koncentraciéra (10 mg mL™) és azonos szken szamra (1600) normalizdltam;
az oszlopdiagram a kiilonbozo spektralis komponensek atlagolt relativ hozzdjaruldsait abrdzolja + szords.
A lipidfazisok relativ megoszlasa: L = 36,9 £ 7,3%; Hu = 47,6 £9,0%, 11 = 10,5+ 4,7%; 1, = 5,1 £+ 3,9%.
Az eredmények nagyon hasonléak a kordbban kozzétett adatokhoz (Dlouhy és mtsai, 2021a).

A TM lipidek mikrokdrnyezetének vizsgalata fluoreszcens Merocyanine-540
proba alkalmazasaval szintén Kimutatta a bulk lipidek fiziko-kémiai kornyezetének
heterogenitasat; osszhangban a 3!P-NMR  spektroszkopiaval azonositott polimorf
fazisviselkedésiikkel (Garab és mtsai, 2017; Krumova ¢és mtsai, 2008a). A

fazisviselkedést befolyasolja tobbek kozott a pufferkdrnyezet pH-ja, ionerdssége és a
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minta hémérséklete (Kotakis és mtsai, 2018; Ughy és mtsai, 2019), tovabba a lipidek
zsirsavlancainak telitettségi foka is (Garab és mtsai, 2017). Az Ulva lactuca nevii
z6ldalgaban a TM szerkezeti dinamikajanak fenntartasa érdekében a lamellaris és nem-
lamellaris glikolipidek ellentétes hofiiggd viselkedését is megfigyelték megemelt
hémérsékleti viszonyok kozott (Kostetsky és mtsai, 2018). Tovabba, Demé és mitsali
(2014) kimutattak, hogy az MGDG/DGDG arany finomhangolasa is befolyassal van a
lamellaris és nem-lamellaris fazisok kozotti reverzibilis atmenetekre, biztositva a TM
nagymértékii flexibilitasat.

Korabban kimutattak azt is, hogy a TM egy | fazisanak alacsony pH ¢és magas
hémérséklet indukalta névekedése szorosan kapcsolodik a vizoldékony violaxantin de-
epoxidaz (VDE) enzim fényvéd6é mechanizmusaihoz (Dlouhy és mtsai, 2020). Ezek a
nativ, fotokémiailag aktiv TM-okon kapott eredmények jo 6sszhangban vannak azokkal
a modellmembranokon nyert adatokkal, amelyek azt mutattak, hogy a nem-lamellaris
lipidfazisok kulcsfontossaguak a VDE aktivitasaban (Goss és Latowski 2020; Latowski
¢és mtsai, 2004; Latowski és mtsai, 2002).

A TM-ban azonositott masik I fazist illetben Garab és mtsai (2017) feltételezték,
hogy az membranfiziok létrehozasaban jatszik fontos szerepet; mig a Hy fazisrol azt
tartottak, hogy azt a TM-bdl szegregalodott lipidek hozzak létre, amelyek valamilyen

modon még a membran kdzelében maradnak (11. abra).

e
7
e
el
|

11. abra: Magasabb rendii novények TM lipidpolimorfizmusanak sematikus modellje a DEM alapjan; bl:

srer

VDE-hez és/vagy mas lipokalinhoz kapcsolodnak;, Hi: inverz hexagondlis fazis a sztromaban - valosziniileg
a membrdanhoz kapcsolodo és lazan kotétt membranfehérjékkel kélcsénhatasban; zéld hengerek: a VDE-
vel kélesonhaté LHCII trimer fehérjék (Garab és mtsai, 2017).
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Ezekkel a feltételezésekkel sszhangban — kiilonb6z6 enzimkezelésekkel végzett
kisérleteink révén — megallapithato volt, hogy ezek a fazisok a fényreakciokért felelds
szuperkomplexeket tartalmazé TM doménektdl jol elkiiloniild szerkezeti egységekben
talalhatok (Dlouhy és mtsai, 2022). Ezekben a kisérletekben mar én is részt vettem; de a
disszertacioban — a dolgozat, ill. a kérdéskor targyalasanak egységes szerkezete
érdekében — munkam irodalmi el6zményeként mutatom be. Buzacsira lipaz (WGL)
enzimkezelések segitségével megmutattuk, hogy a lipaz szelektiven elnyomta az |
fazisokat (12. abra), mikdzben nem gyakorolt jelentds hatast egyetlen megfigyelt
szerkezeti (membran permeabilitas, a proteinkomplexek makroorganizacidja) vagy
funkcionalis (PSII fotokémiai aktivitas) paraméterre sem. A Hy fazisra vonatkozodan
pedig azt a meglepé eredményt kaptuk, hogy ez a fazis nagy érzékenységet mutatott
proteazokra, nevezetesen a tripszinre és proteinaz-K-ra, ami azt jelezte, hogy ez a fazis
lipidek sztroma oldali fehérjékkel vagy polipeptidekkel alkotott asszociatumaibol ered,
pl. azokat beburkolja (12. abra) (Dlouhy és mtsai, 2022). Ilyen fehérjeként szoba johet a
CURTI, amely rendelkezik egy tripszinérzékeny sztroma oldali doménnel (Armbruster
¢és mtsai, 2013), ami azt sugallja, hogy a CURT1-t tartalmazé TM-0k marginalis teriiletei
Hi geometridju lipidfazisokat mutathatnak. Tovabbi lehetséges jeloltek kozott a sztroma
oldali lipokalin zeaxantin-epoxidazt (Grzyb és mtsai, 2006), a PSI sztromaba nyulo
alegységeit (Mazor és mtsai, 2017), a ferredoxin-NADP* oxidoreduktazt (Matthijs és
mtsai, 1986; Mulo 2011) és a NADPH-dehidrogenazt (Lennon és mtsai, 2003) soroltuk
fol (Dlouhy és mtsai, 2022). Erdekes megjegyezni, hogy mitokondriumhoz két6dd
kisérletekben kardiolipint (cardiolipin, CL) tartalmazo liposzomak felhasznalasaval
kimutattak, hogy a Cit ¢ Hy fazis és inverz micellak kialakulasat indukalja (de Kruijff és
Cullis 1980). Gasanov és mtsai (2018) azt is bizonyitottak, hogy a mitokondriumok bels6
membranjaban a nem-lamellaris fazisok kialakulasa 0Osszefiigg az ATP-szintaz
aktivitasaval. Masok a CL szerepét igazoltak az ATP-szintaz stabilizalasaban, illetve a C-

gylirii forgasanak és a protontranszfer eldsegitésében (Duncan és mtsai, 2016).
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12. dbra: Kiilonbozd enzimkezelések hatasa a TM lipidpolimorfizmusdra, amint azt a **P-NMR spektrumok
valtozasai mutatjdk. Kontroll (zold) és WGL-lel kezelt (sarga) (A), kontroll (zold) és tripszinnel kezelt (lila)
(B) valamint kontroll (zéld) és proteindz K-val kezelt TM mintdk (C) (Dlouhy és mtsai, 2022).

1.7 MEMBRANFUZIO IN VITROES IN VIVO

Mint ahogy azt az 1.3 paragrafusban emlitettem, a TM Kkiterjedt vezikularis
halézatat nagyban meghatarozzak a membran alegységek kozott kialakulo
Osszekottetések és fuziok. Ezek a folyamatok tobbek kozott a membranrendszer éréséhez
valamint a strukturalis dinamika és optimalis miikodés megdrzéséhez jarulnak hozza
(Ostermeier és mtsai, 2024). A TM-ok szerkezete jelentds reorganizacion mehet keresztiil
kiilonb6z6  stresszhatasok, illetve rovid és hosszatavii kornyezeti adaptalodas
kovetkeztében. A granum egységek emelkedett hdmérséklet hatasara (35 °C - 45 °C
kozott) fellazulnak, a membrankapcsolatok atalakulnak. A TM-ok 45 °C {6l6tt
vezikularizalédnak és a lipidek a membranbdl torténd szegregaciot kovetden Hy fazisokat
alakitanak ki (Gounaris és mtsai, 1984). Arabidopsis thalianaban mérsékelt, am
hosszantartd hostressz hatasara a lipidek szaturaltsagi szintje is lecsokken, mikozben a
DGDG/MGDG arany megnovekszik (Tang és mtsai, 2016), amely a nem-kettOsréteg
fazisok kialakulasa ellen hathat. Megemelkedett hémérséklet ellen cukrok vagy mas
ozmotikumok (trehaldz, betain) is védelmet nyujthatnak, amint azt a PSII megnovekedett
héstabilitasa is jelzi (Kotakis és mtsai, 2018; Williams és mtsai, 1992). llyen
ozmotikumok magas koncentracioban a lipidek membranbol vald szegregalasat
eredményezik, amelyek Hy fazisokat alkotnak. A valtoz6é fényviszonyokhoz vald
alkalmazkodasi stratégia részeként alakult ki az allapot atmenet (state transition), amely
a fotoszintetikus apparatus gyors alkalmazkodasat teszi lehetévé. A folyamat soran a TM-
ban fellépd szerkezeti atrendezodésben elengedhetetlen a membranok kozott meglévo

kapcsolatok felbomlasa, illetve azok fuzidja, kiilonds tekintettel a granum és a sztrobma
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lamellak ko6zotti hatarfelilleten (Chuartzman és mtsai, 2008). A granum rétegek
elmozdulésai feltehetden kovetik ezeket a lokalis eseményeket, ami végiil a teljes
membranhalézat makroszkopikus 4trendez8déséhez vezet. Osszességében tehat
elmondhatjuk, hogy ezek a jelenségek nagy eséllyel mas olyan adapticios vagy
membranérési folyamatokra is jellemzok, amelyek a TM-ok szerkezeti atrendezédésével
jarnak egyiitt. Ezek pontos mechanizmusa még nem tisztazott.

A membranfuzié megértése nem csak a TM szempontjabdl fontos, de alapvetd
jelentdséggel bir a legtobb sejtfolyamat szempontjabol is (Rast és mtsai, 2015; Stefan és
molekularis és fizikai mechanizmusa(i) messze nem tisztazott(ak) (Brukman és mtsai,
2019). Mindazonaltal elmondhatd, hogy a membranok lipidosszetétele rendkiviil fontos
tényez6, amely befolyasolja tobbek kozott a membrandinamikat, hatassal van a
hidratacios erdkre, a membrangorbiilet kialakuldsara, valamint a lipidek és fehérjék
kozotti kolesonhatasokra (Meher és Chakraborty 2019; Pabst és mtsai, 2014).

A kutatdsok els6sorban a fehérjék altal kozvetitett fuzids eseményekre
Osszpontositanak; ezek a munkak virus eredetii fizios fehérjékre, példaul a HIV gp41-re,
az influenza hemagglutininra, valamint a SNARE fehérjékre fokuszalnak (Risselada és
Grubmiiller 2012). A TM-ban azonositott fazios fehérjeként megemlithetjiik a 30 kDa-0s
belsé membranhoz kapcsolodod fehérjét (IM30), amelyet plasztisz vezikula-indukalo
fehérje 1-ként (vippl) is ismernek, és amely létfontossagli a TM biogenezisé¢hez és
életképességéhez (Gao és Xu 2009; Heidrich és mtsai, 2017; Siebenaller és Schneider
2023), valamint a fényvédelemben fontos Fzl-t, amely szintén részt vesz fuzios
folyamatok elésegitségében (Findinier és mtsai, 2019; Siebenaller és mtsai, 2019). Fontos
megjegyezniink azonban, hogy a membranfizid végbemehet dedikalt fehérjék hianyaban
IS (Chernomordik és Kozlov 2003). TM-bdl izolalt granum és sztroma alegységek
elektrontomografias vizsgalatai is megmutattak, hogy ezek a partikulumok izolalasukat
kovetéen 6nmagukkal fuzionalnak, vezikularis szerkezeteket alkotnak (Dlouhy és mtsai,

A nem-lamellaris szerkezeteket formalo lipidek jelentds szerepet jatszanak a fazio
indukalasaban ¢és stabilizalasaban. Ezek az folyamatok egy erésen gorbiilt, iigynevezett
koztes strukturan, hemiftizion keresztiil valosulnak meg (13. abra) (Akimov és mitsai,
2020; Chernomordik és Kozlov 2008; Joardar és mtsai, 2022; Marrink és mtsai, 2009;

Yaghmur és mtsai, 2014), amelyet fuzios stalknak is neveznek. Ez az intermedier elem
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szintigy megfigyelheté a lamellaris fazis Hy fazisba valo atalakulas soran (Kozlov és
mtsai, 1989; Siegel és Epand 1997; van Eerden és mtsai, 2015). Az a tény, hogy mind a
fehérje altal kozvetitett, mind a tisztan lipid alapu fizids események hemifuzion keresztiil
valosulnak meg, arra utal, hogy a folyamat mogott allo alapveté mechanizmust

tulnyomorészt a lipidkdlcsonhatasok szabalyozzak (Chernomordik és Kozlov 2003).

(A) (B) (€) (D) (E)

13. dbra: A lipid kettGsrétegmembran fiizidja hemifuizios intermedieren keresztiil (Chernomordik és Kozlov
2008). Fuzio eldtti érintkezés (A); egy pontszerii membrdnnyulvany minimalizdlja a kézvetlen érintkezésbe
keriilé membrdanrétegek kozott felléps repulziv erdket (B), hemifiizios stalk kialakuldsa a membranok
osszeolvaddasaval (C); a stalk kiterjedése, ami kialakitia a hemifiizios diafragmadt (D), a hemifiizios
membranbdol vagy kozvetleniil a stalkbdl fiizios porus alakul ki (E). A szaggatott vonalak a monorétegek
hidrofob feliileteinek hatdrait mutatjak.
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2 CELKITUZESEK

Doktoranduszi munkam a nem-kettésréteg lipidfazisok eredetének tisztazasara
iranyul és szerepiik megallapitasara magasabb rendii névények tilakoidmembranjainak
onszervezddésében és szerkezeti rugalmassagaban. Kutatasaim megkezdése eldtt —
elsésorban 3'P-NMR spektroszkopia alkalmazidsival — mar azonositottdk ezeket a
nem-lamellaris fazisokat intakt, funkcionalisan aktiv TM-okban, és a lipidek
fazisviselkedését befolyasolo kornyezeti és funkcionalis tényezoket is feltartak.

Ahogy erre az 1.6 részben utaltam, ebbe, a nemzetkozi egylittmiikodés keretében
folyo projektbe kiilonboz6 lipaz és proteaz enzimek TM lipidpolimorfizmusara gyakorolt
hatasainak vizsgalataval kapcsolodtam be. A WGL TM lipidpolimorfizmusra gyakorolt
hatasanak vizsgalata soran azt talaltuk, hogy ez a lipaz szelektiven roncsolta az |
fazis(oka)t, mikozben a membran permeabilitast, valamint a pigment-protein komplexek
szerkezetét és funkcidjat nem karositotta. Ez arra utalt, hogy a WGL-érzékeny I fazis(ok)
a fotoszintetikus szuperkomplexeket beagyazo kettdsrétegektodl elkiiloniilt domén(ek)bol
az | fazis(ok) fontos szerepet jatszik (jatszanak). Ugyanezen vizsgalatsorozat soran
deritettiink fényt arra, hogy a Hp fazis érzékeny proteazokra, ami arra engedett
kovetkeztetni, hogy ez a fazis sztroma oldali fehérjék (vagy oldallancok) és lipidek
asszociaciojabol ered; ennek természetére tobb lehetséges proteint is szamba vettiink.
Ezen tények ¢és feltételezések birtokaban kezdtem meg szisztematikus kutatasaimat az |
fazis membranfiizioban betdltott szerepére és a Hy fazis eredetére vonatkozdan. Ennek
megfeleléen célkitlizéseimet két részre és az azokhoz kapcsolodd alfeladatokra

bontottam.
1. Bizonyitani az | fazis szerepét a membranfuzioban.

A cél elérése érdekében egy olyan membranrendszert Kerestiink, amely viszonylag
kevés komponensbdl all, kevés szerkezeti elemet tartalmaz — igy konnyebben kezelhetd
¢s alkalmas lehet jovobeli részletesebb szerkezeti és molekularis dinamikai vizsgalatokra
is. Ezen feltételek alapjan valasztottuk a BBY membranokat, amelyek Kiterjedt,
0sszeolvadt membranlapokat forméalnak, és amelyekrdl gy gondoltuk, hogy a fuzi6 csak

lipid-medialt lehet. A kovetkezo részfeladatok megoldasat lattam sziikségesnek:
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1/a

1/b

1/c

$IP-NMR spektroszkopia segitségével jellemezni a BBY membranok
lipidpolimorfizmusat, validalni a spektralis komponenseket szaturacio transzfer

kisérletek és matematikai dekonvolucid alkalmazasaval;

bizonyitani az 1 fazis WGL-érzékenységét, és morfologiai és biofizikai

vizsgalatokkal megmutatni ennek a fazisnak a szerepét a Kiterjedt

crer

fiiggetlen modszerrel, a DPH lipofil festékmolekula fluoreszcencia
¢lettartamanak analizisével bizonyitékot szolgaltatni arra, hogy a BBY (és a
TM-0k) bulk lipidmolekulai valoban heterogén fiziko-kémiai kornyezetben

talalhatok; tovabba megmutatni a WGL-hatas szelektivitasat.

