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BEVEZETES

A poikiloterm szervezetek, melyek testhomérséklete majdnem
megegyezik az Oket koriilvevd kozeg homérsékletével, igen
gyakran vannak kitéve kiilonb6z6 kornyezeti hatasoknak.
Legfontosabb pertubalé tényezd életiik folyaman a hémérséklet.
Ezen valtozasok elsd célpontja a sejtek membranja.

A bioldgiai membrinok szdmos Iétfontossagi biokémiai
folyamat szinterei. Meghatarozzék az oldott anyagiramlas
szabalyzasaval, s specifikus cserefolyamatok katalizalasaval a
cellularis és szubcellularis kompartmentek jellegzetes kémiai
Osszetételét. Iranyitjak az altaluk hatarolt kompartmentek kozotti
informacidcserét ligand specifikus receptorok segitségével.
Matrixként szolgalnak tobbkomponensii metabolikus folyamatokat
katalizal0 enzimek szdmara, s nem utolsd sorban energiat
raktaroznak transzmembran ion ill. oldottanyag gradiens forméaban
és szabalyozzak ezen energiak tovabbi felhasznalasat.

Ezen funkcidk medialasdban fontos szerepet kapnak a
membranlipidek, azon tulajdonsagaikbdl kifolyélag, hogy alapvetd
membranalkoték “oldészereként” miitkodnek, membranfehérjék
aktivatorai ill. konformacidjuk stabilizaléi. Igy tehat a
membranszerkezetekben bekovetkezd kiilonbozd komyezeti
hatasok altal indukalt pertubacidk a membranfunkcidk
megvaltozasat vonjak maguk utdn.

Jelenlegi membranmodellekben koézponti szerepet kap a
lipidek dinamikus éllapota. A lipidek igen sokoldali molekuldk a
fizikai-kémiai paraméterek terén, sokszor kiilonosen érzékenyek a
kérnyezet allapotanak véltozasaira. A szervezetek eredményesen
hasznositjak a kiilonb6z6 kérnyezeti tényezékhoz vald adaptalodas
soran a <membranlipidek sokoldalusagat. A lipidosszetevok
atrendezOdésével fenntartjadk a lipid kettdsréteg dinamikus
allapotat, biztositva igy a megfelelé membranfunkciokat.
Kovetkezésképp a komnyezeti hatiasoknak kitéve is képesek
alkalmazkodni az uralkod6 kémyezeti feltételekhez.

Tekintettel arra, hogy a kozponti idegrendszer lipidtartalmara
és anyagcseréjére vonatkoz6 vizsgalatokat majdnem kizardlag
emlosokon  végezték, érdekesnek latszott a kérdést tagabb
aspektusbodl is megvizsgélni, nevezetesen megnézni azt, hogy az
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evolicié alacsonyabb szintjén all6 szervezetek agyi zsirsav-,
molekulaspeciesz Osszetétele ill. fluiditisa hogyan valtozik a
kiilonbozé kornyezeti hatiasokhoz valoé adaptilodas soran, s azt
milyen principiumok szabalyozzak

CELKITUZESEK

Tanulmanyozni kivintuk a torzsfejlodés kiilonbozd szintjein allé
gerincesek kozponti idegrendszerének lipidosszetételét, lipidjeinek
és membranjainak molekularis architektirajat és azok biofizikai
paramétereit abban a reményben , hogy olyan informacidkhoz
jutunk, melyek kozelebb visznek a lipidek szerepének
megértéséhez, ebben a nagyon specializalt szvetféleségben.

A vizsgalatokat két vonalon inditottuk el:

1. Megvizsgaltuk, hogy a taplalék zsirsavisszetétele milyen

hatassal van a neuralis elemek zsirsavisszetételére.

