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A dolgozatban előforduló rövidítések .jegyzéke

- l-anilino-8-naftalin-szulfonát
- anthroil-sztearinsav
- adenozin-trifoszfát
- коenzim-A
- 3-/3*4*-diklórfenil/-1,1-dimetilurea
- digalaktozil-diglicerid
- dimirisztoil-foszfatidil-kolin
- dezoxi-ribonukleinsav
- l,6-difenil-l,3>5-hexatrién
- dipalmitoil-fо szfatidil-ko1in
- dipalmitoil-foszfatidil-etanol-amin
- disztearoil-foszfatidil-kolin
- galaktolipid
- metronidazol /l-/2-hidroxi-etil/-2-metil-5-nitro- 

imidazol/
- monogalaktozil-diglicerid
- nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát
- N,N-dimetil-DPPE
- N-fenil-l-naftil-amin
- optikai denzitás
- fenetil-alkohol /2-fenil-etanol/
- foszfatidil-kolin
- foszfolipid
- 4-kloro-5-/dimetilamino/-2-/ c< -trifluoro-m-

tolil-/-3/2H/-piridazinon
- 4-kloro-5-dimetilamino/2-fenil-3/2H/-piridazinon
- 4-kloro-5-metilamino/2-/ o( ,o(to(t -trifluoro-m-to- 

lil-3/2H/-piridazinon /7-norfluorozon/

ANS
AS
ATP
CoA
DCMU
DGDG
DMPC
DNS
DPH
DPPC
DPPE
DSPC
GL
MA

MGDG
NADP
Me2DPPE
NPN
OD
PA
PC
PL
SAN 67o6

SAN 9785 

SAN 9789
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2. Bevezetés

Az utóbbi néhány évtizedben /különösen a legutóbbi tiz év­
ben/ a biomembránok kutatása a biológia egyik központi kérdésé­
vé vált. Nem véletlenül beszélünk ma már külön membránbiológiá­
ról, ill. membranológiáról. Ennek köszönhető, hogy elég sokat 
sikerült megtudni arról a komplex molekuláris, ill. szupramole- 

kuláris organizációról, amelyen keresztül a biomembránok funk­
ciói megvalósulnak, bár struktúrájukat illetően még ma is csak
hipotézisekre szorítkozunk.

A biológiai membránok kutatásának aktualitását az adja, 

hogy a ma legáltalánosabb nézetek szerint a sejten belül végbe­
menő biokémiai és biofizikai folyamatok részben a citoplazma a- 

lapállományában, nagyrészt pedig a membránok felszinén, ill. a- 

zok belsejében játszódnák le. Az utóbbira néhány példa:
- energiavándorlás
- receptorfunkció
- hormonális integráció

/Waggoner és Stryer, 197o./
A membránok a sejten belül igen eltérőek attól függően, 

hogy milyen biológiai funkciót végeznek. /Quinn és Williams, 

1978./ A strukturális variabilitást elsősorban a fehérje és a 

lipidmolekulák változása adja. A fehérje és a lipidmolekulák 

bonyolult lipoproteid képződményekké aggregálódnak. A szerkezet 
fenntartásában elsősorban nem fővegyértékkötésekre, hanem má­
sodlagos kémiai kötésekre kell gondolnunk, amelyek kötési ener­
giája 1-2 nagyságrenddel kisebb, mint az elsődleges kötéseké.
Bár ezek az erők az egyes -CH^- csoportok között nem nagyok, 
számos ilyen csoport között jelentős vonzóerő alakulhatki.

Nem tisztázott még a membránban a fehérje-lipoid, valamint 
a lipoid-lipoid kapcsolódás. A legelfogadottabb hipotézis nap­
jainkban a folyékony mozaik modell. E szerint az alapváz lipid- 

kettősréteg, s ennek felszinén ill. belsejében foglalnak helyet 

a fehérje molekulák. Ezek a fehérjék főleg globuláris fehérjék, 

amelyek hidrofób részükkel a lipid kettősréteg szénhidrogén lán­
cában, hidrofil részükkel pedig a poláris régióba ágyazódtak. 
Döntő többségük a membránokhoz kötött folyamatokat katalizáló

fittül íj^Sxenzimek. i <&> £■
%

4^f7tep( *



6

Meghatározó szerepet tulajdonítanak a membránok lipidösszetéte- 

lének is,mind a strukturális bázis fenntartása,mind pedig bizo­
nyos funkciók betöltése szempontjából.
A lipidek mennyiségi és minőségi eloszlása:

a, a membránhoz kötött enzimek aktivitásának felté­
tele

b, befolyásolja a membránpermeabilitást, a transzport 

funkciók irányát,sebességét,
c, receptortulajdonsággal rendelkező felszinek kiala­

kításában,működésében játszik szerepet
/Sanderman,1978. /

Igen kiterjedt a membránlipidek vizsgálata a struktúra-funkci 
összefügésének tisztázása érdekében mind állati,mind mikrobiá- 

lis rendszerekben./Chapman és Quinn, 1976.,Silbert,1975./Növényi 
szervezetekben az utóbbi időben szereztünk sok információt főleg 

mitokondriummembránok összetételéről/Leshem és Inbar,1977./, 

de egyre több az ismeretünk a kloropasztisz-membránok szerkeze­
téről is.Ez érthető,hiszen a fotoszintetizáló szervezetek össz- 

membránmennyiségének kb. 9o %-át ezek a membránok alkotják,és 

ezek is igen sajátos lipidösszetétellel.

3«A vizsgálatok célja
a fotoszintetizáló membránok felépítésének és működésének 

tanulmányozása,különös tekintettel a lipid és zsírsavak szere­
pére a struktúra és a funkció összefüggésében.

Ismeretes,hogy a membránok lipidtartalma az élőlények 

növekedési hőmérsékletétől függően különböző halmazzállapotu 

lehet. A hidegtürő növények membránjai nagyobb mennyiségben 

tartalmaznak telítetlen zsírsavakat»hiszen ezek lazább»kevésbé 

rendezett struktúrát eredményeznek,ami minden bizonnyal előse­
gíti a gyorsabb anyagcserét.

Nem lehet ez közönbös számunkra,hiszén az egész élővilág 

számára szükséges energiát a fotoszintézis során átalakított 

fényenergia biztosítja. A mérések,ill.azok alapján végzett 
becslések szerint a fotoszintetizált szén mennyisége kb. 44 

milliárd tonna/év,ebből 6 milliárd tonna légzés utján vissza­
jut a levegőbe,tehát a nettó érték 38 milliárd tonna/év.Ebből 
16 milliárd a szárazföldön,22 pedig az óceánokban kötődik meg,
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/Farkas G., 1978./
Azt,hogy a klorofil saját fluoreszenciájának vizsgálata 

jól használható a membránok fázisátmeneteinek vizsgálatára, 

/Fork,1975./mutatják azok a kísérletek is,amelyek során exogén 

zsirsavák adagolása után mérték a fluorszencia hőmérséklet­
függését . /Siegel , és mtsai,1981.,Brody,Barber,Tredwel,1981./ 

Nagyon értékes információt kaphatnánk olyan mutáns,foto­
szintetizáló szervezetek vizsgálatával,amelyeknél a mutáció 

érinti a fotoszintetikus membrán felépítését.A Chalamydomonas 

reinchardií zöld algának ismeretesek fényérzékeny /un.yellow/ 

mutánsai,amelyek a zöldülés mértékében/és öröklődési tipusban 

is/különböznek egymástól. A különböző mutánsok kloropasztisza-
eltérő,eltérő továbbá a klorofill,inak szerkezete igen 

ill.egyéb pigmentek akkumulációjának mértéke.Feltehető tehát, 

hogy a membrán lipidösszetételében is igen jelentős változás 

következett be.Azért is célszerű ennek az algának a vizsgálata, 

mert ismertek a proteinjei/Gyurján,1983«/Tudjuk,hogy a menmb- 
ránok fázisátmeneteit a proteinek is jelentősen befolyásolják. 

/Gier és mtsai,1982./
Ismeretesek zsirsav - ill. lipidszintézist gátló szerek.

A szakirodalomban is ismert vegyszerekkel kezelt fotoszinte­
tizáló szervezetek eltérő lipid és zsirsavssszetételü membrán­
jainak tulajdonságait vizsgáltuk.Ezek a mérések jól kiegészí­
tik az ugyenezekről a vegyületekről más módszerekkel szerzett 

információkat.Ezen vizsgálatokhoz a membrán állapotváltozása­
it jelző DPH membránba történő beépítését használtuk.

Tudjuk,hogy az utóbbi időben több kritika is éri ezt a 

módszert/Mely-Goubert,Freedman,1980./,de több oldalról szer­
zett mérési eredmények összevetésével mégis jó közelítéssel 
információt szerezhetünk a membrán állapotáról. Mind ezeket 
figyelembe véve amennyire lehetett igyekeztünk ismereteket 
szerezni a BPH bioembránokban/ elsősorban fotoszintetizáló 

membránokban/ való alkalmazásra vonatkozóan is.
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4. Elméleti áttekintés

4»1. Membránmodellek

A biológiai membránok molekuláris szerkezetének felderí­
tése évtizedek óta a biokémia,biofizika,valamint az ultrastruk- 

turakutatás középpontjában állt. A szerkezet felderítése jelen­
tősen elmaradt annak ellenére, hogy a membrán igen sokoldalú 

funkciójáról elég sok ismeretet sikerült szereznünk.Ez való- 

szinüleg annak tulajdonítható,hogy nincs olyan közvetlen mód­
szer , amellyel ezt a struktúrát jól tanulmányozhatnánk.Eddigi 
ismereteinket főleg közvetett módszerek szolgáltatták,mint pl. 

röntgendiffrakciós módszerek,polarizációs optika,különböző 

spektroszkópiai módszerek.A közvetlen módszerek közül az elek­
tronmikroszkópia említhető,amely igen sokat fejlődött az utóbbi 
időben,sok uj módszerrel is gazdagodott.

A sejtmembránról szerzett ismereteink az alábbi főbb cso­
mópontokon keresztül bővültek^

1, Lipidekben oldódó anyagok könnyen bejutnak a sejtbe.
Ezt figyelte meg 1895-ben Overton,majd ebből arra következtetett, 

hogy a sejtet vékony lipidréteg veszi körül,vagyis a sejthár­
tyát vékony lipidréteg alkotja.

2, Gortel és Grendel 1925-ben erythrocyta membránokból 
lipideket extraháltak.Az extraktumot vizen terítették szét.
Azt tapasztalták,hogy az igy létrehozott monomolekuláris film 

/amely lipidekből keletkezett/felülete mindig kétszer akkora, 
mint azé a sejté,amelyből az extrakció történt.