2. Azonositani Hy fazist befolyasolo tényezoket.

A H fazis kialakitasaban résztvevo sztroma oldali fehérjék koziil még nem vizsgaltuk a

marginalis régioban elhelyezkedd tripszinérzékeny CURT1 proteinek lehetséges

szerepét. Irodalmi adatok utalnak arra is, hogy a lipidek fazisviselkedését a rendszer

hidrataltsagi szintje erdsen befolyasolja. Ennek megfelelden célul tiiztem ki a kdvetkezo

két feladat megoldasat:

2/a

2/b

a marginalis régio lipidpolimorfizmusanak jellemzése *'P-NMR spektroszkopia
segitségével, kiilonos tekintettel az ott talalhato CURTL protein lehetséges

hozzajarulésara a Hy fazishoz;

a fehérjék szolvatacios burkat befolydsold kaotrop Hofmeister-so, a NaSCN,

hatasanak vizsgalata a TM-ok Hyj fazisara ill. lipidpolimorfizmusara.
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 NOVENYI MINTAK PREPARALASA, FOBB JELLEMZOI ES KEZELESEI

A spendt leveleket a piacrol szereztem be, majd ezt kovetéen mindig 4 °C-on,
sotétben taroltam kb. 24 6rat, majd preparalas el6tt jéghideg ioncserélt vizben atmostam
¢és papirtorlén szaritottam. A mintak preparalasa jégen tortént, 4 °C-0s pufferekkel és

alacsony fényintenzitason. A centrifugalasi 1épések szintén 4 °C-on torténtek.

3.1.1 Tilakoidmembran izolalasa

TM preparalashoz Lambrev és mtsai (2007) altal leirt protokollt kovettem.
Koriilbeliil 100 g spenét levelet homogenizaltam 200 mL A pufferben (1. tablazat)
konyhai botmixerrel. A homogenizalas rovid impulzusokbodl allt, hogy elkeriiljem a
szuszpenzio tilmelegedését. Ezutan a homogenizalt keveréket 2 réteg finom nylon
anyagon szirtem at és 500 x g-vel 2 percig centrifugaltam. Az igy kapott feliilluszot
centrifugacsovekbe oOntottem és 6 000 x g-vel 10 percig centrifugaltam. A
kloroplasztiszokat tartalmazé csapadékot 10 méasodperces ozmotikus sokknak vetettem
ala, amikor 10 mL hipotonias B pufferben (1. tablazat) ecsettel felszuszpendaltam, majd
Ezt a szuszpenziot 6 500 x g-vel, 10 percig centrifugaltam. Végiil a TM-t tartalmazo

iledéket kis mennyiségii A pufferben szuszpendaltam fel.

1. tablazat: TM izolalashoz hasznalt pufferek osszetétele

A puffer 50 mM tricin, pH 7,5, 0,4 M szorbitol, 5 mM MgClz, 5 mM KCI

B puffer 50 mM tricin, pH 7,5, 5 mM MgCl;, 5 mM KClI

2A puffer 50 mM tricin, pH 7,5, 0,8 M szorbitol, 5 mM MgClz, 5 mM KCI
3.1.2 1l. fotokémiai rendszerben dis membranparok (BBY) izoldlasa

A BBY izolalas soran a Yamamoto és mtsai (2011) altal leirt protokollt kovettem
1épésrol-lépésre. A koriilbeliil 100-150 g tomegii spenotleveleket 300 mL BBY 1 oldattal
(2. tablazat) homogenizaltam hasonldan a fentebb leirtakhoz, atsziirtem, majd 6 000 x g-
vel 10 percig centrifugaltam. A feliiliszot leontottem ¢€s az iiledéket 80 mL BBY
oldatban ecset segitségével Ovatosan Ujra szuszpendaltam, majd 400 x g-vel 30

masodpercig centrifugaltam. A kovetkezo 1épésben a feliiluszot 35 000 x g-vel, 7 percig
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centrifugaltam, majd az tiledéket 40 mL BBY2 oldatban szuszpendaltam fel és az el6z6
paraméterekkel ismét lecentrifugéaltam. Ezutan koriilbeliill 7 mL BBY 3 oldatban felvettem
a pelletet, és megmértem a keverék végsd térfogatat (a mL). Meghataroztam a
ugy, hogy hozzaadtam ((axb/2.5) — a) mL BBY3 oldatot. Ezutan a szuszpenzidé Y
térfogatat adtam hozza BBY3-T oldatbol {ligyelve a habosodas elkeriilésére. Ezzel a
folyamattal 2 mg KI mL? végsé Kl-koncentraciot értem el, a Triton-X-100 és Kl
sulyaranyanak 14:1 aranyban. A keveréket ezutan 10 percig Ovatosan kevertettem
magneses keverdvel, majd a szuszpenziot 35 000 x g-vel 15 percig centrifugaltam. Az
iiledéket 40 mL BBY3 oldatban felvettem és 3 000 x g-vel 3 percig centrifugaltam.
Ezutan a feliiluszot vittem tovabb és 35 000 x g-vel, 20 percig centrifugaltam. Végiil kis
mennyiségii BBY3 oldatban felszuszpendaltam a pelletet és megmértem a KiI-
elvégeztiik a méréseket, vagy —80 °C-on taroltam tobb napig vagy hétig; olykor a frissen
elOkészitett mintat fagyasztas-kiolvadas ciklusoknak vetettilk ala. A tarolasi modtol

fiiggetlentil a mintak kovetkezetes eredményeket mutattak minden kisérlet soran.

2. tablazat: BBY izoldalashoz hasznalt pufferek osszetétele

BBY1 20 mM tricin—-NaOH, pH 8,0, 0,4 M NacCl, 0,2% BSA, 2 mM MgCl>

BBY2 20 mM tricin—NaOH, pH 8,0, 0,15 M NaCl, 0,2% (w/w) BSA (borjt
szérum albumin), 5 mM MgCl>

BBY3 40 mM MES-NaOH, pH 6,5, 0,4 M szukroz, 10 mM NaCl, 5 mM
MgCl.

BBY3-T 14% (wi/v) Triton X-100 B3-ban

3.1.3 Marginalis régio izolalasa

Az MR izolalasahoz a Suorsa ¢és mtsai (2015) altal leirt protokollt kdvettem
1épésrél-1épésre. A spenodtleveleket ugyanugy eldkezeltem, mint az el6bbiekben, majd
koriilbeliil 150-200 gramm levelet homogenizaltam 200 mL jéghideg LP1 pufferben (3.
tablazat), majd két réteg nylon anyagon atsziirtem, ezt kdvetéen pedig 5 000 x g-vel 4
°C-on 4 percig centrifugaltam. Ezutan a kapott tiledéket 30-40 mL LP2 pufferben
felszuszpendaltam és ismét lecentrifugaltam 5 000 x g-vel 4 percig. Az tliledéket 30-40
mL LP4 pufferben felszuszpendaltam, amit egy jabb centrifugalas kovetett ugyanazon

paraméterekkel, majd az iiledéket kis mennyiségii LP4 pufferben szuszpendaltam fel. A
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térfogatot LP3 pufferrel beallitottam 0,5 mg KI mL™-re és digitonint (Sigma-Aldrich,
Burlington, MA, USA) adtam hozza 0,4% (w/v) végsd koncentracidban. A szuszpenziot
8 percig kevertettem magneses keverével szobahdmérsékleten, majd 1000 x g-vel 3
percig centrifugaltam. Ezutan a feliiluszot centrifugaltam 30 percig 10 000 x g-vel a
granum elkiilonitéséhez. Az igy kapott feliiluszot tovabbi 30 percig 40 000 x g-vel
centrifugaltam, majd a feliilusz6ét tovabbi 1 oran at 144 000 x g-vel centrifugaltam a
sztroma lamelldk (kemény tiledék) és a membran gorbiileti (MR) frakcid (laza iiledék)
elkiilonitésére. A laza pelletet kiszivtam a cs6bdl egy fecskendével, Eppendorf-csébe
gytjtottem és Amicon Ultra szlir6egységekkel bekoncentraltam, végiil megmértem a

minta Kl-koncentracidjat és -80 °C-on taroltam felhasznalasig.

3. tablazat: MR izoldlasahoz hasznalt pufferek osszetétele

LP1 puffer 50 mM HEPES/KOH (pH 7,5), 330 mM szorbitol, 5 mM MgCl.,
2,5 mM aszkorbat, 0,05% (w/v) BSA

LP2 puffer 50 mM HEPES/KOH (pH 7,5), 5 mM szorbitol, 5 mM MgCl>

LP3 puffer 15 mM Tricin (pH 7,8), 100 mM szorbitol, 10 mM NaCl, 5 mM
MgCl,

LP4 puffer 50 mM HEPES/KOH (pH 7,5), 100 mM szorbitol, 5 mM MgCl;

3.14 Klorofilltartalom meghatirozasa

crcr

80%-o0s acetonhoz (v/v %), 2 percig vortexszel kevertettem, majd 2 percig 10 000 x g-vel
centrifugdltam. Az abszorbanciadt 646,6 nm-en és 663,6 nm-en mértem egy 1 cm-es
optikai uthosszusagl kiivettaban kétsugaras spektrofotométerrel. A Kl-koncentraciot

Porra és mtsai (1989) egyenletei alapjan szamoltam ki:

Kl-a (mg/mL) = (12,25 A663,6 — 2,55 A646,6) x higitasi faktor
KI-b (mg/mL) = (20,31 A646,6 — 4,91 A663,6) x higitasi faktor
Kl a+b (mg/mL) = (7,34 A663,6 + 17,76 A646,6) x higitasi faktor

3.1.5 Fehérje/lipid arany meghatarozasa FTIR spektroszképiaval

Az FTIR mérésekhez 100 pL TM vagy BBY szuszpenziét 4-5 mg Kl mL*
mennyiségben 1 mL D20 alapt PBS oldatban higitottam, majd 2 percig 10 000 x g-n

centrifugaltam (PBS, foszfat pufferelt sdoldat). A feliilisz6 kiontése utan a pelletet ismét
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D20-alapt PBS-oldatban szuszpendaltam. Ezeket a 1épéseket haromszor ismételtem a
teljes H2O - D2O csere érdekében. Az utolsd centrifugalas utan kinyert tledéket
aluminium tavtartoval elvalasztott CaF. ablakok kozé rétegeltem, majd a Bruker
Vertex70 FTIR spektrométer homérséklet-szabalyozott mintatartdjaba helyeztem.
Minden spektrumhoz 512 interferogramot rogzitettem 4 000 és 900 cm™ kozott, 2 cm™
spektralis felbontassal. A mintak infravords abszorpcids spektrumat a Bruker Opus
szoftver beépitett parancssor alapjan rogzitette, miutan a levegén mért hatteret kivonta az
egyes mintak mért spektrumabol.

A fehérje/lipid arany meghatarozasara (Szalontai és mtsai, 2000) a zsirsavakbdl
ered6 észter C=0, és a fehérjékbdl eredé amid | spektralis régiot hasznaltam, amelyet a
tézisben ,,észter+amid I” régionak nevezek 1800 és 1595 cm™ kozott. Az emlitett régidra
3. rendii polinom fliggvényt illesztettem és levontam az alapvonal korrekcidjahoz. Az
,,észter+amid I’ régioban az 1750 és 1700 cm™ kdzotti C=0 és az 1700 és 1600 cm™
kozotti amid I savok relativ intenzitasinak meghatarozasahoz Skew-Gaussian illesztést
alkalmaztam (Zucchelli és mtsai, 1990). Az amid I és C=0 régiok gorbe alatti teriileteinek
meghatdrozdsa utdn a kettd aranydbdl szamoltam ki a fehérje/lipid aranyt. Az

adatelemzést a MATLAB beépitett fliggvényeinek hasznalataval végeztem.

3.1.6 TM Kkezelése glutaraldehiddel (GA) és NaSCN-tal

Az izolalt TM-kat A puffer alapt NaSCN-torzsoldattal kezeltem 0,5 M
végkoncentracioban szobahdémérsékleten. A kezelést minden esetben kozvetlen a
mérések elétt kezdtem meg. A GA eldkezelt mintaknal a NaSCN-kezelés el6tt 5 percig
inkubaltam a mintat 2%-os végkoncentracioban GA-del, majd hozzaadtam 0,5 M

végkoncentracidoban a NaSCN-tdrzsoldatot.

3.1.7 BBY membranok enzimkezelése WGL-lel

Az izolalt BBY membranokat WGL emésztésnek vetettiik ala; a WGL egy
szubsztrat nem specifikus altalanos tri-, di- és monoglicerid hidrolaz/lipaz (Kublicki és
mtsai, 2021). A WGL-t (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA) 5-50 U mL*
koncentracié6 tartomanyban alkalmaztuk; a kezeléseket 5 °C-on, illetve
szobahémérsékleten végeztiik. Korabban vékonyréteg-kromatografiaval igazoltak, hogy

a WGL emészti a f6 TM-lipidet, az MGDG-t (Dlouhy és mtsai, 2022).
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3.1.8 BBY membranok szonikalasa

A BBY-mintdk szonikaldsat jégen végeztem egy 3 mm atmérdjli szondaheggyel
felszerelt Vibracell Model VCX 750 (Sonics and Materials, Danbury, CT, USA)
segitségével. Az eljards 3 x 15 madsodperces szonikaldsi periddusbol allt 20%-0s
impulzuserdsséggel, amelyeket egy-egy egyperces pihend intervallum valasztott el

egymastol.

3.2 A LIPIDFAZISOK KARAKTERIZALASA 31P-NMR SPEKTROSZKOPIAVAL

A 3P-NMR spektroszkopiai méréseket egy Avance Neo 600 MHz-es NMR
spektrométeren (Bruker, Billerica, MA, USA) végeztiik BBFO SmartProbe szondaval
felszerelve, amelyet a Dlouhy és mtsai (2021a) altal leirtak szerint a foszfor atommag
frekvenciajara hangoltak. Koriilbelil 700 pL koncentralt mintat (Kl-koncentraci6 8-10
mg mL™?) t5ltottiink 5 mm atmérdjii NMR-csovekbe, és a jel/zaj aranyt figyelembe véve
mértiik meg adott szkennelésszammal. Meggydzddtiink arrdl, hogy a BBY membranokat
orientdlni, ami koriilbeliil négyszer alacsonyabb koncentracio a S3'P-NMR
spektroszkopiaban jellemzéen hasznalt értéknél (Dlouhy ¢és mtsai, 2022); ez
a részecskék magneses térben valo rendezddését. Ez a megéllapitds 6sszhangban van a
korabbi megfigyelésekkel, ahol a TM szuszpenzio keverése nem befolyasolta a :P-NMR
spektrumok jellemz6it (Krumova és mtsai, 2008a).

A spektrumok felvételéhez 40°-os radidfrekvencia (RF) impulzusokat
alkalmaztunk 0,5 mp impulzusok kozotti idével, *H-decoupling nélkiil (Krumova és
mtsai, 2008a). Mérési referenciaként 85%-0s (v/v) HsPO4 oldatot hasznaltunk.

A kiilonbodzd lipidfazisok spektralis alakjanak meghatarozasara és a >!P-NMR
végeztliink (Dlouhy és mtsai, 2021a; Krumova és mtsai, 2008a). Ennek soran alacsony
teljesitményti RF-impulzusokat alkalmaztunk a kiilonb6z6 lipidfazisokra jellemzo
frekvenciakon 0,3 mp-ig, amit 0,2 mp-es 40° impulzusok kovettek 0,5 mp-es ismétlési
idovel. Az impulzus pre-szaturacios intenzitasat a telitett cslcs intenzitasa alapjan
allitottuk be, a térerOsséget pedig 80 és 40 Hz-ben hataroztuk meg lamellaris és az |

fazisok esetében. A 3P-NMR spektrumokat a Kl-tartalom és a mérési idé alapjan

30



normalizaltuk, amelyeket a jel/zaj ariny javitisa érdekében atlagoltunk. A 3P-NMR
adatok feldolgozasdhoz a TopSpin szoftvert (Bruker, Billerica, MA, USA) hasznaltuk; a
Orléans, Franciaorszag) végeztik (Massiot és mtsai, 2002), amely a kiilonbozo
lipidfazisokra jellemzo spektralis profilokat mutatott (Cullis és de Kruijff 1979; Watts
2013). Az adatokat a MATLAB R2020b (MathWorks, Inc., Portola Valley, CA, USA) és
a spektroszkopiai adatelemzésre szolgald Spectr-O-Matic eszkoztar (Dr. Petar H.

