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2. Bevezetés

Az utébbi néhdny évtizedben /kiilondsen a legutdébbi tiz év-
ben/ a biomembrédnok kutatédsa a bioldégia egyik kdzponti kérdésé-
vé vdlt. Nem véletleniil beszéliink ma mdr kiilén membrédnbioldgid-
rél, ill. membranoldégidrél. Ennek koszonhetd, hogy elég sokat
sikeriilt megtudni arrdél a komplex molekuldris, ill. szupramole-
kuldris organizdcidérdél, amelyen keresztiil a biomembrénok funk-
ciéi megvaldsulnak, bdr strukturdjukat illetfen még ma is csak
hipotézisekre szoritkozunk.

A bioldgiai membrdnok kutatdsdnak aktualitdsdt az adja,
hogy a ma legdltaldnosabb nézetek szerint a sejten beliil végbe-
men8 biokémiai és biofizikai folyamatok részben a citoplazma a-
lapédlloménydban, nagyrészt pedig a membrédnok felsziném, ill. a-
zok belsejében jédtszédnak le. Az utébbira néhdny példa:

- energiavédndorléds
- receptorfunkcid
- hormondlis integrécid
/Waggoner és Stryer, 1970

A membrénok a sejten belill igen eltérlek attél fiigglen,
hogy milyen bioldégiai funkcidt végeznek. /Quinn és Williams,
1978./ A strukturdlis variabilitdst els8sorban a fehérje és a
lipidmolekuldk vdltozdsa adja. A fehérje és a lipidmolekuldk
bonyolult lipoproteid képzlddményekké aggregdlddnak. A szerkezet
fenntartdsdban els8sorban nem fdvegydrtékkttésekre, hanem mi-
sodlagos kémiai kOtésekre kell gondolnunk, amelyek k6tési ener-
gidja 1-2 nagysdgrenddel kisebb, mint az elsbdleges kOtéseké.
Bar ezek az erlk az egyes —CH2- csoportok kozott nem nagyok,
szdmos ilyen csoport kozdtt jelentds vonzdéerd alakulhatki.

Nem tisztdzott még a membrédnban a fehérje-lipoid, valamint
a lipoid-lipoid kapcsolédds. A legelfogadottabb hipotézis nap-
jainkban a folyékony mozaik modell. E szerint az alapvdz lipid-
kett8sréteg, s ennek felszinén ill. belsejében foglalnsk helyet
a fehérje molekuldk. Ezek a fehérjék fbleg globuldris fehérjék,
amelyek hidrofdéb résziikkel a lipid kettdsréteg szénhidrogén lén-
cédban, hidrofil résziikkkel pedig a polédris régidba agyazddtak.

enzimek,




Meghatdrozd szerepet tulajdonitanak a membrdnok lipiddsszetéte-
lének is,mind a strukturdlis bazis fenntartdsa,mind pedig bizo-
nyos funkcidk betdltése szempontjabdl.

A lipidek mennyiségi és min8ségi eloszldsa:

a, a membranhoz kotdtt enzimek aktivitdsdnak felté-
tele
b, befolydsolja a membrénpermeabilitdst, a transzport
funkcidk irdnydt,sebességét,
¢, receptortulajdonsiggal rendelkezd felszinek kiala-
kitédsdban,miikodésében jatszik szerepet
/Sanderman,1978./

Igen kiterjedt a membranlipidek vizsgdlata a struktura-funkci
Osszefiligésének tisztdzdsa érdekében mind dllati,mind mikrobid-
lis rendszerekben./Chapman és Quinn, 1976.,Silbert,1975./Novényi
szervezetekben az utébbi id8ben szereztiink sok informdcidt féleg
mitokondriummembrinok Osszetételérdl/Leshem és Inbar,1977./,
de egyre tobb az ismeretiink a kloropasztisz-membrédnok szerkeze-
tér8l is.Ez érthetd,hiszen a fotoszintetizdld szervezetek Ossz-
membrdnmennyiségének kb. 90 %-4t ezek a membrdnok alkotjdk,és
ezek is igen sajatos lipiddsszetétellel.

3.A vizsgdlatok célija

a fotoszintetizdld membrénok felépitésének és mikddésének
tanulmanyozédsa,kiilonos tekintettel a lipid és zsirsavak szere-
pére a struktura és a funkcid Osszefiiggésében.

Ismeretes,hogy a membrdnok lipidtartalma az €18lények
novekedési hdmérsékletétdl fiigglen kiilonboz8 halmazzdllapotu
lehet. A hidegtiir8 ndvények membrédnjai nagyobb mennyiségben
tartalmaznak telitetlen zsirsavakat,hiszen ezek lazdbb,kevésbé
rendezett strukturdt eredményeznek,ami minden bizonnyal eldse-
giti a gyorsabb anyagcserét.

Nem lehet ez kOzonbds szdmunkra,hiszen az egész é1l0vilag
szamdra szilkséges energidt a fotoszintézis sordn dtalakitott
fényenergia biztositja. A mérések,ill.azok alapjén végzett
becslések szerint a fotoszintetizdlt szén mennyisége kb. 44
millidrd tonna/év,ebbd8l 6 millidrd tonna 1égzés utjidn vissza-
jut a levegdbe,tehdt a nettd érték 38 millidrd tonna/év.EbbSl -
16 millidrd a szdrazfdldon,22 pedig az Scednokban kotédik meg,



/Farkas G., 1978./

Azt,hogy a klorofil sajdt fluoreszencidjénak vizsgdlata
jé1 haszndlhatd a membrdnok fdzisjitmeneteinek vizsgdlatdra,
/Fork,1975./mutatjék azok a kisérletek is,amelyek sordn exogén
zsirsavak adagoldsa utdn mérték a fluorszencia hémérséklet-
fﬁggését./Siegel, és mtsai,1981.,Brody,Barber,Tredwel,1981./

Nagyon értékes informdcidt kaphatndnk olyan mutuns,foto-
szintetizdld szervezetek vizsgdlataval,amelyeknél a mutdcid
érinti a fotoszintetikus membridn felépitését.A Chalamydomonas
reinchardil zo6ld algdnak ismeretesek fényérzékeny /un.yellow/
muténsai,amelyek a z61ldiilés mértékében/és 6rokl8dési tipusban
is/kiilonbbznek egymdstdl. A kiillonbdz8 mutdnsok kloropasztisza-
inak szerkezete igen eltérd,eltérd tovdabba a klorofill,
ill.egyéb pigmentek akkumuldcidjidnak mértéke.Feltehetd tehdt,
hogy a membrdn lipidOsszetételében is igen jelentls vdltozéds
kovetkezett be.Azért is célszerii ennek az alganask a vizsgdlata,
mert ismertek a proteinjei/Gyurjdn,1983./Tudjuk,hogy a menmb-
rdnok tdzisdtmeneteit a proteinek is jelentdsen befolydsol jak.
/Gier és mtsai,1982./

Ismeretesek zsirsav - ill. lipidszintézist gdtld szerek.
A cszakirodalomban is ismert vegyszerekkel kezelt fotoszinte-
tizdlé szervezetek eltérd lipid és zsirsav@sszetétell membrén-
jainak tulajdonsigait vizsgdltuk.Ezek a mérések jél kiegészi-
tik az ugyenezekrdl a vegylletekrdl mds mdédszerekkel szerzett
informacidkat.Ezen vizsgdl-tokhoz a membrdn dllapotvaltozdsa-
it jelz8 DPH membrénba torténd beépitését haszndltuk.

Tud juk ,hogy az utdbbi idd8ben t0bb kritika is éri ezt a
médszert/Mely-Goubert,Freedman,1980./,de tdbb oldalrél szer-
zett mérési eredmények Osszevetésével mégis jé kOzelitéssel
informc.ciét szerezhetiink a membridn dllapotardél. Mind ezeket
figyelembe véve amennyire lehetett igyekeztiink ismereteket
szerezni a BPH bioembrdnokban/ elsdsorban fotoszintetizdls
membrinokban/ vald alkalmazdsra vonatkozdan is.



4. Elméleti dattekintés

4.1. Membrianmodellek

A bioldgiai membrdnok molekuldris szerkezetének felderi-
tése éviizedek dta a biokémia,biofizika,valamint az ultrastruk-
turakutatds kozéppontjdban 411t. A szerkezet felderitése jelen-
t8sen elmaradt annak ellenére, hogy a membran igen sokoldalu
funkcidjdrdl elég sok ismeretet sikeriilt szerezniink.Ez vald-
gzinlileg annak tulajdonithatd,hogy nincs olyan kOzvetlen mdd-
szer,amellyel ezt a struktdrdt jél tanulményozhatnank.Eddigi
ismereteinket f8leg kozvetett mdédszerek szolgdltattdk,mint pl.
rontgendiffrakcidés médszerek,polariziacids optika,kiilonbozd
spektroszkdépiai mddszerek.A kizvetlen mdédszerek kdézil az elek-
tronmikroszkdpia emlithetd,amely igen sokat fejlddott az utdbbi
idében,sok uj mdédszerrel is gazdagodott.

A sejtmembranrdl szerzett ismereteink az aldbbi fébb cso-
mépontokon keresztil bdviltekd

1, Lipidekben 01ddédé anyagok konnyen bejutnak a sejtbe.
Ezt figyelte meg 1895-ben Overton,majd ebbll arra kovetkeztetett,
hogy a sejtet vékony lipidréteg veszi koril,vagyis a sejthar-
tydt vékony lipidréteg alkotja.

2, Gortel és Grendel 1925-ben erythrocyta membranokbdl
lipideket extrahdltak.Az extraktumot vizen teritették szét.

Azt tapasztaltdk,hogy az igy létrehozott monomolekuldris film
/amely lipidekb8l keletkezett/feliilete mindig kétszer akkora,
mint azé a sejté,amelybll az extrakcid tortént.

3, Ugyancsak Gortel és Grendel allapitottak meg,hogy a memb-
ranok fehérjéket is tartalmaznak.Megdllapitottdk,hogy a sejtek
feliileti feszliltsége a mesterséges lipidhdrtydkéhoz viszonyitva
igen alacsony.Ha olajhoz kis mennyiségi fehérjét is adunk,
felilleti fesziiltsége /vizre vonatkoztatva/ egy nagysdgrenddel
is csokkenhet.

4, Danielli és Davson elméleti meggondoldsok alapjan mar
1935-ben arra a kovetleztetésre jutott,hogy a sejthiargydt radi-
dlisan orientdlt kettds lipidréteg alkotja.Ezt két oldalt hid-
rétburokkal rendelkez8 globuldris fehérjék fogjak kozre.

Az elmélet haszndlhatdsdgdt Schmitt 1936-ban rontgen diffrakcids
vizsgalatokkal igazolta.
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5. A sejtmembrénok morfoldgiajdnak tanulmdnvozasdra
1954-t81 kezd8d8en az ultravékony metszetek kéczitésdével,ill.
nehézfémrogziték /ozmium-tetroxid,bikromdt,petmsngansdt/alkal-
m-zédsa valt alkalmassd. Ilyen vizsgdlatokkal a membrdn /nagy
felbontasban/ trilamindris szerkezetet mutat.Zbben a trilami-
naris szerkezetben két széls8 sotétebb réteg kozott /mely az
vzmiofil rétegek nagyobb elektronszdrasa miatt jon 1étre/egy
vastagabb,vilagos réteget figvelhetink meg.Robertson 1957-ben
ezt a membrant elemi membrannak,/"unit memtrazne" ‘nevezte el, ugysnis
2 legkiilonbozébb aliati és novényi sejtek sejthartydjan i1ll.intra-

*e1lularis membramokon ezt a szerkezetet lathat juk.
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paucimclekularis mogellje
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Magdbdl az elektronmikroszkdépos képbbl még nem kdvetkezik
egvértelmiien az dltaldnosan elfogadott unit membréne modell.

A pontositdshoz tovabbi modelellendrzésekben v=14 vizsgdlat volt
szilkksdges.

Robertson feltételezte,hogy a fehérjék elhelyezkedése a
membran két oldalén asszimetrikus.Ebben a paucimolekuldris
modellben a bels§ /citoplazma feldli/ oldalon fehérjék, a
kiilsd oldalon pedig glikoproteidek vannak.Azt s feltételezte,
hogy ezek a fehérjék nem globuldrisan helyezkednek el,mint
Denielliék szerint,hanem kinyujtott, béta konfigurdcidban.

6. 1963-ban Sjostrand intracelluldris membrénokban/egér
vese mitokondriumaiban és endoplazmstikus retikulumaiban/
globularis alegységeket mutatott ki./YMn04—os fixdlast alkalma-
zott.3zek 2 strukturdk kb.5 nm.atmérliji , 1-2 nm.vastagsdgu
szept mok Z1t=sl elvdlasztott, periodikusan ismétl8d8 egységek.
yjostrand megfigyeléseit a kdvetkezlképpen interpretdlta:

a membréanban a lipid molekulik globuldris micellumokst =lkotnak,
ahol a lipid molekuldk poléris végei a micellumok felszinén he-
lyezkednek el és fehérjével vannak kidriilvéve.

Skl
el L

-:*38

2. abrs,

Sjostrand globuldris alegységmodell je
/A lipid molekuldk globuldris micelldkat alkoth. tnak,amelyek
a sejt mikodése sordn lemez szerkezetté alakulhatnak./

7, Hasonldan az el8z8hdz Green és munkacsoportja is elveti
a membrdnok lipid kett8sréteg/= lemezes micellum elmélet/elmé-
letet, és az alegység elméletet /=globuldris micellum elmélet/
tdmogatja /1966/
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8, Tisztdn morfoldgisi vizsgdlatokkal nem lehet eldOnteni,
hogy a sokféle elképzelés kOzil melyik lehet a valdsdghoz a
leginkabb megfeleld.Singer és Nicolson az addigi eredmények
alapjdn a kovetkez8 megfigyeléseknek megfelelden prdbdltak meg
ujabb modellt szerkeszteni:

- a membrdnlipidek kettds réteget alkotnak

- a membranok nagyon vdltozatosak,de tulnyomé részt hid-

rofob oldallancokat tartalmazd aminosavakbél épillnek
fel

- a membrdn fehérjekomponensei véletlenszeri eloszldsban

taldlhatdk,nagymértékben mozgékonyak

- sok membrdnfehérje a lipid kbrnyezetbdl igen nehezen sza-

kithaté ki.Tobbnyire csak detergensek segitsigével sike-
riil izoldldsuk/sdt mds drasztikus médszerek alkalmazdsdval
is bizonyos mennyiségii lipiddel asszocidlva maradnak/.
Mindezek alapjdn 1972-ben az aldbbi elképzelést vazoltak.
/Singer és Nicolson,1972./

A membrén alapszerkezete egy lipid kettlsréteg,amely flleg
foszfolipidekbdl &11.Ebbe a kettlsrétegbe meriilnek a fehérjék,
ott "usznak ugy,mint a jéghegyek a vizben. A fehérje poldros
oldalldncai a lipidréteg poldris régidéjaval léphet gyenge
kdlcsbnhatdsba,mig az apoldris oldalldncok az apoldris régidval
lépnek diszperzids kdlcsdnhatdsba./ElSfordulhat az is igy,hogy
egyes fehérjék dtérik a membrint./

A fentiekb8l kovetkezik,hogy a fehérjék,de a lipidek is
igen konnyen végezhetnek horizontdlis irdnyu mozgdsokat a memb-
rénban.Erthetd ez,hiszen csupin a gyenge mdsodlagos kémiai ko6td-
er8k &trendezddésére van sziikség. A lipid molekuldk dtforduldsdra
is van lehet8ség,de az kevésbé valdszind. Nagyobb energia kell
ahhoz is,hogy a fehérjéket kiszakitsuk a lipidkOrnyezetbll.Ezt
az is okozza,hogy a gyenge Van der Waals kOtések felszakitdsa
mellett biztositani kell a hidroféb oldalldncok vizes kOrnyezetbe
vald juttatdsdt is /azaz a H-hid kOtések felszakitdsa is szik-
séges/. ‘

Igy.pl.érthetd,hogy a fehérjemolekulak gyorsan eloszlanak
a sejtmembridnban/lehet8leg egyenletesen/,hiszen az oldalirdényu
mozgdsokhoz szlikséges kOtésdtrendez8désekhez a termikus energia
is elegend$.Eppen az utdbbi okok magyardzzdk azt is,hogy a hé-
mérséklet miért befolydsolja ezt a mozgdst.



