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Bevezetés

A bioldgiai membranoknak kozponti szerepiik van a sejtek szerkezetének és funkcidjanak
biztositdsdban, ezért nem meglepd, hogy szdmos tudomanyag — kezdve a biofizikatol a
molekuléris biologiaig — jelentds kutatési teriiletét képezik.

A bioldgiai membranok tobbkomponensii dinamikus rendszerek, melyek szamos
sejtfolyamat szabdlyozasdban vesznek részt. FO komponenseik a lipidek és a fehérjék. A
lipidek elsddleges szerepe a szerkezet biztositdsa, mig a miikodésért elsdsorban a fehérjék
feleldsek. A lipid—fehérje kolcsonhatdsoknak ugyancsak fontos szerepe van mind a szerkezet,
mind a miikodés vonatkozasaban.

A Foldon egyik legnagyobb mennyiségben el6forduld természetes membran a tilakoid
membran, mely a fotoszintézis folyamataban a fény fizikai energidjat kémiai energiava, ¢s igy
szerves vegylletekké képes alakitani. Ha egy novényt sotétben neveliink, a proplasztisz
etioplasztissza alakul at, mely szerkezetében &s Osszetételében is kiillonbozik a kifejlett
kloroplasztisztol. Fény hatdsara az etioplasztiszbdl kloroplasztisz lesz. Ezen atalakulds soran
klorofill molekuldk ¢és szamos polipeptid szintézise, illetve a plasztisz szerkezetének
nagymértékii atrendezddése kovetkezik be (z61diilés).

A specifikus fehérjék és pigmentek mellett a tilakoid membranok lipidosszetétele is
meghataroz6. A monogalaktozil-diacilglicerolrol (MGDG) és még néhany mas lipidrol
kimutattdk, hogy erds és specifikus lipid—fehérje kolcsonhatdsokban vesznek részt. Szamos
kozlemény olvashatd a foszfatidilglicerol (PG) — mely a teljes lipidtartalomnak 5-12% -a —
tilakoid membranok szervezddésében ¢€s miikodésében betoltott fontossagardl is. Példaul,
szdmos magasabbrendli novényben Osszefiiggést taldltak a fagyérzékenység és a telitett,
illetve egyszeresen telitetlen (‘magas olvadasponti’-nak is nevezett) PG molekuldk
mennyisége kozott.

A bioldgiai membranok jelentdségének megfelelden, nagyszamu tanulmany foglalkozik a
szerkezet és dinamika, illetve a lipid—fehérje kdlcsonhatasok vizsgalataval, melyhez kiilonféle
fizikai mddszerek széles skaldja all rendelkezésre. Bar ilyen vizsgalatok révén mar eddig is

sok értékes eredmény latott napvilagot, szamos részlet még felfedezésre var.



Célkitiizések

Az értekezést képezO munka soran két egymadst kiegészitd spektroszkopiai modszert, a
Fourier transzformacios infravorés (FTIR) és az elektronspin-rezonancia (ESR)
spektroszkopiat alkalmaztuk kiilonb6z6 modell és tilakoid membranok szerkezetének &s
dinamikdjanak, illetve a lipid—fehérje kolcsonhatdsok tanulményozéasara. Célul tliztiik ki a
kovetkezdket:
1. A spektroszkdpiai technikdk hatékonysaganak novelése:
e a lipidek CH, vegyértékrezgéseinek, illetve a TEMPO spinjelz6 ESR spektrumanak
tovabbfejlesztett analizisével,
e az egymast kiegészitd spektroszkdpiai adatok kombinalasaval,
2. a tilakoid membran szerkezeti atrendezddésének részletesebb megismerése a zoldiilés
soran, ¢s
3. a PG szerkezeti szerepének tanulmanyozésa kiilonbozd fagyérzékenységii, genetikailag

modositott dohany tilakoidokban.

Kisérleti modszerek

A lipid acillancok konformacidjanak ¢és a fehérjék szerkezetének és dinamikéjanak
tanulmanyozasara FTIR spektroszkopiat hasznaltunk. Kiilonb6zé modell (foszfatidilkolin) és
tilakoid membranokat vizsgaltunk. Az infravorés spektrumokban mind a C-H
vegyértékrezgések tartomanyat, mind pedig az 1500-1750 cm™ kozotti tartomanyt (amid -1
és lipid CO savok) analizaltuk.

Az ESR mérések soran két spinjelzét (5-SASL és TEMPO) alkalmaztunk, és ezek
spektralis paramétereinek analizisével nyertiink informaciét a membran szerkezetére és
dinamikéjara vonatkozdan arpa tilakoidok esetén.

A tilakoidok néhany biokémiai ¢€s funkcionalis paraméterét (pl. klorofilltartalom,

zsirsavosszetétel) irodalomban leirt médszerek alapjan hataroztuk meg.



Eredmények
Moédszertani eredmények

1. Spektrum-szimulacids és illesztési programot fejlesztettink ki TEMPO spinjelzdvel
felvett ESR spektrumok analiziséhez. Az eljarassal pontosan meghatdrozhaté a TEMPO
molekula membranbeli relativ mennyisége, melynek segitségével a membran
pakoltsagara, és a membran fluiditasara kaphatunk informécidt. A program alkalmas

tovabba a TEMPO molekula rotacids dinamikajanak tanulmanyozasara is.

2. Megmutattuk, hogy az FTIR spektrumok vs,mCH, savja felbonthatd két komponensre, és
hogy a sav latszdlagos homérséklet-indukalta eltolédasa leirhaté a két komponens
versengésével. Az egyik komponenst a lipidek szénhidrogén lancainak rendezett, a
masikat a rendezetlen szegmenseivel hoztuk kapcsolatba. A modszert sikeresen

alkalmaztuk komplex biologiai membranok esetén is.