Lambrev, HUN-REN SZBK) segitségével abrazoltuk.

3.3 A TM-OK JELLEMZESE KISSZOGU SZORASSAL

3.3.1 Kisszogii neutronszoras (SANS)

A SANS méréseket a Budapesti Neutron Center (BNC, Budapest) ,,Yellow
Submarine” miiszerével végeztiik. A mérés hideg forradsban moderalt, monokromatizalt
neutronokkal tortént (A = 8,11 A), a mintarél szérodott neutronokat pedig BFs detektorral
regisztraltuk (minta-detektor tavolsag: 5,34 m). A SANS mérésekhez a mintakat a
kontraszt novelése érdekében D20O-alapt pufferben felszuszpendaltuk a korabban leirtak
es uthosszusagu kvarc kiivettaba toltottiikk és ~0,7 T elektromagneses térben orientaltuk,
novelve a Bragg-helyzetben 1évé TM-0k szamat, ezaltal javitva a mérés jel/zaj aranyat.
Az adatokat a beesd neutronok szdmara normalizaltuk, az lres kivettabdl és a Cd-
blokkolt neutronsugarbol kapott hattereket Kivontuk, majd detektorhatasfokra
korrigaltuk. A mintak 1D-s szorasprofiljat, a 2D-s szoérasprofilok radialis atlagolasaval
kaptuk, amelyet a direkt nyalab kézéppontja koriili két 45°-os szektorban végeztiink el
(Nagy és mtsai, 2013). Az adatok kiértékelésére a BerSANS programot hasznaltuk
(Keiderling 2002).

3.3.2 Kisszogii rontgenszoras (SAXS)

A SAXS méréseket a CREDO (Wacha és mtsai, 2014), egy transzmisszios
geometriaja, berendezéssel végeztilk (HUN-REN, Természettudoményi Kutatékdzpont,
Budapest). A TM mintakat vékonyfalt, atlagosan 1,2 mm kiilsé atméréji kvarc
kapillarisokba toltottiik. A kapillarisokat 1égmentesen lezartuk és aluminium mintatartoba
helyeztik a mintakamrdba, amelyet a mérések idejére vakuum ald helyeztiink. A

méréseket monokromatizalt és kollimalt Cu K, sugarzéssal (0,1542 nm hulldmhossz)
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végeztiik, a szorasmintazatot a 0,02 - 5 nm™ tartoméanyban rdgzitettiik, megkapva ezzel a
g szorasvaltozo fliggvényében mért intenzitds spektrumokat (q = (4n/A)sin®, ahol 20 a
szOrasszog és A a rontgensugarzas hullamhossza). A mintak mérési ideje ~1,5 ora volt.
Annak érdekében, hogy a kisérlet soran értékelni lehessen a minta és a miiszer stabilitasat,
az expoziciokat 5 perces egységekben végeztik. Az adatokat a mintara eso
nyalabintenzitas, a geometriai hatasok, a rontgenfotonok mintan vald elnyelddése és a
berendezés geometriajabol szarmazo hattérjel, valamint a szoérasvaltozo (g, nm™?) és a
differencidlis szorasi hatas-keresztmetszet fizikai egységeire (abszoliit intenzitds, cm™ x
sr't) (Wacha és mtsai, 2014) korrigaltuk. A korrigalt és kalibralt 2D-s szorasprofilokat

azimutalis irdnyban atlagoltuk, hogy 1D-s szorasgorbéket kapjunk.

3.4 A BBY MORFOLOGIAI ES BIOFIZIKAI JELLEMZESE

3.4.1 Szukroz siiriiséggradiens (SDG)

A kezeletlen, enzimkezelt és szonikalt mintak  méretvaltozasanak
megallapitdsdhoz a mintdkat SDG oszlopon centrifugaltam. Az SDG csovek
elkészitéséhez centrifugacsovekbe rétegeztem alulrél folfelé 1,5, 1,3, 1,1, 0,9, 0,7 és 0,5
M szukr6z koncentracidju pufferoldatot (50 mM Tricin, 5 mM MgClz, 5 mM KCI, pH
7,5), majd 4 °C-on, lengéfejes rotorban 10 percig 3 000 x g-vel centrifugaltam. A
centrifugdlds utdn a mintdk kozotti méreteloszlas valtozasanak szemikvantitativ
meghatarozadsdhoz a csoveket lefényképeztem és 8 bites sziirkearnyalatos képpé
alakitottam ImageJ szoftver (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA) segitségével. A cs6 mentén tiz egyenlé nagysagu régiot
valasztottam ki, mint ,,érdeklddési teriiletet” (ROI, region of interest). Minden ROI-ban
meghataroztam a pixelintenzitas (PI) atlagos értékét, amely 0 és 255 (= PImax) koz¢€ esett.

Ezaltal a PImax - PI a kivalasztott térfogat optikai stirliségére jellemzd érték.

3.4.2 Magneses linearis dikroizmus (LD) spektroszképia

Az LD-t a kezeletlen ¢és a WGL-kezelt mintdkrol JASCO J-815
spektropolariméterrel (Jasco, Tokio, Japan) mértem 400 ¢és 750 nm kozotti
hullamhossztartomanyban, 100 nm/perc szkennelési sebességgel. A méréseket

szobahdmérsékleten végeztem 2 nm-es savszélességgel és 1 nm-es adattdvolsaggal. A

crer

mintdk Kl-koncentraciéjat 30 pg mL™ -re allitottam be és 1 cm optikai Githossziisagn

[ SN4

kvarckiivettaban mértem. A kiilonb6zé enzimkoncentracioju enzimkezeléseket
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kozvetleniil a kiivettak 0,7 T magneses térerdsséget biztositd magneses mintatartoba
helyezése elétt kezdtem (Kiss és mtsai, 1986). A kiilsé magneses tér a membranokat a
mezovektorra merdleges sikjukkal igazitotta, igy biztositva a membranok éliikkel

rendezett (edge-aligned) helyzetét (Garab és van Amerongen 2009).

3.4.3 Pasztazé elektronmikroszkopia (SEM)

A kontroll és a WGL-kezelt membranfrakciokat 2,5%-os glutaraldehidben
fixaltuk, kiils6 magneses térben a felszinnel parhuzamosan orientaltuk, és 1 6ran keresztiil
poli-L-lizin bevonatl polikarbonat filteren iilepitettilk. Az 1%-0S OsOs-ban torténd S0
dehidrataltuk, kritikus ponton szaritottuk, 5 nm-es arannyal fedtiik be Quorum Q150TES
(Quorum Technologies, Lewes, UK) porlasztassal, majd JEOL JSM-7100F/LV pasztazo
elektronmikroszkopban (JEOL, Tokio, Japan) figyeltiik meg.

3.4.4 Gyors klorofill-a fluoreszcencia tranziens mérések

A gyors klorofill-a fluoreszcencia (OJIP) tranzienseket a 20 pug mL? KI-
Ltd., Pentney, Egyesiilt Kirdlysag). A mintakat 10 percig sotétben adaptaltam, majd voros
fénnyel vilagitottam 3 masodpercig, 1500 pmol foton m2 s fotonfluxus stiriiséggel. A
tranzienseket a maximumra normalizaltam. A PSII fotokémiai aktivitdsat és szerkezeti
dinamikajat jellemz6 Fv/Fm aranyt (Sipka és mtsai, 2021) a kdvetkezOképpen szamoltam

Ki: (Fm-Fo)/Fm, ahol Fm és Fo a maximalis, illetve minimalis fluoreszcencia szintek.

3.4.5 Cirkuldaris dikroizmus (CD) spektroszkopia

A kezeletlen és a WGL-kezelt mintak CD spektrumait JASCO J-815
spektropolariméterrel (Jasco, Tokid, Japan) 400 és 750 nm kozott, 100 nm/perc

szkennelési sebességgel rogzitettem. A méréseket szobahdmérsékleten végeztem, 2 nm-

crer

re allitottam be, és 1 cm optikai Uthosszusagu kvarckiivettdban mértem. A CD-

spektrumokat a 680 nm koriili abszorbancia-maximumokra normalizaltam, 750 nm

crer

kiivettak mintatartoba helyezése eldtt kezdtem el.
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3.4.6 Nativ gélelektroforézis (CN-PAGE)

A nativ gélelektroforézist Karlicky és mtsai (2016) nyoman végeztiik el, kisebb
modositasokkal (Karlicky és mtsai, 2021). A kezeletlen és WGL-kezelt BBY mintat
enyhe n-dodecil-o-D-maltoziddal (a-DM) szolubilizaltuk 35:1 a-DM:KI aranyban 10
percig, 4 °C-on, majd 21,000 x g-vel, 10 percen keresztiil centrifugaltuk. A mintak
feliiluszojabol (ami a szolubilizalt pigment-protein komplexeket tartalmazza) 10 pg K-t
tartalmazo alikvotokat mértiink a zsebekbe (4,5-11,5%-os gradiens poliakrilamid gél),
majd 3,5 oran keresztiil, 4 °C-on futtattuk sotétben folyamatosan emelkedd fesziiltség
alatt, 75-t61 200 V-ig.

3.4.7 Denaturalo gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A BBY preparatumokbol a fehérjéket (Pavlovi¢ és mtsai, 2016) munkéja nyoman
extrahaltuk. Az SDS-PAGE-et 8,5%-os gylijtd és 12%-o0s szeparald poliakrilamid géllel
végeztiik, amely 0,1% natrium-dodecil-szulfatot (SDS, Sigma-Aldrich, Burlington, MA,
USA) tartalmazott. A BBY szuszpenziokbol 10 mg teljes Kl-tartalomnak megfeleld
mennyiséget mértiink be, majd 90 percig 120 V-on futtattuk.

3.4.8 1,6-Difenil-1,3,5-hexatrién (DPH) fluoreszcencia élettartam mérések

A DPH (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA) az egyik leggyakrabban hasznalt
lipofil fluoreszcens proba a lipidmembranok dinamikai és szerkezeti tulajdonsagainak
vizsgélatara. A DPH fluoreszcencia-élettartaméanak valtozdsait WGL-kezelés hatasara a
proba kiilonb6zé (mikro)kdrnyezetben valé mozgési tulajdonsadgainak felmérése
érdekében Fluorolog-3 (FL3-222) spektrofluorométerrel (Horiba, Jobin Yvon, Kioto,
Japan) mértem. A 0,2 mM DPH torzsoldatot THF-ben (tetrahidrofuran, Sigma-Aldrich,
Burlington, MA, USA) oldva készitettem el és sotétben taroltam -20 °C-on. A mérések
végkoncentracioban €s 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltam. A DPH emisszids
spektrum felvételéhez a mintakat Aexc = 370 nm-en gerjesztettem, 5 nm-es résszélességgel
€s Aem = 385 és 625 nm kozott detektaltam, 7 nm-es résszélességgel. Az anizotropia
méréseket Dobrikova és mtsai (1997) és Yamamoto és mtsai (2013) szerint végeztem

kisebb modositasokkal.
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A gerjesztési és emisszids hullamhosszok Aexc = 370 €s Aem = 460 nm voltak, 5 és 12 nm-

es résszélességgel. A steady-state anizotropia (r) értékeket a

— Ivv - Ivh
L, + 21,

egyenlet alapjan szamoltam ki (Lakowicz 2006), ahol I a fluoreszcencia intenzitas, a ,,v”
és ,,n” pedig a gerjesztési és emisszios polarizatorok vertikalis és horizontalis beallitasaira
utalnak. A fluoreszcencia élettartam meghatarozasahoz a mintakat Aexc = 371 nm-es
csucsintenzitasa NanoLED-370 1ézerrel, 1,2 ns-0s impulzusokkal gerjesztettem és 5 nm-
es résszélességgel Aem = 440 nm-en detektdltam. Fényszord kozegként vizben
szuszpendalt, 0,01%-0s Ludox AS30-at (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
hasznaltam a miszer valaszfliggvényének elballitasahoz. A fluoreszcencia lecsengési
gorbéket idokorrelalt fotonszamlald spektrométerrel, 0 — 150 ns kozotti
iddintervallumban, 10 000 beiitésszamig rogzitettem DataStation v2.2. szoftverrel. A
lecsengési kinetikakat a DAS6 (Horiba Ltd., Kioto, Japan) szoftver segitségével, az alabbi
egyenlet alapjan, 3 exponencialis fiiggvénnyel illesztettem. Ezek mindségét a y? érték

(~1,2) alapjan itéltem meg.

F(t) =B+ A1Xe(-t/rl)+ AZXe(-t/‘rZ)_I_ A3Xe(-t/r3)
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4 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1 AZI1ZOTROP FAZIS SZEREPE A PSI| MEMBRANOK FUZIOJABAN

411 ABBY lipidpolimorfizmusa

Ahogy az 1.7-es paragrafusban kitértem ra, a TM-ban kialakult Kkiterjedt
vezikularis halozat és szerkezeti dinamika 1étrejotte tobbek kozott attol is fiigg, hogy a
membranok mennyiben képesek fuzidkat és elagazasokat 1étrehozni (Bussi és mitsai,
2019; Garab és mtsai, 2022). Ugyancsak emlitettem az izolalt granum és sztroma
membranok fuzids hajlamat (Dlouhy és mtsai, 2021b). Annak érdekében, hogy kozvetlen
kisérleti bizonyitékot szerezziink az I fazis(ok) membranfuzidban vald szerepérdl, PSlI-
ben dis tapadt membranparokat (BBY membranokat) hasznaltunk, amelyek a granum
belsé régidjabol szarmazd, Osszetapadt membranfragmentumokbdl allnak (a granum
végmembranok és a MR nélkiil); ezek atmérdje kb. 300 - 500 nm, és hajlamosak Kiterjedt
membran lemezek kialakitasara, amit a membranfragmentumok lateralis fizidja okoz
(Dunahay és mtsai, 1984).

A BBY membranok lipidpolimorfizmusanak meghatarozasara 3!P-NMR
spektroszkopiat alkalmaztunk. Amint azt a 14. dbra mutatja, a frissen izolalt BBY
membranok 3P-NMR spektruma nagyban hasonlit a TM spektruméhoz, bar néhany jol
meghatarozott kiilonbség is felfedezhetd.

A TM-hoz képest a BBY spektrumainak integralt jelintenzitdsa jelentdsen
alacsonyabb volt (38,8 + 5,3%-a (14A &4brabetét)), mint a TM-ban mért és hasonlo
koriilmények kozott izolalt mintdké. Ezek az adatok Osszhangban vannak korabbi
tanulmanyokkal, amelyek szerint a BBY részecskék lipidtartalma, valoszinlileg a
detergens hasznélata miatt jelentésen alacsonyabb, mint a mechanikai fragmentalassal
nyert granum TM-oké (Haferkamp és Kirchhoff 2008) és az intakt TM-oké (Kirchhoft és
mtsai, 2002). Mindemellett fontos megjegyezni, hogy a BBY partikulumokban vizsgalt
lipidprofil szdmottevéen nem kiilonbozik a TM-okban azonositottaktol (Depalo €s mtsai
2004, Ventrella és mtsai 2007). A BBY alacsonyabb lipidtartalmat FTIR spektroszkdpiai
méréseink is megerdsitették (F1. 4bra — Fiiggelék). A BBY részecskék lipid-
polimorfizmusaban megfigyelhetd masik jelentds kiilonbség TM-okhoz képest a Hy fazis,

azaz a 25 ppm kortli széles aszimmetrikus sav (Garab és mtsai, 2022) hianya.
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14. dbra: Frissen izoldlt BBY és TM prepardtumok 3'P-NMR spektrumai (A) és a BBY spektrum
matematikai dekonvolicidja (B). A spektrumokat 12 (BBY) és 10 (TM) biolégiai ismétlésbdl atlagoltam,
miutan azonos Kl- koncentraciéra (10 mg mLY) és azonos szken szamra (1600) normalizaltam. Az
oszlopdiagramok a gorbe alatti teriiletek relativ értékeit mutatjak + széras (SD); az (A) ill. (B) panelben a
TM spektrumdnak integralt teriiletét, ill. a BBY spektralis komponenseinek dsszegét tekintettem 100%-nak.