4.2. A kloroplasztisz felépitése é€s szerkezete

B4r a kloroplasztiszrdl az elsd megfigyeléseket mdr /mintegy
300 éve/Leeuwenhoek is megtette,a részletesebb vizsgdlatokhoz az
elektronmikroszkdp feltaldldasdig vdrni kellett.Ekkor deriilt ki a
membrandzus szerkezet,s8t az els8 fixdldsok eredményekdéppen a
membrant "unit membrane"szerkezetiinek vélték.

A kloroplasztisz dtlagosan 4-6 Mm hosszu,2-3 am vastag,lencse
alaku képzddmény,amelyet kettds membrin/un.envelope/burkol.
A fotoszintetizdld z0ld ndvények jellegzetes organelluma.Elektron-
mikroszkdépos képe jellegzetes,hiszen belsl membranrendszere Ossze-
fiigg8 lamellarendszer/thylakoid/,amely granumra és sztrdémalamelld-
ra killéniil.A pénzoszlopszeri képletet /grana/beliil lireges,egymidsba
kapcsolddd membrdnok alkotjdk. AtmérSje o,2-0,4 Mm, A grinumokat
egyméshoz sztrdémalamelldk kapcsol jék./Mihletaler,1971./
A sztrdma és a grdnarendszerek kozott tehdt igen szoros a kapcso-
lat,liregrendszeriikk Osszefliggd,ontogenetikusan is azonos eredetiiek
Lényeges kiilonbség van azonban élettani , funkciondlis szepontbdl
a két rendszer kozott.

Mint kotdbban emlitettem,a kordbbi technikdk az akkor elfo-
gadott "unit membrdna" modellt erlsitették meg, a fotoszintetikus
membrédn felépitésében is.Az elektronmikroszkdpos technika
fejl8désével /freeze-fracturing,freeze-etching technikdk/
valamint az ujabb membrdnbiokémiai vizsgdlatok zlapjan ez a modell
idejét mult.Sokkal inkdbb a Singer és Nicoloson 4dltal javasolt
fluid mozaik modell egyik specidlis esetének tekinthetd.

A fagyasztva t0réses ill.maratdsos technika egyértelmiien
megddntdtte azt az elképzelést,mely szerint a membrdnt egyforma
gombolyded alegységek kvantoszdémdk rétege alkotja./Park és
Biggins , 1964./ Ezen elképzelés szerint ugyanis az alegységek
teljesen egyenértékiiek lennének funkciondlisan is.Az Ujabb elekt-
ronmikroszkdépos felvételeken viszont a kiilonbozd torésfelszineken
tobbféle paratikulum vdlt lathatéva.Logikusnak tiinik,hogy ezeket
a paratikulumokat a Z-séma epyes szakaszainak feleltessiik meg.

A 3.8brdn a kloroplatisz elektromikroszkdpos szerkezetének
vdzlatdt ldthatjuk.Az dbrdn a roviditések a fagyasztva tOréses
ill.maratdsos technikaval ldthatévd tehetd felszineket jelolik.
/Staehelin, 1976./
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5. tI“i
A kioroplatisz membranck valéddi és tSrés:i felszinei és
220k elnevezése
wF /exoplasmic fra cture face/ = a tilzkoid membrdn lumen fe-
1611 airétegének tOorési felszine
fF /prtomlasmic fracture f ace/ = a komplemerter,sztréma fe-

1811 alrtéseg torési felszine / Branton és mtsai,1975/

© /exo-/111.rS/ protoplasmic surface/ = m r=tassal ldthatéva
tehet8 felszinek

s /stacked/ = grdnumokbdl ld4thatévé tett felszinek
u /unstacked/ = sztémalamelldk valdédi vagy *orési felszinei

_ . granum tilgko: 4
terminalis membran

sztroma tilakord / partitonr

e

\okulysz
Jranu { tamen, ntratilakordalie ter )

)

= intertitakoidahs
res

4.abra
A kloroplatisz belsS membrinrendszere’  és annak terminolégi-
dja 11l. a grdna és a sztrdéma lamell .k kapcso.iata
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A 4.és 5.4bran a kloropletisz finomszerkezetét léthstjuk.
A 4.5bra a kloroplatisz bels8 membrénrendszerét mut-tj= és annak
nevezéktandt,mig az 5.4brdn szupermolekuldris fehérjekomplexek
elhelyezkedését lathat juk.

stroma

5.abra

A szuprsmolekuldris fehérjekomplexek elhelyezkedése a tilakoid
membrdmban / Anderson , Andersson, 1982/

nz egyik legelfogadottabb elképzelés szerint a membranban
Ot szuprsmolekularis fehérjekomplexet kiilonithetiink el.

= PS5 JEIER

s G

- citokrém b/f komplex

- ATP szintetdz komplex

- fénvgviijtd komplex

/Anderson és Andersson, 1982.,Andersson és anderscn,1980.,

inderson,1981./

Mesterséges modellmembrdnok vizsgdlatai alspjén az utdbbi
a kloroplasztisz membrdn /kiilonds tekintettel a lipidmatrix/
finomszerkezetére vonatkozdan ujabb elképzelések sziilettek.
A Singer és Nicolson dltal bevezetett és ma mdr dltalanosan
elfogadott fluid-mozaik membrénmodell kiegészitésre szorul.
Nem magyardzza elég jé1l a gbrbiilt felszinek/mint pl. a margin/
szerkezetét valamint a hidrofdb fehérjék membrdnba torténé
beéplilését, stabilizdcidjat.
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A tObbkomponensi lipidvezikulakban a lipidek elhelyezkedése
asszimmetrikus. A kis poldris csoporttal rendelkez8 /mint pl.
PE, MGDG/ f8leg a bels8 rétegben, mig a nagy poldéris csoport-
tal rendelkezd, /pl. PC, DGDG/ a kiilsé rétegben helyezkednek
el. Feltételezhetd, hogy = kloroplasztisz bels® membrdanrend-
szerében is hasonldé elrendez8dés lehetséges.

biltbra

A lipidek feltételezett elhelyezkedése a tilskeid membrinban

/A, tilakoidok; B, belsé réteg; C, kiills6 réteg; D, margindlis

membrarn; E, konkdv felszin; F, konvex felszin; @, MGDG; H,
DGDG;/

Az a tény, hogy a kloroplasztisz f8 lipidje a galaktolipid
/f8leg MGDG/ kiilonts figyelmet érdemel. Ez a lipid ugyanis
fizioldgids korilmények k0zott nem lamelldris, hanem hexago-
nalis strukturdat képez /HeXII/ /Sen és mtsai, 1981./

Azt taldltdak, hogy az MGDG/DGDG = 2:1 ardnyu vizes rendszer,
amely ardny a tilakoidban taldlthoz hasonlit /lamelldris és iver-
tdlt micellsris formdt egyarént tartalmaz. /Sen és mtsai. 1981.,
Sen és mtsai, 1982./

Az invertdlt micelldris strukturansk szerepe lehet a fehér-
jekomplexek membrdban vald stabilizécid jéban. /7. dbra/



7.4bra
Az invertdlt micelldk 41tal indukdlt deformdcidk a tillakoid

membrdanban.

CV =convex membradn felszin lipidrégidja
PB =plandris lipidrégié

D invertdlt micella

]

\
P

i

hidrofob protein

Kloroplaszt - lipidek

A kloroplasztiszmembranok az egyéb sejtalkotdékkal Ossze-
hasonlitva igen sajdtos 1lipid és zsirsavOsszetétellel rendel-
keznek.A z01d levelek lo %, a kloroplasztisz 35 %, a tilakoid
membranok 5o %, lipidet tartalmaznak / Leech és Murphy,1977./

A kloropl- sztiszban elfforduld lipidek /Benson,1971./kémiai
szerkezetét a 8.4bra mutatja.

Mint fent emlitettem,a kloroplasztiszt sajdatos lipiddsszeté-
tel jellemzi.Egyrészt eltér a tObbi sejtalkotétdl,mésrészt jel-
legzetes kiilonbség van az envelope és a tilakoid kozott is.

A kloroplasztiszt magas glaktolipid és alacsony:bb foszfolipid
tartalom jellemzi. Foszfatidil-kolin,szemben a tilakoiddal ,amely-
ben f8leg foszfatidil -glicerid van. /Mackender és Leech,1974./
Az envelope -ban a GL/FL és az MGDG/DGDG ardny kisebb.

A kloroplaszt -lipideket felépitd zsirsavak a kbvetkezbk:

16:0 palmitinsav hexadekansav

16:1 palmitoleinsav 9-hexadecénsav

18:0 szterainsav oktadekinsav

iB:l olajsav 9-oktadecénsav

162 linolsav 9,12-oktadekadiénsav

18:3 linolénsav 9,12,15-oktadekatriénsav
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A kloroplasztiszb:n el8forduldé lipidek
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9. abra
s kloroplasztisz feléri-és'ben szereset jdtszé zsirsavak szer kezete
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Meg kell jegyezniink, hogy a 18 szénatomos zsirsavak cisz
helyzetu kettls kotést tartalmaznak. A kloroplasztisz~lipidek
kozlil a linolénsav igen magas szdzalékban fordulhat el8. A teli-
tett/telitetlen zsirsavak aranya alacsonyabb a tilakoidokban,
mint az envelopeban. A galaktozil-gliceridek kiilOndsen gazdagok
X-linolendtban mindkét pozicidban, mig a foszfatidil-gliceridek
f8leg az 1. pozicidban. Az utébbiak palmitdtot is tartalmaznak
gyakran 2. poziciéban. /éuinn és mtsai, 1982./

A fotoszintetikus membrdn fontos komponensei még a karoti-
noidok is, a melyek hosszu izoprenoid molekuldk, konjugdlt kettls-
kotéseket tartalmazdé ldncrészbl8l és telitetlen, szubsztitualt
ciklohexdn gyiiriib6l éplilnek fel. Mived tagabb értelemben ezeket
is a lipidek k0zé soroljuk, fontos ezeket itt megemlitenmiink,
egyrészt azért, mert a kloroplasztisz strukturdlis és funkcio-
ndlis bdzisdnak fontos Osszetevli, mdsrészt mert a fotoszinte-
tikus membran fizikai kémiai sajdtossdgainak befolydsold ténye-
z8i lehetnek.

4.3. Lipidek, biomembrdnok fédzisdtmenete, membranfluiditds, és
azt befolydsold tényezlk

Membranfluiditds és meghatdrozdi

A szokdsos bioldégiai hémérsékleteken a membranlipidek fél-~
folyékony "mesomorf" &llapotban vannak. /Gounnaris és mtsaj,
1983./ Mint kordbban a membrianmodellek ismertetésénél emlitettem,
a lipid-lipid, ill. a lipid-protein k8lcstnhatds mdr viszonylag
kis hémérsékletvdltozds esetén is jelentls vdltozadst szenved.
Nem mezlep8 tehdt, hogy ezen részecskék diffuzidéja hémérséklet-
fiigg8. Akdr laterdlis, vagy rotdcids diffuzidérél legyen szé,
akdr a membrdnrészecskék transzverzdlis elmozduldsdrdl.

A membrént alkotdé komponensek mozgékonysdga a membran dlla-
potdt jellemz8 paraméter, amelyet fluiditdsnak neveziink. A memb-
ranfluiditdsnak igen nagy szerepe van az é18 szervezetek alkal-
mazkodéképességéban, denagyon fontos szerepet jadtszik a cellu-
léris szintii reguldciés mechanizmusokban is. /Leshem és Inbar,
1977., Shinitzky és Inbar, 1974./

1, Figg a lipidréteg Osszetété1ét61 - a telitett/telitetlen
lipidek ardnydtdl, a foszfolipid poldris csoportjdnak természeté-
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t61, de a szénhidrogénlédnc hosszdtél isé. /Ford és Barber, 1983.,
Sklar és mtsai, 1977.,Gounnaris és mtsai, 19&8%./

Minél nagyobb a telitett/telitetlen zsirsavak aranya annal
kevésbé fluid a membrdn. Jé1 1ldthaté ez pl. Cogan és mtsai méré-
sébbl. /Cogan és mtsai, 1973./ 1. tdbldzat.

I, Tdbldazat

Mikroviszkozitas /P/

& 10%0 ;[ S9de " oy 90 45°¢C
Triolein e 1.8 B RS 0,64 0,36
Tojédsiectin 2K 3 & et 0413 02
;812:;52;5&“ E e 1%,0 12,0 6,4 4,4
Dipalmitoiliecitin 120 10.:5 9.4 25 0,94
;ffz}ffgﬁiileC1t‘“ = Glr 536 Ak o536, 11.% 1,8
R e e L s B
Tojas .izolecitin 1,6 Gy (2w v,45 0,33
et ii-d . .met 1amin-oxid 0469 O HOEE Org 205 0,24

Kovetkeztethetiink erre a lateralis nyomds mérésébdl is.
irthet§ ez, hiszen a membrdn kvadzi-kétdimenzids szerkezetébsl
k0vetkezik a membrankomponensek oldaliranyu eimozdulasa /a

membran sikjdban torténd diffuzié/. /Cherry, 1479./

2, A fenti tédbldzatbdl lathaté a mesterséges modellmemb-
ran viszkozitasédnak hémérsékiettfl vald fiiggése is. J61 latha-

té ez Robert E Dale méréseibdl 1is.
A lo. dbrédn a fluoreszcencia anizotré-
pia hémérséklettdl vals fliggését lat-
hatjuk. Az emisszidés anizotrdpidbdl
kOvetkeztethetink a kbzeg mikroszké-
pikus viszkozitdsdra a kés8bb ismer-
tetésre keriil§ médon

lo. abra.