3, Ugyancsak Gortel és Grendel állapították meg,hogy a memb­
ránok fehérjéket is tartalmaznak.Megállapították,hogy a sejtek 

felületi feszültsége a mesterséges lipidhártyákéhoz viszonyítva 

igen alacsony.Ha olajhoz kis mennyiségű fehérjét is adunk, 
felületi feszültsége /vizre vonatkoztatva/ egy nagyságrenddel
is csökkenhet.

4, Danielli és Davson elméleti meggondolások alapján már 

1935-ben arra a követleztetésre jutott,hogy a sejthárgyát radi­
álisán orientált kettős lipidréteg alkotja.Ezt két oldalt hid- 

rátburokkal rendelkező globuláris fehérjék fogják közre.
Az elmélet használhatóságát Schmitt 1936-ban röntgen diffrakciós 

vizsgálatokkal igazolta.



9
Ъ. A sejtmembránok morfológiájának tanulmányozására 

1994-tol kezdődően az ultravékony metszetek készítésével,ill. 
nehézfémrögzitők /ozmium-tetroxid,bikromát,petmanganát/alkal- 

m zása vált alkalmassá. Ilyen vizsgálatokkal a membrán /nagy 

falbontásban/ trilamináris szerkezetet mutat.Sbben a trilami- 

mins szerkezetben két szélső sötétebb réttg kőzett ./mely az 

"»zmiofil rétegek nagyobb elektronszó rasa miatt jön létre/egy 

vastagabb,világos réteget figyelhetünk meg.Robertson 1997-ben 

ezt a membránt elemi membránnak,'"unit membrane" nevezte el, ugyanis 

a legk 1 noözcbb állati és növényi sejtek sejthártyáján íll.intra- 

lluláris im-mbrámokon ezt a szerkezetet latra- ак.

(§f9ToTor9ror9lpy’'1
£

ójZj/lAl/MiiMój

a
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I.abra
a/ Dan.elli- ^vson-f*le membránmodel1 pcrusmodel •,b/Robertson 
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Magából az elektronmikroszkópos képből még nem következik 

egyértelműen az általánosan elfogadott unit membrane modell.
Á pontositáshoz további modelellenőrzésekben való vizsgálat volt 

szükséges.
Robertson feltételezte,hogy a fehérjék elhelyezkedése a 

membrán két oldalán asszimetrikus.Ebben a paucimolekuláris 

modellben a belső /citoplazma felőli/ oldalon fehérjék, a 

külső oldalon pedig glikoproteidek vannak.Azt s feltételazte, 
hogy ezek a fehérjék nem globulárisan helyezkednek el,mint 

Danielliék szerint,hanem kinyújtott, béta konfigurációban.
6. 1963-ban Sjostrand intracelluláris membránokban/egér 

vese mitokondriumaiban és endoplazmatikus rétikulumaiban/ 

globuláris alegységeket mutatott ki./FMnC^-os fixálást alkalma­
zott. ízek a struktúrák kb.5 nm.átmérőjű , 1-2 nm.vastagságú 

szept mok által elválasztott, periodikusan ismétlődő egységek.
-jöstrand megfigyeléseit a következőképpen interpretálta: 

a membránbar a lipid molekulák globuláris micellumokut alkotnak, 
ahol a lipid molekulák poláris végei a micellumok felszinén he­
lyezkednek el és fehérjével vannak körülvéve.

2.ábra

Sjöstrand globuláris alegységmodellje 

/А lipid molekulák globuláris micellákat alkoth. tnak,amelyek 

a sejt működése során lemez szerkezetté alakulhatnak./
7, Hasonlóan az előzőhöz Green és munkacsoportja is elveti 

a membránok lipid kettősréteg/= lemezes micellum elmélet/elmé­
letet, és az alegység elméletet /^globuláris micellum elmélet/ 

támogatja /1966/
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8, Tisztán morfológiai vizsgálatokkal nem lehet eldönteni, 
hogy a sokféle elképzelés közül melyik lehet a valósághoz a 

leginkább megfelelő.Singer és Nicolson az addigi eredmények 

alapján a következő megfigyeléseknek megfelelően próbáltak meg 

újabb modellt szerkeszteni:
- a membránlipidek kettős réteget alkotnak
- a membránok nagyon változatosak,de túlnyomó részt hid- 

rofob oldalláncokat tartalmazó aminósavakból épülnek 

fel
- a membrán fehérjekomponensei véletlenszerű eloszlásban 

találhatók,nagymértékben mozgékonyak
- sok membránfehérje a lipid környezetből igen nehezen sza­

kítható ki.Többnyire csak detergensek segítségével sike­
rül izolálásuk/sőt más drasztikus módszerek alkalmazásával 
is bizonyos mennyiségű lipiddel asszociálva maradnak/.

Mindezek alapján 1972-ben az alábbi elképzelést vázolták. 

/Singer és Nicolson,1972./
A membrán alapszerkezete egy lipid kettősréteg,amely főleg 

foszfolipidekből áll.Ebbe a kettősrétegbe merülnek a fehérjék, 

ott "úsznak úgy,mint a jéghegyek a vízben. A fehérje poláros 

oldalláncai a lipidréteg poláris régiójával léphet gyenge 

kölcsönhatásba,mig az apoláris oldalláncok az apoláris régióval 
lépnek diszperziós kölcsönhatásba./Előfordulhat az is így,hogy 

egyes fehérjék átérik a membránt./
A fentiekből következik,hogy a fehérjék,de a lipidek is 

igen könnyen végezhetnek horizontális irányú mozgásokat a memb­
ránban. Érthető ez,hiszen csupán a gyenge másodlagos kémiai kötő­
erők átrendeződésére van szükség. A lipid molekulák átfordulására 

is van lehetőség,de az kevésbé valósziná. Nagyobb energia kell 
ahhoz is,hogy a fehérjéket kiszákitsuk a lipidkörnyezetből.Ezt 

az is okozza,hogy a gyenge Van der Waals kötések felszakitása 

mellett biztosítani kell a hidrofób oldalláncok vizes környezetbe 

való juttatását is /azaz a H-hid kötések felszakitása is szük­
séges/.

így.pl.érthető,hogy a fehérjemolekulák gyorsan eloszlanak 

a sejtmembránban/lehetőleg egyenletesen/,hiszen az oldalirányú 

mozgásokhoz szükséges kötésátrendeződésekhez a termikus energia 

is elegendő.Éppen az utóbbi okok magyarázzák azt is,hogy a hő­
mérséklet miért befolyásolja ezt a mozgást.
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4.2. A kloroplasztisz felépítése és szerkezete

Bár a kloroplasztiszról az első megfigyeléseket már /mintegy 

3oo éve/Leeuwenhoek is megtette,a részletesebb vizsgálatokhoz az 

elektronmikroszkóp feltalálásáig várni kellett.Ekkor derült ki a 

membránózus szerkezet,sőt az első fixálások eredményeképpen a 

membránt "unit membrane"szerkezetűnek vélték.
A kloroplasztisz átlagosan 4-6 /tm hosszú,2-3 /tm vastag,lencse 

alakú képződmény»amelyet kettős membrán/un.envelope/burkol.
A fotoszintetizáló zöld növények jellegzetes organelluma.Elektron­
mikroszkópos képe jellegzetes,hiszen belső membránrendszere össze­
függő lamellarendszer/thylakoid/,amely granumra és sztrómalamellá- 

ra különül.A pénzoszlopszerü képletet /grana/belül üreges,egymásba 

kapcsolódó membránok alkotják. Átmérője o,2-o,4 /fin, A gránumokat 
egymáshoz sztrómaiamellák kapcsolják./Mühletaler,1971./
A sztróma és a gránarendszerek között tehát igen szoros a kapcso­
lat , üregrendszerük összefüggő,ontogenetikusan is azonos eredetűek 

Lényeges különbség van azonban élettani , funkcionális szepontból 
a két rendszer között.

Mint kotábban emlitettem,a korábbi technikák az akkor elfo­
gadott "unit membrána" modellt erősítették meg, a fotoszintetikus 

membrán felépítésében is.Az elektronmikroszkópos technika 

fejlődésével /freeze-fracturing,freeze-etching technikák/ 

valamint az újabb membránbiokémiai vizsgálatok alapján ez a modell 
idejét múlt.Sokkal inkább a Singer és Nicoloson által javasolt 

fluid mozaik modell egyik speciális esetének tekinthető.
A fagyasztva töréses ill.maratásos technika egyértelműen 

megdöntötte azt az elképzelést,mely szerint a membránt egyforma 

gömbölyded alegységek kvantoszómák rétege alkotja./Park és 

Biggins , 1964./ Ezen elképzelés szerint ugyanis az alegységek 

teljesen egyenértékűek lennének funkcionálisan is.Az újabb elekt­
ronmikroszkópos felvételeken viszont a különböző törésfelszineken 

többféle paratikulum vált láthatóvá.Logikusnak tűnik,hogy ezeket 
a paratikulumokat a Z-séma ejgyes szakaszainak feleltessük meg.

A 3*ábrán a kloroplatisz elektromikroszkópos szerkezetének 

vázlatát láthatjuk.Az ábrán a rövidítések a fagyasztva töréses 

ill.maratásos technikával láthatóvá tehető felszíneket jelölik. 

/Staehelin, 1976./
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EF Pf

\
V V
I t
I

ti lakóid membránok

i
batóroto membránokк' J kapcsol! membránrégiók 

I. . J szabad membránrégiók

3- tr'l
а кxoropl'itisz membránt-k valódi és törés: felszínei és 

azok elnevezése
j^F /exoplasmic fra; cture face/ = a tilakoid membrán lúmen fe­

löli airétegének törési felszine 

FF •prtomlasmic fracture f асе/ = a kompiemerter,sztróma fe­
löli alrtégeg törési felszine / Branton és mtsai,1973/

FF /exo-/ill.FS/ protoplasmic 

tehető felszinek 

s /stacked/ = gránumokból Láthatóvá tett felszinek 

u /unstacked/ = sztómaiamelIák valódi vagy törési felszinei

surface/ - m retással Láthatóvá

grónqrr iiiako’d 
partit or

Terminal's membrán
sztrö/ ma tilakoid

Jr

V7 íntertiiakoidolisn res
«Okulusz

( !u^^nr ;'->rra<liotf0(Cjn,!r tér)granuir

4.ábra
A kloroplatisz belső membránrendszere' és .annak terminológi­
ája ill. a grána és a sztróma lamellát kapcsolata
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a kloroplatisz finomszerkezotét láthatjuk.
A 4.álra a kloroplatisz belső membránrendszerét műt- tjp és annak 

nevezéktanát,mig az 5.ábrán szupermolekuláris fehérjekomplexek 

elhelyezkedését láthatjuk.