Ahogy azt a 1.6-os szekcidban ismertettem, a Hy fazis szerepe a TM-okban a
sztroma oldali fehérjékkel vagy polipeptidekkel kapcsolatban meriilt fel (Dlouhy és
mtsai, 2022). A BBY membranok azonban nem rendelkeznek sztromaval érintkezd
doménekkel — amely magyarazatot ad a Hy fazis hianyara. Tovabba, enyhe
tripszinkezelés — amely megsziinteti az Hy fazist a TM-okban (Dlouhy és mtsai, 2022) —
nem gyakorolt hatast a BBY részecskék 3'P-NMR spektrumara (F2. abra — Fiiggelék).

Hasonloan a TM-okhoz, a BBY membranokban is azonositottam a L fazis
jellegzetesen széles, -10 ppm kortl talalhato spektralis komponensét. Ezenkiviil az |
fazisokhoz tartozo éles csucsokat is detektdltunk 0 és 5 ppm kozott, hasonlo
paraméterekkel, mint a TM-okban. Ezt az atlagolt (n = 12) 3P-NMR spektrumok
matematikai dekonvolicidja is megerésitette, amely a L fazist és két éles | csucsot (I1 és
I2) is azonositott, koriilbeliil 2 és 3,5 ppm-es pozicidkkal (14. abra). A L fazis a teljes
intenzitas 60,2 + 11,6%-ért felelds, 12 minta atlagolt spektruméanak dekonvolucidja
alapjan. Az |1 és I, fazisok intenzitasa 5,9 = 3,0% és 8,3 £ 6,2% volt. Erdemes
megjegyezni, hogy az | fazisok relativ hozzajarulasa a BBY-ban (~14%) nem kiilonbozik
jelentésen a TM-okban talalhatotol (~16%) (10. abra).

A BBY-ban a ST kisérletek (F3. abra — Fliggelék) és az azon alapulé matematikali
dekonvolucioé két tovabbi komponens jelenlétét mutattak (Bi és B2), 0 és 20 ppm kortili
széles szimmetrikus savokkal, 13,3 + 9,6% és 12,3 + 4,8% intenzitasokkal, ami sokkal
Osszetettebb spektralis Osszetételre utal, mint amire szamitottunk. Fontos megjegyezni,

hogy a jel/zaj arany, kiilondsen a B> esetében, nem teszi lehetévé, hogy a spektralis
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eloszlasarol biztos megallapitdsokat tegyiink. Mindazonaltal, tovabbi jellemzésiik
érdekes lehet, mivel gy tiinik, hogy a BBY membranok lipidfazis-viselkedése eltér az
intakt TM-okétol.

Az 1 fazisokkal kapcsolatban szeretném megjegyezni, hogy ,.izotrop atlagolt
spektralis komponenseket” (,,isotropic averaging spectral components”) mar
megfigyeltek korabban kiilonféle bioldgiai és modellmembranokban (de Kruijff és mtsai,
1980). Ezért azok megjelenése TM-okban és BBY-ban nem igazan varatlan — tekintettel
ezen membranok magas MGDG tartalmara. Ahogy kordbban beszamoltak rola, a TM-
okban az | fazisok csucspozicidi viszonylag széles intervallumban mozognak a
hémérséklet és a pH valtozasaival (Dlouhy és mtsai, 2020) — ezek a nagyrészt reverzibilis
valtozasok arra utalnak, hogy az I fazisok csucspozicidi és relativ amplitadoi a lipidek
fiziko-kémiai kornyezetétol figgenek. A TM lipid kornyezetének heterogenitasara a
lipofil fluoreszcencia festék, a Merocyanin-540 hasznalataval végzett idéfelbontast
fluoreszcencia spektroszkopia is utal, amely érzékeny a helyi dielektromos allandora
(Garab és mtsai, 2017; Kotakis és mtsai, 2018; Krumova és mtsai, 2008b).

Az 1 lipidfazisok spektralis jellemzodi alapjan megallapithatd, hogy ezek kis
kiterjedésli, gyorsan mozgd doménekbdl szarmaznak. Megjelenésiik a BBY-ban nem
meglepd, hiszen kordbbi szisztematikus tanulmdnyaink alapjan, hasonlé tulajdonsagt
lipidfazisok taldlhatok minden optimalisan funkcionald6 TM ¢és szubkloroplasztisz
membran preparatumokban. Felmeriilhet a gyanu, hogy a detektalt 3'P-NMR spektrum
valdjaban lipidcseppek jelenlétét jelzi. Habar a TM-ban jelen vannak zsirsavban gazdag
,»plasztoglobulusok™, amelyek a kloroplasztiszban dinamikus kapcsolatban allnak a TM-
nal (Shivaiah ¢és mtsai, 2022); ezek hozzajarulasat a TM-okban megfigyelt
polimorfizmushoz korabban kizartuk (Dlouhy és mtsai, 2022). Mas tipusu lipidcseppek
is felhalmozodhatnak a kloroplasztiszokban, példaul erds fényviszonyoknak Kkitett
Chlamydomonas esetében (Goold és mtsai, 2016). Bar a TM-okban a lipidcseppek
eléfordulasat nem lehet kizarni, nagyon valdsziniitlen, hogy jelentés mértékben
hozzajarulnanak a TM-ok lipidpolimorfizmusahoz, amely konzisztensen, minden TM
izolatumban megfigyelhetd, beleértve a fiatal, érett €s dregedd borso levelekbdl izolalt
TM-okat is (Dlouhy és mtsai, 2022). Tovabba, olyan irodalmi adatok, amelyek a TM-hoz
képest lipidhidanyos BBY -ban lipidcseppek jelenlétére utalna, nem ismertek.

A B1 és B> komponensek megjelenésével kapcsolatban fontos megjegyezni, hogy

sem az intakt TM-okban, sem a granum és sztroma preparatumokban nem talaltak hasonlé
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komponenseket (Dlouhy ¢és mtsai, 2021a; Garab és mtsai, 2022), igy ezekre
beazonositatlan komponensként tekintiink. Ezek a fehérjekomplexeket koriilvevo rigid
(annularis) lipidgytirikb6l detergens kezelés hatasara fellazult lipidmolekulakbol
szarmazhatnak, amelyek jelenlétét normélis esetben a 3'P-NMR nem érzékeli.

Az ismertetett adatok, a szakirodalmi adatokkal egyiittvéve, lehetévé teszik
szamunkra, hogy megbecsiiljik a >!P-NMR-rel detektalhaté bulk lipidmolekuldk
mennyiségét és eloszlasat a kiilonbozo lipidfazisok kozott. Mindez azért lehetséges, mivel
korabban kimutattak, hogy a PG homogén modon 0szlik el a bulk fazisban (Duchene €s
Siegenthaler 2000; van Eerden és mtsai, 2015). Azonban fontos leszégezni, hogy ez a
heterogenitas nem jellemz6 a fehérjekomplexekhez k6tédé lipidmolekulakra (Holzl és
Dormann 2019; Yoshihara és Kobayashi 2022); ezek az ugynevezett szerkezeti (nem-
annularis) lipidmolekulak nem jarulnak hozza a mért spektrumokhoz. Altaldnosan
elfogadott, hogy a granum tilakoidok atlagos fehérjelefedettsége koriilbeliil a feliilet 70%-
at teszi ki (Haferkamp ¢és Kirchhoff 2008), igy 30% marad a lipideknek. Valoban, a
Bockema ¢és mtsai (2000) altal k6zolt tanulmany elektronmikroszkdpos felvételeken
alapulé 5. abrajanak képfeldolgozasaval, vagyis a PSII granumban elfoglalt
elrendez6désével kapcsolatban azt talaltuk, hogy a lipidek részaranya 30,4% az
Osszteriiletbol (F4. abra — Fliggelék).

A kovetkezo elemi szamitasok segitségével megprobaltam megbecsiilni az I fazis
alkotta gyliri vastagsagat a BBY keriiletén. Megkozelitésiinkben, egy atlagos granumot
vettiink alapul, amelynek atméréje 500 nm (Mazur és mtsai, 2020). A fenti értékek
alapjan kiszdmitottam, hogy egy granum membran teljes feliilete 196 350 nm?; és hogy
ebbdl a lipidek 59 690 nm? teriiletet foglalnak el. Becslések szerint, amelyek alapjan a
lipidek 60%-a tartozik a bulk lipidfazishoz és 40%-uk a fehérje koriili rigid lipidgytirithoz
(Kirchhoff és mtsai, 2002; Pali és mtsai, 2003), megkapjuk, hogy a bulk lipidek 35 814
nm? teriiletet foglalnak el. Az | (1 + 12) hozzajarulasok 14,2%-anak felhasznalasaval
kapunk egy 5 086 nm? teriiletet, ami (egyenletes eloszlast feltételezve) egy vékony (~3,3
nm széles) szegélyt képezhet. Nyilvanvaloan egzakt szamokrol nem beszélhetiink ebben
csak durva becsléseket tehetlink. Mindazonaltal a becsiilt értékek megengedik hemifuzios
csatornak kialakulasat, amelyeket gyorsan mozgd lipidmolekulak alkotnak; ezek
vélhetéen nincsenek ,.bezarva” a PSII szuperkomplexek kozotti kis kettésréteg foltok

teruletére.
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Az [ fazis szelektiv roncsoldasa WGL-lel

Korabban kimutattuk, hogy a WGL koncentracioéfiiggd modon szelektiven
roncsolja a TM 1 fazisait (Dlouhy és mtsai, 2022), ahogy a granum- és sztroma
tilakoidokban detektalt I fazisokat is (Dlouhy és mtsai, 2021a). Ahogyan varhat6 volt, a
WGL elnyomta a BBY | fazis jelintenzitasat, mig a L fazisra szdmottevé hatast nem
gyakorolt (15 abra). A WGL-hatas eréssége koncentraciofiiggének bizonyult, bar az
érzékenység mintarol-mintara valtozott (F5. abra — Fiiggelék).
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15. dbra: Kezeletlen és WGL-kezelt BBY partikulumok 3'P-NMR spektrumai. Harom fiiggetlen bioldgiai
ismétlés spektrumat atlagoltam. Szkennelések szama ismétlésenként kezeletlen és kezelt mintak esetén: 6

400.

Korabbi, TM, granum- ¢és sztroma membran preparatumokon szerzett adatainkkal
Osszhangban a WGL nem gyakorolt hatast a PSII szuperkomplexek molekularis
szervezOdésére €s fotokémiai aktivitdsara. Ezt a WGL-kezelések eldtt és utdn rogzitett
CD-spektrumok (16. abra) és az OJIP gorbék Gsszehasonlitasa alapjan allapitottam meg
(17. abra).

Az exciton CD-savokbol informaciot nyeriink a pigmentmolekuldk rovidtava
exciton kolcsonhatasairol. Az ehhez tartoz6 savok a vorosben (-)650 és (+)668 nm, a
Soret-régioban pedig (+)448, (-)460 és (+)484 nm kornyékén detektalhatok — jo
Osszhangban Miloslavina és mtsai (2012) adataival. TM-okban erre szuperponalodhat a
nagyméretl, kiralisan rendezett rendszerekben azonosithaté psi-tipusi CD (+)690 nm-en
és (-)674 nm-en és (+)506 nm-en, amely a PSII és LHCII fehérjekomplexeinek
hosszutavi rendezettségébdl fakad (Garab és van Amerongen 2009). A mért
spektrumokon megfigyelhetd (16. abra) a Soret-savok Kisebb torzulasa, mikézben az

alapvetd karakterisztikajuk megdérzodik. A valtozasok legjelentdsebb része az enzim
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novekvo koncentracidja altal okozott fényszorasnak tudhatd be, amely a fényszoras
hullamhossz-fiiggése miatt jobban torzitja a Soret-régid savjait, mint a voros tartomany
savjait. A preparatumok egy részében gyenge psi-tipusi CD jelenléte is kimutathato volt
(+)690 nm-nél; ez azonban a WGL-emésztést kovetden eltiint, mivel a BBY altal alkotott
membranlapok felbomlanak. Lényeges valtozast az exciton savok szerkezetében ezeken

a mintakon sem tapasztaltam; 0sszesen 4 kiilonb6z0 preparatumot vizsgaltam.
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16. dbra: Kezeletlen és 50 U mL™ WGL-kezelt BBY partikulumok reprezentativ CD spektrumai. A WGL-
kezelés hatasara a mért spektrumokon megfigyelhetd a Soret-savok kisebb torzulasa, mikozben az alapveto
karakterisztikajuk megérzédik.

Az OJIP gorbe a fotoszintetikus elektrontranszportldnc allapotdba nyu;t
betekintést (Strasserf és mtsai, 1995). A telitd6 fényimpulzus hatasara kivaltott
fluoreszcencia gorbe kezdeti (O-fazis) szakaszan minden reakciocentrum nyitva van (Qa
oxidalt, Fo). TM-ban a fluoreszcencia emelkedésének kiilonboz6 fazisai (OJ, JI és IP) a
PSI-t is magaba foglald elektrontranszportlanc redukcidjanak kiilonb6zo 1épéseihez
kothetok. A BBY-ban megfigyelhet6 tranziensek természete a PSI hianya miatt a TM-
hoz képest egyszeriibb (17A abra); a gorbe telitddése (P allapot, Fm) azt jelzi, hogy a
reakciocentrumok bezarodnak és a PQ-pool redukalt allapotba keriil. A két végallapot
egymashoz viszonyitott aranya, az Fu/Fm paraméter, informaciot nyqjt a PSII fotokémia
aktivitasardl és a fény altal kivaltott konformacids valtozasokrol/dielektromos relaxacios
folyamatokrol (Sipka és mtsai, 2021) (Fv=Fm-Fo). Méréseimben a WGL-kezelés hatasara
nem lathatd szamottevo valtozas a BBY-bol mért OJIP gorbe kiilonbozo fazisain, amelyet
a szarmaztatott Fv/Fm értékek (17B abra) is megerdsitettek: nem mutattak statisztikailag

szignifikans valtozast WGL-kezelés hatasara.
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17. abra: Kezeletlen (Kontroll) és WGL-kezelt BBY partikulumok Kl-a fluoreszcencia (OJIP) tranziensei
(A), ill. az 50 U mLt WGL-kezelt minta Fy/Fm paraméter értékei + SD a kezelést megeldzben és azt kévetden
harom biologiai ismétlésbdl atlagolva (B). A kezelt mintak értékei nem mutattak szignifikdns kiilonbséget
a kontroll mintdhoz képest (ANOVA, p > 0,05).

A WGL-kezelés szintén nem okozott észrevehetd valtozast a pigment-protein
komplexek szervezddésében, amint azt a CN-PAGE ¢s SDS-PAGE kisérletek is mutatjak

(18. abra).
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18. dbra: Kezeletlen (K) és 20 U mL™, illetve 50 U mL™ WGL-kezelt BBY partikulumok CN (A, B) és SDS-
PAGE (C) gélképei, M: molekulasily marker.

Ezek a megfigyelések tehat megerdsitették korabbi kovetkeztetésiinket (Dlouhy
¢és mtsai, 2022), miszerint az | fazisok a fehérjében gazdag régiokon kiviil, azaz (BBY-
ban) a PSII szuperkomplexeket beagyazo kettosréteg régidkon kiviil helyezkednek el.
Ezek az adatok arra is ramutatnak, hogy a WGL els6dleges célpontja, vagyis az erre a
lipazra leginkabb érzékeny szerkezeti entitas a TM-ok egy olyan aldoménje, amely
nagyszamu, rendkiviil mobilis lipidmolekulat tartalmaz (ami éles I fazist mutat). Ugy

tlinik, hogy ez az aldomén jobban hozzaférhetd az enzim szamara, és igy a WGL
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konnyebben hidrolizalja a nem kettdsrétegben talalhat6 lipideket, mint azokban a
doménekben, ahol a pigment-protein komplexek sztérikus gatlasa zavarhatja a lipaz
aktivitasat. Az ilyen, a fotoszintetikus apparatus fehérjéit nem tartalmazo lipidfazisok
szerepet jatszhatnak a granum és a sztroma membranok kapcsolodasaban, illetve azokon
a teriileteken, ahol a szomszédos sztroma lamellak dsszeolvadnak (Bussi és mtsai, 2019;
Garab és mtsai, 2022). Amint arra a bevezeté 1.7-es szakaszaban ramutattam, a nem-
kettdsrétegli lipidek indukaljak és stabilizaljak a fazios stalkot. Ezek az izotrop
jellemzokkel rendelkezd, nem-kettosrétegii fazisok (lasd példaul a 7F-H abrat (van
Eerden és mtsai, 2015) kdzleményében) kulcsfontossagii komponensek, intermedier
struktarak a membranfuziokban (Chernomordik és Kozlov 2008; Joardar és mtsai, 2022;
Seddon és Templer 1995a). Mindez arra enged kévetkeztetni, hogy az I fazis részt vehet
a néhany szaz nanométer méretii PSII membranok nagyméretii, akar tobb tiz mikrométer
tesztelésére megvizsgaltuk az 1 fazisok WGL-indukalta elroncsoléddsanak hatasat a

membranlemezek méreteloszlasara.