Paraffin olaj és tojaslecitin l1lipo-
szémédkban mért DPH fluorezswenhcia-
anizotrépia hémérséklettdl vald
fliggése.

/Dale és mtsai, 1977./
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3, A membranok mikroviszkozitasat a proteinek jelenléte is
nagy mértékben befolydsolja /II. tdbldzat/. Altaldban a fédzisdt-
alakulédsi hémérséklet felett jelentdsen né a fluoreszcenciapola-
rizdcid, ami a mikroviszkozitds novekedését jelenti. /Heym,
1979./

II. Tablazat

Polarizdcidfok
Folyékony paraffin 0,005 % 0,005
Tojédslecitin liposzdémék 0,083 + 0,010
Liposzémék szérumprotein in-
korpordcidé utan 0,116 + o0,0lo0

/Mély-Goubert és Freedman, 198o.

A fdzisdtalakulasi hémérséklet alatt a lipoproteid rendszerek:
ben kisebb mértékii polarizdciéfok vdltozds mérhetd. Egyes esetek-
ben a proteinel jelenléte csdkkentheti a fluiditdst. Ez azonban
minden bizonnyal a membrdn feliileti jelendégeivel van Csszefiig-
gésben és nem intramembrian jelenségrdl van szd.

A polarizdciéfok novekedése a membrédn fluiditdsdnek csdkkené-
'sét jelzi. Ez egyben természetesen azt is jelenti, hogy a membrén

lipidmédtrixdban csokken az elektron-

; 100 + transzportlanc egyes tagjai kozotti

€ g ocP kOlcsdnhatds. Ezt az elméleti meggon-
R iy ey

LT :

- mt —% 0 | 11. 4bra.

FelN

% Koleszteril-hemiszukcindt hatdsa fer-
EL s : ricianid é8 DCIP fotoredukciéjdra
0 01 02 03
/Yamamoté és mtsai, 1981./

Choles* 7/ (hl

dolast igazolja Yamamoté és mtsai Hill-reakcié méréseivel. /1l.
dbra/

A membranok fdzisdtmenete

Gittler 1972-ben kimondta, hogy a sejtmembrédn egyik f§ jel-
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lemz8je a 1lipid kettdsréteg fluid dllapota. Szobahémérsékleten

a tilakoid membrén relative fluid. /Ford és Barber, 1980./ A
h8mérséklet vdltozdsdval azonban /mint ezt az el8z8 fejezetben
ldthattuk/ ez a fluiditds jelentlsen vdltozik. Egy bizonyos
hémérsékleten ugrdsszerii vdltozds kOvetkezik be. Ezt a pontot a
szildrd anyagok olvaddsénak analdégidjdra "olvaddspontnak", vagy
fédzisdtalakuldsi hémérsékletnek nevezzik. Ezen a hémérsékleten
ugyanis jelent8s szerkezetmbédosulds torténik a membrénban. A
hé8mérséklet emelkedésével a gél fdzisu membrédn folyadékkristédlyos
allapotba megy at.

A membrdnok fdzisdtmeneteit nagy mértékben meghatdrozzék a
lipidek fézisdtmenetei. Ez azonban a lipid minéségén kiviil fiigg
a kornyezett8l is. Mds dehidratdlt /szdraz/ kdzegben, mint hid-
ratdlt kdrnyezetben, eltérd értéket kapunk lipoproteid rendsze-
rekben is. /Chapman, 1975., Pringle és Chapmanj; 1981./ A III.
tdbldzatban néhdny foszfatid "olvaddspontjdt" ldthatjuk vizmen-
tes és vizes kbzeghben.

A IV. tdblédzatban pedig a zsirsavak fdzisdtalakuldsi hlmér-
sékletét ldthatjuk mind telitett, mind pedig telitetlen zsirsa-
vak esetén. A III. tdbldzat azt mutatja, hogy a hidratdlt lipi-
dek fédzisdtmenetei jéval alacsonyabb hémérsékleteh kdvetkeznek
be. Hasonléan jelent8sen csbkken a fdzisdtmeneti hlémérséklet a
telitetlensdg mértékével. /Mint ezt a IV. tdbldzatbél ldthat-
juk./ Meg kell jegyezniink, hogy a fdzisdtmenet hémérséklete vi-
zes kOzegben nemcsak a szénhidrogénldnc hosszdtdl, minbségétll
és a molekula poldris régidjénak természetétdl fiigg, hanem a
viz mennyiségét8l is, €48 az abban oldott anyagoktdl is.

Chapman és munkatdrsai 1967-ben meghatdroztdk az 1,2-dia-
cil-I-foszfatidil-kolin /lecitin/ fédzisdiagramjét /Chapman,
1975./, amelyet a 12. &brén mutatunk be.

Kiilonboz8 adatok jelentek meg arra vonatkozdan, hogy a fe-
hérjék ill. polipeptidek hogyan befolydsol jék a fédzisdtmenet
hémérsékletét. /Chapman és mtsai, 1974./

Usszefoglalfan tehdt a membran fizisdtmenete a kivetkezd
védltozdsokkal jér: /a hémérséklet emelésével/




I1T.Tdbldzat

A/Vizmentes lipidek / Chapman 1975/

1,2- diacil-foszfatidil-kolin

o)
Ty /7c/
23%0

1,2- diacil-foszfatidil~etanolamin 196
1,3- diacil-foszfatidil-etanolamin 198

1l,2- diacil~-foszfatidil-szerin

1,2- diacil-foszfatidil-inozitol
1,2-diacil-foszfatidil- glicerol

1,2- diacil-foszfatidsav
1,3~ diacil-foszfatidsav
Szfingomielinek
Lizofoszfatidil-kolin

Lizofoszfatidil-etanolamin

B/ Hidratdlt lipidek
Tojdslecitin
di—Clz—foszfatidil-kolin
di—Cl4-foszfatidil~kolin
di—Cl6-foszfatidil~kolin
di—ClB-foszfatidil-kolin
di-C,,-Foszfatidil~kolin

22
di—Cl8:l-foszfatidil~kolin

di—Cl4- foszfatidil-etanolamin

di—Cl6— foszfatidil-etanolamin

di—Cl4- foszfatidil-szerin
di—Cl6—foszfatidil - szerin

160
136
67
71
To
21o
240
205

-12 - -7
-2
23
41
55
75
~22

50
60

38
51-55%/72°

1/ az elektrolitok jelenlététdl fiiggben

2/ alacsony pH-n



IV.Téblazat
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Szerkezet kémiai név trividlis név Tm ?00/

Telitett sirsavak

12:0 dodekdnsav laurinsav 44,2

14:0 tetradekiansav mirisztinsav 53,9

15:0 pentadekansav 52,3

16:0 hexadekansav palmitinsav 63,1

17:0 hektadekansav margarinsav 61,3

18:0 oktadekansav sztearinsav 69,6

19:0 monadekansav 68,6

20:0 eikozansav arachidonsav 76,5

22:0 dokozansav beheninsav 81,5

24:0 tetrakozansav lignocerinsav 86,0

Egy kett8s kotést tartalmazd zsirsavak

16:1w 7 9-hexadecénsav palmitoleinsav  -0,5-0,3

18:1w9 9-oktadecénsav oleinsav 13,4 A/
16,3 /o /

18:1w9 trans. trans-9-oktadecénsav elaidinsav 44,5

18:1w 7 ll-oktadecénsav vacceninsav 44,0

20:1wll 9-eikozénsav gadoleinsav 24,5

22:1wll 1ll-dokozenoinsav cetoleinsav 32,5

22:1w9 13-dokozenoinsav erucinsav 34,7

24:1w 9 15-tetrakozénsav nervoninsav 42,5

Tobb kettdskotést tartalmazd zsirsavak

16:2w 6 T7,lo-hexadekadiénsav

18:2w 6 9y12-oktadekadiénsav A{-linoleinsav -0,5- =5,2

18:2w 7 6,1l1-oktadekadiénsav cilineinsav

16:3w3 7,1l0,13-hexadekatriénsav

18:3w 3 9,12,15,0ktadekatriénsav A-linoleinsav -lo- -11,3

18:3w6 6,9,12-oktadekatriénsav ¥-linoleinsav

16:4wl 6,9,12,15-hexadekatetragnsav

18:4w3 6,9,12,15-oktadekateraénsav

18:4 w3 9,11,13,15-oktadekatetraénsav parindrsav 85 - 86/«
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Szerkez: t kémiai név trivi. 1is név L)
20:1wb6 5,8,11,14~-eikozatetra- arachidoninsav -49,5
énsav
20:4 w3 8,11,14,17-eikozatetraén-
sav
18:5w 3 3,6,9,12,15-oktadekapen—
taénsav
20:5 w3 5,8,11,14,17-eikozapen-
tainsav
22:5w 6 4,7,10,1%,16-dokozapentaénsav
2250w 7,10,13,16,19-dokozapenta- clupanodorinsav
énsav
22:6 W3 4,7,10,13,16,19-dokozahexa~- -44,5- =4
énsav
T T ] T T ]
' mezomorf +
180 | 5
? Vi
| | 5
§3 l
20 gél + Viz s
4 4

08 06 04 0.2

e [lecitin

12.4brs=

A lecitin fdzisdiagrammja



B

a, A lipidrédcs expanzidja és a membrdn vastagsdgdnak ndve-

kedése.
b, A -CH2- csoportok -C-C- kotés kOriili rotdcidjanak
csOkkenése.

c, Az -N+CH3 csoportok mozgékonysdgénak a csdkkenése.
d, A lipidek diffuzid jédnak csdkkenése.
e, Szdmos egyéb valtozds, ami megnyilvénul a lipidek poldw
ris anyagokhoz valdé /pl. vizhez/ kit8désében.
/Sanderman, 1978./

A lipidek vizes fdzisban kiildnbdzd strukturdkat alkothatnak
a szénhidrogénldnc , valemint a poldris csoport mindségétdl fiig-
gen. Az elSbb emlitett sajatossdgoktél fiigg az is, hogy a fdzisdt-
alakuléas soran melyik formdk alakulnak egymdsba.

Pl. A monogalaktozil-diacilglicerol dilinolenoil szdrmazéka
szobahlmérsékleten vizes kOzegben HexIIstrukturét képez /hexagond-
lis struktura/, mig a disztearoil szdrmazéka szabdlyos lemezes
szerkezetet alkot. Bab kloroplasztiszbdél izoldlt nativ lipidek
jellemz8 invertdlt hexagondlis szerkezetet /HexII/ alkotnak. Ezek-
re jellemz8 az, hogy a kettls kotések szdma dtlagosan 5,44/moleku-
la.

15 abra

Bab kloroplasztiszbdl izoldélt nativ lipidek szerkezete eletron-
mikroszképos felvételeken. /a dbra:kettdskdotésindex 5,44/moleku-
la. b dbra: kettdskotésindex 3,88/molekula./
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A 13. 4brdn ez létszik az elektronmikroszkdpos
felvételen /a kép/. A mdsik képen, ahol ugyanez az érték 3,88,
tipikus lamelldris szerkezet ldthaté. Tipikus lamelldris struk-
tura léathaté nativ lipidek esetén is - 28 °¢c-on. /Gounnaris és
mtsai, 1983./

A fentiekbll tehdt kOvetkezik, hogy a nativ lipidekbl
elf4dllitott liposzdémék fdzisdtmenete, ill. fluiditdsa fiigg a
zsirsavak szénhidrogénlédncédnak kett8skotésindexét8l. A 14. 4b-
rdan ldthatjuk, hogy a totdl lipid frakcidéban a polarizdciéfok-
ban fokozatos emelkedés tapasztalhatd a telitettség ndovekedésé-
vel /Gounnaris és mtsai, 1983%./ Figyelemre mélté, hogy a galak-
tolipid frakciéban élesebbatmenet ldthaté, valamint a gorbe ma-
gagabban fut.

0-30

0-25F

14. 4bra

DPH fluoreszcencia polarizdciéfok bab ndvény kloroplasztiszbbl
izoldlt totdl poldris lipidben /o-o-o-/ ill. galaktolipidben
/e—e—e~//n=kett5skotés index/

A magasabbrendii novények kloroplasztiszainak membranlipidjei,
kiilonosen a galaktolipid frakweid szokatlanul magas plién zsirsav-
lanccal jellemezhet8§. A cisz helyzeti kett8skotést tartalmazé
szénhidrogénldnc inszercidja a lipidbe jelentSsen csdkkenti a fé-
zisdtalakuldsi hémérsékletet. /Phillips, 1972./ Ugyanakkor a flu-
iditéds, mint azt DPH-val jelezhetjik nagy mértékben ndvekszik.
/Stubbs és mtsai, 1981./

A membréanok fdzisdtmenetei hasonld tényezdktfl fliggenek, mint
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a fluiditas. Igazolja ezt L.A. Sklar és munkatdrsaj mérése pa-
rindrsav jelzémolekula alkalmazdsdval. /15. dbra/

/parinirsav: a Parinarium glaberrina ndvény magjabdél izoldlhaté
természetes polién szdrmazék, kémiai nevén 9,11,13%,15-oktadeka-
tetraénsav. A fdzisdtmenet vizsgdlatdhoz mindkét izomerjét alkal-
mazhatjuk. -4« =cisz,transz,transz,cisz, = csupa transz/

A A
10 a 32 33 34 35
1000/ T (K)

15. &abra
Kiilonboz8 liposzdéma rendszerek fdzisdtmemete transz parindrsav
jelzémolekula alkalmazdséval /1, DMPC, 2, DiPC, 3, Me,DPPE,
4, DSPC, 5, DrPE/

2

4.4. Fazisatmenet meghatdrozdsa a klorofill sajdt fluoreszcen—
cidja alapjédn Chlorella pyrenoidosa és Chlamydomonas rein-
chardii yellow mutédns algdkban

In vivo rendszerekben a membrdn szerkezetében bekdvetkez§
valtozéds fluoreszcencids médszereel torténd mérésére elvileg két
lehet8ség is adédik. Az egyik az, hogy fluoreszkdlsé jelzbmoleku-
lat épitiink be a vizsgdlni kivént membrénba, és annak fluoresz-
cenciaintenzitasat, vagy polarizdcidéfokat mérjik. A mdsik lehetd-
ség az, hogy kihaszndl juk a membrdanban eleve strukturdlis, vagy
funkciondlis szerepet jadtszd molekula fluoreszcencidjat. A foto-
szintetizaldé szervezetekben a klorofill-a fluoreszcencidja jél
haszndlhaté erre a wélra. Azt a tényt, hogy a klorofill sajdt
fluoreszcencidja jél haszndlhaté membrdnok fézisdtmenetének vizs-
galatdara Conrad Colbow fedezte fel 1983%-ban.
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Klorofillt épitett foszfolipid liposzdmdkba és mérte annak fluor-
eszcencidj..t a rendszer hiitése ill.flitése esetén.llegfigyelte,hogy
azokon a hdmérsékleteken,ahol a lipideknek mds médszerekkel kapott
fdzisdtmenetei vunnak a fluoreszcencidban jellemzd vdltozdsai
vannak./Colbow 1973./

Meg kell jegyezniink,hogy a lipideknek a fazisdtmenete a leg-
t6bb esetben G°C alatt van a szokdsos bioldégiai kOriilménrek kozdtt.
Egyszeri rendszerekben jél ldthatd a vdltozds.Olyan Osszetett rend-
szerekben azonban,mint pl. a bioldgiai membrénok az egyes fdzis-
atmenetek egymdsra szuperpondldédnak,és Osszegzetten jelentkeznek.
A fluoreszcencia intenzitdsokban bekdvetkezd vdltozdsok a 6°C-fo=
10tti tortoményban is észlelhetdk,de nem olyan élesen,kisebb csucse
és flleg vallak formdjéban.