A 4о és 5-ábrán

slroma

NADP*
2H* I

—T-'

llf cv. '

íQ*

J PS’ I
pc \P700A

thyiafcoid
membrán »0

— iV _ ----- . H*2H*-.----------* O,

5 - ábra

A szupramolekuláris fehérjekomplexek elhelyezkedése a tilakoid 

membrámban / Anderson , Andersson, 1982/

mz egyik legelfogadottabb elképzelés szerint a membránban 

öt szupramolekuláris fehérjekomplexet különíthetünk el.
- PS II.
- PS. I.
- citokróm b/f komplex
- AfP szintetáz komplex
- fénygyűjtő komplex
/Anderson és Andersson, 1982.,Andersson és Anderson,198o 

Anderson,1981./

Mesterséges modellmembránok vizsgálatai alapján az utóbbi 
a kloroplasztisz membrán /különös tekintettel a lipidmatrix/ 

finomszerkezetére vonatkozóan újabb elképzelések születtek.
A Singer és Nicolson által bevezetett és ma már általánosan 

elfogadott fluid-mozaik membránmodell kiegészitésre szorul.
Nem magyarázza elég jól a görbült felszinek/mint pl. a margin/ 
szerkezetét valamint a hidrofób fehérjék membránba történő 

beépülését, stabilizációját.

• 9
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A többkomponensű lipidvezikulákban a lipidek elhelyezkedése 

asszimmetrikus. A kis poláris csoporttal rendelkező /mint pl. 

PE, MGDG/ főleg a belső rétegben, mig a nagy poláris csoport­
tal rendelkező, /pl. PC, DGDG/ a külső rétegben helyezkednek 

el. Feltételezhető, hogy a kloroplasztisz belső membránrend­
szerében is hasonló elrendeződés lehetséges.

A

Г
M IC f

12Э“ d.■ ■ c
!

b. acre

A lipidek feltételezett elhelyezkedése a tüskeid membránban 

/A, tilakoidok; B, belső réteg; C, külső réteg; ű, marginális 

membrán; E, konkáv felszin; F, konvex felszin; G, MGDG; h,
DGDG;/

Az a tény, hogy a kloroplasztisz fő lipidje a galaktolipid 

/főleg MGDG/ különös figyelmet érdemel. Ez a lipid ugyanis 

fiziológiás körülmények között nem lamelláris, hanem hexago- 

nális struktúrát képez /Hex^j/ /Sen és mtsai, 1981./
Azt találták, hogy az MGDG/DGDG = 2:1 arányú vizes rendszer, 

amely arány a tilakoidban találthoz hason!it /lamelláris és iver- 

tált micelláris formát egyaránt tartalmaz. /Sen és mtsai. 1981., 
Sen és mtsai, 1982./

Az invertált micelláris struktúrának szerepe lehet a fehér­
jekomplexek membrábar. való stabilizációjában. !n. ábra/
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7.ábra
Az invertált micellák által indukált deformációk a tillakoid 

membránban.
CV =convex membrán felszin lipidrégiója 

PB =planáris lipidrégió 

D = invertált micella 

E = hidrofob protein

Kloroplaszt - lipidek

A kloroplasztiszmembránok az egyéb sejtalkotókkal össze- 

hasonlitva igen sajátos lipid és zsirsavösszetétellel rendel­
keznek.A zöld levelek lo a kloroplasztisz 35 %, a tilakoid 

membránok 5o lipidet tartalmaznak / Leech és Murphy,1977./ 

a kloropl- sztiszban előforduló lipidek /Benson,1971./kémiai 
szerkezetét a 8.ábra mutatja.

Mint fent emlitettem,a kloroplasztiszt sajátos lipidösszeté- 

tel jellemzi.Egyrészt eltér a többi sejtalkotótól»másrészt jel­
legzetes különbség van az envelope és a tilakoid között is.
A kloroplasztiszt magas glaktolipid és alacsony bb foszfolipid
tartalom jellemzi. Foszfatidil-kolin,szemben a tilakoiddal,amely­
ben főleg foszfatidil -glicerid van. /Mackender és Leech,1974./
Az envelope -ban a GL/FL és az MGDG/DGÜG arány kisebb.
A kloroplaszt -lipideket felépitő zsirsavak a következők:

16:C 

16:1
hexadekánsav
9-hexadecénsav
oktadekánsav
9-oktadecénsav
9,12-oktadekadiénsav
9,12,15-oktadekatriénsav

palmitinsav
palmitoleinsav
szterainsav18:0

18:1
18:2
18:3

olajsav
linolsav
linolénsav
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Meg kell jegyeznünk, hogy a 18 szénatomos zsírsavak cisz 

helyzetű kettős kötést tartalmaznak. A kloroplasztisz-lipidek 

közül a linolénsav igen magas százalékban fordulhat elő. A teli- 

tett/telitetlen zsírsavak aránya alacsonyabb a tilákoidokban, 

mint az envelopeban. A galaktozil-gliceridek különösen gazdagok 

o(-linolenátban mindkét pozícióban, mig a foszfatidil-gliceridek 

főleg az 1. pozícióban. Az utóbbiak palmitátot is tartalmaznak 

gyakran 2. pozícióban. /Quinn és mtsai, 1982./
A fotoszintetikus membrán fontos komponensei még a karoti- 

noidok is, a melyek hosszú izoprenoid molekulák, konjugált kettős­
kötéseket tartalmazó láncrészből és telítetlen, szubsztituált 

ciklohexán gyűrűből épülnek fel. Mivel tágabb értelemben ezeket 
is a lipidek közé soroljuk, fontos ezeket itt megemlitérnünk, 
egyrészt azért, mert a kloroplasztisz strukturális és funkcio­
nális bázisának fontos összetevői, másrészt mert a fotoszinte­
tikus membrán fizikai kémiai sajátosságainak befolyásoló ténye­
zői lehetnek.

4.3. Lipidek. biomembránok fázisátmenete, membránfluiditás. és
azt befolyásoló tényezők

Membránfluiditás és meghatározói

A szokásos biológiai hőmérsékleteken a membránlipidek fél­
folyékony "mesomorf" állapotban vannak. /Gounnaris és mtsaf, 

1983./ Mint korábban a membránmodellek ismertetésénél emlitettem, 

a lipid-lipid, ill. a lipid-protein kölcsönhatás már viszonylag 

kis hőmérsékletváltozás esetén is jelentős változást szenved.
Nem meglepő tehát, hogy ezen részecskék diffúziója hőmérséklet- 

függő. Akár laterális, vagy rotációs diffúzióról legyen szó,
transzverzális elmozdulásáról.

A membránt alkotó komponensek mozgékonysága a membrán álla­
potát jellemző paraméter, amelyet fluiditásnak nevezünk. A memb- 
ránfluiditásnak igen nagy szerepe van az élő szervezetek alkal­
mazkodóképességében, denagyon fontos szerepet játszik a cellu- 

láris szintű regulációs mechanizmusokban is. /Leshem és Inbar, 

1977., Shinitzky és Inbar, 1974./
A membránfluiditást befolyásoló tényezők
1, Függ a lipidréteg összetétélétől - a telitett/telitetlen 

lipidek arányától, a foszfolipid poláris csoportjának természeté-

akár a membránrészecskék
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tői, de a szénhidrogénlánc hosszától ia. /Ford és Barber, 1983., 
Sklar és mtsai, 1977.,Gounnaris és mtsai, 19b7./

Minél nagyobb a telitett/telitetlen zsírsavak aránya annál 
kevésbé fluid a membrán. Jól látható ez pl. Cogan és mtsai méré­
séből. /Cogan és mtsai, 1973*/ 1. táblázat.

1. Táblázat

Mikroviszkozitás /Г/
lo°C 2o°C 29° 49°C37°Cr

A

0.64Triolein 3.4 0.36i,e 1 ч1 и

To.láslectin 2.4 1 c 1.2 о.^З 0.93
Тоíáslecitin = 1,9/1 26,o 6,1lr ,o 12, c 4,4kői észt erői
Cx p:b.mitQxllecit m 12.0 io.9 9.4 1Л. 0.94
.А г almitui^lecit in = 6/1 92,o 36, 1 .644,oKde, r.‘.erő*
9 lalrti ío x 1 i eci tin=3/1 91,o 69, í ~l 19,o 3,2* oleoz tor ol

i,6 0.49 0.33Го .1 as л. . zc I í c x t xn c , J

. i.i-1 . mb xamin-oxid SLAl 0,34 0.24О 1 '.ir- J

következtethetünk erre a lateralis nyomás méréséből is. 

Irthető ez, hiszen a membrán kvázi-kétdimenziós szerkezetéből 
Kivetkezik a membránkomponensek oldaliranvu elmozdulása /a 

membrán síkjában történő diffúzió/. /Cherry, 1^79./
2, A fenti táblázatból latható a mesterséges modexlmemb- 

rán viszkozitásának hőmérséklettől való függése is. Jói látha­
tó ez Robert E Dale méréseiből is. /Dale és mtsai, 1977./
A lo. ábrán a fluoreszcencia anizotró­
pia hőmérséklettől való függését lát­
hatjuk. Az emissziós anizotrópiából 
következtethetünk a közeg mikroszkó- 

pikus viszkozitására a később ismer­
tetésre kerülő módon

lo. ábra.

Paraffin olaj és tojásiecitin lipo- 

szómákban mért DPH fluorezswehcia- 

anizotrópia hőmérséklettől való 

függése.

t "Cl
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3, A membránok mikroviszkozitását a proteinek jelenléte is 

nagy mértékben befolyásolja /II. táblázat/. Általában a fázisát­
alakulási hőmérséklet felett jelentősen nő a fluoreszcenciapola­
rizáció, ami a mikroviszkozitás növekedését jelenti. /Heyn, 
1979./

II. Táblázat

Polarizációfok

Folyékony paraffin 

Tojáslecitin liposzómák 

Liposzómák szérumprotein in­
korporáció után

о ,oo5 

о ,olo
o,o75 ± 

о ,oQ3 ±

0,116 +

/Mély-G-oubert és Freedman, 198o./

о, olo

A fázisátalakulási hőmérséklet alatt a lipoproteid rendszerek­
ben kisebb mértékű polarizációfok változás mérhető. Egyes esetek­
ben a proteined jelenléte csökkentheti a fluiditást. Ez azonban 

minden bizonnyal a membrán felületi jelenáégeivel van összefüg­
gésben és nem intramembrán jelenségről van szó.