412 A BBY membranlapok WGL-indukalt szétesése

A membranlemezek méreteloszlasanak kovetése — SDG

A szukroz stiriiséggradiens (SDG) egy olyan technika, amelyet a részecskék
méretiik, alakjuk és stirliségiik alapjan torténd elvalasztasara hasznalnak (D’Amici €s
mtsai, 2009). A lényegében csak PSII szuperkomplexeket tartalmazé homogén mintak
esetében, mint a BBY, a részecskék gradiens menti eloszlasat a részecskék mérete

hatarozza meg. Amint az a 19A abran lathat6, a kezeletlen részecskék a magas

s

crer

jelent meg (19A abra), ami kisebb részecskeméretek jelenlétére utal. A kezeletlen és
kezelt mintak méreteloszlasdnak meghatdrozasat a kivalasztott térfogatok optikai
stirliségére jellemz0, azaz a Kl-koncentracioval aranyos Plmax - PI értékek abrazolasaval
végeztem el. Meg kell jegyezni, hogy kalibralas nélkiil ez a diagram csak félkvantitativ
informaciot ad. Ennek ellenére a 19B abra jol mutatja a BBY részecskék méret szerinti
atrendezddését a WGL-lel kezelt mintdban és a kisebb méretli részecskék

felhalmozodasat. A BBY membranok szétbontasat enyhe ultrahangos kezeléssel is
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elvégeztem, amely megerésitette, hogy a részecskék WGL altal kivaltott atrendez6dése
valoban a nagy lapok kisebb egységekre valo szétesésének tulajdonithatd (19A és B abra).
(A) (B)
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19. dbra: Kezeletlen (Kontroll), WGL-kezelt (50 U mL?Y) és szonikalt (SZ) BBY partikulumok eloszldsa
szukroz siirtiséggradiensen (A) és a csovek denzitometrids analizise a csé mentén fentrdl lefelé (B).

A membranparok magneses orientalhatosaga — LD spektroszkopia

Az LD mérések informaciot szolgaltatnak a minta abszorpcids atmeneti
dipolusainak anizotropiajarol. Az LD nagysaga a membranok orientalhatdésaganak
hatékonysagatol fligg. Magneses orientacid esetén azonos térerdsség és homogén minta
esetén nagymértékben fligg a részecske méretétdl, ami meghatarozza a részecske
Osszegzett diamagneses anizotropia (eredd) vektoranak nagysagat (Barzda és mtsai, 1994;
Kiss és mtsai, 1986).

Amikor a lateralisan fuzionalt BBY részecskék kiterjedt membranlemezeit 0,7 T
magneses térerdsségnek vetettem ald, hogy orientalddjanak, jellegzetes alaka LD
gorbéket figyelhettem meg 690 és 500 nm koriili maximalis értékekkel (20A abra). Ez a
spektrum jol egyezik a szakirodalomban publikaltakkal (Tapie és mtsai, 1982).
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20. dabra: BBY membranok linedris dikroizmus spektruma WGL-kezelés eltt és fokozatosan névekvé WGL-
koncentracié (10-50 U mLY) jelenlétében (A), valamint az LDmax @ WGL-aktivitds fiiggvényében a vords
spektralis régioban; a kezeletlen mintak maximalis LD értékét 100%-nak vettem, harom fiiggetlen biologiai
ismétlésbdl kapott dtlagértékek + SD. A kezelt mintdkbdl a 10 U mL'-es kezelés kivételével mind
szignifikans kiilonbséget mutatott a kontroll mintihoz képest (T-proba, Bonferroni-korrekcioval, p < 0,05)

(B).

Amikor a membranokat kiilonb6z6 koncentracioja WGL-lel kezeltem, a 10 U-t6l
50 U mL-ig terjedé tartomanyban, az LD gérbék fokozatos csokkenése volt
megfigyelhetd; a kezeletlen mintdk maximalis LD értékét 100%-nak véve a kdvetkezd
értékeket kaptam: 93,42 + 5,69; 83,63 + 2,89; 72,24 + 4,28; 54,78 + 10,64; 30,86 + 9,36
al0 UmL? 20 U mL?, 30 U mL?, 40 U mL™? és 50 U mL? WGL-koncentracio
alkalmazasaval (20B abra). Ez a részecskeméret fokozatos csokkenésének tudhato be. A

javasolt mechanizmust sematikusan a 21. abra mutatja be.

21. abra: Sematikus dbra, amely azt szemlélteti, hogy a laterdlisan ésszeolvadt PSII (BBY) membranok

crer

nagy lapok vektorésszege kelléen nagy ahhoz, hogy jelentds LD-t detektaljunk a 0,7 T erdsségii magneses
térben, ez viszont nem igaz az alkotoegységekre, amelyek ezért nem, vagy csak kisebb mértékben
orientalodnak.
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A szétesett membranparok vizualizacidja — SEM

SEM segitségével vizualizaltuk a WGL-kezelés hatdsat a laterdlisan fuzionalt
BBY részecskékre. A 22A abran egy tipikus SEM-képpar lathato, ami megerdsiti, hogy
a BBY részecskék 10 um-nél nagyobb atmérdjii, nagyméretii lapokba olvadtak Gssze,
tokéletes 0sszhangban a Dunahay és mtsai (1984) altal kozolt eredményekkel. Ahogy az
varhat6 volt, a WGL-kezelt mintak kisebb méretii, gyakran 6sszecsapzodott részecskéket
tartalmaztak, jellemzéen par szaz nanométeres atmérdvel —hasonloéan a granumbol izolalt

alkotoegységekhez (22B abra).

22. dbra: Pdsztazé elektronmikroszképos felvételek kezeletlen (A) és WGL-kezelt (B) (50 U mL?) BBY-
partikulumokrol. Lépték: I um.

SEM kisérleteink soran szonikaldasnak ¢s WGL-kezelésnek is kitettiik a BBY
membranokat, hogy 6sszehasonlithassuk a membranlapok szétesésének mechanizmusait.
Ahogy a 23. abran lathato, a szonikalas a membranlemezeket 0sszefonddo, jellegtelen
struktarakra bontotta szét. Ezzel szemben a WGL-kezelés utan a granum foltok még
mindig felismerheték voltak — megerdsitve azt a kovetkeztetést, hogy a WGL a BBY
részecskéket az Osszeolvadt membranpar egységek kozott elhelyezkedd lipidek

hidrolizisével bontja le.
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23. dbra: Pdsztazo elektronmikroszkop felvételek kezeletlen (A), szonikalt (B) és WGL-kezelt (50 U mL?)
(C) BBY-partikulumokrol. Lépték: 1 um.

Mivel a BBY izolalasi procedura Triton-X100 felhasznalasaval tortént, felmeriilt
a kérdés, hogy kozrejatszhatott-e a rezidualis detergens jelenléte a granum foltok
felhasznalasaval kinyert granum és sztroma alegységek izolalasukat kovetden
onmagukkal fuzionalnak (Dlouhy és mtsai, 2021b). Ennek ellendrzésére emelked6 (0,015
- 0,2%) Triton-X100 koncentracio mellett teszteltiik a detergenshatast a BBY mintak LD
spektrumara, fotoszintetikus aktivitasara, illetve SDG-profiljara. Ahogy azt a 24A abra
mutatja, az LD spektrum intenzitasa koncentraciofiiggé modon csokkent; 0,025% Triton-
X100 elegend6 volt ahhoz, hogy a karakterisztikus savokat letdrje. A fotoszintetikus
aktivitast fémjelzo és PSII szerkezeti dinamikara jellemz6 Fu/Fm értékek mar 0,015%
detergens jelenlétében szamottevéen csokkentek (24B abra). A 24C abran bemutatott
SDG oszlopon tovabba jol lathatd, ahogyan a detergens koncentracié emelkedésével a

membranok  egyre nagyobb mennyiségben jelennek meg az  alacsony

crer

47



(A) (B)

T T T 0,5 T T T T T T
| —— Kontroll |
0.06 —0,025%
0,05%
—0,1%
0.04F ——0,15%
a 0.2%
o
S 0,02
[a)]
-
° @V
0,02+
400 500 600 700 800 g qu\“ $° Q»§\° 8° Q«ﬁ\"
Hullamhossz (nm) NS o
(©)
Kontroll 0.025% 0.05% 01% 0.15%

= = = 2 @

24. dbra: A BBY LD spektrumai (A), Fu/Fn értékei (B) és SDG-profiljai (C) a kezeletlen (Kontroll) és
névekvd Triton-X100 (0,015 - 0,2%) koncentrdciok mellett. A 0,025% koncentracio mar kifejti hatdsadt a
BBY LD spektrumdra, illetve az SDG-oszlopon valé eloszlasra, mig a fotoszintetikus aktivitasra és a PSII
szerkezeti dinamikdra jellemzd FulFm érték mar 0,015% koncentrdaciora érzékeny. EbbGl az kovetkezik,
hogy a rezidualis Triton-X100 koncentrdcié az izolalt BBY-ban mindenképpen 0,015% alatt van.

A kapott eredmények ravilagitanak arra, hogy a BBY lapok fuzidjaban a Triton-
X100 semmiképpen sem jatszhat szerepet. Az eredmények tiikrében elmondhato, hogy a
detergens hatasa a membranpartikulumok szétesésében, illetve a fotoszintetikus aktivitas
drasztikus csokkenésében nyilvanul meg, mar 0,025%-os koncentracio jelenlétében.
Mindez bizonyitja, hogy az izolalas soran haszndlt max. 0,035% Triton-X100
koncentracio a kész BBY preparatumban csak nyomokban fellelhetd, hiszen az
alkalmazott meglehet6sen alacsony koncentraciok mar elegendonek bizonyultak a BBY -
lapok szétbontasara LD és SDG kisérletek alapjan (24A, B abra). A Kl-a fluoreszcencia
mérések tantisaga szerint a maradék Triton-X100 jelenléte a BBY-ban nem haladja meg

a 0,015%-ot.
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4.1.3 ABBY lipid-mikrokérnyezeteinek jellemzése és WGL-érzékenységiik

A BBY partikulumban a lipidek mikrokdrnyezetét és azok WGL hatasara
bekovetkezé valtozasait DPH anizotropia és fluoreszcencia élettartam mérésekkel is
jellemeztem.

A DPH vizben igen gyenge, de a lipid zsirsavlancok kozé beépiilve (25. abra) erds
fluoreszcenciat mutat (Lentz 1989). A probakbol detektalt stacionarius (Steady-state)
anizotropia és a fluoreszcencia élettartam fiigg a bioldgiai membranokban talalhato
lipidmolekulak viselkedésétdl és kornyezetétl (Demchenko és mtsai, 2009; Lakowicz
2006), ezaltal betekintést nytjt a lipidréteg szerkezeti és dinamikai sajatossagaiba
(Klymchenko és Kreder 2014). A DPH gerjeszt6fény altal emittalt fluoreszcencia
anizotropia (r) egy olyan paraméter, amely a membran mikroviszkozitasarol illetve

fluiditdsarol hordoz informaciot.
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25. dbra: DPH (narancssdarga) fluoreszcens proba lehetséges orientdcioi a lipidmembranban (kor: lipid
fejcsoportok, vonalak: zsirsav lancok).

Az anizotropia mérés soran a fluorofort vertikalisan és horizontalisan polarizalt
dipélusmomentuma egybeesik a gerjeszt6 fény elektromos vektoraval, gerjesztédni fog
(fotoszelekcio). Mivel a gerjesztett fluorofor fotonemisszidja sokkal hosszabb idobe telik,
mint az abszorpcio, a fluorofor gyakran atorientalddhat, miel6tt az emisszid bekovetkezik
idGtartama alatt — tehat minél fluidabb a lipidkdrnyezet —, annal kisebb a mért anizotrdpia
érték (Torok és mtsai, 2001).

A 26A abran a DPH proba fluoreszcencia emisszids spektruma lathato, amely a
BBY membranba épiilve jellegzetes harom savos spektrumot mutat (Barkhade és mtsai,

2019). A membran mikroviszkozitasarol szamot ado r érték, a 26B abra szerint WGL-
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kezelés hatasara lecsokken. A megfigyelt csokkenés eredetének meghatarozasa
érdekében fluoreszcencia élettartam méréseket végeztem. A fluoreszcencia lecsengési
kinetikak, és azok feltételezhetéen Osszetett jellegiik révén, részletesebb betekintést
nyujthatnak a lipidkornyezet esetleges heterogenitasaba, ezaltal lehetové téve akar a
fluorofor alpopulaciok feloldasat (Litman és Barenholz 1982), ahogyan arra Paloncyova
és mtsai (2019) és Osella és mtsai (2020) is ramutattak a kdzelmultban. Ezért a mért

lecsengési kinetikdkat matematikai analizisnek vetettem ala.
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26. dabra: BBY membranba épiilt DPH fluoreszcencia emisszios spektruma (A) és fluoreszcencia
anizotrépia értékei = SD kezeletlen (Kontroll) és 20 U mL™* WGL-kezelés hatdsdara, hdarom bioldgiai
ismétlésbdl atlagolva (T-proba, p > 0,05) (B).

A BBY-on mért DPH fluoreszcencia lecsengési Kinetika (27A abra) WGL-kezelés
hatasara jelentsen valtozott. A kezeletlen BBY-ba agyazodo6 proba gyorsabb lecsengést
mutatott, mig a WGL-lel kezelt minta lecsengése lassabb, elnyujtottabb volt. A lecsengési
kinetikakat hdrom exponencialissal tudtuk kielégitden illeszteni (x>= ~1,2), azaz harom
élettartam-komponenst kaptunk: z1, 72, 73, a hozzatartozo A1, A2, As relativ amplitadokkal
(27B ébra). (Az illesztés mindsége haromnal kevesebb komponens alkalmazasaval nem
volt kielégitd, mig haromnal tobb komponens hasznilata mar nem jart az illesztés
mindségének szamottevé javulasaval.) Ez azt jelzi, hogy a lipidmolekulak
mikrokdrnyezete a BBY-ban nagyfoku heterogenitast mutat; ami jo 6sszhangban van a

partikulumok lipidpolimorfizmusat feltaré !P-NMR spektroszkopiai adatainkkal.
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27. abra: BBY-ba integralodott DPH proba fluoreszcencia lecsengési gorbéi kezeletlen (Kontroll) és WGL-
kezelt (20 U mL™Y) mintdkon, hdrom biolégiai ismétlésbdl dtlagolva (A). Az illesztett életidé-komponensek
és azok relativ intenzitasa + SD oszlopdiagramon dbrdzolva kezeletlen (B) és WGL-kezelt mintdk esetében

(C). A 11-életidd komponens intenzitdsa a WGL-emésztés kovetkeztében szignifikans kiilonbséget mutatott

a kezeletlen mintahoz képest (t-préba, p < 0,05), mig a 12-€S és 13-as életidék amplitiido valtozasai nem
voltak szignifikansak (p > 0,05).

Az egyes élettartam-komponensek és a hozzajuk tartozé amplitadok a 27B és C
abran lathatok WGL-kezelés el6tt és azt kovetden. Lathatd, hogy a kontroll minta
esetében kapott 71 = 0,31 + 0,01 ns, 72 = 3,49 £+ 0,26 ns és 73 = 12,5 + 0,2 ns életidok a
lipazkezelés hatasara Kisebb mértékben megvaltoztak: 71 = 0,37 + 0,02 ns, 7> = 5,52 +
2,01 ns és 73 = 8,18 + 2,47 ns. Ennél szembetiindbb, hogy az egyes komponensek
amplitadoja jelentésen megvaltozott. A kontroll minta A; = 63,4 + 3,1, A>= 26,1 + 2,8,
Az = 10,4 + 0,4 amplitadoéi a kovetkezoképpen mddosultak WGL-kezelés hatasara: A =
382 £ 2,1, Ao =357 £ 54, Az = 26,1 + 7,0. A lipazkezelés hatasara bekovetkezd
legmarkansabb valtozas a 11 élettartamu komponens intenzitasanak szignifikans
csokkenése volt, jelezve az ezért a kinetikai komponensért felelés lipidkérnyezet relativ
mennyiségének csokkenését. Ezek az adatok megerdsitik azt a korabbi, 3P-NMR
spektroszkopiai adatokra alapozott kdvetkeztetésiinket, hogy ez a lipaz szelektiv modon,

egy adott lipidkdrnyezeten beliil hidrolizélja a lipideket.
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A leggyorsabb lecsengési életid6vel jellemezheté komponens — figyelembe véve
a WGL lipidfazis specifikus hatasat a DPH fluoreszcenciara és a >P-NMR spektrumra —
az | fazishoz rendelhet6. Ezt a csokkenést a masik két, lassabb komponens relativ
emelkedése kiséri, ami minden bizonnyal az eredetileg I fazist alkotd lipidek
».megjelenésének” ¢és fiziko-kémiai kdrnyezetiik valtozasanak tulajdonithato. (DPH
¢lettartam méréseink alapjan j populacido megjelenését nem tudtuk azonositani; ezek
megjelenését a lassabb komponensek élettartam valtozasai jelezhetik.) A kezeletlen
mintaban megfigyelt két lassabb komponens valosziniileg a kettosréteg szerkezethez és a
részben fellazult annularis lipidek halmazahoz kotheto.