Fotoszintetizdld rendszerek belsd fluoreszcencidjat eldszor
David C.Fork és Norio Murata haszndlta a membrdn fdzisdtmenetének
jellemzésére. /Murata és tsai,1975.,Fork,1975./Egy ilyen mérést
lédthatunk 2 16 . dbrdn.

%0% b :
T ,\f\ &
19 a ¥ A. DMPC Rs’c
[Pig 3
NN

If'..rel.

/\ C. 50% OMPC - 50% DSPC =
c : (L] 20 25 30 3s 40 t‘scc )’o 58 [ (1)
i i A 1
10 20 30 40
te°C)——
A B
16 .4dbra

Fédzisdtmenet meghatdrozdsa klorofill - a fluoreszcenci-
djdval.
1A, Klorofill a fluoreszcencia-intenzitds hémérséklet-
fiiggése intakt sejtben /a/membrianfragmentben /b/és
lipid klorofill extratumban/c/
B, Klorofill-a fluoreszcencia-intenzitds hémérsékletfiiggése
DMPC,DSPC liposzémékban,ill.azok 50 %-os elegyében.
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Az €1814nyek hémérséklethez vald alkslmazkoddsa tobbek kozott
abban nyilvanul meg,hogy megvdltozik membrinszerkezetiikk.Bz ter-
mészetesen a membran fluiditdsdt is megvdltoztatja,~mit fotoszin-
tetizdld szervezeteknél a belsl fluoreszcencia mérésével jelezni
lehet.Ezt figyelték meg Fork és munkatdrsai 1976-ban./Fork,Murata,
Avron,1976./ Altalédnos természeti jelenség = hémérséklethez vald
alkalmazkodds ugy,mint ahogy 2z is,hogy a mutdcidk =z é181ények
egész sor valtozatait hozzdk létre.Ismeretesek o0l - an mutédns foto-
szintetizdld szervezetek,amelyekbll kiilonféle polipeptidek hid-
nyoznak.Mivel kordbban mdr kimutattuk,hogy = fehérjék jelentds
tényez8i a membranfluiditdsnak,célszeri lenne ezen szervezetek
membrdnjainak fizikai-kémiai tulajdonsdgeinak vizsgdlataival is
foclalkozni. KiilonOsen olyan szervezeteknél,mint a Chlamy:iomonas
reincherdii yellow muténsaindl ,amelyeknél jél ismertek a polipep—
tid muticidk,de minden bizonnyzl eltérés van a membréan zsirsav-
Oisczetéteidben.

4.5. Az 1.6.-difenil-1.3,5-hexatrién DPH jellemzése,felhaszndaldsa

a membranfluiditds meghatirozdsdra.

T6bb fluoreszkalé molekula is ismeretes,amel mek fluoreszcen-
cidja novekszik,ha lipidmembrénokhoz kot8dnek.Ilyenek pl.a DPH,az
ANG,az NPN,az AS és sok mus anyag még,de az egyre inkdbb alkalma-
zott prrindrsavval zdrom a sort. 0
Kisérleteinkben a DPH-t alkalmaztuk,igy részletesebben most

ennek jellemzésére térek ki.

A DPH egy kOzel rigid bot alaku mo-
lekula.Konjugdlt J -elektronrend-

szere kOnnyen gerjeszthetdvé teszi
a molekuldt.Igen magas moldris extin

cids koefficiense is /E430880 000
B em™tmg17t amely a magas kvantumha-
17 «abra . tasfokkal egylitt lehetdvé teszi,hogy
A DPH szerkezete .igen alacsony koncentrdcidban is
alkalmazhassuk

Kémiailag elég stabil molekula, vizben gyakorletilag oldhatat-
lan, erdsen lipofil. Eppen ezért kOnnyen inkorpolélédik lipidmemb-
rédnokba. Ez az inkorporicid egy id&ben j61 nyomon ktvethet§ folya-
mat. Kordbban leirték, /Shinitzky és Barenholz, 1974.,Lentz,Baren-
holz,Thompson, 1976./ hogy a DPH fluoreszcenciantvekedését a
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foszfolipid vizes kdzeghez adagoldsdnak hatdsdra a DPH kettds
rétegbe valé beépiilése okozza., A kémidban &ltaldnosan haszndlt
megoszldasi koefficiensre vonatkozd egyenlet csak korldtozottan

érvényes.

DPHy 551
—+ipid = K /Vollipid/Vola £

DFH,, q
A telitédésig a DPH/PC ardnya alacsonyabb, mint o,1 M/lo M,
igy relative kevés DPH molekula kdt8dik minden vezikuldhoz. A
linearitds hatdra fligg a DPH ardnydtdél. Attdl a koncentrdcidb-
t61, amikor a DPH feleslegben van a foszfolipidhez viszonyitva
/a PC telitve van a DPH-val/ a fluoreszcencia linedris=n vdltozik

a PC koncentricidval. /18. dbra/

Annak ellenére, hogy nagyobb kon-

g centr:cifknil ez a felsC limit kiter—

o jed, ajanlatosabb a IFisebb koicentra-
cidkat alkalmazni, mert 2 M felelt

+ 21 mdr jelentkezik a depolarizdciéja is.

Az eldénybs koncentrdcid kivdlasztdsdt
nagyban hefolydsolja az a tény is, hogy
r ////f’ a DPH oldhatdsdga vizben gyakorlatilag
majdnem nulla. Ha nagyobb mennyiséget
injektdlunk a rendszerbe, akkor az apo-

18. abra
e e DPH fluoreszcenciaintenzitds kiilonbsz8
e PC il1l. DPH koncentricidk mellett.
/ofo,1 MY} [x/0,5 M; Jo/2,0 M; /A/4,0 M DPH

ldris molekula kolloid részecskéket képezve zavarosoddst okoz,

és ezek jelenlétdével is szémolnunk kell. Nagyon tfontos betarta-
ni az inkubdcidés hémérsékletet is, mert a DPH a mobilisebb fo-

lyékony kristdlyos fédzisba gyorsabban penetrdlédik.

Mindezeket figyelembe véve Barber és Ford 198o-ban kidol-
goztdk a tilakoid membrdnok fluiditdsdnak vizsgdlatdt a DPH al-
kalmazdsédval. Meg kell jegyezniink, hogy a szakirodalomban alkale
mazott metodika kordant sem egységes, pl. az az alkalmazott kone
centrdcidk tobb fllék lehetnek, de a tOrzsoldat is mds-mds
oldészerekkel késziilt. A metodikdt tehdt minden esetben a vizsgé-
landd objektumhoz alkalmazkodva kell kidolgozni.
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Minden vizsgédlatot tehdt meg kell ellznie a legoptimdlisabb kon-
- centrdciéviszonyok megkeresésének.

A fluoreszcencia-polarizdcidfok, ill.fluorsszcencia-amizotrd-
pia mérésekbll kivetkeztethetiink a fluoreszkdld molekula kizvetlen
kérnyezetének mikroviszkozitdsdra a kdvetkezd egyenletbdl:

r ~ .
0 - 14 c/r/ T¢ , /Perrin egyenlet/
r n
ahol: ;
r = emisszids amizotrdépia
r, = hatdgaminozotrdpia
T = a gerjesztett dllapot élettartama
" = viszkozitds
c/r/= k /k = Boltrman &4l1landd/
T v /v/= molekulatérfogat/
Iy - 1.
r =
I’ +2I.L

Iy mind az emisszids,mind a gerjesztési polarizdcidsszird ver-
3 e 3 O d ’ 3 ' . - rd « 7 ,» V. d
tik4lis /0" / dlldsban van. I : a gerjesztési polarizdcids szird
. 4 - O . s » . 3 7 - 0 e e
vertikdlis /0~ /,az emisszos sziir8 pedig horizcntdlis /90~ / 411ds-

ban wvan.

4.6. A kisérletek sordn alkalmazott gdtldszerek hatdsdnak rovid

jellemzése.

Méréseinkben a kiikdnboz8 zsirsav és lipid szintézist gdtld
szerekkel kezelt fotoszintetizdld szervezetek membranjainak fdzis-~
dtalakuldsi hémérsékletére voltunk kivdncsiak.Ez természetesen
fligg a membrdn Osszetételétl8l.A kisérleti eredmények értelmezése
végett célszeri roviden dttekinteni az d&ltalunk alkalmazott gidtld-
szerek hatdsmechanizmusdt.

A kiséleteinkben haszndlt any:gok:

cerulenin
piridazinonszdrmazékok koziil a SAN 6706,SAN 9789 és a
SAN 9785 kddszamu vegyliletek
fenetilalkohol
metronidazol _

Ezek a vegyuletek az irodalomban sem ismeretlen herbicidek,ili.

antibiotikumok. '
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Az anyagot a Cephalosporium caerulens nevi gombafaj egyes
torzsei termelik./Hata és mtsai,l1960./ Nagy hatdsu antibakteri-
4lis és antifungdlis szermek bizonyult./Awoya és mtsai,1975./
Novekedést gdtld hatdsa exogén zsirsavak adagolédsdval rendszerint LN
revertélhaté volt. Kimutattdk,hogy a cerulenin minden bizonnyal
kovalensen k6t8dik a - ketoacil-tioészter szintetdz enzimhez,
amely a zsirsavszintézis kondenzdldé enzime./Agnolo és mtsai,1975%./
A cerulenin hatdsdt eddig fbleg mikrobidlis rendszerekben vizsgal-
tdk. Fotoszintetizald szervezetekben Herczeg Tamds és Lehoczki
Endre vizsgdlatai adtak jelent8s eredményeket az utdbbi iddben
/Lehoczki,Herczeg,Szalay,1979.Herczeg,Lehoczky,F rkas,Rojik,

Szalay,1979./

—— e — i o o s S i e . s aat St s el e, e e A S e St . o S S bt S S

A természetben is megtaldlhatd aromds vegylilet.Elektrontransz-
port és zsirsavszinézisgdtld hatdsat dllapitottak meg.Ezekre a
hatdsokra bakteriofdgokon /Benab és mtsai,1962./ E.colin /White
és mtsai,1979./végzett vizsgdlatokbdl kdvetkeztettek.A telitet-
len zsirsavak Dbioszintézisére gyakorolt hatdsa valdsziniileg a
palmitol-CoA-deszaturdz gétldé hatdsdn alapszik./Nozawa és mtsai,
1979./ Igen kevés a novényeken végzett vizsgdlatok szdma. G.Knut-
sen a kovetkezlket dllapitotta meg./ Knudsen,1966./
1, A sejtek novekedését, DNS és klorofillszintézisét mdr
4,2 mM koncentricidban is jelent8sen /90%/ gdtolja.
2, Mdr a mdsodik Sérdban teljes gatldst lehet elérni 21~mM
koncentrdcidban alkalmazva
3, 33,6 mM FA hatdsdra 1 érz milva a fotoszintézis 19 %-ra
1,5 éra milva pedig 1o %-ra cstkken a kontrolhoz képest.
4, 21 mM FA 1 érds kezelds esetén To %-kal csokkenti az oxi- t
géntermelést
5, 8,4 - 21 mM-ig minden koncentrdcidban gatolja a légzést is.

————— e o e e, s e et e s e . s b s e s G s S . ot et . g s it s . s i, et e s . A et e S T . S A T . i s . T T i, S i g

J61 ismert ez az imidazol szarmazék a gydgyaszatban is anti-
biakterdlis hatdsdrdl. A fotokémiai rendszerekben hatdhelyéiil
a ferredoxin -fiiggd NADP-reduktdzk jelolték meg/Edward és mtsai,
1974., Schmidt és mtsai,1977./ 19.dbra.
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A metronidazol feltételezett hatds mechaniz-
musa

Piridazinon herbicidek

Harom szubsztitudlt piridazinon szarmazék 411t rendelkezé-
siinkre. Gydri jelolésiiket alkalmazva ezek a SAN 6706, SAN 9785,
SAN 9789 voltak.

Mint &ltaldban a herbicideknél ezeknél is jellemz$ propmt
hatdst, ill. mdsodlagos hatdst lehet kimutatni. Premt hatdsként
gatoljak a fotoszintetikus CO2 fixdldst, a Hill-reakciét, és az
02 kivdlasztdst is. Mdsodlagos hatdsként tehdt az anyagcserefo-
lgamatokban kifejtett hatdsként kimutattédk a lipidek és a foto-
szintetikus pigmentek bioszintézisének gdtld hatdsit.

Ezen dltaldnos hatdsok utdn most emlitsiikk meg az egyes tipu-
sok specidlis hatédsait.

SAN 6706

Az a megfigyelés, hogy az erls fényen nevelt ndvények leve-
lei kifehérednek /SAN 6706 kezelés hatdsdra/ -gyakorlatilag a
karotinoidok protektiv szerepének hidnya miatt a klorofillok foto-
oxidawidt szenvednek-, valamint a biokémiai vizsgdlatok is igazol-
jak, hogy a vegyszer gdtolja a karotinoidik bioszintézisét. Egyes
mérések azt igazoljédk, hogy hatdsdra megnd a karotinoidok bioszin-
tézdsében szerepet jdtszé prekurzorok felhalmozdédésa.

Ezek utdn vdrhaté, hogy a zsirsav, ill. lipidek mennyisége
aranyaban is védltozéas kovetkezik be.