A polarizációfok növekedése a membrán fluiditásának csökkené­
sét jelzi. Ez egyben természetesen azt is jelenti, hogy a membrán

lipidmátrixában csökken az elektron­
transzportlánc egyes tagjai közötti 
kölcsönhatás. Ezt az elméleti meggon-

г 100 •-
O' OOP; r: -}~ * —♦—*
=». 11. ábra.$

feíN

Koleszteril-hemiszukcinát hatása fer- 

ricianid ée DCIP fotoredukciójára 

/Yamamotó és mtsai, 1981./
о

0 30 20 01

Choles* / CM

dolást igazolja Yamamotó és mtsai Hill-reakció méréseivel. /11. 
ábra/

A membránok fázisátmenete

Grittier 1972-ben kimondta, hogy a sejtmembrán egyik fő jel-
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lemzője a lipid kettősréteg fluid állapota. Szobahőmérsékleten 

a tilakoid membrán relative fluid. /Ford és Barber, 198o./ A 

hőmérséklet változásával azonban /mint ezt az előző fejezetben 

láthattuk/ ez a fluiditás jelentősen változik. Egy bizonyos 

hőmérsékleten ugrásszerű változás következik be. Ezt a pontot a 

szilárd anyagok olvadásának analógiájára "olvadáspontnak", vagy 

fázisátalakulási hőmérsékletnek nevezzük. Ezen a hőmérsékleten 

ugyanis jelentős szerkezetmódosulás történik a membránban. A 

hőmérséklet emelkedésével a gél fázisú membrán folyadékkristályos 

állapotba megy át.
A membránok fázisátmeneteit nagy mértékben meghatározzák a 

lipidek fázisátmenetei. Ez azonban a lipid minőségén kivül függ 

a környezettől is. Más dehidratált /száraz/ közegbep, mint hid­
ratált környezetben, eltérő értéket kapunk lipoproteid rendsze­
rekben is. /Chapman, 1975« , Pringle és Chapman'; 1981./ A III. 

táblázatban néhány foszfatid "olvadáspontját" láthatjuk vízmen­
tes és vizes közegben.

A IV. táblázatban pedig a zsírsavak fázisátalakulási hőmér­
sékletét láthatjuk mind telitett, mind pedig telítetlen zsírsa­
vak esetén. A III. táblázat azt mutatja, hogy a hidratált lipi­
dek fázisátmenetei jóval alacsonyabb hőmérsékletek következnek 

be. Hasonlóan jelentősen csökken a fázisátmeneti hőmérséklet a 

telitetlenség mértékével. /Mint ezt a IV. táblázatból láthat­
juk./ Meg kell jegyeznünk, hogy a fázisátmenet hőmérséklete vi­
zes közegben nemcsak a szénhidrogénlánc hosszától, minőségétől 
és a molekula poláris régiójának természetétől függ, hanem a 

viz mennyiségétől is, éd az abban oldott anyagoktól is.
Chapman és munkatársai 1967-ben meghatározták az 1,2-dia- 

cil-L-foszfatidil-kolin /lecitin/ fázisdiagramját /Chapman, 
1975./» amelyet a 12. ábrán mutatunk be.

Különböző adatok jelentek meg arra vonatkozóan, hogy a fe­
hérjék ill. polipeptidek hogyan befolyásolják a fázisátmenet 
hőmérsékletét. /Chapman és mtsai, 1974./

Összefoglalóan tehát a membrán fázisátmenete a következő 

változásokkal jár: /a hőmérséklet emelésével/

...
l^|

*
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III.Táblázat

I;iEiáek_fázisátmenetei

A/Vizmentes linidek / Chapman 1975/

T /°С/m
1,2- diacil-foszfatidil-kolin 

1,2- diacil-foszfatidil-etanolamin 196
23o

1,3- diacil-foszfatidil-etanolamin 198
16o 

136
1,2- diacil-foszfatidil-szerin
1.2- diacil-foszfatidil-inozitol
1.2- diacil-foszfatidil- glioerol
1.2- diacil-foszfatidsav
1.3- diacil-foszfatidsav 

Szfingomielinek 

Lizofoszfatidil-kolin 

Lizofoszfatidil-etanolamin

67
71
7o

21o
24o
2o5

В/ Hidratált liridek
-12 - -7Тоjáslecitin

di-C-^-foszfatidil-kolin 

di-C-^-foszfatidil*kolin 

di-C-^g-foszfatidil'kolin 

di-C-. ^-foszfatidil- kolin

-2
23
41
5518

di-C22“í'°szfatidil-kolin
-foszfatidil-kolin

75
di-C -2218:1
di-C
di-C

foszfatidil-etanolamin
foszfatidil-etanolamin

5o14
6o16"

di-C
di-C

- foszfatidil-szerin 

-foszfatidil - szerin
3814 51-55V72216

1/ az elektrolitok jelenlététől függően 

2/ alacsony pH-n



23
IV.Táblázat
Különböző_zsírsavak_szerkezete^kémiai^triviális^neve^fázisátala^ 

kmlási hőmérséklete

Tm ^°G/triviális névkémiai névSzerkezet
Telitett sirsavak 

12:0 

14:0 

15:0 

16:0 

17:0 

18:0 

19:0 

20:0 

22:0 

24:0

dodekánsav 

tetradekánsav 

pentad ekán s av 

hexadekánsav 

h ek t ad ekán s av 

oktadekánsav 

no n ad ekán s av 

eikozánsav 

dokozánsav 

tetrakozánsav

44.2 

53,9
52.3 

63,1
61.3
69.6
68.6
76.5
81.5 
86,0

laurinsav 

mirisztinsav

palmitinsav
margarinsav
sztearinsav

arachidonsav
beheninsav
lignocerinsav

Egy kettős kötést tartalmazó zsirsavak
9-hexadecénsav 

9-oktadecénsav
-o,5-o,3

13.4 А/
1б’з >/
44.5 
44,0
24.5
32.5

palmitoleinsav
oleinsav

I6:lu> 7 

18:lu> 9

18:lcu9 trans. trans-9-oktadecénsav 

11-oktadecénsav 

9-eikozénsav 

11-áokozenoinsav 

13-dokozenoinsav 

15-tetrakozénsav

elaidinsav
vacceninsav
gadoleinsav
cetoleinsav
erucinsav

18:lu>7 

2o: 1 u) 11 

22:lu>ll 

22:lw 9 

24:1«/ 9
34,7
42,5nervoninsav

Több kettőskötést tartalmazó zsirsavak
7.10- hexadekadiénsav 

9rl2-oktadekadiénsav
6.11- oktadekadiénsav

16:2 uJ 6 

18:2 u/ 6
18:2^ 7

e(-lino le insav 

cilineinsav
-o,5---- 5,2

I6:3w3 

18:3 a; 3
18: 3í*> 6

7,lo,13-hexadekatriénsav 

9,12,15 »oktadekatriénsav 

6,9,12-oktadekatriénsav
/-linoleinsav -lo- -11,3 

T-linoleinsav

6.9.12.15- hexadekatetraénsav
6.9.12.15- oktadekateraénsav
9.11.13.15- oktadekatetraénsav parinársav

16:4 u) 1 

18:4*/3 

18:4a>3 85 - 86/o<
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0т Лс/mkémiai név trivi lis névSzerkéz- t

20: 4 w 6 5,8,11,14-eikozatetra- 

énsav
arachidoninsav -49,5

8,11,14,17-eikozatetraén- 

sav
20:4 W 3

3,6,9,12,15-oktadekapen- 

taénsav
18:5«; 3

5,8,11,14,17-eikozapen- 

taánsav
4,7,lo,13,16-dokozapentaénsav
7.10.13.16.19- dokozapenta- clupanodorinsav 

énsav
4.7.10.13.16.19- dokozahexa- 

énsav

20: 5 w 3

22: 5 6 

22: 5 u> 3

22:6 ьО 5 -4 4,5------ !'■

T 8 0
I

Лес
LJ

40

20

0,8 0,6 0,4 0,2
---------- [lecitW

12.ábra

A lecitin fázisdiagrammja
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a, A lipidrács expanziója és a membrán vastagságának növe­
kedése.

b, A -CH2- 

csökkenése.
c, Az -N+CH^ csoportok mozgékonyságának a csökkenése.
d, A lipidek diffúziójának csökkenése.
e, Számos egyéb változás, ami megnyilvánul a lipidek polá-r 

ris anyagokhoz való /pl. vizhez/ kötődésében.
/Sanderman, 1978./

csoportok -C-C- kötés körüli rotációjának

A lipidek vizes fázisban különböző struktúrákat alkothatnak 

a szénhidrogénlánc , valamint a poláris csoport minőségétől füg­
gően. Az előbb emlitett sajátosságoktól függ az is, hogy a fázisát­
alakulás során melyik formák alakulnak egymásba.

Pl. A monogalaktozil-diacilglicerol dilinolenoil származéka 

szobahőmérsékleten vizes közegben Hex^-j-struktúrát képez /hexagoná- 

lis struktúra/, mig a disztearoil származéka szabályos lemezes 

szerkezetet alkot. Bab kloroplasztiszból izolált nativ lipidek 

jellemző invertált hexagonális szerkezetet /Hex-^/ alkotnak. Ezek­
re jellemző az, hogy a kettős kötések száma átlagosan 5,44/moleku­
la.

lOOnm Ж lOOnm

13. ábra
Bab kloroplasztiszból izolált nativ lipidek szerkezete eletron- 

mikroszkópos felvételeken, /a ábrarkettőskötésindex 5,44/moleku­
la. b ábra: kettőskötésindex 3,88/molekula./
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A 13« ábrán ez látszik az elektronmikroszkópos 

felvételen /a kép/. A másik képen, ahol ugyanez az érték 3,88, 
tipikus laraelláris szerkezet látható. Tipikus lamelláris struk­
túra látható nativ lipidek esetén is - 28 °C-on. /Gounnaris és 

mtsai, 1983./
A fentiekből tehát következik, hogy a nativ lipidekből 

előállitott liposzómák fázisátmenete, ill. fluiditása függ a 

zsirsavak szénhidrogénláncának kettőskötésindexétől. A 14. áb­
rán láthatjuk, hogy a totál lipid frakcióban a polarizációfok­
ban fokozatos emelkedés tapasztalható a telítettség növekedésé­
vel /Gounnaris és mtsai, 1983-/ Figyelemre méltó, hogy a gálák - 

tolipid frakcióban élesebbatmenet látható, valamint a görbe ma­
gasabban fut.