Erdekes megjegyezni, hogy — amint azt a Fiiggelékben bemutatom — a DPH
fluoreszcencia anizotropia értékei és a lecsengési kinetikak heterogenitasa TM-ban is
megfigyelhetd volt WGL hatasara (F6. abra). Tovabba, a WGL szelektiv hatdsa is
kimutathat6 volt — TM-ban is a leggyorsabb ¢letidejii komponens volt a legérzékenyebb
a WGL-kezelésre (F7. abra). A TM-on DPH-val megfigyelhet6 hatasok részletesebb
elemzését nem végeztem el — ui. a WGL dezintegraciés hatisa a TM-ra nem volt
egyértelmiien kimutathat6; ami valdszinileg a TM-ok Osszetett Szerkezetének és
kozismerten nagyfoka és random Onaggregacios hajlamanak tudhaté be. (Ez indokolta,
hogy vizsgalatainkat az egyszeriibb szerkezetli, lateralis fuziok révén Kiterjedt

membranlapokka 6sszeallo BBY partikulumokra korlatozzuk.)

4,14 Kovetkeztetések

Osszességében kimutattuk a nem-kettdsrétegii, | fazis(ok) szerepét a PSII-ben
tipikus BBY membranok nagy, akar tobb tiz mikrométeres méretii lapokat alkotnak,
amelyek néhany szaz nanométer atmérdjli granumbol szarmazé membranparokbol allnak.
Ezek a részecskék jellegzetes lipidpolimorfizmust mutatnak: a kettOsrétegli (L-fazis)
mellett gyorsan mozgo6 lipidmolekulakbodl szarmazo 1 fazisokat is tartalmaznak, amelyek,
adataink szerint, a fehérjékben gazdag kettdsrétegii fazistol eltérd régiokban talalhatok.
A WGL szelektiven elnyomja az I fazis(oka)t, ami a kiterjedt membranlemezek kisebb
egységekre torténd széteséséhez vezet. A lipidfazisok heterogenitdsat DPH
fluoreszcencia élettartam méréseink is megerdsitették, amelyek azt is egyértelmiien
megmutattak, hogy a WGL-érzékeny lipidek egy jol -elkiilonitheté, gyors DPH

fluoreszcencia lecsengéssel karakterizalhato fiziko-kémiai kornyezetben talalhatok —
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Osszhangban azzal a korabbi kovetkeztetésiinkkel, hogy ezek a lipidek a kettésrétegbe
rendezett lipidektdl elkiiloniilt doménekben talalhatok.

Adataink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a BBY membranok spontan fuzidjat
a membranparok peremén taldlhatdé lipidek kozvetitik. Ezek a gyorsan mozgd
lipidmolekulak az 1 fazisba Osszeallva keskeny, néhdny nanométer széles gytriit
alkothatnak a membranegységek koriil, ¢és hemiftizios csatorndkat képezve
,Osszeragaszthatjak” a szomszédos membranokat — amint azt a 28. abra sematikusan

abrazolja.

7

% bulk lipidek a kettGsrétegben % bulk lipidek az izotrop fazisban

crer

zllusztracwja amely hangsulyozza a nem-kettosrétegii lipid (1) fazis meghatarozo szerepeét, és egyuttal azt
is mutatja, hogy a lipid kettdsrétegek csupan kisebb szigeteket képeznek a szuperkomplexek kozott.

A nem-lamellaris, | mezofazisok pontos természete még meghatarozasra var —
ebben valoszinilileg nagy segitségre lesznek a molekularis dinamikai szimulaciok,
valamint nagyfelbontasi  képalkotd és mikro-spektropolarimetrias technikak.
Mindazonaltal, adataink erdteljesen azt sugalljak, hogy a nem-lamellaris lipidek (az
MGDG) és a nem-lamellaris lipidfazisok szerepet jatszanak a TM-ok onszervezédésében
¢s szerkezeti dinamikajaban, Osszhangban a DEM-mel, azaz a dinamikus lipid
kicserélodés modellel. Az itt felvazolt membranfiizios mechanizmus fuzogén fehérjék
nélkil valosul meg, amelyek azonban — valdsziniileg egyiittmiikodve a nem-lamellaris

lipidfazisokkal —, fontos szerepet jatszhatnak a kloroplasztiszok biogenezisében.
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4.2 MEMBRANKOTOTT FEHERJEK ES A TM LIPIDPOLIMORFIZMUS

KAPCSOLATA

4.2.1 CURT1 proteinben gazdag marginalis régio lipidfazisanak jellemzd6i

Mint ahogy azt korabbi vizsgalatok megmutattak, a nem-kett6srétegképzo lipidek
és lipidfazisok (Dlouhy és mtsai, 2020; Latowski és mtsai, 2004) meghatarozo szerepet
jatszanak a TM fényvédelmi funkcidjanak kialakitdsaban — a lipokalin-szerii, vizben
old6dé VDE aktivitasanak biztositasa révén (l. 1.6 fejezet).

Biofizikai vizsgalatok segitségével kimutattak, hogy a mitokondrialis
elektrontranszportlanc vizoldékony fehérje komponense, a Cit ¢, CL hozzaadasaval nem-
kettésréteg lipidfazisokba ,burkolhaté” (Vladimirov ¢és mtsai, 2018). Ahogy azt
korabbiakban kimutattuk (Dlouhy €s mtsai, 2022), a tripszin enzimkezelés szelektiven
roncsolta a TM 3!P-NMR detektalhaté Hy fazisat (1. 12. dbra), ami szintén arra utal, hogy
ez a lipidfazis nagy valoszintliséggel a TM sztroma vizes fazisaban talalhato fehérjékkel
vagy reziduumokkal all kapcsolatban. A granum vezikulum nagyfoku gorbiiletét lehetové
tevd MR-ban talalhat6 CURT1 proteinek rendelkeznek tripszinérzékeny sztroma oldali
oldallancokkal, illetve ebben a régioban relative alacsonyabb protein/lipid arany
detektalhat6 a granum és sztroma régiokhoz képest (Koochak és mtsai, 2019), amit sajat
kisérleteimben is alatamasztottam (29. abra). A 29. abran az FTIR spektrum lipidekre
jellemzé 1750 és 1700 cm™ kozotti ,észter”-kotésekbdl fakadd rezonanciak, ill. a
fehérjékre jellemzd 1700 és 1600 cm™ kozotti ,,amid” kotésekbél fakado régiok (29A
abra) gorbe alatti teriiletének 6sszehasonlitasaval (29B abra) nyilvanvald, hogy a MR-ban
a lipidek relativ mennyisége jelentdsen nagyobb a teljes TM-hoz és a sztroma és a BBY
régiokhoz képest. Mindezért kézenfekvének tiint 3'P-NMR-rel tesztelni a gorbiileti vagy

marginalis régiokra jellemz6 lipidpolimorfizmust.
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29. dbra: \zolalt TM, sztroma lamella, margindlis régié (MR) és BBY partikulumok FTIR-spektrumai az
“amid 1" és “észter” régiokban (A) és oszlopdiagram, ami az ,,amid 1" (1700-1600 cm™?) és az ,, észter”
régié (1750-1700 cmY) integralt teriileteibdl szamolt fehérjellipid (P/L) ardnyokat mutatja hdrom biolégiai
ismétlésbél £ SD. A statisztikai analizis alapjan a BBY P/L ardnya szignifikdnsan kiilonbozik a tobbi
alegységhdl kapott értéktél (ANOVA, p < 0,05, Tukey-proba) (B).

A 30. abran bemutatott 3!P-NMR spektrumok tanusiga szerint a MR nem
tartalmazza a karakterisztikus L és Hy fazisokat; a spektrumokat jellegzetes izotrop
fazisok dominaljak 0,15 és 2,7 ppm koriili cstcspoziciokkal. Szaturacid transzfer
kisérleteink megerdsitették ennek a két, egymast er6sen atfedd fazisnak a jelenlétét,

jollehet a savszerkezetben mas, kisebb amplitidoju rezonanciak is fellelhetdk.
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30. d@bra: MR kontroll, 0,15 ppm-nél (A), ill. 2,7 ppm-nél (B) alkalmazott szaturdcié pulzussal (SP) kezelt
SIP-NMR spektrumok. A spektrumok két szaturdcié transzfer kisérlet alapjin késziiltek, két biolégiai
ismétlésbdl. Szkennelések szama 12 800 ismétiésenként és szaturdcios impulzusonként.

A lipidfazisokbol eredd rezonanciasavok érzékenyek voltak WGL-emésztésre,
hasonléan az eléz6ekben bemutatott BBY-hoz és a korabban k6zolt TM-okhoz (31A

abra). Mindemellett a tripszinkezelés nem valtott ki szamottevo hatast (31B abra).
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31. dbra: Kezeletlen (Kontroll) és 20 U mL? WGL-kezelt (szken szam: 25 600) (A) és 10 mg mL*
tripszinkezelt (szken szam: 19 200) (B) MR mintdk 3*P-NMR spektrumai. A spektrumokat két-két bioldgiai
ismétlésbdl atlagoltam a kezeletlen és a kezelt mintdk esetében.

Kisérleteink tehat a CURT1 proteinben gazdag MR-ban jelentds mennyiségii
nem-kettésréteg fazisallapotu lipid jelenlétét mutattak ki, amely azonban nem volt
érzékeny tripszinkezelésre. Ugyanakkor Hi karakterisztikaval jellemezhetd lipidfazis
sem volt jelen. Ezek tiikrében a CURT1 protein szerepe a Hy fazis kialakitasaban nem
tlinik valosziniinek. Mindemellett eredményeink megmutattak azt is, hogy a MR-ban
talalhato bulk lipidek — nagy valosziniiséggel a nativ membranban is — nem-kettGsréteg
szerkezetbe rendez6dnek. Korabban — legjobb tudomasom szerint — ennek a szerkezeti
egységnek a fazisviselkedésére nézve nem voltak adatok.

Nem zarhat6 ki, hogy a MR-ban megfigyelt 1 fazisok a detergenst alkalmazo
izolalas hatasanak tudhatok be, de ezek megfeleltethetok a TM-ban is megfigyelt
fazisoknak. Ez utdobbi megallapitast erdsitendd, érdemes felidézni, hogy az ugyanilyen
detergens kezelést kovetden kinyert granum és sztroma TM-ok lipidfazis-viselkedése
nem tér el Iényegesen az intakt TM-ok viselkedésétdl (Dlouhy és mtsai, 2021a), és a BBY
is megorzi a szerkezeti egységre jellemzd L és I fazisokat (1. 4.1.1 fejezet). Ennek

fényében valosziniisithetjiik, hogy a CURT1 protein koriil a TM-ban is, annak MR

crer

4.2.2 Azinverz hexagonalis fazishoz kotott proteinek

A Hofmeister-sok hatassal vannak a viz H-kotésszerkezetére; a kaotrop sok a
fehérje-viz hatarfeliiletén felléps fesziiltség csokkenését, a kozmotropok annak
novekedését idézik elé (Bogar és mtsai, 2014); a kétféle s6 a fehérjék nyitott vagy zart

crer

konformaciojat stabilizalja (Dér és mtsai, 2007; Nasztor és mtsai, 2016).
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Bebizonyosodott, hogy a kaotrop NaSCN jelentésen dezorganizalja a TM
ultrastrukturajat és a pigment-protein komplexek makroorganizaciojat — hangsulyozva a
hidratacios erdk jelentdségét (Zsiros és mtsai, 2020). Figyelembe véve a hidratacios
allapotok szerepét a nem-kettGsréteg strukturak kialakulasaban (Seddon és Templer
1995a; Yang ¢és Huang 2002; Yang és mtsai, 2017) fontosnak tartottuk megvizsgalni a
NaSCN hatésat a TM lipidpolimorfizmusara.

Zsiros és mtsai (2020) munkaja nyoman tudjuk, hogy 0,5 M NaSCN-kezelés mar
egy perc utan megbontja a borsobol izolalt TM membran struktarajat; 5 perc kezelés
hatasara szétesik a granum szerkezete, mikdzben a Szorosan tapadt kettOsréteg
membranok még jol azonosithatok. Izolalt spenét TM-okon végzett 3'P-NMR
spektroszkopiai méréseink feltartak, hogy NaSCN-kezelés hatasara a Hy fazisbol
eredeztethetd sav eltlinik (32. abra). Mindazonaltal az L és I fazisok valtozasai arra
utaltak, hogy a TM korabban kimutatott reorganizacioi (Zsiros és mtsai, 2020) hatassal
vannak valamennyi lipidfazisra. Ez magyarazhatja az 1 és L fazisok — jollehet a Hy
fazishoz képest kevésbé hangsulyos — érzékenységét. Annak érdekében, hogy kideritstik,
hogy az L fazison megfigyelhetd markans novekedést egy valos komponens megjelenése
okozza, vagy a sokezelés hatasara képzodo aggregatumbol eredd sav iil ra az alapvonalra,
a mintakat a sokezelés el6tt glutaraldehiddel (GA) kezeltiikk. A GA fehérje-keresztkotd
hatdsa révén jo eséllyel kompenzalja a NaSCN membran dezorganizalo hatasat. A 32.
abran megfigyelhetjiik, hogy a GA elékezelés valoban megakadélyozta az L fazis 3!P-
NMR jelével atfedo szerkezetek kialakulasat. Ugyanakkor a NaSCN Hy, fazisra gyakorolt
hatasa valtozatlan maradt. (A GA Onmagaban nem okozott valtozast — ezt itt nem
mutatom.) A Hy fazis érzékenységét a kaotrop Hofmeister-sokra a fehérjék szolvatacios
burkanak perturbacioja magyarazhatja (Lo Nostro és Ninham 2012; Nasztor és mitsai,
2017). Ez jo 0sszhangba hozhaté azokkal a korabbi adatainkkal, amelyek a Hy fazist
sztroma oldali fehérjékkel hoztak kapcsolatba (Dlouhy ¢és mtsai, 2022).

57



T T T T T T
25 + —Kontroll g
——NaSCN 0,5 M

GA 2% + NaSCN 0,5 M
20

Belitésszam (104)
o

40 30 20 10 0 -10 -20 -30

Kémiai eltolodas (ppm)

32. dabra: Kezeletlen (Kontroll) és 0,5 M NaSCN-séoldattal, ill. a NaSCN-kezelés elétt 2% GA-del kezelt
TM 3'P-NMR spektrumai. 4 spektrumokat harom biolégiai ismétlésbél atlagoltam. Szkennelések szama 12
800 ismétlésenként.

A TM multilamellaris szerkezetében bekovetkezd valtozasokat, ill. azok GA-
gatlasat kisszogii rontgen- (SAXS) és neutronszorasos (SANS) kisérletekkel is teszteltiik
(Nagy és Garab 2021; Turner és Gruner 1992). A kis szogben szorodo rontgen ill. neutron
sugarat régota hasznaljak lagy anyagok szerkezeti jellemzdinek mezoszkopikus (1-100
nm) skalan torténd tanulmanyozasara; ezek a technikak informaciot nytjtanak tobbek
kozott az oldatban 1évé makromolekuldk és molekulaegyiittesek alakjarol és méretérdl,
valamint a fibrillaris és lamellaris strukturak morfologiajarol (Neylon 2008), beleértve a
fotoszintetikus szervezetek membran struktarait is. Az emlitett spektroszkopiai
technikakkal detektalhato diffrakcios, vagy mas néven Bragg-csucs (0*) megjelenése a
membranok periodikus szervezddésébol adodik. Abban az esetben, ha a neutronsugar,
annak hullamhosszaval Gsszevethet6 tavolsagban 1évé periodikus rétegekrdl szorodik,
konstruktiv interferencia 1ép fel, amely diffrakcios csticsokat eredményez. Ebb6l az tn.
Bragg-egyenlet alapjan megbecsiilhet6 a tilakoidmembran RD ismétlddési tavolsaga, RD
= 2n/q* (Nagy és mtsai, 2014). Az elsérendii Bragg-cstics altalaban 0,02 és 0,03 nm™*
kozott figyelhetd meg izolalt TM-okban, ami hozzavet6legesen 20 és 30 nm kozotti RD-
nek felel meg (Unnep és mtsai, 2014).