2. Milyen hatassal van a kérnyezet/testhomérséklet a membranok
(szinaptikus plazmamembran) ill. az agybdl kinyert Osszes
foszfolipid molekularis Gsszetételére és egyes biofizikai
paramétereire. Ennek érdekében megprobaltuk:

A/ kimutatni a membran lipidkomponenseinek adaptacidjat, a
hémérséklet membranszerkezetre kifejtett hatasat

B/ a membran lipidosszetételében bekovetkez6 hémérséklet
indukalta valtozasokat azonositani

C/ a hémérséklet adaptacié hatékonysagat megfigyelni

D/ specifikalni azon molekulaspecieszeket, melyek létfon-
tossagi szerepet jatszanak a kornyezet hdmérsékletének

LY S¥4

E/ megkisérelni megérteni a hdmérsékletadaptacié hatterében
all6 folyamatokat



ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalt allatfajok:

Az 1. tablazat tartalmazza e tanulmany targyat képezé
fajok nevét, eredetét ill. testhdmérsékletét.

Minden esetben a helyszinen tortént a vizsgalando szervek
kivétele a frissen megslt allatokbol. A majakat és agyakat
folyékony nitrogénbe helyezve juttatak el laboratériumunkba.

A hoémérséklet-adaptacios vizsgalatok soran az 1-1.5 kg-os
pontyokat elozéleg 25°C-os ill. 5°C-os jol atlevegOztetett,
cirkulaltatott vizzel toltott kadban tartottuk.

A hideghez szokott halak esetében a viz homérsékletét
fokozatosan 5°C-rél 25°C-ra noveltiik, a meleghez szokott halak
esetében forditva jartunk el, 25°C-r6l 5°C-ra csokkentettiik a viz
homérsékletét.

Tovabbi vizsgalatok soran ezt folytatva djra lehitottiik 5°C-ra ill.
tjra felmelegitettiik 25 °C-ra a vizfiirdd hdmérsékletét.



1. Tablazat

VIZSGALT FAJOK
FAJ EREDET TESTHOMERSEKLET
Halak:
Ctenopharyngodon idella Magyarorszag 5°C
Hypophthalmichtys molitrix =~ Magyarorszag 5°C, 25°C
Hypophthalmitrix nobilis Magyarorszag 5°C
Cyprinus carpio Magyarorszag 5°C, 25°C
Esox lucius Finnorszag 5°C
Acerina cernua Finnorszag 5°C
Coregonus alba Finnorszag 5°C
Abramis brama Finnorszag 5°C
Rutilus rutilus Finnorszag 5°C
Clareas batrachus India 25°C
Catla catla India 25°C
Channa punctata India 25°C
Hilsa ilisa India 25°C
Madarak:
Branta canadensis Pasco, WA, USA 41°C
Anas platyrhynchos Canada 41°C
Gallus domesticus Magyarorszag 41°C
Emlosok:
Bos taurus Magyarorszag 37°C
Sus domesticus Magyarorszag 37°C
Ovis aries Magyarorszag 37°C

Rattus norvegicus Magyarorszag 37°C



Analitikai eljarasok
Lipidek analizise
Lipidek kinyerése

A lipideket Folch és mtsai szerint nyertik ki (1957). Az
extrahdlas soran kloroform/metanol 2:1 (v/v) aranyu elegyét
hasznaltuk, majd a kapott totdl lipid frakciot antioxidansként
BHT-t tartalmazd adott térfogatnyi benzolban vettiik fel és -20° C-
on taroltuk tovabbi feldolgozasig.

Vékonyrétegkromatografia

A total lipidekbol a foszfatidiletanolamint (PE) és a
foszfatidilkolint (PC) vékonyréteg kromatografiaval valasztottuk
el G-60 szilikagél Ilapon (Merck). A futtaté elegy
kloroform/metanol/viz, 65: 15: 4 aranyu keveréke volt. A
foszfolipidek detektilasara a kovetkez6 modszert alkalmaztuk:
8-anilino-1-naftalin szulfonsav (ANS) 0,5%-0os metanolos
oldataval tettik UV fényben lathatéva, majd kloroform/metanol
(2:1) elegyével oldottuk le a szilikagélrol. Beparlast kovetoen a
PC-t és PE-t -20° C-on taroltuk tovabbi feldolgozasig BHT-t
tartalmaz6 kloroformban