0-30

о»

0-20

n

14. ábra

DPH fluoreszcencia polarizációfok bab növény kloroplasztiszból 
izolált totál poláris lipidben /o-o-o-/ ill. galaktolipidben 

/•-•-•-//n=kettőskötés index/

A magasabbrendü növények kloroplasztiszamak membránlipidjei, 
különösen a galaktolipid frakvió szokatlanul magas plién zsirsav- 

lánccal jellemezhető. A cisz helyzetű kettőskötést tartalmazó 

szénhidrogénlánc inszerciója a lipidbe jelentősen csökkenti a fá­
zisát alakulási hőmérsékletet. /Phillips, 1972./ Ugyanakkor a flu- 

iditás, mint azt DPH-val jelezhetjük nagy mértékben növekszik. 

/Stubbs és mtsai, 1981*/
A membránok fázisátmenetei hasonló tényezőktől függenek, mint
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a fluiditás. Igazolja ezt L.A. Sklar és munkatársai mérése pa­
rinársav jelzőmolekula alkalmazásával. /15. ábra/
/parinársav: a Parinarium glaberrina növény magjából izolálható 

természetes polién származék, kémiai nevén 9,ll,13>15-oktadeka- 

tetraénsav. A fázisátmenet vizsgálatához mindkét izomerjét alkal­
mazhatjuk. -o( =cisz,transz,transz,cisz, £ = csupa transz/

t ГС)
30 40 30 2060 Ю

33 34 3i30 3LI 32

КХХУТ(К)

15. ábra

Különböző liposzóma rendszerek fázisátmBnete transz parinársav 

jelzőmolekula alkalmazásával /1, DKPC, 2, Dl PC, 3, Ke^DPPE,
4, DSPC, 5, DPPE/

4.4. Fázisátmenet meghatározása a klorofill sa.iát fluoreszcen-
ciá.ja alapján Chlorella pyrenoidosa és Chlamydomonas rein-
chardii yellow mutáns algákban

In vivo rendszerekben a membrán szerkezetében bekövetkező 

változás fluoreszcenciás módszerrel történő mérésére elvileg két 

lehetőség is adódik. Az egyik az, hogy fluoreazkáló jelzőmoleku­
lát épitünk be a vizsgálni kivént membránba, és annak fluoresz­
cenciaintenzitását, vagy polarizációfokát mérjük. A másik lehető­
ség az, hogy kihasználjuk a membránban eleve strukturális, vagy 

funkcionális szerepet játszó molekula fluoreszcenciáját, 

szintetizáló szervezetekben a klorofill-a fluoreszcenciája jól 
használható erre a rélra. Azt a tényt, hogy a klorofill saját 

fluoreszcenciája jól használható membránok fázisátmenetének vizs­
gálatára Conrad Colbow fedezte fel 1983-ban.

A foto-
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Klorofillt épített foszfolipid liposzómákba és mérte annak fluor­
eszcenciáját a rendszer hűtése ill.fűtése esetén.Megfigyelte,hogy 

azokon a hőmérsékleteken,ahol a lipideknek más módszerekkel kopott 

fázisátmenetei vannak a fluoreszcenciában jellemző változásai 
vannak./Colbow 1973*/

Meg kell jegyeznünk,hogy a lipideknek a fázisátmenete a leg­
több esetben 0°C alatt van a szokásos biológiai körülmények között, 

Egyszerű rendszerekben jól látható a váltózás.Olyan összetett rend­
szerekben azonban,mint pl. a biológiai membránok az egyes fázis- 

átmenetek egymásra szuperponálódnak,és összegzetten jelentkeznek. 

A fluoreszcencia intenzitásokban bekövetkező változások a 0°C-fö-*; 
lötti tartományban is észlelhetők,de nem olyan élesen,kisebb csúcsc 

és főleg vállak formájában.
Fotoszintetizáló rendszerek belső fluoreszcenciáját először 

David C.Fork és Norio Murata használta a membrán fázisátmenetének 

jellemzésére. /Murata és tsai,1975.,Fork,1975•/Egy ilyen mérést 
láthatunk a 16 . ábrán.

I
I A. DMPC

N\

20 25 30 35 40 45 50 55 <0 ••

t fc) *-

В

16 .ábra

Fázisátmenet meghatározása klorofill - a fluoreszcenci­
ájával .

a.A, Klorofill a fluoreszcencia-intenzitás hőmérséklet­
függése intakt sejtben /а/membránfragmentben /b/és 

lipid klorofill extratumban/c/
B, Klorofill-a fluoreszcencia-intenzitás hőmérsékletfüggése 

DMPC,DSPC liposzómákban,ill. azok 5o ?6-os elegyében.
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Az élőlények hőmérséklethez való alkalmazkodása többek között 

abban nyilvánul meg,hogy megváltozik membránszerkezetük.Ez ter­
mészetesen a membrán fluiditását is megváltoztatja,amit fotoszin­
tetizáló szervezeteknél a belső fluoreszcencia mérésével jelezni 
lehet.Ezt figyelték meg Fork és munkatársai 1976-ban./Fork,Murata, 
Avron,1976./ Általános természeti jelenség a hőmérséklethez való 

alkalmazkodás úgy,mint ahogy az is,hogy a mutációk az élőlények 

egész sor változatait hozzák létre.Ismeretesek ol an mutáns foto- 

szintetízáló szervezetek,amelyekből különféle polipeptidek hiá­
nyoznak. Mivel korábban már kimutattuk,hogy a fehérjék jelentős 

tényezői a membránfluiditásnak,célszerű lenne ezen szervezetek 

membránjainak fizikai-kémiai tulajdonságainak vizsgálataival is 

foglalkozni. Különösen olyan szervezeteknél,mint a Chlamyeomonas 

reinchardii yellow mutánsainál,amelyeknél jól ismertek a polipep- 

tid mutációk,de minden bizonnyal eltérés van a membrán zsirsav- 

összetételében.

Az 1.6.-difenil-l.3.5-hexatrién DPH jellemzése.felhasználása4.5.
a membránfluidi tás meghatározására.

Több fluoreszkáló molekula is ismeretes,amelynek fluoreszcen­
ciája növekszik,ha lipidmembránokhoz kötődnek.Ilyenek pl.a DPH,az 

ANS,az HPN,az AS és sok más anyag még,de az egyre inkább alkalma­
zott parinársavval zárom a sort.

Kísérleteinkben a DPH-t alkalmaztuk,igy részletesebben most 
ennek jellemzésére térek ki.

A DPH egy közel rigid bot alakú mo­
lekula. Kon jugált Я -elektronrend­
szere könnyen gerjeszthetővé teszi 
a molekulát.Igen magas moláris extin
ciós koefficiense is /Е..,

-1 -1 • 43°mól amely a magas kvantumha­
tásfokkal együtt lehetővé teszi,hogy 

. igen alacsony koncentrációban is 

alkalmazhas suk
Kémiailag elég stabil molekula, vizben gyakorlatilag oldhatat­

lan, erősen lipofil. Éppen ezért könnyen inkorpolálódik lipidmemb- 

ránokba. Ez az inkorporáció egy időben jól nyomon követhető folya­
mat. Korábban leírták, /Shinitzky és Barenholz, 1974.,Lentz,Baren- 

holz,Thompson, 1976./ hogy a DPH fluoreszcencianövekedését a

d8o ooo
cm

17 .ábra .
A DPH szerkezete
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foszfolipid vizes közeghez adagolásának hatására a DPH kettős 

rétegbe való beépülése okozza® 

megoszlási koefficiensre vonatkozó egyenlet csak korlátozottan 

érvényes®

A kémiában általánosan használt

DPHlipid К /Vol /Vol JDPH lipid

A telitődésig a DPH/PC aránya alacsonyabb, mint o,l M/lo M, 
igy relative kevés DPH molekula kötődik minden vezikulához. A 

linearitás határa függ a DPH arányától. Attól* a koncentráció­
tól, amikor a DPII feleslegben van a foszfolipidhez viszonyítva 

/a PC telítve van a DPH-val/ a fluoreszcencia lineárisan változik 

a PC koncentrációval. /l8® ábra/

aqaq

Annak ellenére, hogy nagyobb kon­
centrációknál ez a felső limit kiter­
jed, ajánlatosabb a kisebb koncentrá­
ciókat alkalmazni, mert 2 M felett 

már jelentkezik a depolarizációja is.
Az előnyös koncentráció kiválasztását 

nagyban befolyásolja az a tény is, hogy 

a DPH oldhatósága vízben gyakorlatilag 

majdnem nulla. Ha nagyobb mennyiséget 
injektálunk a rendszerbe, akkor az apo-

t
•Or

60

í 40- léi ‘ * Jh
PC

Ю*

18. ábra
DPH fluoreszcenciaintenzitás különböző 

PC ill. DPH koncentrációk mellett. 

/о/о,1 Щ /х/о,5 M; /о/2,0 M; /А/4,0 К DPH

Hr—-Hr■t

láris molekula kolloid részecskéket képezve zavarosodást okoz, 
és ezek jelenlétével is számolnunk kell. Nagyon fontos betarta­
ni az inkubációs hőmérsékletet is, mert a DPH a mobilisebb fo­
lyékony kristályos fázisba gyorsabban penetrálódik.

Mindezeket figyelembe véve Barber és Ford 198o-ban kidol­
gozták a tilakoid membránok fluiditásának vizsgálatát a DPH al­
kalmazásával. Meg kell jegyeznünk, hogy a szakirodalomban alkal­
mazott metodika koránt sem egységes, pl. az az alkilmazott kon­
centrációk több félék lehetnek, de a törzsoldat is más-más 

oldószerekkel készült, a metodikát tehát minden esetben a vizsgá­
landó objektumhoz alkalmazkodva kell kidolgozni.



31

Minden vizsgálatot tehát meg kell előznie a legoptimálisabb kon­
centrációviszonyok megkeresésének.

A fluoreszcencia-polarizációfok, ill.fluoreszcencia-amizotró- 

pia mérésekből következtethetünk a fluoreszkáló molekula közvetlen 

környezetének mikroviszkozitására a következő egyenletből:

ro тГ , /Perrin egyenlet/1 + С/г/ ^r

ahol:
emissziós amizotrópiar
hatá*s amino zotrópia
a gerjesztett állapot élettartama
viszkozitás

ro =
7 =
«I _

0/r/= $ /к = Boltrman állandó/ 
/v/= molekulatérfogat/

Iff - Ix
r

Iff +2Ijf

Ifl mind az emissziós,mind a gerjesztési polarizáció*szűrő ver­
tikális /0°/ állásban van. : a gerjesztési polarizációs szűrő
vertikális /0°/,az emisszos szűrő pedig horizontális /90°/ állás­
ban van.