1. Tudjuk, hogy a telitetlen zsirsavak ardnydnak ndvekedése,
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ill. a telitetlenség mértékének novekedése csbkkenti a
novények fagyérzékenységét.SAN 6706 hatdsdra csbkken a
18:3 /linolénsav/linolsav/ ardny.
Erdekes médon ezzel a vegyszerrel kezelt novényeknél a
kezelés a fagyérzékenységet nem befolydsolta.
2, A deszaturdcid csOkkentése mellett ndveli a telitetlen
zsirsavak aranyat.
SAN 8
Hasonldéképpen az el8z8hdoz csbkkenti a linolénsav mennyiségét,
de cstkken az MGDG mennyisége is. Hatdsdban hasonlit a SAN 6706
hoz,hiszen fizioldégidsan abbdl alakult A4t. Ennek ellenére jelentds
kiilonbsdégek is megfigyelhetdk a hatdsban.A karotinoidok bioszin-
tézisét jelentdsen gdtolja,fitoin felhalmozdddsdt eredményezi.
SAN 8
A klorofillok és a karotinoidok bioszintézisét gyakorlatilag
nem befolydsolja,és a zsirsavak bioszintézisére jelentds hatdssal
van.Cst¥kenti a 18:3/18:2 arényt,de érdekes médon nem vdltoztatja
meg, a telitett/telitetlen zsirsavek ardnydt.

5. Anvag és vizsgalaeti mddszerek

5.1. Algatenvésztés,kezelés

A mérésekhez Chlamydomonas reinchcordil alga yellow mutdnsait
/a mit az ELTE Genetika Tenszékérdl kaptunk/,valamint Chlorella
pyremoidosa szinkronizdlt tenyészetét haszndltuk.A tenyészet "Wuxal"
novénytdpssé 0,2 %-os oldatdban nevelkedett d41landdé levegdbuborékol-
tatds mellett. A megvildgitdshoz 16 dra vildgos /lo W m_2/ és
8 O6ra s0tét periddusu megvildgitdast alkalmszztam.Ennek oka az alga
egyedfejlddésében van/Péterffi,1977./Egyes méréseknél /a gdtls-
szerekkel kezelt algdkndl/ a kezelést8l szimitva &llanddé fényen
nevelt algdt alkalmazunk. Ezt az értékelésnél megemlitem. kontrol-
ként a 25 C-on nevelt algdt haszndltam, a tobbi kultira hdmérsék-
letét a mérési eredménye nél fogom feltiintetni.

A gatldszerek koncentricidi a kovetkez8k voltak:

cerulenin 22,5 xlo—6 M
fenetil alkohol lo~2 M
metromidasol 1o - M

6

piridazinon herb. 20 x lo = M



A minta bedllitdsa

A mérések kivitelezésének, az eredmények Osszehasonlithatdséd-
génak szikséges feltétele volt az,hogy az alga szuszpenzid mindig
azonos sejtszdmot tartalmazzon. A kisérletek sordn a legalkalma-—
sabbnek a 2xlo! sejt /cm3- tartalmazd mints tdnt,amit Blirker-kame
réds médszerrel &llitottam be.Minden alkalommal 3 x lo db.1/5 x 1/20
X 1/1o mm-es téglatestben vett sejtek szdmdt dtlagoltam.A sejtszd-
molds sordn eléforduld hiba + 1o % lehet.

Ezekhez a vizsgdlatokhoz az adott sejtszdmra bedllitott min-
t4t 107°
cids id8 tartamdig / a mérési eredményeknélfeltiintettem/rdzatdgép-

M linolénsav " séjdval inkubdltuk. A mintdt az inkubi-

pel rézattuk,majd DCMU-val kezelve mértikk a fluoreszcencia hémér-
sékletfiiggését.

5.2. Arpandvények nevelése,kezelése

Ezekhez a mérésekhez drpa/Hordeum vulgac: L.var.Horpdcsi
kétsoros/ldbon nétt ndvények leveleib8l , ill.udsztatott levél-
szegmenetekb8l izo0ldlt plasztiszokat haszndltunk.

Az drpamagvakat 1 napos csapvizben torténd "Usztatds"utdn
Petri-csészében két rétegii sziirpapir kdzott csirdztattuk 6 napig,
majd 1 mg/50 drpamsg mennyiségében 1o Wm 2  intenzitésd fényen ne-
veltik a mintdt a mérésig,amely 72 Srds kezelés utdn tortént.A
kelld8 vizmennyiséget naponta pdtoltuk./Meg kell jegyezniink,hogy
intakt drpén ceruleninnel kezelt méréseket nem végezhetiink,mert

ezek a novények ki sem fejl8dnek./

A fent le’rt médon kicsirdztatott drpa levelekbdl 6 napos
csirdztatds utdn 6-7 cm-es szegmeneteket metszettiink ki,majd eze-
ket kezeltilk a gdtldszerekkel 1 mg cerulenin/g etioldlt levél,15 mg
piridzzinon herbicid/g etioldlt levél koncentrécidban.

Majd 72 érds kezelés lo Wn~2 intenzitésu fényen tortént.
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A fluoreszcenciaszinképek felvétele Perkin-Elmer ' MPF-44 A
spektofluoriméterrel tortént 480 nm hulldmhoszzu gerjesztd fény,
8-1lo nm-es gerjesztési ¢é€s 3-5 nm emisszids sdvszélesség alkalmu-
zdsdval.A reabszorcid a mérések soran elhanyagolhatd volt.

Az alacsonyhdmérékletii fluoreszcenciasprektumokat a készi-~
1ék alacsonyh8mérsékleti feltétjével vettik fel.Ennek érdekében
a feltét Dewar-palackjat folyékony nitrogénnel t61tottikk meg a
szikséges - 196°C biztositdsdra. Az algamintdkat glicerinnel 2:1
ardnyban elegyitettem,majd alapos Usszerdzds utédn megfelellen kia-
laktott rézpdlca mélyedésébe cseppentettem,melyet a folyékony
nitrogénnel t31tott mintatartéba helyeztem.A minta hiitésekor a
kristdlyképzddés miatt killonboz8 miitermékek keletkezhetnek,amely-
nek kikiiszobolésére szolgdlt a glicerinnel vald elegyités,valamint
a gyors hiités. '

A kii16nbdz8 hémérsékleten nevelt, a zsirsavszintézis mdédosi-
té szerekkel kezelt Chlorella pyrenoidosa,valamint a Chlamydomonas
reinchardii algdk vizsgdletdhoz a fluoreszcenciaintenzitds
hémérsékletfiiggését mértilkk in vivo kdrillmények kbzdtt. /A ger-
jeszt8 hulldmhossz és a résszélességek a fentiek szerint. 4 meg-
figyelési hullémhossz 680 nm volt./ A kilonboz8 hémérsékleten
nevelt algdk esetében a mintdt minden esetben a nevelési hémérsék-
lettdl kezdve szakaszosan hiitottik 0°C-ig,és az adott hémérsékleti
értékeknél felvettik a fluoreszcencia spektrumot. A 0°C elérése
utdn hasonldé mdédon visszamelegitettilk a mintéat.

Mind a gédtldszerekkel kezelt,mind pedig a Chlamidmonas mu-
tdns algdkndl a hémérséklet pontos valtoztatdsdhoz progremozhatd
hémirsékletszabdlyozdt haszndltunk,amely Peltier-elemes héthetd-
fithetd mintatartd vezérelt.A kiinduldsi hémérsdklet /az eldzdvel
ellentétben/ minden esetben 35 6C volt. Err8l az értékrdl folya-
matosan csOkkentettik a hdémérsékletet v = lOC/perc sebességgel
a0 OC—ig,majd ugyanigy visszamelegitettik a mintdt.

A hémérsékletmérés pontossiaga + o, 1°¢ volt.

Mivel az elektrontrénszport folyamata maga is hémérséklet~
flige8,ennek hatdsanak kikiiszob3lésére 1077 M DCMU -vzl kezeltik

a mintat.
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5.3.3. Fluoreszcenciapolarizédciéfok meghatdrozédsa és mikro-
viszkozitds szdmitdsa

A membridn mikroviszkozitdsat a 4.5. fejezeteben emlitett
lerrin egyenlet alkalmazédsdval hatdroztuk meg. Ehhez meg kellett
hataroznunk kiilonbozl hémérsékleteken a fluoreszcencia polariza-
ciéfokdt /ill. ami ebb6l szdmithté a fluoreszcencia anizotrdpi-
at/. Ezekhez a mérésekhez is a Perkin Elmer MPF 44A spektrofluo-
rimetert alkalmaztuk, polarizdcids feltétének felhaszndldsaval.
A gerjesztl és az emissziés polarizatorok helyzetét 1ldihatjuk a
20. 8brédn./A =3%65 nm; A =430 nm; teljesen nyitott résekkel./

l
| |

gerjesztes;
polarizator
90
v /7
emisszids L 4
polarizator 2 9
90. /
0* minta
20. abra

Vdzlat a polarizdciéfok méréséhez

A polarizdciéfokot az aldbbi képlet alapjdn szdmitottuk:

B Ivv - I 1Z
s ST , ahol
v vh
- A0 EQI
Iy

A "Z" korrekciés faktor alkalmazdsdra a kiilonbdz§ 4lldsu po-
larizdtor sziirdk kiilonbozl extinkciéja miatt van szikkség.

A polarizdcidéfokbdl kiszéamithatd "r" fluoreszcencia anizotré-
pia, amelybdl a Perrin egyenlet alkalmazdsdval a kdOzeg mikrovisz-
kozitdsa szamithaté.
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r VEY ok 4 egyenletben a bal
0ldali kifejezést dbrdzolva m fliggvényében kozel egyenest

kapunk, ha 1 elég kicsi.Kiilonbozd8 liposzdémdk és membrénok esetén
C/x/TT = 2,4 poise.Ha ezt az el18z8 egyenletbe behelyettesitjik,
r,- ra 0,362-%t kapunk, 365 nm-es gerjesztés esetén.BEzekbSl kivet-
kezik tehdt, hogy

2,4 r
0,362 - T

fi:
/Shinitzky_és Barenholz,1978./

Hangsulyoznom kell,hogy eddig nagyon kevés adat jelent meg
a DPH kloroplasztiszmembrdanban valdé alkalmazdsdra vonatkozéan.
Barber és mtsai 198o-ban dolgoztdk ki a jelzd8molekula felhasznd-
ldsdt tilakoidmembrdmnak fizikai dllapotdnak jellemzésére.
A médszer bonyolultsdgdt jellemzi,hogy a mai napig is nagyon sok
a tisztdzatlan kérdéds, az alkalmazds feltételei egydltaldn nem
tisztdzdédtak. A mérések kiértékelését neheziti az,hogy a mért
objektum rendkiviil bonyolult rendszer.Egyrészt azért,mert tobbkom-
ponensii,mdsrészt azért,mert a plamtison beliil is tobbféle membrin-
részletek vannak. S8t,mint el8bb emlitettem a bimolekuldris memb-
rdan két oldala is nagyon heterogén Gsszetételii.

Az utdébbi iddbben egyre tobb ismeretet szerezhettink a klorol-
plasztisz killonbdzd tipusu me%Prénjainak fizikai d1llapotardl is<

Figyelembe kell venniink azt,hogy kOzelitd szamitdsokat végezhetiink,
de mas vizsgdlati mddszerekkel kiegészitve alkalmas lehet a kiildn-
b6z8 rendszerek Osszehasonlitdsara.

5.4.Plasztiszizoldlés,inkubdlds DPH-val
A mérésekhez az drpandvények leveleinek felsd 4 cm-es régid-

jadbdl vettink mintdt,ill.a levélszegmenetek apritds utdn ultra-
turaxszal Osszekevertilk az izoldldé pufferoldatban/o,33 M szorbi-

tol, o,2 mM MgCl,, 20 mM MES , pH 6,5-re trisz-/hidroximetil/-
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/-amino-metédnnal/./Nakatani és Barber,1977./A homogenizdtumot
szirjik,majd 2500-3000 r.p.m.fordulatszémmal reszuszpendaljuk

/Ford és Barber,198%././0,1 M szorbitol,lo mM KCl,1 mM4-/2-hidroxi-
etil/-1-piperazin-etdn-szulfonsav,pH 7,5-re KCH-dal/

Valamennyi miiveletet 4°¢-on végeztik.

Mint azt a 4.5.fejezetben emlitettem, a DPH membrédnba torténd
beépiilése id8ben jellemz8en valtozd folyamat. Kb.30 perces inkuba-
ldsi id8 eltelte utdn valik kozel konstanssd a fluoreszcenciainten-
zitds.A mérést az is zavarja,hogy a molekula emissziés tartomdnya
éppen egybe esik a fotoszintetikus pigmentek abszorcids tartomdnyi-
val.Mivel a mi mindink a megfigyelés hulldmhosszan igen kildnbozd
mértékben nyelnek el,azokat az ezen a hulldmhosszon mért OD/430‘rra
standardizdltuk./Liposzdéma rendszereknél kézenfekvd az optimdlis
koncentrdciét 1ipid/DPH ardnyra kell bedllutani./ A kérdés csak
az,hogy mekkora legyen az alkalmazott DPH koncentriacié és mekkora
legyen a minta OD/430/-a?

Ehhez meghatdroztuk a fluoreszcencia intenzitdst az idé flgg-
vényében,kiilonbdz8 OD-u mintdk esetén,kiilonbozd koncentracidk
‘mellett. A 6.4-fejezetben emlitettek szerint a 0,4 plasztisz OD és
7,5 M DPH koncentrdcidk tiintek a legalkalmasabbnak.

A7z is fontos kérdés volt,hogy a tdrzsoldat milyen olddszer-
rel készill,hiszen a DPFH vizben gyakorlatilag nem o0ldddik.Viszonylag
jél 01dddik alkoholban,de az is hamar telitetté vdlik.Igen jél ol-
dédik tetrakidro-furdnban,amelyet a szakirodalomban is alkalmaznak/
/Ford és Barber,1983./ Az sem mindegy,hogy milyen tomény a torzsol-
dat,hiszen a DPH is és a tetrahidro-furdn is zavarosoddst okozhat -
a mintdban,ami zavarhatja a mérést.A kolloidkémidban ismert Weimarn
féle szabdly szerint a relativ tultelitettség meghatirozza a kelet-
kez8 részecskék méretét, a diszperzitdsfokot. Marpedig ha a DPH
kolloid részecskék formdjaban kicsapddik,az neheziti a membrénba
torténd beépilést,ill.annak fuzisdtmenetét is bemérhetjilk a minta
mérése soran.

A kisérletek sordn a legalkalmasabbnak a tetrahidrofurdnban
oldott lo mM koncentrdcidju oldat tint.Megjegyzendd,hogy a szak-
irodalom ebben a kérdésben kordnt sem egységes, gy azok eredmé-
nyek igen nehezen,vagy egydltaldn nem reprodukalhatdk.