Gadzkromatogrdfia

A foszfolipidek zsirsavosszetételét egy langionizacios
detektorral felszerelt Hitachi Model 260-80 gazkromatografon
hataroztuk meg, miutan metilészterré alakitottuk a lipideket 5 %
HCI-t tartalmazé metanollal 80°C-on két és fél oraig. A zsirsavak
egy 10 % FFAP (free fatty acid phase) boritasi Supelcoport
oszlopon valtak szét. A kvantitalast a gazkromatografhoz kapcsolt
Hitachi 260-80 integratorral végeztik. Az azonositds standart
zsirsavak segitségével tortént.
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Molekulaspecieszek meghatdrozdsa

Az izolalt PC és PE molekulaspeciesz Osszetételének
meghatarozasara kezdetekben Takamura és mtsai (1986) leirasa
szerint keriilt sor, melynek soran a diacil-glicerolok dinitrobenzoil
szarmazékait analizaltuk egy UV-detektorral felszerelt Merck-
Hitachi HPLC rendszeren. A tovabbiakban lehetdségiink nyilt egy
fluoreszcencia detektor beszerzésére, melynek segitségével
koriilbeliil két nagysagrenddel kevesebb mennyiségbdl is meg
lehet mérni a lipidek molekulaspeciesz sszetételét (Bell, 1993).

Dinitro-benzoil szarmazékok készitése

A koriilbeliili 2 mg PC-t és PE-t beparoltuk és feloldottuk
1 ml dietil-éter és 1 ml 30 mM H;BO,-t tartalmazé 10 mM Tris-
HCI pufferben (pH 7.5), majd 200 egység foszfolipdz C-t (Bacilus
cereus-bdl , Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) adtunk hozza
és két oran keresztiil szobahGmérsékleten inkubaltuk. A keletkezd
diradil-glicerolokat dietil-éterrel extrahaltuk, beparoltuk és 25 mg
3.5-dinitro-benzoil-kloridot adtunk hozza 0.5 ml vizmentes piridin
kiséretében, majd 60° C-on 10 percig inkubéltuk. A dinitro-
benzoil szarmazékokat n-hexanban oldottuk és mostuk 0.1 M
HCl-, 0.1 M NaHCO;- és 1 M NaCl -oldattal. Az igy nyert
termékbol a diacil-DNB szarmazékokat fluoreszkiléo TLC lapon
(F254, G-60 Merck) tisztitottuk toluol/n-hexan/dietil-éter
(50:45:4) futtato elegyben. A diacil foltokat lekapartuk, kloroform
/metanol (3:1 v/v) elegyben oldottuk, majd sziirés, beparlas utan
acetonitrilben taroltuk (-20°C-on) a HPLC analizis idejéig.

A molekulaspecieszeket ~ folyadék-kromatografiasan
(HPLC) valasztottuk el Merck-Hitachi egy Nucleosil C-18 Sum,
4mm 1.d. x 250 mm oszlopon acetonitril/propan-2-ol (80:20 v/v)
eluenst hasznalva, 1 ml/perc aramlasi sebességgel. A detektalas
254 nm-en tortént. A csucsok azonositdsahoz hasznalatos
standartokat  (16:0/22:6, 18:0/22:6, 16:0/20:4, 18:0/20:4,
16:0/18:1, 16:0/16:0, 18:1/18:1, 18:0/18:1) a Sigma Chemicals-t6l
szereztiik be €s a relativ retenciés idok alapjan Bell és mtsai
(1991) szerint végeztiik.



Antroil szdrmazék készitése

Ebben az esetben a foszfolipaiz C-vel tortén6é emésztés
végtermékéig megegyezik a preparalas a fentiekben leirtakkal,
annyi kiilonbséggel, hogy joval kevesebb, koriilbeliil 50 pg PC és
PE elegendo.