4.6. A kísérletek során alkalmazott gátlószerek hatásának rövid
jellemzése.

Méréseinkben a különböző zsirsav és lipid szintézist gátló 

szerekkel kezelt fotoszintetizáló szervezetek membránjainak fázis­
átalakulási hőmérsékletére voltunk kiváncsiak.Ez természetesen 

függ a membrán összetételétől.A kisérleti eredmények értelmezése 

végett célszerű röviden áttekinteni az általunk alkalmazott gátló­
szerek hatásmechanizmusát.

A kiséleteinkben használt anyagok: 
cerulenin
piridazinonszármazékok közül a .SSN 67o6,SAN 9789 és a

SAN 9785 kódszámú vegyületek
fenetilalkohol
metronidazol

Ezek a vegyületek az irodalomban sem ismeretlen herbicidek,ill. 

antibiotikumok.
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Cerulenin_i/2_13-_e£2*iz4-oxo-7_,lo-dodek£4enol-amid/

Az anyagot a Cephalosporium caerulens nevű gombafaj egyes 

törzsei termelik./Hata és mtsai,196o./ Nagy hatású antibakteri-
ális és antifungális szernek bizonyult./Awoya és mtsai,1975./ 

Növekedést gátló hatása exogén zsirsavak adagolásával rendszerint 5 
revertálható volt. Kimutatták,hogy a cerulenin minden bizonnyal 
kovalensen kötődik a - ketoacil-tioészter szintetáz enzimhez, 
amely a zsirsavszintézis kondenzáló enzime./Agnolo és mtsai,1975*/ 
A cerulenin hatását eddig főleg mikrobiális rendszerekben vizsgál­
ták. Fotoszintetizáló szervezetekben Herczeg Tamás és lehoczki
Endre vizsgálatai adtak jelentős eredményeket az utóbbi időben 

/Lehoczki,Herczeg,Szalay,1979.Herczeg,Lehoczky ,F- rkas,Rojik, 

Szalay,1979./
Fenetil-alkohol_/FA_t_2-f enil-etanol/

A természetben is megtalálható aromás vegyület.Elektrontransz­
port és zsirsavszinézisgátló hatását állapították meg.Ezekre a 

hatásokra bakteriofágokon /Benab és mtsai,1962./ E.colin /White 

és mtsai,1979-/végzett vizsgálatokból következtettek.A telítet­
len zsirsavak bioszintézisére gyakorolt hatása valószinüleg a 

palmitol-CoA-deszaturáz gátló hatásán alapszik./Nozawa és mtsai, 
1979»/ Igen kevés a növényeken végzett vizsgálatok száma. G.Knut- 

sen a következőket állapította meg./ Knudsen,1966./
1, A sejtek növekedését, DNS és klorofillszintézisét már 

4,2 mM koncentrációban is jelentősen /9o$/ gátolja.
2, Már a második órában teljes gátlást lehet elérni 21NmM 

koncentrációban alkalmazva
3, 33,6 mM FA hatására 1 óra múlva a fotoszintézis 19 %-ra 

1,5 óra múlva pedig lo $-ra csökken a kontrolhoz képest.
4, 21 mM FA 1 órás kezelés esetén 7о $-kal csökkenti az oxi­

géntermelést
5, 8,4 - 21 mM-ig minden koncentrációban gátolja a légzést is. 

í?®íí2^i^§52i_Z^j._li:Z2_z_hidroxi-etil/-2-metil-5-nitroimidazol/

Jól ismert ez az imidazol származék a gyógyászatban is anti- 

biakterális hatásáról. A fotokémiai rendszerekben hatóhelyéül 
a ferredoxin -függő NADP-redüktázt jelölték meg/Edward és mtsai, 
1974., Schmidt és mtsai,1977./ 19-ábra.
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FD -*NADP®H.O2

19* ábra

A metronidazol feltételezett hatás mechaniz­
musa

Piridazinon herbicidek

Három szubsztituált piridazinon származék állt rendelkezé­
sünkre. Gyári jelölésüket alkalmazva ezek a SAN 67o6, SAN 9785,
SAN 9789 voltak.

Mint általában a herbicideknél ezeknél is jellemző propmt 
hatást, ill. másodlagos hatást lehet .kimutatni, Prpmt hatásként 
gátolják a fotoszintetikus CO^ fixálást, a Hill-reakciót, és az 

0^ kiválasztást is. Másodlagos hatásként tehát az anyagcserefo­
lyamatokban kifejtett hatásként kimutatták a lipidek és a foto­
szintetikus pigmentek bioszintézisének gátló hatását.

Ezen általános hatások után most emlitsük meg az egyes tipu- 

sok speciális hatásait.
SAN 67o6
Az a megfigyelés, hogy az erős fényen nevelt növények leve­

lei kifehérednek /SAN 67o6 kezelés hatására/ -gyakorlatilag a 

karotinoidok protektiv szerepének hiánya miatt a klorofillok foto- 

oxidaviót szenvednek-, valamint a biokémiai vizsgálatok is igazol­
ják, hogy a vegyszer gátolja a karotinoidik bioszintézisét. Egyes 

mérések azt igazolják, hogy hatására megnő a karotinoidok bioszin- 

tézásében szerepet játszó prekurzorok felhalmozódása.
Ezek után várható, hogy a zsirsav, ill. lipidek mennyisége 

arányában is változás következik be.
1. Tudjuk, hogy a telitetlen zsirsavak arányának növekedése,
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ill. a telitetlenség mértékének növekedése csökkenti a 

növények fagyérzékenységét.SAN 67o6 hatására csökken a 

18:3 /linolénsav/linolsav/ arány.
Érdekes módon ezzel a vegyszerrel kezelt növényeknél a 

kezelés a fagyérzékenységet nem befolyásolta.
2, A deszaturáció csökkentése mellett növeli a telítetlen 

zsírsavak arányát.
SAN 9789
Hasonlóképpen az előzőhöz csökkenti a linolénsav mennyiségét, 

de csökken az MGDG mennyisége is. Hatásában hasonlit a SAN 67o6 

hoz,hiszen fiziológiásán abból alakult át. Ennek ellenére jelentős 

különbségek is megfigyelhetők a hatásban.A karotinoidok bioszin- 

jelentősen gátolja,fitoin felhalmozódását eredményezi.tézisét
SAN 9785
A klorofillok és a karotinoidok bioszintézisét gyakorlatilag

nem befolyásolja,és a zsírsavak bioszintézisére jelentős hatással 
van.Csökkenti a 18:3/18:2 arányt,de érdekes módon nem változtatja 

a telitett/telitetlen zsírsavak arányát.meg,

5. Anyag és vizsgálati módszerek

5.1. Algatenyésztés.kezelés

A mérésekhez Chlamydomonas reinchardil alga yellow mutánsait 
/a mit az ELTE Genetika Tanszékéről kaptunk/,valamint Chlorella 

pyreuoidosa szinkronizált tenyészetét használtuk.A tenyészet "Wuxal" 

növénvtápsó o,2 5^-os oldatában nevelkedett állandó levegőbuborékol- 

tatás mellett. A megvilágitáshoz 16 óra világos /lo W m / és 

8 óra sötét periódusú megvilágítást alkalmaztam.Ennek oka az alga 

egyedfejlődésében van/Péterffi,1977./Egyes méréseknél /a gátló­
szerekkel kezelt algáknál/ a kezeléstől számitva állandó fényen 

nevelt algát alkalmazunk. Ezt az értékelésnél megemlítem, kontrol­
ként a 25 C-on nevelt algát használtam, a többi kultúra hőmérsék­
letét a mérési eredményednél fogom feltüntetni.

A gátlószerek koncentrációi a következők voltak:
22,5 xlo"6 M 

fenetil alkohol lo-^ M
lo-5 M

2o x lo-6 M

cerulenin

metromidasol 
piridazinon herb.
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A_m±njt a_^beáll.±_tása

A mérések kivitelezésének, az eredmények összehasonlíthatósá­
gának. szükséges feltétele volt az,hogy az alga szuszpenzió mindig 

azonos sejtszámot tartalmazzon. A kísérletek során a legalkalma-
sejt /cm • tartalmazó minta tűnt,amit Bürker-kam- 

rás módszerrel állítottam^be.Minden alkalommal 3 x lo dh.l/5 x l/2o 

x l/lo mm-es téglatestben vett sejtek számát átlagoltam.A sejtszá­
molás során előforduló hiba + lo fo lehet.

Inkubális exogén zsírsavakkal

7sabbnak a 2xlo

Ezekhez a vizsgálatokhoz az adott sejtszámra beállított min- 

M linóiénsav K^- sójával inkubáltuk. A mintát-6 az inkubá-tát
ciós idő tartamáig / 'a mérési eredményeknélfeltűntettem/rázatógép- 

pel rázattuk,majd DCMU-val kezelve mértük a fluoreszcencia hőmér-

lo

sékletfüggését.

5.2. Árnanövénvek nevelése.kezelése

Ezekhez a mérésekhez árpa/Hordeum vulga* . L.var.Horpácsi 
kétsoros/lábon nőtt növények leveleiből , ill.úsztatott levél- 

szegmenetekből izolált plasztiszokat használtunk.

ííSÍíÉ2Íatászkezelés_a_gátló szerekkel

Az árpamagvakat 1 napos csapvízben történő "úsztatás"után
Petri-csészében két rétegű szűrőpapír között csíráztattuk 6 napig,

— 2majd 1 mg/5o árpamág mennyiségében lo V/m
véltük a mintát a mérésig,amely 72 órás kezelés után történt.A 

kellő vízmennyiséget naponta pótoltuk./Meg kell jegyeznünk,hogy 

intakt árpán ceruleninnel kezelt méréseket nem végezhetünk,mert 
ezek a növények ki sem fejlődnek./

I/2ZÍl222iS222Í:2k_kezelése_a_gátló szerekkel

intenzitású fényen ne-

A fent ler'rt módon kicsíráztatott árpa levelekből e> napos 

csíráztatás után 6-7 cm-es szegmeneteket metszettünk ki,majd eze­
ket kezeltük a gátlószerekkel 1 mg cerulenin/g etiolált levél,15 mg
piridazinon herbicid/g etiolált levél koncentrációban. 