Méréseink sordn tehdt az eldbbiekben lefrt médon izoldlt &r-
pa plasztiszt OD/430/= o,4—re'éllitottuk be,ezt 7,5 A M DPH-val
40’~ig inkubdltuk szobahémérsékleten.
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6. kisérleti eredménvek és megvitatdasuk

6.1. A nevelési hémérséklet hatdasa alga kloroplasztiszmembrén
fluoreszcenciatulajdonsdgaira

Jé1 ismert, hogy a fotoszintetikus pigmentek dltal elnyelt
fényenergia egy része nem alakul &t kémiai energidvd, hanem kii-
16nb6z86 médon hasznosithatatlannd valik. Az egyik ilyen energia-
vesztési folyamat, amiko® az elnyelt fény fluoreszcenciaként le-
adédik, kisugdrzdédik a kOrnyezetbe. A fluoreszcenciavizsgdlatok
fintos informaciét szolgaltatnak a fotoszintetikus membrdn &dlla-
potarél. Igy pl. tobb klorofillforma kiilonithetd el a kiilénbdzd
hullamhosszakon megfigyelt fluoreszcencia-gerjesztési szinképek
alapjén. /Heath, 1973., Litvin és mtsai, 1978., Strasszer és
Batler., 1977./

Szobahdmérsékleten a Chlorella alga fluor~szcenciaspektzu-—
ma egy egy maximummal rendelkez8 gdrbe /F685/‘ Kz a spektrum a-
zonban alacsony hémérsékleten hdrom komponensre bonthaté. Ezek
a komponensek F1 =685, F2 = 697, F3 = 724 nm-nél jelentkeznek.
Ezt lédthatjuk a 21. és a 22. dbréan.

5+
mql‘
i
Ed
.—;.—-' 5-4»
660 700 750
Ag (hm)
2l. 4bra

Chlorella alga szobahdmérsékletii fluoreszcencia-

Spek truma
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22. abra

Chlorella alga mélyhdmérsékletii fluoreszcenciaspektruma

A fotoszintetizdlé szervezetek belsl klororfill-a fluoreszces
ciaja jél1 haszndlhaté a membranpk fdzisdtmenetének vizsgdlatdara.
/Fork, 1975./ A*minta hémérsékletét valtoztatva vdltozds kdovetke-
zik be a membrédn alkotérészeinek halmazdllapotdban: O °C koril
elsésorban a viz, 0 és 5o °C k6zott féleg a lipidek, So °C fo615tt
pedig a proteinek konformdcidés vdltozdsai domindlnsk. Mivel, mint
lattuk a klorofillok szoros kapcsolatban vannak a membrdnban mind-
hdrom molekulaféleséggel, ezért a fluoreszcencia hatdsfokukra nagy
hatédssal van a membrédn alkotérészeinek fdzisvaltozasa. /Itt szeret
ném megjegyezni, hogy a fluoreszcenciaintenzitas és a fdzisdtmenet
kapcsolatdban t6bb figyelmet kellene forditani magdra a fluoro-
krémra is. Itt elsfsorban a klorofill molekula fitol léncédnak a
membrén fizikai dllapotdra gyakorolt hatdsdra kell gondolnunk./

A 23. 4brdn a 24 °C-on nevelt Chlorella alga hémérséklet-
fluoreszcenciaintenzitéds gorbéjét mutatjuk be. Az &dbrdb6l lathatd,
hogy 15 ¢ és 25 °C koriili tartominyban kisebb vAdllak jelentek meg
majd 60 °C k6riill a fluoreszcenciaintenzitas jelentésen megné.

A 15 i11. 25 °C kOriili vdllak a lipidek fédzjsdtmeneteinek felelnek
meg, /Murata,Ono,Sato, 1977./, mig a 60°C kéruli sév a proteinek
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denaturdciés hémérsékletével mu-
o A tat egyezést. ldthaté, hogy a min-
tédt visszahlitve jelentdés esés ko-

vetkezik be a fluoreszcenciainten-

It ret

— zitdsban, ugyanakkor a gbrbe struk-

23. ébra 3

Chlorella alga hémérséklet-fluo~
reszcenciaintenzitas gorbéje

/0 °C-rél melegitve/

et

0 0 20 30 40 50 60 70

t(°C)

turatlannd vdalik. Kz a gdrbemenet minden bizonnyal a fehérjék
irreverzibilis kicsapdddsdval magysriathatd, mint ezt kordbbi
mérések is igazoljék /Fork,Murata, 1976.,Avron, 1977./ A pro-
teinek fézisdtmeneteinek vizsgdlata mdrcsak azétt is 1lényeges,
mert Chen és Bens megdllapitdsai szerint a sejtek hdvel szem-
ben irezisztencidaja analdég a proteinek hédllésdgdval /Chen és
Bens, 198o0./

10 20 30 40 50

t(°C) »

24. ébra

Chlorella alga fluoreszcencia-intenzitdsdnak fiiggése a
hémérséklett8l. /A nevelési hémérséklettsl hiitve a
nintédt/

Abban az esetben, ha a nevelési hémérséklettSl kezdve nem
emeltik, hanem csOkkentettilk a hémérsékletet, a fluoreszcencia-
intenzitdsnak az emelkedését tapasztaltuk. /24. dbra/ Idthaté,
hogy 15 °C k6zott a gorbe menetében valtozds 411t be. A hiitést
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kbvetfen a membrdn részben irreverzibilis vdltozdst szenved,

amit az is mutat, hogy a fluoreszcenciaintenzitéds értékei
nem azonosak a hiitéskor mértekkel.

V. Tdbldzat

1/°C/
71/;;>\\\ 410 44,8 49,2 54,5 58,9 64,6 By % RERE
678 50,02 53,09 55,24 56,14 53,51 35,49 53,49 55,70
680 59,90 58,16 . 58;27.°59,95 55,47 SE52 5403 Hhele
682 65,71 61,88 61,67 56,67 56,89 35,04 50,94 49,42
684 67,12 66,18 65,74 58,22 57,61 33,06 47,47 47,26
686 63,29 66,96 66,76 55,75 55,20 32,34 42,71 46,70

2L°C

10

20 (307 W
G ==

w

Erdemes megjegyezni,
hogy a hémérséklet emelkedésé-

vél a fluoreszcencia maxumum-

hely a kisebb hullédmhosszak
felé tolédik ex. Ezt az V.
tdbldzatbdl lédthatjuk. Ez a
hipszokrém eltolédés arra u-
tal hogy kiilonbség van a kii-
16nb6z8 hémérsékleten nevelt
algék klorofill-protein komp-
lexének szerkezete kozdtt. A
killonbség mibenlétének feltéd=
rédsa tovdbbi vizsgdlatokat i-
gényel. /Az V. tédbldzat ada-
tai a 3,7 OC-on nevelt algéra
vonatkoznak. Hasonlé figyel-
het§ meg a kontrolndl is, de
kisebb intervallumban.,/

25. ébra

Kilonboz6 hémérsékleten neveld
C. pyrenoidosa fluoreszcencia-
intenzitédsdnak fliggése a hém
mérséklettSl.
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A 23, 4brén a kiilonbdz8 hémérsékleten nevelt Chlorella py-
renoidosa sejtek hémérséklet-fluoreszcenciaintenzitds gorbéit
lathatjuk. J61 megfigyelhetl§, hogy a hémérséklet csbkkenésével
/a hiitést minden esetben a nevelési hdmérséklettdl kezdtikk/ a
fluoreszcenciaintenzitds igen intenziven emelkedik. Minél ala-
csonabb a nevelési hémérséklet, anndl intenzivebb a fluoresz-
cencia /anndl magasabbrél indulnak a gorbék. Ez taldn magyardz-
haté azzal, hogy alacsonyabb hémérsékleten az elektrontransz-
port gatoltabb, igy a befogott fényenergia folos részét fluo-
reszcencia formdjédban adja le a rendszer.

A fénygyiijté pigmentek és a fotoszisztémak mennyiségi és
energiadtaddsi viszonyairél a mélyhémérsékletii fluoreszcencia-
szinképek tanulmdnyozasdval kaphatunk képet. Mint kordbban em—
litettem, a Chlorella pyrenoidosa mélyhémérsékletii fluoreszcen-
ciaspektruma harom komponensre bomlik. Vizsgalatainkban azt ta-
laltuk, hogy a harom komponens intenzitasénak aramva fiige a ne-
velési hémérséklettdl. /26. abra/

i f———— -

26. &bra

Kiilonbozé hémérsékleten nevelt Chlorella pyrenoidosa
alga alacsony hémérsékletii fluoreszcenciaintenzitédsa-
inak arénya
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2T7. ébra

wwejbelk alacsonyhdmérsékletii fluoreszcencia komponen-—
seinek intenzitésviszonyai

Szemléletesebben ldthaté eZ2 a vdltozds, ha az F3/Fl’ F3/F2,
F2/Fl értékeket kiilon dbrdzoljuk a nevelési hdmérséklet fiiggvé-
nyében.
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Jé1 ldthatd,hogy mindhdrom gdrbe lefutdsa hasonld :
13-14°C-ngl egy hatdrozott csics taldlhatd.A legnagyobb csics
az FB/Fl értékekndl van,mig az F2/F1 aranyok alig valtoznak.

Mint Murata és munkatdrsai megdllapitottdk, a 14°C koriili
érték a kloroplasztisz membrdnban levd telitetlen zsirsavak fazis-—
dtmenetét jellemzi./Ono,Murata,1981./ Azért is kell hangsulyoz-
nunk ezt,mert a kordbbi irodalmi adatok ezen a hémérsékleten
nem mutattak ki jellemzd vdltozdst.Az alacsonyhdmérsékletil
fluoreszcenciaszinképek eredményei jél egybeesnek a szobahdmérsék-
letii fluoreszcencia eredményeivel. Mds fotoszintetizdld rend-
szereknél is megfigyelhetd ezen a hémérsékleten jelentls val-
tozds. Egyértelmiien kijelenthetjik,hogy ez a hémérséklet nem
lehet kOzOnbds a Chlorella alga életmikOdése szempont jabdol.

Ez a hémérsékleti hatds a fotokémiai rendszerek mikkodését
azok eltérd membranbeli lokalizdcidja révén kbzvetlenid is be-
folydsolhatja,bdr nem kizdrdlagosan.Befolydsolhatja kozvetetten
is a PS-2
is.Ezek szerint a kloroplasztisz membrdnban levd telitetlen

PS-1 energiaelosztdsi folyamatok befolyésoldsdval

zsirsavak hatékonyan tudnék szabdlyvozni a két fotorendszer kizotti
energiamegoszldst. E "kuplungmechanizmus" részletei még kordnt
sem tisztdzottak,{gy tovdbbi vizsgdlatokat kivdnnak.

6.2.Klorfill-a in vivo fluoreszcenciaintenzitds hdmérsékletfiigeése

lipidmetabolizmust befolvdsold szerekkel kezelt algakban

——— v — ——— - ——

Mint azt kordbban kimutattak a cerulenin'irreverzibilisén
inaktivdlja a zsirsavszintézis kondenzdld enzimét.Hatdsa azonban
ennél Usszetettebb,mivel befolydsolja a telitett/telitetlen
zsirsavak ardnydt.Bizonyos zsirsavak mennyiségét noveli,mdsokét
csOkkenti/Herczeg T.és mtsai;l979./ N§ a telitetlen zsirsavek ari-
nya.Kdzel kétszeresre nétt a 18:3 és majdnem tizszeresre csVk-
kent a 18:2 ardnya.A telitetlen zsirsavak aranydnak ndvekedése
a membrin fluiditdsdnak ndvekedését okozhatja.Hasonldképpen je-
lentds fluiditdsnovekedést okozhat a 18:3% 1/lo %-rdél 1/5 %-ra
novekedése is.Nem meglep8 tehdta fluoreszeenciaintenzitds hd-
mérsékletfiggésére kapodt eredmény,amely aldtamasztja az eddig
tapasztaltakat.
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A 28. &brén j61 ldthaté, hogy a kontrol mintdndl 28 °C kordl
megfigyelhetd vall 3 napos kezelés hatdsdra az alacsonyabb hé-
mérséklet felé tolddik el, tehdt a membrdn fluidabbd valik. Bz

a hatds mdr egy napos kezelés hatdsdra is megfigyelhet8, b4r nem
ilyen jelent8sen. Megfigyelhet§ az is, hogy a gdrbe menetében
més hémérsékleti értékeknél is vdltozdsok vannak. Kz arra utal,
hogy a cerulenin méds membrénalkoték mennyiségi viszonyait is je=
lentésen médositja.

28. &4bra

Ceruleninkezelt Chlorella pyrenoidosa alga /A/
fluoreszcenciaintenzitds hémérsékletfiiggé-
se

Fenetilalkohol hatdsa a Chlorella pyrenoidosa alga fluo-

ooooo ® © % 9 8 2 0 0 0 0P PSP S S P B e s e s e s e s e e 8 e s e 0 e e e * .

reszcenciaintenzitas hémérsékle tfiiggésére

® 0 0 00 000000 o ® 9 % 2% 00 0@ e 00000000 se 00000

Mint azt Nozawa és munkatdrsai, valamint White és munka-
tarsai vizsgdlataibdél lathatjuk, /Nozawa és mtdrsai, 1979.,
White és mtdarsai, 1964./ a fenetilalkohol hatdsa nem minden
szervezetben hasonlé. Mds hatdst taldlhatunk példdul a Tetra-
hymena pyriformisndl és mdst a Chlorella pyrenoidosdndl. Mig
az eldzében a 18:1 és a 18:2 ndvekedett, addig az utébbindl e-
zen telitetlen savak csOkkenését tapasztaltdk. Novekszik vi-
szont a palmitolein mennyisége, és hasonldképpen a foszfoli-
pidtartalom is jelent8sen emelkedik. tgyes adatok szerint a
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palmitoleinsav /16:1/ csak a foszfatidil-glicerolt észteresi-
ti. A zsirsavak mennyisége dltalaban ndvekszik a szer hatédsa-
ra. /Gyulai G., 1984./

Méréseinkbdl lathatjuk /29. abra/, hogy a Fa-os kezelés
nem vonja maga utdn a szerkezet jelentls valtozesdat. A kont-
roléhoz hasonld lefutdsu gorbét kapunk, anndl azonban erltel-
jesebb, kifejezettebb vdllakkal. Igazolia ez azokat a mérése-
ket, amelyeket Gyulai Gabor végzett 1984-ben /Gyulai G., 1984
lisztédzasra var még az, hogy a kontrolnal 5-15 °C korili tar-

-/

tomanyban megjelend$ harom vdll helyett a Fa-os kezelés hatusdi-

ra a mintdicban négy vdall jelenik mek.
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Fenetilalkohollal és metronidazollsl kezelt Chlorella
pyrenoidosa alga fluoreszcenciaintenzitas hémérsékle t-
fliggése

Metronidazol hatdsa a Chlorella pyrenoidosa alga fluoresz-
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cenciaintenzitds hlmérsékletfiiggésére
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Mint azt Harwood és mtsai kimutattdk /Harwood és mtsai,

+i80. a metronidazol gatol a a 1

a mc¢dszerrel kimutattak a zsirsavszintézist gatlé hatasat.