A kapott diradil-glicerolokat 200 pl antroil-klorid
acetonitriles oldataval inkubaltuk 60° C-on fél 6raig. A reakciot
3 ml hideg 100 mM NH4OH-oldat hozzaadasaval allitottuk meg,
majd tobbszori mosas és tisztitas utain HPTLC-n valasztottuk el a
diacil-glicerol antroil szarmazékait az el6zéekben emlitett futtatd
elegyben.

A molekulaspecieszek szeparalasat ez esetben egy Merck-
Hitachi F-1050 fluoreszcens spektrofotométerel felszerelt Merck-
Hitachi HPLC rendszeren végéztik kétféle oszlopon. Az eluens
vagy acetonitril/propan-2-ol (7:3 v/v) (Supelcosil LC-18), vagy
metanol/ propan-2-ol (4:1 v/v/) izokratikus elegye (C-8 oszlop)
volt. Az oszlop és az aramlasi sebesség megegyezett a fentiekben
ismertetettel.

Fluoreszcencia anizotropia mérése

A fluoreszcens jeloloket tartalmazé vezikulak elkészitése
a kovetkezoképpen tortént: A 250ug-nak megfeleld foszfolipidet
500 pul benzolban vettik fel, majd hozzaadtunk 10 pl
tetrahidrofuranban oldott 1 pM 2- és 12-(9-anthroyloxy)
sztearinsavat (2- és 12-AS) ill. 16-(9-anthroyloxy) palmitinsavat
(16-AP) (Molecular Probes Inc. OR, USA). Alapos vortexelés utan
az adott szolvenst beparoltuk és vezikuldkat készitettiink. A
méréseket és a steady-state anizotrdpia kialakulasat Dey és mtsai
(1993) szerint végeztiik.

A szinaptikus plazmamembranok fluiditds vizsgalatakor
az adott membranokat 10 pl DPH-val (1,6-difenil-1,3,5-hexatrién)
(Molecular Probes) jeloltik a mérés kezdete eldtt 15 perccel.
A fluoreszcencia anizotropia méréseket 2° C és 30°C ill. 5°C és
45°C kozott végeztik 2°C-ként egy komputerizalt, termosztalt
Hitachi MPF-2A spektrofotofluoriméterrel Dey és Farkas (1992)
szerint, 360 nm gerjeszési ill. 430 nm emisszids hullamhosszon.
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Szinaptikus plazmamembranok készitése

A szinaptikus plazmamembran frakciét az alabbiak szerint
készitettik el. 6-7 g-os agyakat homogeniziltunk teflon
homogenizatort alkalmazva 0.32 M-os (pH 7.1) cukor oldatban
(1 mM MgClp, 1 mM EDTA, 50 mM TRIS HCI). Az igy kapott
homogenizatumot 1000 g-vel 10 percig centrifugaltuk. A
feliiliszot 13000 g-vel 30 percig iilepitettiik, szuszpendaltuk cukor
oldatban, majd centrifugaltuk egyszer 10800 g-n 20 percig, majd
14000 g-vel szintén 20 percig. Ezutan a pelletet Dounce
homogenizatorral szuszpendaltuk és 0°C-on 30 percig lizaltuk.
Végiill a membranokat egy 10%, 28.5% és 34%-os cukor
gradiensre helyeztik és Beckman SW 27 rotor (Beckman
Instruments, Fullerton, CA) hasznalatival 60 percig
centrifugaltuk. A szinaptikus membranokat a 28.5% és 34 %-os
cukor oldatok interfészébdl gyijtottik ossze, majd —80°C-on
taroltuk tovabbi felhasznalasig.
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EREDMENYEK

I/1.

1.72.

L73.

IL

IIL

Hideg- és meleg-adaptalt pontyok agyi zsirsavosszetétele
nem kiilonbozott lényegesen.

Evoluciosan két szélsoséges homérséklethez (borealis,
szubtrépusi) alkalmazkodott halak esetében - melyek
évmilliok oOta élnek konstans hdomérsékleti viszonyok
kozott, s nincsenek kitéve homérsékleti fluktuacioknak —
jol lathatd az agy total lipid Osszetételének vizsgalata
soran, kiilonésen a 22:60-3 szintjében, az eltérd
hémérsékletekhez valé alkalmazkodas.