Majd 72 órás kezelés lo Via-^ intenzitású fényen történt.
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5_13iFluoreszcenciás_ vizsgálatok

A fluoreszcenciaszinképek felvétele Perkin-Elmer • MPF-44 A 

spektofluoriméterrel történt 48o nm hullámhoszzu gerjesztő fény, 
8-lo nm-es gerjesztési és 3-5 nm emissziós sávszélesség alkalma­
zásával. A reabszorció a mérések során elhanyagolható volt.

5^3 • l_1_Fluoreszcenciaszínképek_mérése

Az alacsonyhőmérékletü fluoreszcenciasprektumokat a készü­
lék alacsonyhőmérsékletü feltétjével vettük fel.Ennek érdekében 

a feltét Dewar-palackját folyékony nitrogénnel töltöttük meg a 

szükséges - 196°C biztosítására. Az algamintákat glicerinnel 2:1 

arányban elegyítettem,majd alapos összerázás után megfelelően kia- 

lak?'tott rézpálca mélyedésébe cseppentettem,melyet a folyékony 

nitrogénnel töltött mintatartóba helyeztem.A minta hűtésekor a 

kristályképződés miatt különböző műtermékek kelétkezhetnek,amely­
nek kiküszöbölésére szolgált a glicerinnel való elegyités,valamint 
a gyors hűtés.

5-13^2_1Fluoreszcenciaintenzitás_mérése

A különböző hőmérsékleten nevelt, a zsirsavszintézis módosí­
tó szerekkel kezelt Chlorella pyrenoidosa,valamint a Chlamydomonas 

reinchardii algák vizsgálatához a fluoreszcenciaintenzitás 

hőmérsékletfüggését mértük in vivo körülmények között. /А ger­
jesztő hullámhossz és a résszélességek a fentiek szerint. A meg­
figyelési hullámhossz 68o nm volt. 

nevelt algák esetében a mintát minden esetben a nevelési hőmérsék­
lettől kezdve szakaszosan hütöttük o°C-ig,és az adott hőmérsékleti 
értékeknél felvettük a fluoreszcencia spektrumot. A 0°C elérése 

után hasonló módon visszamelegitettük a mintát.
Mind a gátlószerekkel kezelt,mind pedig a Chlamidmonas mu­

táns algáknál a hőmérséklet pontos változtatásához programozható 

hőmérsékletszabályozót használtunk,amely Peltier-elemes hűthető- 

fűthető mintatartó vezérelt.A kiindulási hőmérséklet /az előzővel 
ellentétben/ minden esetben 35 volt.
matosan csökkentettük a hőmérsékletet v = l°c/perc sebességgel 
a 0 °C-ig,majd ugyanigy visszamelegitettük a mintát.

A hőmérsékletmérés pontossága + o, 1°C volt.
Mivel az elektrontranszport folyamata maga is 

függő,ennek hatásának kiküszöbölésére lo J M DCMU -val kezeltük 

a mintát.

A különböző hőmérsékleten/

Erről az értékről folya-

hőmérséklet-
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5.3.3« Fluoreszcenciapolarizáclófok meghatározása és mikro-
viszkozitás számítása

A membrán mikroviszkozitását a 4.5. fejezeteben emlitett 

lerrin egyenlet alkalmazásával határoztuk meg. Ehhez meg kellett 

határoznunk különböző hőmérsékleteken a fluoreszcencia polarizá­
ciófokát /ill. ami ebből számithtó a fluoreszcencia anizotrópi­
át/. Ezekhez a mérésekhez is a Perkin Elmer MPF 44A spektrofluo- 

rimetert alkalmaztuk, polarizációs feltétének felhasználásával.
A gerjesztő és az emissziós polarizátorok helyzetét láthatjuk a 

2o. ábrán./7i =365 nm; Д, =43o nm; teljesen nyitott résekkel./

gerjesztési
polarizátor

•missziós
polarizátor

J
minta

2o. ábra

Vázlat a polarizációfok méréséhez

A polarizációfokot az alábbi képlet alapján számítottuk:

p Xw - V 
r - I + I , Z vh , aholw

Z = Ь*Ihh

A "Z" korrekciós faktor alkalmazására a különböző állású po­
larizátor szűrők különböző extinkciója miatt van szükség.

A polarizációfokból kiszámítható "r" fluoreszcencia anizotró­
pia, amelyből a Perrin egyenlet alkalmazásával a közeg mikroviez- 

kozitása számitható.
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2 P3 г г* Р3+ г

Az го 1 egyenletben a balг С/г/Т ^
oldali kifejezést ábrázolva 'í? függvényében közel egyenest 
kapunk, ha % elég kicsi.Különböző liposzórnák és membránok esetén 

C/r/Tí' = 2,4 poise.Ha ezt az előző egyenletbe behelyettesítjük,
r - ra o,362-t kapunk, 365 nm-es gerjesztés esetén.Ezekből követ­
kezik tehát, hogy

2,4 r
% =

o,362 r

/Shinitzky és Barenholz,1978./

Hangsulyoznom kell,hogy eddig nagyon kevés adat jelent meg 

a DPH kloroplasztiszmembránban való alkalmazására vonatkozóan. 
Barber és mtsai 198o-ban dolgozták ki a jelzőmolekula felhaszná­
lását tilakoidmembrámnak fizikai állapotának jellemzésére.
A módszer bonyolultságát jellemzi,hogy a mai napig is nagyon sok 

a tisztázatlan kérdés, az alkalmazás feltételei egyáltalán nem 

tisztázódtak. A mérések kiértékelését neheziti az,hogy a mért 
objektum rendkivül bonyolult rendszer.Egyrészt azért,mert többkom­
ponensű, másrészt azért,mert a plaatiraon belül is többféle membrán­
részletek vannak. Sőt,mint előbb említettem a bimolekuláris memb­
rán két oldala is nagyon heterogén összetételű.

Az utóbbi időben egyre több ismeretet szerezi:ettünk a klorol- 

plasztisz különböző tipusu membránjainak fizikai állapotáról is^

Figyelembe kell vennünk azt,hogy közelitő számításokat végezhetünk, 
de más vizsgálati módszerekkel kiegészítve alkalmas lehet a külön­
böző rendszerek összehasonlítására.

5.4.Plasztiszizolálás,inkubálás DPH-val
A mérésekhez az árpanövények leveleinek felső 4 cm-es régió­

jából vettünk mintát,ill.a levélszegmenetek apritás után ultra- 

turaxszal összekevertük az izoláló pufferoldatban/o,33 M szőrűi­
től, o,2 mM MgClg, 2o mM MES , pH 6,5-re trisz-/hidroximetil/-
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/-amino-metánnal/./Nakatani és Barber,1977./A homogenizátumot 
szűrjük,majd 25oo-3ooo r.p.m.fordulatszámmal reszuszpendáljuk 

/Ford és Barber,1983•/•/°Д M szorbitol,lo mM KC1,1 mM4-/2-hidroxi- 

etil/-l-piperazin-etán-szulfonsav,pH 7,5-re KCH-dal/
Valamennyi műveletet 4°C-on végeztük.
Mint azt a 4.5-fejezetben említettem, a DPH membránba történő 

beépülése időben jellemzően változó folyamat. КЬ.Зо perces inkubá- 

lási idő eltelte után válik közel konstanssá a fluoreszcenciainten­
zitás. A mérést az is zavarja,hogy a molekula emissziós tartománya 

éppen egybe esik a fotoszintetikus pigmentek abszorciós tartományá­
val.Mivel a mi mináink a megfigyelés hullámhosszán igen különböző 

mértékben nyelnek el,azokat az ezen a hullámhosszon mért 
standardizáltuk./Liposzóma rendszereknél kézenfekvő az optimális 

koncentrációt lipid/DPH arányra kell beállutani./ A kérdés csak 

az,hogy mekkora legyen az alkalmazott DPH koncentráció és mekkora 

legyen a minta OD/43o/-a^
Ehhez meghatároztuk a fluoreszcencia intenzitást az idő függ- 

vényében^cülönböző OD-u minták esetén,különböző koncentrációk 

mellett. A 6.4-fejezetben említettek szerint a 0,4 plasztisz OD és 

M DPH koncentrációk tűntek a legalkalmasabbnak.

A :z is fontos kérdés volt,hogy a törzsoldat milyen oldószer­
rel készül,hiszen a DPH vízben gyakorlatilag nem oldódik.Viszonylag 

jól oldódik alkoholban,de az is hamar telitetté válik.Igen jól ol­
dódik tetrafeidro-furánban,amelyet a szakirodalomban is alkalmaznak/ 
/Ford és Barber,1983•/ Az sem mindegy,hogy milyen tömény a törzsol­
dat,hiszen a DPH is és a tetrahidro-furán is zavarosodást okozhat ' 
a mintában,ami zavarhatja a mérést.A kolloidkémiában ismert Weimarn . 
féle szabály szerint a relatív túltelítettség meghatározza a kelet­
kező részecskék méretét, a diszperzitásfokot. Márpedig ha a DPH 

kolloid részecskék formájában kicsapódik,az nehezíti a membránba 

történő beépülést,ill.annak fázisátmenetét is bemérhetjük a minta 

mérése során.
A kísérletek során a legalkalmasabbnak a tetrahidrofurábban 

oldott lo mM koncentrációjú oldat tűnt.Megjegyzendő,hogy a szak- 

irodalom ebben a kérdésben koránt sem egységes,így azok eredmé­
nyek igen nehezen,vagy egyáltalán nem reprodukálhatók.

Méréseink során tehát az előbbiekben leírt módon izolált ár­
pa plasztiszt 0D^^o^= o,4-re állítottuk be,ezt 7,5 M DPH-val 
4o’-ig inkubáltuk szobahőmérsékleten.

OD -ra/ 43oé

7,5
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6. Kísérleti eredmények és megvitatásuk

6.1. A nevelési hőmérséklet hatása alga kloroplasztiszmembrán
fluoreszcenciatula.idonságaira

Jól ismert, hogy a fotoszintetikus pigmentek által elnyelt 

fényenergia egy része nem alakul át kémiai energiává, hanem kü­
lönböző módon hasznosithatatlanná válik. Az egyik ilyen energia­
vesztési folyamat, amiko» az elnyelt fény fluoreszcenciaként le­
adódik, kisugárzódik a környezetbe. A fluoreszcenciavizsgálatok 

f ntos információt szolgáltatnak a fotoszintetikus membrán álla­
potáról. így pl. több klorofillforma különithető el a különböző 

hullámhosszakon megfigyelt fluoreszcencia-gerjesztési szinképek 

alapján. /Heath, 1973*, Litvin és mtsai, 1978., Strasszer és 

Btitler., 1977./
Szobahőmérsékleten a Chlorella alga fluor^szcenciaspektyu- 

ma egy egy maximummal rendelkező görbe /F^^/. Ez a spektrum a- 

zonban alacsony hőmérsékleten három komponensre bontható. Ezek 

a komponensek F^ = 685, F^ = 697, F^ = 724 nm-nél jelentkeznek. 
Ezt láthatjuk a 21. és a 22. ábrán.