C-acetat beépulését, s ezzel
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Gyulai Gabor mérései alapjén feltételezhetd, hogy a metronid-
azol csbkkenti a zsirsavak mennyiségét. /Gyulai G., 1984./
/Erdekes médon azonos mértékben, de azok megoszldsa az egyes lipi-
dekben eltérd lehet./ Meglepd, hogy a foszfolipidtartalom
vidltozatlan maradt. Jelentls valtozds kovetkesett be a galakto-
lipidek mennyiségében is.

Az, hogy a metronidazol specifikus hatdssal kisebb mérték-
ben rendelkezik, lathatémméréseinkbdl is. A 29. dbrian lathat-
juk, hogy a gadtldészerrel kezelt alga fluoreszcenciaintenzitds-
hémérséklet gorbéje a kontroléhoz hasonld lefutdsu. Erdekes,
hogy a kontrolndl 14thatd 5-15 °C ko6rili vdllak nagy mértékben
kisimulnak. |

Piridazinon herbicidek hatdsa Chlorella pyrenoidosa sejtek
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fluoreszcen01a1nten21tas homérsekletfuggesere
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Méréseink, mint azt a 30. dbrédn is ldthatjuk, megerdsitik
azt a tényt, miszerint a SAN 6706 és a SAN 9789 kddszdmu vegyli-
letekletek hatdsa egymdshoz k6zeldlld, mig a BAN 9785 kdédszdmu
vegyulettel kezelt alga tulajdonsagai kevésbé térnek el a kont-
rolétél. /Erthetd ez, hiszen mint kordbban emlitettem, az e€18z8
kett8 a ndvények intermedier anyagcseréjében szoros kapcsolatban
van egymédssal./

A fluoreszcenciaintenzitds hémérsékletfiiggésében az utébbi
vegyliletnél a kontroléhoz hasonld lefutdsu gdrbét kapunk, mig az
8l8z8 két vegyiletnél a gdrbe lefutdsa egymashoz hasonld, de a
kontrolétér jelentlsen eltér. Az, hogy a kontrolndl 3o °c xoril
megfigyelhetd vdll mintegy lo °C-kal alacsonyabb hdémérsékletek
felé tolddik el, mindenképpen fluidabb szerkezetre utal. Ez nem
irhaté egyértelmilen a telitett/telitetlen zsirsavak ardnysnak
védltozésira, hiszen azt mindhdrom szer ndveli /Gyulai G.;3 1984./
A zsirsavak lipidekben t0rténd megoszldsdt mindhdrom szer igen
eltérSen befolydsolja, igy ebbdl egyértelmii kovetkeztetést a
membrén fluiditdsdra vonatkozdan levonni nem lehet. Csak a zsir-
savisszetételre gondolva egyébként is hamis kdvetkeztetésre jut-
hatndnk, hiszen a membrdn fluiditdsdt egyéb tényezbk is befolyd-
soljdk/pl. fehérjék jelenléte, karotenoidoknak is jelentds szere-
pik lehet.
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arelyek a vizsgalt rendszerekben is eltétdek lehettek. Jé1 ismert
példaul az, hogy a SAN 6706 és a SAN 9789 kddszamu vegyliletek je-
lentdsen befolydsoljdk a karotinoidok bioszintézisét, ezek tehdt
ezen hatasukban h: 1 itansk egymasra, mig a SAN 9785 ezt nem be-
folvasolja. /Meg kell jegyezniink, hogy Herczeg Tamds és mtsai
vizsgalatai szerint al@gdban a karotinoidok mennyiségi megoszléa-
sdban ezen vegyszerekkel kezelt mintdkban eltérést nem tapasz-
taltak /Herczeg T. és mtsai, 1980./

I re, —
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30, abra

Piridazinon herbicidekkel kezelt Chlorella pyrenoidosa alga
fluoreszcenciaintenzitdas hémérsékletf iggése

7 SAN 6706, -+++%+ SAN 9785, 8-0+0-0 JAN 9789/

Llnolensav hatdsa Chlorella pyrenoidoss alga fluoreszcencia-
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1nten21tas hémé rSukletfuggésére

Mint kordbban mir emlitettem, a telitett/télitetlen zsirsa-
vak ardnya jelentlsen befolydsolja a membranfluiditdst. wzen zsir-
savak aranya vdltozhat az é181ények életmiikddéseinek megvaltozé-
saval /kdornyezethez valé alkalmazkodds, membranszerkezetmédosité
- gsirsavszintézist befolydsold szerek hatasdra/, de megvdltozhat
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zsirsavaknak mesterségesen a membréanba vald be juttatdsdval is.
kézenfekvl tehdt az a gondolat, hogy ha in vivo rendszerekhez
exogén zsirsavakat adagolunk, akkor az behatolva az €186 szerve-
zet membridnrendszerébe, megvaltoztathatja annak fizikai-kémiai
41lapotdat . Amennyiben sikeriilne kiméeniink azt, hogy a sztearin-
sav hatdsdra a fdzisdtalakukds a magasabb, a linolénsav hatédsd-
ra az alacsonyabb hémérsékletek felé tolddik e}, ugy a fenti
elképzelés icazolédna. Tekintettel arra, hogy a vizsgalt rend-
szerekben a linolénsav jatszik lényegesebb szerepet, igy annak
médositdsdatél varhatunkk jelent8sebb eredményt, méréseink soran
a linolénsavval inkubdlt Chlorella sejtekben mértilkk a fluoresz-
cenciaintenzitds hémérsékletfiiggését. A gborbék menetében a 28 °a
korili vdll az inkubdcidés id8 ellrehaladtéval fokozatosan az a-
lacsonyabb hémérséklet felé tolddik el, ami a fluiditdas ndveke-
désének a jele /31. abra/.

Iflmel“”'ﬁ‘—————~—4

10 20 30 40

31. &bra

Exogén uton adagolt linolénsav hatdsa Chlorella sejtek
fluoreszcenciaintenzitds hémérsékletfliggésére / a gor-
bék mellett az inkubdcids id8 léathaté/
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6.3. Klorofill-a fluoreszcenciaintenzitds hémérsékletfiiggése

Chlamydomonas reinchardii yellow mutansaiban

Mint kordbban emlitettem, a Chlamydomonas reinchardii al-
ga azért lehet érdekes ezen mérések szempontjdbdél, mert ismertek
a killonboz8 mutdns tipusok polipeptidjei, és strukturdlis szem-
pontok szerint jél definidlt csoportok alakithatdk ki az egyes
tipusokbél /Gyurjdn, 1983./ Az eddig elvégzett vizsgdlatokbdl
széamunkra a plasztisz szerkezetérdl szerzett ismeretek a leg-
jelent8sebbek. Ez alapjédn a yellow mutdnsok az aldbbi csopor-
tokba sorolhatdk:

1./ Fényen nevelve nagy mértékben a vadhoz hasonld szer-
kezettel rendelkeznek. S0tétben a plasztisz gyen-
génp fejlett belsd membrdnrendszerrel rendelkezik.
A t0bbé-kevésbé parhuzamos lefutdsu lamelldk flleg
az envelope kozelében helyezkednek el. Beliil csak
igen rovid membranképletek taldlhatdk.

Ide tartoznak: y-48, y-49, y-28.

2a./ Fényen nevelve a magasabbrendiiekhez hasonlé plasz-
tisszerkezet, sotétben egyszeri tilakoidok jelen-
nek meg, az eldzdnél viszonylag t0bb a lamella.
/y-21/

2b./ Nem teljesen yellow mutdns /fenotipusa sttétben
sdrgdszold/. Fényen nagy mértékii gdrbiilt grinu-
mok. SOtétben membrdnok és néhdny grianum is meg-
figyelhet8. /y-76/

Az alacsonyhémérsékletii fluoreszcenciaspektrumok is azt mu-
tatjdk, hogy sotétben az 1 csoport csupdn klorofill prekurzoro-
kat tartalmaz, mig az utébbi kettd rovid hullamhosszon apszorbe-
418 ‘'klorofillformdkat tartalmaznak. Ezért ezek dtmenetek a yel-
low és a vad kozott.

Fizisdtmenetméréseink jé Osszhangban vannak a fenti megdl-
lapitdsokkal. Jé1 kivehet8 kiilonbségeket ldthatunk az egyes mu-
tdns tipusakndl, de az azonossdgok is szembetiinfek. /32. dbra/
J61 megfigyelhetSek mindegyik mintdnsl a o és 5 °C kozott je-
lentkezd vallak, amelyek azonban mintdnként jellegzetesen val-
toznak. E tekintetben a legjobban a y-49 ill. y-76, valamint a
y-27 ill. y-28 hasonlitanak egymdsra. A y-28 valamint a y-48
a fenti csoportositédsban egy csoportba sorolhatdk, nem megle-
pé tehdt, hogy mindkettében jé1 kivehet§ vdltozds kovetkezik be
2 fluorokrdm klorofill mikrokdrnyezetében 18 Og yypij] |
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Ebbe a csoportba sorolhatdé még a y-49 is, amelynél szintén meg-
figyelhetd kisebb intenzitdscsdkkenés, de ez nem feltiing. Fel-
ting viszont szintén 18 °C kbril a kontrolban eld8forduld jelen-
t8s valtozds, Igen jelentds intenzitdscsbkkenés ldthaté a y-76
mutdnsndl 33 °C koriili tartomdnyban. Mindezek a vdltozdsok a fdzis-
dtmenetek tipikus jelei. Az a tény, hogy az utébbi mintdndl a
fdzisdtmenet a magasabb hémérsékletek felé tolddik el rigidebb
membranszerkezetre utal.A nagyobb, fdzisdtmenetekre utald val-
tozdsokon kiviil kisebb intenzitdsvdltozdsok is megfigyelhetdk.
Ez azt mutatja, hogy a kiilonbdz8 membrdnszerkezetek jelentdsen
médositjdk a klorofill-a sajdt fluoreszcencidjénak hémérséklet-
figgését. Nem kis szerpik lehet ebben a membranproteineknek is,
amelyek hatdsdnak értelmezése tovdbbi vizsgdlatok targyat képez-
heti.

6.4, Az 1,6-difenil-1l,3,5~-hexatrién fluoreszkdld jelzdmolekula
jellemzése és inkubdldsi mdédszreének kidolgozdsa

A DPH abszorbcidés és fluoreszuenciaspektruma hirom maximummal
rendelkezl gdrbe. Az abszorbcidé mértéke, de a fluoreszcenciainten-
zitds is vdltozik az olddszer dielektromos d4llanddjanak megvalto-
zdsgval. Kilon figyelniink kell arra, hogy a maximumhelyel nem val-
toznak ezzek linyegesen, igy a maximumhelyek eltoldéddaddval a mole-
kula kdrnyezetének poldrossigira nem kovetkeztethetiink. /33. dbra/
Erdemes megjegyezniink, hogy igen intenziv fluoreszcenciat tapasz-
talunk a reszuszpenddld kozegben is. Mint kordbban emlitettem, a
molekula igen magas extinkcids koefficiense, valamint az igen ma-
gas kvantumhatdsfok lehetdvé teszi, hogy alacsony konce%tréciéban
cid koril valik kOzel konstansd a reszuszpenddld kdzegben. /34.
dbra/

A molekula alkalmazdsdval kapcsolatban a kOvetkezd kérdések
meriilnek fel:

is alkalmazhassuk. A fluoreszcenciaintenzitds 7,5 AM/dm” koncentri-

- igazolnunk kell /ki kell mérniink/ a DPH membrdnba
vald beéplilését

- mennyi id48 alatt épul be a membrdanba, ill. mi az
optimdlis inkubdcids idé

- melyek az optimdlis koncentrdcidviszonyok /mi
a legoptimdlisabb DPH koncentriacid, é€s plasztisz
oD/
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A DPH fluoreszcencia és abszorbcids spektruma kiilonbo-
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A DPH fluoreszcencia koncentriacidéfiliggése a reszuszpen-
dalé kozegben
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A DPH membranba vald beépilése egy i1d8ben jél nyomonkovet-
het§ folyamat. A kezdeti gyors emelkedés utédn egy maximum, majd
a fluoreszcencia csokkenése kovetkezik, rovidesen egy dinamikus
egyensuky 411 be. Eppen ezért fontos az inkubdcidés iddt pontosan
meghatdrozni, egy mérésnél standardizdlni. /35. dbra/ Hasonldé-
képpen standardizalni kell a DPH és a liposzdma koncentracidt,
ill. bioldégiai rendszereknél a DPH/lipid ardnyt.

A DPH jelzbmolekula alkalmazasat fotoszintetikus membranok
vizsgalatdra jelentfsen neheziti az a koriilmény, hogy /mint azt
a 33. dbrdan is ldthatjuk/ fluoreszcenciédja épper a bban a tar-
toményban van, ahol a fotoszintetikus pigmentek elnyelnek. Ez
az észlelést jelent8sen lecsOkkenti. A méréseink sordn alkalma-
zott mintdk kiilonbozl pigmentkoncentracidjuak voltak, igy a kii-
10nb6z6 abszorbcidk kikiiszobolésére a mintdk optikai denzitasat
a fluoreszcenciamérés hullamhossziara, 430 nm-re standardiz&l tuk.
Mindezeket figyelembe véve ellzetes vizsgdlatokat végeztink a
legoptimdlisabb koncentracidk megédllapitasa érdekében. A mérések
eredményét a 36. és a 37. dbrdan ldthatjuk. A két dbrabdl megdl-
lapithaté az, hogy a legoptimdlisabb a 0,4 optikai denzitdsu
/430 nm/ plasztisz szuszpenzié, valamint a 7,5 UM/ dm’ koncent-
ravidban alkalmazott DPH. Ez még viszonylag magas fluoreszcenci-
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ciaértéket ad, és a reabszorbcié még nem jelentls.