Ahogyan az a 33. abran megfigyelhet6, a SAXS (33A abra) és a SANS (33B abra)
szorasprofilokban jelentds kiilonbségek mutatkoznak a kezeletlen és a NaSCN-kezelt TM
mintak kozott. A SANS és SAXS mérésekkel azonosithatd Bragg-cstcsok eltiinése,
illetve intenzitasanak nagymértékii csokkenése ~0,2 nm™ koriil a membranorganizacié
megvaltozasara utal. Ezek az adatok, amik jo egyezést mutatnak Zsiros és mtsai (2020)
SANS mérési eredményeivel, a membranszerkezet bizonyos mértékii szétesését, a
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membranlamellak periodicitasanak elvesztését jelzik. GA kezelés hatasara a Bragg-
csucsok — habar helyzetiik elcsuszott, és intenzitasuk is valamelyest csokkent — a
membranperiodicitds megtartasat jelzik; mikdzben, ahogy azt fentebb megmutattam, a

Hu fazis szétroncsolodik.
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33. dbra: Kezeletlen (Kontroll), 0,5 M NaSCN-sdoldattal kezelt és 2% GA-val + 0,5 M NaSCN-sdoldattal
kezelt TM-ok SAXS (A) és SANS (B) spektrumai. A mérésekhez két biologiai ismétlést hasznaltunk.

Jelenleg is folyo kisérleteinkben probaljuk azonositani a fehérjé(ke)t, amely(ek) a
NaSCN-kezelés kovetkeztében kiszakadhat(nak) a Hy fazissal alkotott asszociatumbol.
Ehhez a kezeletlen és NaSCN-kezelt TM-okat, illetve feliluszojukat SDS-
gélelektroforézissel vizsgaltuk. Eldézetes SDS-PAGE ¢és proteomikai eredményeink
alapjan két olyan, ~55 és ~62 kDa-os gélsavot azonositottunk, amelyek denzitasa a
NaSCN-kezelést kovetden a TM-ban jelent6sen csokkent: a 62 kDa méretii fehérjesav
teljesen eltiint, mig az 55 kDa-0s sav enyhébb intenzitassal, de jelen volt. Ez a két sav
0,5 M-0s NaSCN-kezelés hatasara megjelent a feliluszoban (ill. a ~55 kDa-s sav
jelentdsen er6sodott). A CEITEC-ben (Masaryk Egyetem, Brno, Csehorszag) elvégzett
proteomikai analizis eredményeink azt mutatjadk, hogy a NaSCN-kezelésre
legérzékenyebb proteinek az ATP-szintaz a és B alegységei.

A NaSCN-kezelés hatasara a feliiluszoban feldusulo proteinek teljes proteomikai
analizise (34. abra) is azt mutatja, hogy a Hy fazis elroncsolasa egyiitt jar az ATP-szintaz
alegységeinek levaldsaval a TM-r6l. Az ATP-szintdz o és B alegységén kiviil vy, o és ¢

alegységek is azonosithatok voltak.
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34. dabra: A kezeletlen (Kontroll) és a 0,5 M NaSCN-sooldattal kezelt TM feliiliszojabol detektalt
fehérjekomponensek relativ megoszilasa + SD.

4.2.3 Kovetkeztetések

Korabbi, a TM-ok tripszinemésztéssel végzett kisérleteink alapjan
megallapitottuk, hogy a Hy lipidfazis sztroma oldali fehérjékkel vagy polipeptidekkel all
kapcsolatban (Dlouhy és mtsai, 2022). Ezt kovetd kisérleteink arra iranyultak, hogy
azonositsuk azokat a sztroma oldali fehérjé(ke)t vagy a sztroma oldali vizes fazisba
benytlo polipeptid(ek)et, amely(ek) a TM lipidekkel kolcsonhatasba 1épve felelGs(ek)
lehet(nek) a megfigyelt Hy fazis kialakulasaért.

A 4.2.1 fejezetben leirtak alapjan, eredeti hipotézisiinkkel szemben, a CURT1
protein szerepe nem tiinik valdsziniinek. A marginalis vagy gorbiileti régio (MR)
fazisviselkedését vizsgalva megallapitottuk, hogy az izolalt MR (laza iiledék) nem
tartalmaz Hy fazis jelenlétére utald *'P-NMR spektralis ujjlenyomatot. Az izolalt MR
lipidjei a CURTL protein koriil I fazist képeznek — ezek a lipidek valdsziniileg hasonld
fazist alkotnak az intakt TM MR-jaban is.

A NaSCN-kezelés hatasara szétroncsolt HII fazis ill. ennek kapcsolata az ATP-
szintaz sztroma oldali alegységeivel azért érdekes, mivel a szakirodalmi adatok alapjan a
nem-kettésréteg CL befolyasolja a mitokondrialis ATP-szintdz miikodését (Acehan és
mtsai, 2011; Duncan és mtsai, 2016); a CL szerepet jatszik az ATP-szintaz
stabilizalasdban, a krisztak lateralis szervezddésében, tovabba segitséget nyujt a C-gylirii
forgasaban, annak mintegy kenGanyagot szolgaltatva segiti a proton transzfert. Gasanov
és mtsai (2016) pedig a nem-kettOsréteg fazisok szerepét hoztdk Osszefliggésbe a
mitokondrialis ATP-szintdz miikodésével. Mindezen adatokkal Gsszhangban és sajat

eredményeink tiikkrében azt feltételezziik, hogy a Hy fazis kapcsolatban all az ATP-
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szintazzal — legnagyobb valodsziniiséggel annak vy és ¢ alegységeivel, hiszen térben ezek

allnak legkozelebb a kettdsréteg membranhoz.
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5 ALTALANOS MEGVITATAS ES KITEKINTES

Munkacsoportunk vizsgalatai korabban mar igazoltak a kettdsréteg és nem-
kettésréteq lipidfazisok jelenlétét novényi TM-okban, azonban a nem-kettdsréteg fazisok
szerepét a membranszerkezet fenntartasaban (mint pl. membranfiziok) — habar

feltételezték — empirikusan eddig még nem bizonyitottak.

Az értekezésemben bemutatott eredmények azt igazoltak, hogy a nem-kettdsréteg |
fazis szerepet jatszik a PSll-ben dus tapadt membranparok, a BBY partikulumok
dsszeolvadasaban. A 3P-NMR technikaval kimutathato 1 fazis szelektiv eliminacidja
egylitt jar a laterdlisan 6sszeolvadt BBY partikulumok kisebb alkotdegységeikre torténd
szétesésével, mikdzben a pigment-protein komplexek molekularis szerkezete és a PSII

funkcionalis aktivitdsa nem sériil jelentOsen.

A BBY membranokon végzett 31P-NMR kisérleteink alapjan megbecsiilhetjiik azt
is, hogy a WGL-emésztés altal nem érintett, L fazisban 1évé bulk lipidek mekkora
»zarvanyokban” talalhatok a pigment-protein komplexek kozott. A DEM alapvetd
feltételezéseinek megfeleléen a PSII-LHCII szuperkomplexek kozé zart lipidfoltok
atlagos méretét a TM lipidek — nem-lamellaris hajlamabol eredé — szegregacios
képessége hatarozza meg. (A DEM dinamikus kicserélédési membran modellt és a
lipid:protein arany homeosztatikus szabalyozasanak javasolt mechanizmusat az 5.1

fejezetben ismertettem.)

A lipidfoltok atlagos méretét a 4.1.1 bekezdésben ismertetett szamitasok
kiterjesztésével végeztem el. Ezek szerint egy atlagos 500 nm atmérdjii (196 350 nm?
teriiletdi) granumban a bulk + shell lipidek 59 690 nm? teriiletet foglalnak el.
Dekonvolucios analizisiink alapjan ennek 60,2%-a az L fazisban talalhato, ami 35 934
nm?-t jelent. Felhasznalva a képfeldolgozasbol kapott 69,6%-0s fehérjelefedettséget, a
fehérjék 136 660 nm? teriiletet foglalnak el. Amennyiben a spendtban megtalalhato PSII-
LHCII szuperkomplex ~500 nm? teriiletével szamolunk (Boekema és mtsai, 2000) 273
db szuperkomplexszet kapunk a granum teriiletén, amelyek kozott a megbecsiilt lipid
,zarvanyok” atlagos teriilete ~132 nm?, ami a kettSsréteg szerkezetet mutatd TM régioban
lipidrétegenként 200-300 lipidmolekulanak felel meg, fiiggéen az atlagos lipidteriilettol,
ami 0,45 és 0,65 nm? kozotti értéknek veheté (Nagle és Tristram-Nagle 2000; Simidjiev
és mtsai, 2000). Erdekes megjegyezni, hogy Boekema és mtsai (2000) felvételein
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Kiterjedt, protein-mentes lipidmez6k nem fedezheték fel; az egymassal Osszekotott
kettosréteg foltok méreteloszlasa egyenletesnek tlnik; igy a fenti atlagértéket

jellemzodnek tekinthetjiik.

A BBY partikulumokban és TM-ban talalhato lipid-heterogenitas karakterizalasa
soran harom lipid-mikrokdrnyezetet detektaltam. Altalanossagban a DPH fluoreszcencia
anizotropia lecsengés jo indikatora a lipid zsirsavlancok rendezetlenségi fokanak, illetve
eszkozt ad a folyadékkristalyos és gél allapotatmenetek tanulmanyozasara (Ford és mtsai,
1982; Osella és mtsai, 2020; Paloncyova és mtsai, 2019), tovabba lehetOséget ad a
lamellaris és nem-lamellaris atmenetek detektalasara. Chen és mtsai (1990) a DPH
anizotropia heterogenitasat olyan lipidkeverékekben mutatték ki, amelyek L és Hy
fazisatalakuldson mentek keresztiill. Az 4tmenet soran a laterdlis diffuzios allando
jelentdsen megnétt a Hyy fazisatmenet soran, amely a nem-kettésréteg fazis dinamikusabb
természetét tikkr6zi. Bar méréseink a DPH proba fluoreszcencia lecsengési kinetikat és
nem az anizotropia lecsengést vizsgaltak, az altalunk megfigyelt rovidebb élettartamok
Osszhangban lehetnek a lipidek gyorsabb lateralis és rotacios diffazidjaval a nem-
kettésréteg lipidfazisokban, ahol a lipidmolekulak mozgasa a Kettésréteghez képest
kevésbé korlatozott. Azt is megallapitottam, hogy a WGL-hatés szelektiv, a membranba
integralodott fluoreszcens probabol rogzitett lecsengés leggyorsabb komponensének
relativ amplitadojat csokkenti, amely nagy valoszintiséggel a legdinamikusabb

lipidkérnyezet, az I fazis roncsoldsaval fiigg Ossze.

s

rendszerekben. Erre vonatkozdan a jovében tovabbi eréfeszitéseket tesziink — korabban
nem hasznalt lipdz enzimek €s mutansok vagy a membranszerkezetet részben megbonto

vagy gyengitd kezelések alkalmazasaval és morfologiai vizsgalatokkal.

Mivel a kisérleteimben pusztan a lipidfazisok szerepére Osszpontositottam, nem
vizsgéltam Kkitlintetett proteinek szerepét, amelyek kozrejatszhatnak a fuzid
kialakuldsdban. A jovdbeli kisérletekben mindenképpen nagyobb hangsulyt szeretnék
fektetni a lipidek és a TM-ok faziojaban feltételezhetben szerepet jatszo fehérjék
kolcsonhatasara is. Emellett érdemes lehet kiterjeszteni a kutatdsokat mas fotoszintetikus

organizmusok, pl. z6ldalgak, cianobaktériumok korére.

Nagy felbontasu képalkotdé modszerek (atomi erdmikroszkopia, STORM-

mikroszkopia), illetve 1ézercsipesz alkalmazasaval tovabbi betekintést kaphatunk a
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membranlapok Osszekottetéseirdl, azok szerkezetér6l. A késdbbiekben tervezziik a bulk
TM lipidfazisok modellezését a kettdsrétegii lipidfazisokra mar megalkotott Matryoshka-
modell (Bicout és mtsai, 2021; Cisse és mtsai, 2022; Matsuo és mtsai, 2022)
kiterjesztésével kvazi-elasztikus neutronszorasos kisérletekkel, amelyet — széles kort
nemzetkozi egyiittmiikodés keretein beliil — molekularis dinamika szimulacioval, tovabba

SAXS és SANS mérésekkel terveziink kiegésziteni.

A marginalis régioban (MR) tisztan izotrop jellegli rezonancCiasavok jelenlétét
igazoltam. Habar a korabbi feltételezések a MR-ra jellemz6 nagyfoka gorbiilet
kialakitasat exkluzivan a nem-kettdsréteg lipideknek tulajdonitottak (Murphy 1982),
késobb kidertilt, hogy a CURT1 proteinek stabilizaljak annak kialakulasat (Armbruster
¢és mtsai, 2013). Mivel a CURT1 protein N-terminalis sztroma oldalra Kinyulo alegysége
tripszinérzékeny, igy a MR-rol azt feltételeztiik, hogy az koézremiikodik a Hy fazis
kialakulasaban. Az itt bemutatott eredményeim nem mutattak erre utald jelet.
Mindazonaltal ennek a szerkezeti egységnek a lipidfazis-viselkedése és a lipidek
kolcsonhatasa a CURTL1 proteinnel fontos szerepet jatszhat a TM szerkezet

kialakulasaban.

A hidratacios allapotokat és a fehérjék szolvatacios burkat markansan befolyasolo
kaotrop NaSCN-tal végzett kisérletek azt igazoltak, hogy a TM-ban a kezelés indukalta
Hu fazis letdrése egyiitt jar az ATP-szintaz alegységeinek membranbol vald
felszabadulasaval. Amint azt a fentiekben kifejtettem, ez magyarazhatja a Hy fazis
megjelenését; mindazonaltal, ezt nem tekinthetjiik bizonyitottnak. A NaSCN-tal kezelt
TM-16l szerzett eredmények tiikkrében a jovoben az ATP-szintdzban gazdag TM tertilet,
a sztroma lamelldk vizsgalata is sziikséges. Korabbi eredmények alapjan a sztroma

régioban is megtalalhat6 az L, Hy és I fazisok (Dlouhy és mtsai, 2021a).

A kisérleteim soran kapott adatok jol illeszkednek a DEM keretrendszerébe, amely
a kettdsréteg és nem-kettdsréteg lipidfazisok dinamikus egyensulyban miikodd, egyiittes
jelenlétét feltételezi a membranokban. Habdr tudadsunk tovabbra is korlatozott a nem-
kettésréteg lipidfazisok muiikodését illeten, az 1 fazis fuzidban betdltott szerepe is jol
példazza azok jelentOségét, igy a hagyomanyos membranmodell (fluid-mozaik

membranmodell) Gjragondolasat, ill. kiegészitését.
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8 OSSZEFOGLALAS

A biologia membranok fizioldgiasan relevans formdjanak a lipid kettdsréteg
szerkezetet tekintik. TM-okban a proton-motoros erd létrejottéhez a névényi TM belso
(lumenalis) és kiils6 (sztobma oldali) vizes fazisa kozott sziikséges, hogy a vezikula
membranja alapvetden impermeabilis legyen a viz és a toltéssel rendelkezd ionok /
protonok és molekulak szamara; ez megkoveteli a bulk lipidmolekuldk kettdsréteg
szerkezetbe rendez6dését. Tudjuk azonban, hogy a TM f6 lipidtomegét a nem-
kettésréteg-képz6 lipidfajta, a monogalaktozil-diacilglicerol adja. Nem-kettésréteg-
képzo lipidek jelentds mennyiségben megtalalhatok mas energiaatalakitd6 membranokban
is, és valgjaban minden ismert bioldgiai membranban jelen vannak. Ez fontos kérdéseket
vet fol ezen lipidek szerkezeti és funkcionalis szerepérol.

Az elmult kozel két évtized soran Munkacsoportunk — foként 3'P-NMR
spektroszkopia alkalmazasaval elért — eredményei megmutattdk, hogy izolalt,
funkcionalis novényi TM-okban a talnyomé tobbségében kettdsrétegnek hitt
membranorganizacié mellett, nem-kettdsréteg strukturak is megtaldlhatok; a lamellaris
fazis (L, ~40%) mellett, inverz hexagonalis (Hi, ~40%) és legalabb két izotrop (I, ~20%)
fazist azonositottak. Kideriilt az is, hogy az egyik I fazis olyan lipidmolekulakbol
szarmazik, amelyek a lumenben talalhaté vizoldhat6é violaxantin de-epoxidaz (VDE)
fényvédd enzimmel vannak kolcsonhatasban. A tobbi nem-kettdsréteg fazis szerkezeti és
funkcionalis jelentségérol TM-okban ekkor még csak feltételezéseink voltak.