A Kkiilonbdz6 zsirsavosszetételil taplalék hatiasa nem
tilkrozOdik a halak agyi zsirsavisszetételében, ugyanakkor
a m3j ill. zsirszovet zsirsavosszetétele pontosan mutatja a

L O 4

A homérsékleti evolucid soran az agy szinaptikus
plazmamembran  22:60-3  tartalma csokken a
test/kornyezet homérséklet novekedésével.

Az agy diacilfoszfatidiletanolamin molekulaspeciesz
dsszetételét tekintve a 18:0/22:6 és 18:1/22:6 specieszek
osszege allandé, mig a diacilfoszfatidilkolin esetében
Osszegilk novekszik a testkOrnyezet homérséklet
emelkedésével.

Az eltéré taplalkozasu halak agyi molekulaspeciesz
Osszetétele nem kiilonbozik egymastdl szamottevoen.

A 18:1/22:6 PE mennyisége a kisérletes koriilmények
kozott valtoztatott homérséklet ingadozasait téli halakban
részben, nyari halakban folyamatosan forditott aranyban
kovette.



VL

VIL/1.

VIL/2.

VIIL

X/1.

X.12.

Osszehasonlitva a 22:6w-3 tartalmti molekulaspecieszek
(18:0/22:6; 18:1/22:6) szintjét ponty majban, szérumban
és agyban, azt tapasztaltuk, hogy a fenti specieszek az agyi
diacilfoszfatidiletanolaminban tobbszérés mennyiségben
fordulnak eld.

A hideg-adaptalt halak agyabdl készitett foszfolipid
vezikulak fluidabbak a meleg-adaptaltakhoz képest, mind
antroiloxizsirsavakkal (2- és 12-AS, 16-AP), mind DPH
probaval vald jel6lés soran.

A fluiditasok parhuzamosan véltoztak mindkét esetben a
kisérletes koriilmények kozoétt valtoztatott homeérséklet
ingadozasaval.

A hdémérsékleti evolicié folyaman az 1-monoén 2-polién
agyi molekulaspecieszek mennyisége csokkend tendenciat
mutat a test/kdrnyezet hdmérséklet novekedésével.

Az agyi foszfatidiletanolamin tartalom dont6 tobbségét az
alkenilacil-foszfatidiletanolaminok (etanolamin—plazmalo-
gének) képviselik.

Az etanolamin-plazmalogének szintje meleg-adaptacié
soran kevésbé, hidegstressz hatasira forditott aranyban
kéveti a komnyezet homérsékletében bekovetkezd
valtozast.

Evoluciés  viszonyokat tekintve az  etanolamin-
plazmalogének molekulaspeciesz sszetétele igen allando.

A 18:1/22:6 foszfatidiletanolamin speciesz agyba vald
beépiilésének mechanizmusara egy hipotézist mutatunk be
(1. abra), melynek lényege az, hogy ez a speciesz a
lipoproteinekbdl keriil az agyba. A lipoproteinek ugyanis
gazdagabbak mind 18:1/22:6 PE-ben, mind pedig
etanolamin-plazmalogénekben, koévetkezésképp  igen
fuzogének. Igy ezek az agyi mikrokapillarisokkal
fuzionalva végiilis megjelennek a neuronokban.



A MEMBRANFUZIO ELKEPZELT MOLEKULARIS
MECHANIZMUSA
(Kinnunen, 1992)

A konikus alaki molekulédk jelenléte egy un. negativ
gorbiileti fesziilést hoz létre, melynek a cilindrikus foszfolipidek
ellendllnak. A fenti 4bra a bilayer membranok lehetséges
alakvaltozasait mutatja kénikus foszfolipidek jelenlétében. Nem
lehetséges sem az egyik monolayer gorbiiletének névekedésével a