6.5. Zsirsavszintézist gdt146 szerek drpa kloroplasztiszok ti-

lakoidmembrdanidra gyvakorolt hatdsdnak vizsgdlata 1,6-di-

fenil-1,3,5~hexatrién fluoreszkald jelzdémolekulaval

Cerulenlnkezelt etioldlt levélszegmentek kloroplasztlsz—
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Ezekben a kisérletekben a fotoszintetizdld membrdnok in
vivo szervezldési folyamatairdl kapunk informdcidt. Laskay Gabor
mérései szerint a cerulenin mind etioldlt, mind pedig zolditett
levélszegmentekben estkkenti az Osszlipidek mennyiségét, csokkenti
tovabba az MGDG, DGDG és a PL-ek mennyiségét is, de ardnyuk a konnt-
roléhoz hasonldé marad. /Laskay, 1981./ Ezekkel az adatokkal Ossze-
fiiggésbe hozhaté a mikroviszkozitds hémérséklettel torténd val-
tozdsa is.

15 - 20 °C k6z6tt mindkét rendszerndl egy élesebb torés fi-
gyelheté meg mindkét rendszernél. /38. dbra/ A mikroviszkozitds
értékei a ceruleninkezelt rendszernél alacsonyabbak a kontrolé-
ndl, ami az Osszzsirsavak mennyiségének csdkkenésével magyardz-—
hatd.

Tovabbi vizsgdlatokat igényel az, hogy a kontrolndl az 5 °¢
koril jeientkezé v4ll kisimul ceruleninkezelés hatdsira. Ossze-
fliggésbe hozhatd ez azzal, hogy a cerulenin a kiilonboz8 lipidek
zsirsavisszetételére eltérSen hat /Laskay, 1981./ Ezek a hatdsok
az in vivo méréseknél Osszegzddve jelentkeznek, igy ezekbdl
konkrét kdvetkeztetéseket levonni nehéz lenne.

Plrldaz1non herbicidek hatdsa etioldlt levélszegmentek
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kloroplasztiszmembran janak m1krov1szk021tasara
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Mint kordbban mdr emlitettem, a biomembrénok fizikai-kémiai
dllapotdnak meghatdrozdsdban dont8 mértékben vesz részt a memb-
rdn lipid madtrixa, de jelentdsen befolydsplja a fehérjék jelen-
1éte, s6t fotoszintetizdld rendszerekben a pigmentek, jadrulékos
pigmentek is,
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Ceruleninkezelt etiolalt arpa levélszegmentek kloro-
plasztiszmembranjédnak mikroviszkozitdsa a hémérséklet
fiiggvényében / A, ceruleninkezelt; B, komtrol,/

A lipidek szerepének tisztdzdsdra alkalmasnak latszanak
olyan hatéanyagok, amelyek alkalmasak a novényi membrédnok, igy
a kloroplasztiszmembrénok lipidOsszetételének és szerkezetének
médisitdsdra /pl. a zsirsavldncok elongdcidjit, deszaturdcidjat
gdtoljék/. Laskay Gdbor mérései sordn igazoldédott, hogy a pirid-
azinon herbicidek kezelt novényekben médositjdk a telitetlen
zsirsavak részardnydt. Mérései sordn jellegzetes vdltozdst muta=
tott ki mind esirdzastdl kezdb8dden kezelt, gyenge fényen nevelt
/etioldlt/ drpa plasztiszokban, mind pedig etioldlt levélszeg-
mentek z0lditése sordan.

A SAN 9785 specifikus médon inhibitora a linolénsav-desza-
turdznak, a SAN 6706 részlegesen linolénsav-deszaturdzgatldé ha-
tdsén kivill gdtolja a karotinoidok bioszintézisét is. A SAN
9789 csak a karotinoidok bioszintézisét gdtolja jelentdsen.
/Laskay, 1981./
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Szintén Laskay méréseib8l tudjuk azt is, hogy a 16:1, 18:0 és
18:1 zsirsavak mennyiségiiket tekintve nem jdtszanak jelentds
szerepet a kloroplasztisz felépitésében. A 16:0 mar nagyobb
mennyiségben van jelen, de a kezelés sordn jelent8sen nem val-
tozik /csupdn az etioldlt levélszegmentek SAN 9789-cel kezelt
mintdindl novekszik jelentSsebben a mennyisége/. Mindezekbsl
érthetdf, hogy figyelmiinket elslsorban a 18:2, i11. 18:3 zsir- |
savakra,'ill. azok ardnydnak valtozdsara forditottuk.

A fenti eredményekkel Osszefiiggésbe hozhatdk azok a mérések
is, amelyek a membran mikroviszkozitds értékeit mutatjidk a hé-
mérséklet figgvényében. /39. és 40. dbra/ Ezekbdl adatokbdl két
fontos informdcidt szerezhetiink:

a./ Adott hémérsékleten megkapjuk a mikroviszko-
zitds értékét ez kiilonbozd mintdk esetében .a
membran fontos paramétere lehet.

b./ A mikroviszkozitds értékeket dbrdzolva a hé-
mérséklet fliggvényében kisebdb nagyobdb valto-
zasokat figyelhetiink meg. A nagyobb vdltozd-
sok minden bizonnyal a fdzisdtmeneteknek fe-
lelnek mege. Kordbban lattuk, hogy a fazisdt-
menet membranszerkezetrdl adhat fontos infor-
mécidt.

A 39, dbrdn a csirdzdstdl kezd8dben kezelt, sotétben /1ldbon/
nevelt drpa ndvények kloroplastiszainak mikroviszkozitds értékeit
léthatjuk 5, 15, 25 és 35 °C-on. A 40. &brdn ugyanezeket az érté-
keket ldthatjuk etioldlt levélszegmentek z5lditése sordn. A hé-
mérséklet csbkkenésével természetesen a membran egyre ridegebbé
vAlik mindkét rendszerben. Figyelemre méltd, hogy az etioldlt
levélszegmentek z6lditése sordn, valamint a ldbon nevelt kont-
rol és SAN 9785 mintdkndl az emelkedés fokozatos, mig a SAN 9789
és SAN 6706 /labon nevelt/ mintdkndl 15 ®C-on enyhe visszaesés _
figyelhetd meg. Erthetd ez, hiszen a két utdbbi vegyszer anyagcse-
réje Osszefiigg.

A 14dbon nevelt novényeknél kevésbé, de az etioldlt levélszeg-
menteknél killondsen megfigyelhetf, hogy a kezelt ndvények mikro-
viszkozitds értékei magasabbak, mint a kontrolé, ami merevebbdb
strukturdt jelez. Azt is megdllapithatjuk, hogy a telitett/teli-
tetlen zsirsavak ardnya nem egyértelmii meghatdirozdéja a membrin
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fluid 4llapotdnak, hiszen a mikroviszkozitéds értékgk ezzel
nem aranyosan valtoznak, A két nagy mennyisdgben jelenlevd
zsirsav /18:3 és 18:2/ardnya anndl jelent8sebb. A csirdzdstdl
kezd8dfen keuelt, sotétben nevelt novényeknél ez az érték 41~
taldban alacsonyabb, s igy a mikroviszkozitids értékek maga-
sabbak. Feltétleniil figyelmet érdemel az a tény, hogy a hé-
mérséklet csokkenésével legintenzivebben a SAN 9785 labon ne-
velt mintdi emelkednek. Ennek oka az lehet, hogy a membrén
fizikai-kémiai dllapotédnak meghatirozdsdban dontfen csak egy
zsirsav /18:2/ vesz részt, hiszen ez alkotja a zsirsavéllomdny
majdnem 7o %-4t. A 18:3 a kontrolban taldlhaté 57,8 %-hoz ké-
pest csak 9,4 %. /Laskay, 1981./ Kordibban ldthattuk, hogy a
t6bb komponensii rendszerekben a komponensek mintegy nivella-
16 hatésa miatt a vdltozdsok elmosédottan jelennek meg. Itt

ez a nivelldld hatds nem olyan kifelyezett. A IV, tdbldzat a-
datai szerint a 18:3 zsirsavak olvadaspontja -lo - =11,3 °c
koriil van, igy nyilvdn ezek koncentrdwid jédnak csbkkenése a me-
gasabb hémérsékletek felé tolja el a fazisdtalakuldst, ill,
merevebb strukturdt eredményez.

Mindezek ellenére a 18:3/18:2 ardny vdltozdsidt se sza-
bad mereven értékelni, mds tényezlk hatasat is szdmitdsba kell
venniink. A SAN 6706-tal csirdzdstél kezdbdlen kezelt novények-
nél a linolénsav/linolsav ardny szintén igen alacsony. Kiilon fi-
gyelmet érdemel viszont az, hogy a hdarom herbicid koziil ez ren-
delkezik a legdrasztikusabb hatdssal. Részlegesen linolénsav-
deszaturazgdtld hatdsdn kivil gdtolja a karotinoidok bioszin-
tézisét is,de hatdsdra a kloroplasztisz fehérjeszintetizdld
rendszere is zavart szenvedhet. A fentiekkel magyarazhaté az,
hogy ezzel a vegyszerrel kezelt mintdkban nem tapasztalhaté a
tobbi mintdra jellemz§ vdltozds. Abban az esetben, ha a kezelést
nem a csirdzdstél kezdddSen végezzik /zolditett leveleken/, a
hémérséklet csbkkenésével a tobbi mintdhoz hasonldan lassu
emelkedés tapasztalhatd a mikroviszkozitdsban.

Ha a mikroviszkozitds értékeket a hémérséklet fliggvényé-
ben dbrdzoljuk /mint fentebb mdr emlitettem/ a fidzisdtmenet-
r81l kaphatunk informdcidt. Erre a 41. dbrdn ldthatunk néhdny
példdt. Mintdinkban #les dtmenetet sehol sem tapasztalhatunk,
kisebb-nagyobb vdltozdsokat a membrdn folgékonysdgéiban megfi-
gyelhetiink. 15 °C k&riil mindegyik mintdban vdltozdas lathatd.
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Feltétleniil meg kell jegyezniink, hogy ezek a mérések csak
kozelitd szamitdsokat tesznek lehetdvé. Ennek oka az, hogy a
kloroplasztisz rendkiviil bonyolult, Osszetett rendszer. Kilon-
b6z8 tipusu, igy kiilonb6zd8 mikroviszkozitdsu membrdnrészekbdl
épiil fel, tehdt a DPH mds-mds membranrégidk vdltozdsat jelez-
heti. Ezek a hatdsok szuperpondlédhatnak is, igy kiilon-kiilon
tisztdn nem érzékelhetdk. Ennek ellenére, mint azt a mérések i-
gazoljék, 4 DPH alkalmas a membran mikroviszkozitdsdnak mérésé-
re és mias médszerekkel kiegészitve a fotoszintetikus  membranok.
strukturdlis és funkciondlis jellemzésére.

7. Osszefoglalds

A mérési eredmények Osszegzéseképpen megdllapithatjuk,

hogy sikeriilt igazolni tobb, mdr eddig is ismert eredményt:

- A z01ld algdk szobahlmérsékletii fluoreszcencidja egy maxi-
mummel rendelkkzd gorbe, amely alacsony hémérsékleten ha-
rom jellemz§ komponensre bomlik.

- Ezen komponensek ardnya vdltozhat /pl. a nevelési hémér-
séklettel/, amely a fotoszisztémdk kozdtti energiamegosz-
14st81 fiige /STATE I.-STATE II./, és ez fligg a membrin
felépitésétdl. ,

- A fotoszintetikus membrin felépitése / telitett/telitet-
len zsirsavak ardnya/ fiigg a nevelési hémérséklettsl, de
médosithatdé zsirsaevszintézist befolydsold szerekkel is
mint pl. PA, MA, cerulenin és a piridazinon herbicidek.

— A membran lipidfidzisdban bekdvetkezd vdltozdsok kimuta-
tédsdra fotoszintetizdldé szervezeteknél alkalmas a rend-
szer belsd, klorofill-a fluoreszcencid janak mérése.

- In vivo rendszerekben kozelitd szamitdsok végezhetlk
beépitett jelzdmolekula /pl. DPH/ fluoreszcencia-pola-

. rizdcidjdnak mérésével. Ezekb8l a mérésekbdl két fontos
ihformdcidt szerezhetiink:

a./ Adott hémérsékleten mérve a fluoreszcencia
polarizdcidfokdt a membrin fluiditdsdrdél
kaphatunk felvildgositast. -

b./ A polarizdcidéfokot /ill. ami ebb8l szd-
mithatd, a mikroviszkozitdst/ dbrdzolva

a hémérséklet fiiggvényében a fadzisdtme-
netr8l kapunk informdcidt.
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A mérési tapasztalatok egy masik csoportjdban sikeriilt
fényt deriteniink néhdny eddigi megolddsra vdrdé problémdra/el-
méleti és metodikaira egyardnt/, ill. igazoldsra keriilt néhdny
feltevés: . _

- A Chlorella alga fluoreszcencia-intenzitds hémérséklet-
fliggéséven 12,5 °C kbril vdltozdsok figyelhetdk meg.

Az eddigi irodalmi adatok ezt a vdltozdst még nem iga-
zoltédk, de az alacsony hémérsékle tii fluoreszcencia szin-
képek igazoljdk, hogy ez a hlmérséklet nem lehet k8zOmbOs
a ndovény szédmidra. Nem meglepd, hogy ezeket a vdltozdsokat
eddig nem sikeriilt egyértelmtien igazolni, hiszen nagyon
sok tényez8t8l fiiggenek, /pl. a minta"elféletétdl"is/

- Igatoltuk, hogy a DPH in vivo rendszerekben torténd alkal-
mazésa soran a méréseket minden esetben meg kell, hogy e-
18zze a legoptimdlisabb inkubdldsi kOriillmények /tﬁrzsoldat,
legoptimdlisabb koncentricié, inkubdldsi koriilmények sth./
megkeresése. Mind ezeket figyelembe véve kijelenthetjiik,
hogy a DPH alkalmas kloroplasztiszmembrénok mikroviszkozi-
tdsdnak mérésére.

- A membran lipidmatrxdt legjelent8sebben a PA, cerulenin
és a piridazinon herbicidek koziil a SAN 6706 médositja.

Végezetill t0bb olyan eredményilink is van, aminek pontos ma-

gyardzatédhoz tovadbbi vizsgdlatok smilkkségesek:

- A telitett/telitetlen zsirsavak ardnya mintegy "kuplung-
ként" szabdlyozza a fotoszisztémik kozotti ehergiamegosz-
last.

- A magasabb hémérsékleten tapasztalhaté hipszokrdém eltolé-
dés.

- A DPH alkalmazdsdval komoly kritikaként meriilt fel az, hogy
esetleg fehérjékhez is kapcsoldéddhat. Felt#telezhetd, mint
ezt néhdany irodalmi adat is igazolja, hogy az dltalunk al-
kalmazott gdtldészerek a fotoszintetikus membrdn fehérje-
komponenseinek vdltozdsdt is érintik. Igaz,hogy mds mérési
eredményekkel Osszevetve értelmezhetdk a mikroviszkozitéds
mérések, ezt a tényt nem szabad figyelmen kiviil hagynunk.
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