Biologiai alkalmazasok

Zoldiilés — arpa tilakoidok
3. Sikeresen alkalmaztunk egy keresztkivonasos modszert az 5-SASL spinjelzdvel felvett
ESR spektrumokon. Eredményképpen hozzajutottunk egy immobilis és egy mobilis
komponens spektrumhoz, melyek segitségével meg tudtuk hatarozni a fehérjékkel

kolesonhatdsban 1évo lipidek relativ mennyiségét arpa tilakoidokban.

4. Adataink alapjan nyilvanvalova valt, hogy egyre er6s6dd csatolas alakul ki a zoldiilo
membran f0 lipid és fehérje komponensei kozott. A zsirsavosszetétel és az ijonnan
szintetizalodott fehérjék stabilitdsa Osszehangoltan valtozik: a tobbszordsen telitetlen
lipidek felszaporodéasa megfeleld kornyezetet biztosit a nagyobb stabilitdssal rendelkezd,

fotoszintetikusan aktiv fehérjekomplexek kialakuldsahoz.

5. Kovettik a — dontéen LHCII-vel kapcsolatos — fehérjekomplexek képzodését.
Megéllapitottuk, hogy a fehérjék atlagos oligomer mérete kb. hétszeresére novekszik a

z0ldiilés soran.

6. A zoldiilés molekularis torténéseinek sorozatat egy haromfazist modellel irtuk le. A
klorofill felhalmozodéssal 6sszhangban a zoldiilés egy ‘kiindulédsi’ fazissal kezdddik,
melyet a legnagyobb valtozdsokat magaba foglald ‘atrendezddési’ fazis kovet. A

funkcionélis membran az ‘érési’ fazisban alakul ki teljesen.



7. Kimutattuk, hogy a fehérjekomplexek részleges hddenaturacidja a lipideknek egy

jelentos szerkezeti atrendezddését kezdeményezi a tilakoid membranban. Ez valdszintileg
Osszefliggésben van az MGDG lipid molekuldk kettosréteg — inverz hexagonalis

fazisatmenetével.

Genetikailag modositott dohany tilakoidok

8. A vgmCH, sav kétkomponenses analizisét felhasznalva, a PG molekuldk szerkezeti

szerepét, illetve a PG telitetlenségének szerepét vizsgaltuk genetikailag moddositott
dohany novényekben. FTIR adataink alapjan megallapitottuk, hogy a PG kapcsolatban
van a membranfehérjékkel, biztositja a fehérjék mikodéséhez sziikséges lipidkornyezet
megfeleld dinamikdjat, de nem felelds a fehérjék szerkezeti stabilitdsdnak fenntartasaért.
Kimutattuk, hogy a PG-nek van szerkezeti szerepe, amit eddig biokémiai mddszerekkel
nem tudtak detektdlni. Ez magyarazatot ad a vad tipusi és genetikailag modositott

dohany novények kozott megfigyelt fiziologias kiillonbségekre.

Tudomanyos kézlemények

Az értekezés anyagat képezo kozlemények

L

IL.

II1.

Iv.

VL

Droppa, M., Kéta, Z., Pali, T., Szalontai, B., Horvath, L. 1., and Horvath, G.
Structural-functional organization of thylakoids in developing chloroplasts

In The Chloroplasts: From Molecular Biology to Biotechnology, eds. Argyroudi-Akoyunoglou, J.
H., Senger, H. (Kluwer Academic Publishers), pp. 55-60., 1999

Kota, Z., Szalontai, B., Droppa, M., Horvath, G., and Pali, T.
Fourier transform infrared and electron paramagnetic resonance spectroscopic studies of thylakoid

membranes
J. Mol. Struct. 480—481, 395-400, 1999

Kota, Z., Debreczeny, M., Szalontai, B.
Separable contributions of ordered and disordered lipid fatty acyl chain segments to vCH, bands in

model and biological membranes: A Fourier transform infrared spectroscopic study
Biospectroscopy 5, 169—-178, 1999

Kota, Z., Szalontai, B., Droppa, M., Horvath, G., and Pali, T.
The formation of an inverted hexagonal phase from thylakoid membranes upon heating
Cell. Mol. Biol. Lett. 7, 126-128, 2002

Kota, Z., Horvath, L. 1., Droppa, M., Horvath, G., Farkas, T., and Pali, T.
Protein assembly and heat stability in developing thylakoid membranes during greening
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 1214912154, 2002

Szalontai, B., Kota, Z., Nonaka, H., and Murata, N.

Structural consequences of genetically engineered saturation of the fatty acids of
phosphatidylglycerol in tobacco thylakoid membranes. An FTIR study
Biochemistry 42, 4292—-4299, 2003



Egyéb kozlemények

L

IL.

III.

Iv.

Kéta, Z., Pali, T., and Marsh, D.

Orientation and lipid—peptide interactions of gramicidin A in lipid membranes: polarised ATR
infrared spectroscopy and spin-label electron spin resonance

Biophys. J., In press

Csanyi, L. J., Jaky, K., Dombi, Gy., Evanics, F., Dezs6, G., and Kéta, Z.
Onium-decavanadate ion-pair complexes as catalysts in the oxidation of hydrocarbons by O,
J. Mol. Cat. 4195, 101-111, 2003

Csanyi, L. J., Jaky, K., Kéta, Z., and Pali, T.

Oxidation of hydrocarbons by O, in the presence of onium salts and onium ion-pair complexes as
catalysts

J. Mol. Cat. A, In press

Pali, T., Garab, G., Horvath, L. 1., and Kota, Z.
Functional significance of the lipid—protein interface in photosynthetic membranes
Cell. Mol. Life Sci. 60, 1591-1606, 2003