= =

masik csokkenése (A), sem a két réteg gorbiiletének egyidejii
novekedése (B) a bilayer konfiguracié kialkulasa soran. igy csak a
planaris valtozat (C) a megfelel6, amikor is ebbdl a stresszelt
allapotb6él ugy szabadul meg a rendszer, hogy a koénikus
foszfolipidek egyik zsirsavlancukat a vizes fézisba nyujtjak
(frusztralt allapot), mellyel kompenzaljak a membréan gorbiilését. Az
ilyen frusztralt allapoti membréan érintkezése egy nem frusztralt
allapoti membrannal elosegitheti egyrészt a foszfolipidek
kicserélédését a két membran kozott (pl. 18:1/22:6 PE speciesz
atcsuszik az érintkezd membranba) (bal oldali abra), masrészt a két
réteg fizidjat (jobb oldali abra).

D
T

1. Abra
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EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A disszertaci6 témajat azon munkak alkotjak, melyek soran arra
kerestiink valaszt, hogy a gerincesek, foképpen a halak kozponti
idegrendszere  lipiddsszetételének, membranjai molekularis
architektirajanak ill. biofizikai paramétereinek megvaltozasa
kiikonbozd kornyezeti hatasokhoz (diéta, hostressz) vald
alkalmazkodaskor, milyen relacioban all ezen szerkezeteket alkoto6
lipidek Gsszetételének megvaltozasaval.

A részletezett vizsgélataink elsé részében vizsgaltuk és
megallapitottuk egyrészt, hogy a kiilonb6z6 homérséklethez
adaptalodott halak agyi zsirsavosszetételében nem figyelheté meg
szamottevd  kiilonbség,  masrészt, hogy a  taplalék
zsirsavisszetétele nincs  befolyasolé  hatissal az agy
zsirsavosszetételére, mely igen stabil, s diéta hatisara sem valtozik
osszetétele. Ellentétben a maj ill. zsirszovet zsirsavosszetételével,
melyek pontosan tikkrozik a tiplalék mindségébol adodo
kiilonbségeket.

A dolgozat kdvetkezd részében igyekeztiink ravilagitani az
eltérd homérsékletekhez adaptalodott szervezetekbdl izolalt
individualis membranok (szinaptikus plazmamembran) ill. ezeket
alkotd foszfolipidekbdl késziilt vezikuldk fluiditasa és
molekulaspeciesz §sszetétele kozti kapcsolatra. Megallapitottuk,
hogy evolucids vonatkozasban a gerinces fajok agyi szinaptikus
plazmamembranjaiban a  dokozahexaénsav  tartalom a
test/kérnyezet  homérsékletével parhuzamosan  csokken.
Kiilsnbdzo6 hémérséklethez adaptdlt pontyok esetében kideriilt,
hogy a 18:0/22:6 ¢és 18:1/22:6 foszfatidiletanolamin
molekulaspecieszek mennyisége eltérden reagal a hdmérsékletben
bekovetkezett valtozasokra, elobbi csokken a hdémérséklet
csokkenésével, utébbi pedig novekszik, de Osszegiik minden
esetben 4llandé. Ellentétben a foszfatidilkolinnal, ahol az emlitett
két speciesz Osszege folyamatosan novekszik a hOmérséklet
emelkedésével.
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Fluiditas vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a hideg- és meleg-
adaptalt halak agyi foszfolipid molekulaspeciesz Gsszetételében
észlelt valtozasok valoban realizalédnak, s fluiditasbeli
kiillonbségeket eredményeznek, mind antroiloxi mind DPH
probakkal valo jelolés soran kisérletes koriilmények kozott is.

Megfigyeléseinkbdl kideriilt, hogy bizonyos 1-monoén
2-polién PE molekulaspecieszek, az evolucids skalat tekintve
Osszefiiggést mutatnak a test’kornyezet homérséklettel ill. az
etanolamin-plazmalogének aranya, noha konstans a gerinces
torzsfejlodés folyaman, hidegstressz hatasara megné. igy egyiitt az
éterlipidek és az 1-monoén 2-polién foszfatidiletanolamin
molekulaspecieszek jelentds szerepet kapnak a homérséklet
valtozashoz torténo adaptalodas regulacidjaban.
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