Célul tliztem ki, hogy azonositsam és jellemezzem a TM azon szerkezeti egységeit,
amelyek nem-kettésréteg lipidfazisokat alkotnak. Az I fazis membranfizidban betoltott
szerepének tanulmdnyozasara egy egyszerUsitett rendszert, az ugynevezett BBY
membrant valasztottam; ezek oldalirinyban 0Osszeolvadt, PSII-ben dus tapadt
membranparok, amelyek tobb mikronos Kiterjedt lapokka fuzionalnak. Kisérleteim
feltartak, hogy a BBY bulk lipid molekulai a kettésréteg (L) szerkezet mellett jelent6s
mennyiségben I fazist szerkezetekben talalhatok.

Megallapitottuk, hogy a buzacsira lipaz (WGL) szelektiven célozza a BBY
partikulumok 1 fazisat, amivel alegységeire bontotta az Gsszeolvadt membranlapokat
an¢lkiil, hogy a fotoszintetikus apparatus szerkezeti €s funkciondlis integritasat
megbontana. A WGL-kezelés hatasat cirkuldris dikroizmus és magneses linedris

dikroizmus spektroszkopiaval, szukroz striiséggradiens kisérlettel, gyors klorofill-a
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fluoreszcens tranziensekkel és pasztazo elektronmikroszkdpidval —jellemeztem.
Tudomasom szerint ez az els6 eset, hogy egy bioldgiai membranban tisztan lipid-medialt
membranfuzié azonosithatdo. A nem-kettdsrétegli (I) fazis kulcsfontossagu szerepe a
membranfuzidoban azt valdszinisiti, hogy ennek a lipidfazisnak jelentés szerepe van a
novények dsszefonddd TM-halozatanak dnszervezddésében.

Megvizsgaltam a CURT1 proteinben gazdag gorbiileti régio (marginalis régio)
lipidpolimorfizmusat — ¢és cafoltam azt a korabbi feltételezésiinket, miszerint a
tripszinszenzitiv oldallancokkal rendelkezé CURTL protein lipidekkel kdlcsonhatva Hy
fazist alkot. Méréseim soran izotrop karakterisztikajii rezonanciasavokat detektaltam,
amelyek WGL-kezelésre szintén érzékenyek voltak, de tripszinérzékenységet nem
mutattak.

Jelenleg is folyd, a hidrataciés allapotok szerepének tisztazasara elvégzett
Hofmeister-sokat alkalmazo kisérleteink alapjan kideriilt, hogy a kaotrop NaSCN
megszinteti a TM-0k Hy-fazisat anélkiil, hogy az L fazis NMR-savjat szamottevéen
befolyasolna. Elézetes SDS-PAGE kisérleteink azt mutatjak, hogy NaSCN-tal kezelt
spenot TM feliiluszojaban jelen van egy ~60 kDa méretii egység, amelyet (CEITEC,
Brno, Csehorszag) az ATP-szintaz alegységeiként azonositottak; a feliiliszoban tovabbi
Kisebb alegységek, a komplex TM felszinhez kozeli y és & alegységei is jelentds
mértékben jelen vannak. Ezért feltételezziik, hogy a H-fazis (legalabbis részben) a
lipidek és (egy vagy tobb) ATP-szintaz alegység asszociaciojabol szarmazik. Ennek

bizonyitasa vagy cafolasa tovabbi kisérleteket igényel.

Eredményeimet a célkitlizéseknek megfeleléen rendezett tézispontokban targyalom:

1/a 3P-NMR spektroszkopiai modszerek —segitségével és a  spektrumok
dekonvoluciés  analizisével  Karakterizaltam a  BBY  membranok
lipidpolimorfizmusat. Megmutattam, hogy a BBY membranokban Hy fazis nem

azonosithatd; az L fazis mellett I fazis mutathato6 ki.
1/b Megallapitottam, hogy az I fazis(ok) érzékeny(ek) WGL-kezelésre, és az(0k) a

lipid kett6srétegtol jol elkiiloniilé domén(ek)ben helyezkedik (helyezkednek) el.

Az | fazis(ok) roncsoldsival a BBY membranlapok felbomlanak, ezaltal
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bizonyitottam, hogy az 1 fazis(0k) meghatarozé szerepet jatszik (jatszanak) a

crer

1/c Fuggetlen technika alkalmazasaval — lipofil festékmolekula fluoreszcencia
¢lettartam mérésekkel — megerdsitettem, hogy a BBY bulk lipidmolekulai
heterogén fiziko-kémiai kornyezetben talalhatok és hogy ezek egyike, a !P-
NMR spektroszkopiaval azonositott I fazishoz hasonldan, szelektiven
roncsolhaté WGL enzimmel.

2/a Karakterizaltam a TM marginalis régidjanak lipidpolimorfizmusat. A korabban
feltételezett Hy fazis helyett, I fazisok jelenlétét mutattam ki. Ezzel nagy
valoszintiséggel kizartam a CURTL protein szerepét a TM Hj fazisanak

kialakitasaban.

2/b A membranrendszer hidrataltsagi allapotat befolyasold kaotrop Hofmeister-so,
NaSCN hasznalataval megerdsitettem azt a hipotézist, miszerint a Hy fazis egy
vagy tobb sztroma oldali TM fehérjével asszocialodik; ez(ek) nagy

valoszintiséggel az ATP-szintaz y vagy(/és) € alegysége(i) lehet(nek).
Osszegezve:

1. Elsokent szolgaltattam bizonyitékot funkcionadlo biologiai membranban tisztan lipid-
medidlt fuziora: a masodik fotokémiai rendszer tapadt membranpdrjainak Kiterjedt

lateralis fuzidjat a nem-kettdsréteg, izotrép lipidfazis biztositja.

2. A tilakoidmembranok inverz hexagonalis lipidfazisanak kialakitasdaban szerepet jatszo
lehetséges fehérjék koziil nagy valoszintiséggel kizarhatonak talaltam a CURT1 proteint;
elozetes adataink azt valdszinisitik, hogy ennek a fazisnak a kialakitasaban az ATP-

szintdz y és/vagy € alegysége VESZ részt.
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9 SUMMARY

The functioning of plant thylakoid membranes (TMs) relies on their impermeability
to water-soluble compounds, ions and protons, in particular — allowing the build-up and
utilization of the proton motive force generated by the photosynthetic light reactions.
Impermeability of membranes is warranted by a bilayer organization of their bulk lipid
molecules. However, it is well known that the main lipid species of TMs is the
monogalactosyl-diacylglycerol, a non-bilayer-forming lipid. Non-bilayer lipids are the
dominant lipid molecules of all energy-converting membranes.

In the past two decades, using mainly 3!P-NMR spectroscopy, it has been revealed
that, isolated functional plant TMs possess non-bilayer lipid assemblies in large
quantities; in addition to the bilayer or lamellar phase (L, ~40%), an inverted hexagonal
(Hn, ~40%) and at least two isotopic (I, ~20%) phases have been identified. An | phase
had been shown to arise from lipid molecules surrounding the water-soluble, lumenal
photoprotective enzyme VDE. However, the structural and functional significance of
non-bilayer structures in TMs remained elusive.

The overall goal of my PhD work was to further characterize and identify the
structural entities of TMs that give rise to the different 31P-NMR detectable non-bilayer
lipid phases.

To study the putative role of the I phase in membrane fusion, we chose a simplified
system, the so-called BBY membranes, which are laterally fused stacked photosystem |1
membrane pairs that form extended sheets. We determined the lipid polymorphism of
BBY, and showed that similarly to TMs, wheat germ lipase (WGL) selectively targeted
the | phase and that WGL disassembled the extended membrane sheets into their
constituent units without compromising the structural and functional integrity of the
photosynthetic apparatus. | characterized the effect of WGL treatment by circular
dichroism and magnetic linear dichroism spectroscopy, sucrose-density gradient
experiment, fast chlorophyll-a fluorescence transients and scanning electron microscopy.
We provided evidence, to our knowledge, for the first time for purely lipid-mediated
membrane fusion and demonstrated the key role of a non-bilayer (1) phase, implying its
significance in the self-assembly of the interwoven TM network of plants.

By characterizing the lipid polymorphism of the CURT1 protein-rich curvature
region (marginal region, MR), we disproved the hypothesis that CURT1 protein, with
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trypsin sensitive side chains, participates in the formation of the Hj phase in TMs. As
shown by our 3P-NMR spectroscopy measurements, in isolated MR preparations the bulk
lipids are assembled into isotropically arranged, WGL-sensitive and trypsin-insensitive
structures.

Our ongoing experiments — aimed to clarify the role of hydration state in the lipid
phase behavior using Hofmeister salts — have shown that the chaotropic salt, NaSCN
eliminates the Hy phase of TMs without significant effect on the L phase. Preliminary
SDS-PAGE experiments show that a ~60 kDa band, identified as ATP synthase subunits
(CEITEC, Brno, Czech Republic), is present in the spinach TM supernatant treated with
NaSCN; additional smaller subunits, y and €, which are close to the TM surface, are also
present in significant amounts in the supernatant. Thus, we suggest that the Hy phase is
likely to originate (at least in part) from association of lipids the y and/or € subunit(s) of
the ATP synthase. However, further experiments are required to reach solid conclusions.

The thesis points of my PhD dissertation are as follows:

1/a  Using 31P-NMR spectroscopy and deconvolution analysis of the spectra, | have
characterized the lipid polymorphism of BBY membranes and have shown the
absence of an HIl phase; instead, the bulk lipids were mainly found in the bilayer

(L phase) of the PSII membranes, and the particles contained two sharp | phases.

1/b In BBY, WGL treatment selectively destroys the | phase(s), without affecting
the L phase and the molecular organization and photochemical activity of PSII
— showing that the lipid molecules constituting the I phase(s) are found in (a)
domain(s) distinct from the bilayer membrane; destroying the I phase(s) by WGL
leads to disintegeration of membrane sheets, thereby proving that their fusion is

mediated by | phase lipids.

1/c  Using fluorescence lifetime analysis of a lipophilic dye, | confirmed that the bulk
lipid molecules of BBY are found in heterogeneous physico-chemical
environments, and that one of the lifetime components was selectively

suppressed by WGL, parallel with the destruction of the I phase by this lipase.
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2/a | characterized the lipid polymorphism of the marginal region (MR) of TMs.
Instead of the previously hypothesized HII phase, an | phase was found, showing
that the bulk lipids of MR are assembled in an isotropic structure. This renders

the participation of CURT1 protein in the HII phase highly unlikely.

2/b Using the chaotropic Hofmeister-salt, NaSCN, which influences the hydration
state of the membrane system, | confirmed the hypothesis that the HII phase
associates with one or more stromal-side TM proteins; and, as shown by
preliminary data, this (these) protein(s) is (are) most probably the y and/or €
subunit(s) of the ATP synthase.

In summary:

1. | provided evidence for the first time of purely lipid-mediated fusion in a functioning
biological membrane: the extensive lateral fusion of the photosystem Il membrane pairs

is enabled by an isotropic lipid phase.

2. Among the proteins potentially involved in the formation of the inverse hexagonal lipid
phase of the thylakoid membranes, | found that the contributions of CURT1 is highly
unlikely; preliminary data suggest the participation of the y and/or ¢ subunit(s) of the
ATP synthase in the formation of this phase.
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FL. dbra: Spenotbol izolalt TM és BBY membranok infravérds spektralis jellemzéi. A piros vonal a 3. rendii
polinom fiiggvényt jelzi, amelyet alapvonalként illesztettem az ,, észter C=0 + amid I” régichoz (A). TM (n
= 4) és BBY membranok (n = 6) atlagolt abszorpcios spektrumai az ,,észter C=0 + amid 1" régiobol. A
spektrumok koriili drnyékolt teriiletek a szorvast jelzik (B). Oszlopdiagram az ,,amid 1” régié 1700-1600
cm kozétti és az ,, észter” régié 1750-1700 cmt kézotti integrdlt teriiletekrdl, valamint a fehérjellipid (P/L)
aranyokrol, amely statisztikailag szignifikdns kiilonbséget mutatott a TM és BBY mintdk kozott (Fiiggetlen
mintas T-préba, p < 0,05) (C). Megjegyzendd, hogy a P/L ardny jelentésen magasabb (13,98 + 3,46) a BBY
részecskéknél, mint a TM esetében (9,3 £0,72). Ezek az adatok 6sszhangban vannak az irodalmi adatokkal,
amelyek a BBY fehérjék siiriiségének novekedését irtak le az intakt granum membranokban mért 70%-rol
koriilbeliil 80%-ra (Haferkamp és mtsai, 2010). Feltételezve a TM-ban lévé 70:30 %-os fehérjellipid
aranyt, az datlagolt FTIR spektrumok alapjan 77,9%-ot kapndnk BBY-ban.
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F2. dbra: Kezeletlen, kontrol/ (kék) és 5 mg mL™ tripszinkezelt (narancssarga) BBY partikulumok *P-NMR
spektrumai; szkennelés szam: 27 200. A BBY spektrum tripszin inszenzitivitasa azt mutatja, hogy ezek a
partikulumok nem tartalmaznak fehérjékkel asszocialt lipidfazisokat.
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F3. dbra: BBY részecskék *P-NMR spektruma kiilonbozd frekvenciakon alkalmazott szaturdciés/telitési
pulzusok (SP) hianydban (kontroll, kék gorbék) és jelenlétiikben (SP, piros gorbék); SP -10 ppm (L fazisnak
megfeleld) frekvencian (A), SP 1,98 ppm (I fazis kozeli) frekvencian (B), SP 3,5 ppm (I fazis kozeli)
frekvencian (C), SP 0 ppm (I fazis kozeli) frekvencian (D), SP 20 ppm (Hu fdazisnak megfeleld) frekvencidn
(B). Abrabetétek: a nyers spektrumok; az SP kisérletek alapjan végrehajtott matematikai dekonvoliicié utin
karakterisztikus spektralis komponenseket kaptunk.

78



C
(A) 100% ©
80%
o A
c { = B R
ST £ o
M (4 M 5}
L/&”iﬁa C*’EQ 2 40%
g 9 o
&>
20%

0%
Lipid Protein

FA4. dabra: Segédabrak a fehérjék és lipidek altal elfoglalt teriiletek meghatarozdsara a granumban. A
képfeldolgozas alapjdul szolgalo abra (A) (az Academic Press engedélyével,(Boekema és mtsai, 2000); A
(B) panel a lipidekkel (fehér) és fehérjével (fekete) boritott foltokat szemlélteti; az oszlopdiagram (C) pedig
az elfoglalt teriiletek megfelel6 aranyait mutatja: lipidteriilet 30,4%, fehérjeteriilet 69,6%.
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F5. dabra: A BBY koncentrdcidfiiggé WGL-érzékenysége 5 és 50 U mL™' enzimkezelések esetében
(szkennelések szama: 6 400).
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Fé. abra: TM-ba épiilt DPH fluoreszcencia emisszios spektruma (A) és fluoreszcencia anizotrépia értékei
+ SE kezeletlen (Kontroll) és 20 U mL™* WGL-kezelés hatasdara (T-préba, p > 0,05)(B).
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F7. abra: TM-ba integralodott DPH proba fluoreszcencia lecsengési gorbéi kezeletlen (Kontroll) és WGL-
kezelt (20 U mLY) mintdkon harom bioldgiai ismétlésbdl dtlagolva (A). Az illesztett életidé-komponensek
és azok relativ intenzitasa + SD oszlopdiagrammon dbrdzolva kezeletlen (B) és WGL-kezelt mintdk esetében
(C). Kontroll mintdk életidé komponensei és hozzdtartozoé amplitudo értékei: v = 0,34 + 0,004 ns, v = 3,1
+ 0,06 ns és 13 = 12,2 £1,78 ns, A1 = 60,07 = 4,88, A, = 29,03 + 2,63, A; = 10,90 + 2,53. WGL-kezelt
mintak életidé komponensei és hozzatartozo amplitudo értékei: 11 = 0,5+ 0,04 ns, o = 3,2 £ 0,18 ns és 13
=8,7£0,24 ns, A; = 26,47 + 1,56, A, = 42,80 + 2,0, A3 = 30,73 £ 1,32. 4 71, 72 és 13 életidd komponens
intenzitisa a WGL-emésztés kovetkeztében szignifikans kiilonbséget mutatott a kezeletlen mintahoz képest
(T-préba, p < 0,05).
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