75

50

TG
=r 25

660 700 750
Ág (nm)—

21. ábra

Chlorella alga szobahőmérsékletű fluoreszcencia-
spek truma



650 750700
Ág (nm)

22. abra

Chlorella alga mélyhőmérsékletü fluoreszcenciaspektruma

A fotoszintetizáló szervezetek belső klororfill-a fluoreszcen­
ciája jól használható a membránok fázisátmenetének vizsgálatára. 

/Fork, 1975./ A*minta hőmérsékletét változtatva változás követke­
zik be a membrán alkotórészeinek halmazállapotában: 0 °C körül 
elsősorban a viz, 0 és 5o °C között főleg a lipidek, 5o °C fölött 

pedig a proteinek konformációs változásai dominálnak. Mivel, mint 

láttuk a klorofillok szoros kapcsolatban vannak a membránban mind­
három molekulaféleséggel, ezért a fluoreszcencia hatásfokukra nagy 

hatással van a membrán alkotórészeinek fázisvaltozása. /Itt szeret­
ném megjegyezni, hogy a fluoreszcenciaintenzitas és a fázisátmenet 
kapcsolatában több figyelmet kellene forditani magára a fluoro- 

krómra is. Itt elsősorban a klorofill molekula fitol láncának a 

membrán fizikai állapotára gyakorolt hatására kell gondolnunk./
A 23. ábrán a 24 °C-on nevelt Chlorella alga hőmérsóklet- 

fluoreszcenciaintenzitás görbéjét mutatjuk be. az ábrából látható, 

hogy 15 °c és 25 °C körüli tartományban kisebb vállak jelentek meg, 
majd 6o C körül a fluoreszcenciaintenzitás jelentősen megnő.
A 15 ill. 25 °C körüli vállak a lipidek fázisátmeneteinek felelnek 

meg, /Murata,0no,Sato, 1977./, mig a 6o°C körüli sáv a proteinek

/
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denaturációs hőmérsékletével mu­
tat egyeíést. látható, hogy a min­
tát visszahütve jelentős esés kö­
vetkezik be a fluoreszcenciainten­
zitásban, ugyanakkor a görbe struk-

23. ábra
Chlorella alga hőméreéklet-fluo-
reszcenciaintenzitás görbéje 

/0 °C-ról melegítve/

turátlanná válik. Ez a görbemenet minden bizonnyal a fehérjék 

irreverzibilis kicsapódásával magyarátható, mint ezt korábbi 
mérések is igazolják /Fork,Murata, 1976.,Ávron, 1977./ A pro­
teinek fázisátmeneteinek vizsgálata márcsák azétt is lényeges, 
mert Chen és Bens megállapitásai szerint a sejtek hővel szem­
ben irezisztenciája analóg a proteinek hőállóságával /Chen és 
Bens, 198o./

24. ábra

Chlorella alga fluoreszcencia-intenzitásának függése a • 
hőmérséklettől. /A nevelési hőmérséklettől hütve a

mintát/

Abban az esetben, ha a nevelési hőmérséklettől kezdve nem 

emeltük, hanem csökkentettük a hőmérsékletet, a fluoreszcencia­
intenzitásnak az emelkedését tapasztaltuk. /24. ábra/ Látható, 
hogy 15 °C között a görbe menetében változás állt be. A hűtést
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követően a membrán részben irreverzibilis változást szenved, 
amit az is mutat, hogy a fluoreszcenciaintenzitás értékei 
nem azonosak a hűtéskor mértekkel.

V. Táblázat

44,8 49,2 54,5 58,9 64,6 57,3 46,641,o

678 53,o9 55,24 56,14 53,51 35,49 53,49 55,7o
58,16 58,27 59,95 55,47 51,52 54,12 53,16
61,88 61,67 56,67 56,89 35,o4 5o,94 49,42
66,18 65,74 58,22 57,61 33,об 47,47 47,26
66,96 66,76 55,75 55,2o 52,34 42,71 46,7o

Érdemes megjegyezni, 
hogy a hőmérsékle t emelkedésé­
vel a fluoreszcencia maxumum- 
hely a kisebb hullámhosszak 

felé tolódik el. Ezt az V. 
táblázatból láthatjuk. Ez a 

hipszokróm eltolódás arra u- 

tal hogy különbség van a kü­
lönböző hőmérsékleten nevelt 

algák klorofill-protein komp­
lexének szerkezete között. A 

különbség mibenlétének feltá­
rása további vizsgálatokat i- 

gényel. /Az V. táblázat ada­
tai a 3,7 °C-on nevelt algára 

vonatkoznak. Hasonló figyel­
hető meg a kontrolnál is, de 

kisebb intervallumban./

5o,o2
59,9o
65,71
67,12
63,29

68o
682
684
686

12,5 °C

25. ábra 

Különböző hőmérsékleten nerelti 
G. pyrenoidosa fluoreszcencia- 

intenzitásának függése a hőm 

mérséklettől.
0 10 20 30 40 50

t(°C)
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A 23. ábrán a különböző hőmérsékleten nevelt Chlorella py- 

renoidosa sejtek hőmérséklet-fluoreszcenciaintenzitás görbéit 

láthatjuk. Jól megfigyelhető, hogy a hőmérséklet csökkenésével 
/a hűtést minden esetben a nevelési hőmérséklettől kezdtük/ a 

fluoreszcenciaintenzitás igen intenziven emelkedik. Minél ala- 

csonabb a nevelési hőmérséklet, annál intenzivebb a fluoresz­
cencia /annál magasabbról indulnak a görbék. Ez talán magyaráz­
ható azzal, hogy alacsonyabb hőmérsékleten az elektrontransz­
port gátoltabb, igy a befogott fényenergia fölös részét fluo­
reszcencia formájában adja le a rendszer.

A fénygyűjtő pigmentek és a fotoszisztémák mennyiségi és 

energiaátadási viszonyairól a mélyhőmérsékletü fluoreszcencia- 

szinképek tanulmányozásával kaphatunk képet. Mint korábban em- 
litettem, a Chlorella pyrenoidosa mélyhőmérsékletü fluoreszcen­
ciaspektruma három komponensre bomlik. Vizsgálatainkban azt ta­
láltuk, hogy a három komponens intenzitásának aramya függ a ne­
velési hőmérséklettől. /26. ábra/

120» 120
s

i \\női ЮО

15 -C 25+C-----
5X--5 *C

80» 80l
I

1i,
1

60» í «Ii
/A Awt

tol to 1;
I
4

20+ 20

í

I
730&70 700 670 700 730

Лд (m) Aa (nm)

26. ábra

Különböző hőmérsékleten nevelt Chlorella pyrenoidosa 

alga alacsony hőmérsékletű fluoreszcenciaintenzitása­
inak aránya

*
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3,5
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27. ábra

Különböző hőmérsékleten nevelt Chlorella pyrenoidosa 

alacsonyhőmérsékletü fluoreszcencia komponen­
seinek intenzitásviszonyai

Szemléletesebben látható ei a változás, ha az F^/F^, F^/F^, 
^/^i értékeket külön ábrázoljuk a nevelési hőmérséklet függvé­
nyében.
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Jól látható,hogy mindhárom görbe lefutása hasonló : 
13-14°C-nál egy határozott csúcs található.A legnagyobb csúcs 

az F_/P- értékeknél van,mig az F0/F-, arányok alig változnak.
5 -L C. J- Q
Mint Murata és munkatársai megállapították, a 14 C körüli 

érték a kloroplasztisz membránban levő telítetlen zsírsavak fázis- 

átmenetét jellemzi./Ono,Murata,1981./ Azért is kell hangsúlyoz­
nunk ezt,mert a korábbi irodalmi adatok ezen a hőmérsékleten 

nem mutattak ki jellemző változást.Az alacsonyhőmérsékletü 

fluoreszcenciaszínképek eredményei jól egybeesnek a szobahőmérsék­
letű fluoreszcencia eredményeivel. Más fotoszintetizáló rend­
szereknél is megfigyelhető ezen a hőmérsékleten jelentős vál­
tozás. Egyértelműen kijelenthetjük,hogy ez a hőmérséklet nem 

lehet közönbös a Chlorella alga életműködése
Ez a hőmérsékleti hatás a fotokémiai rendszerek működését 

azok eltérő membránbeli lokalizációja révén közvetlenül is be­
folyásolhat ja, bár nem kizárólagosan.Befolyásolhatja közvetetten 

PS-1 energiaelosztási folyamatok befolyásolásával 
is.Ezek szerint a kloroplasztisz membránban levő telítetlen 

zsírsavak hatékonyan tudnék szabályozni a két fotorendszer közötti 
energiamegoszlást. E ''kuplungmechanizmus" részletei még koránt 

sem tisztázottak,így további vizsgálatokat kívánnak.

szempontjából.

is a PS-2

6.2.Klorfill-a in vivo fluoreszcenciaintenzitás hőmérsékletfűggése
lipidmetabolizmust befolyásoló szerekkel kezelt alfákban

C®íHi®2i32_*HIÍá2§_Cü5:2Z:®ll§_PZ£®?22iá2s§_fluoreszcencia_hőmér3

22*2!;2ii^ggesere

Mint azt korábban kimutatták a cerulenin irreverzibilisen 

ináktiválja a zsírsavszintézis kondenzáló enzimét.Hatása azonban 

ennél összetettebb,mivel befolyásolja a telitett/telítetlen 

zsírsavak arányát.Bizonyos zsírsavak mennyiségét növeli»másokét 
csökkenti/Herczeg T.és mtsai,1979*/ No a telítetlen zsírsavak ará­
nya.Közel kétszeresre nőtt a 18:3 és majdnem tízszeresre csök­
kent a 18:2 aránya.A telítetlen zsírsavak arányának növekedése 

a membrán fluiditásának növekedését okozhatja.Hasonlóképpen je- . 
lentős fluiditásnövekedést okozhat a 18:3 l/lo %-ról l/5 $-ra 

növekedése is.Nem meglepő teháta fluoreszeenciaintenzitás hő­
mérsékletfüggésére kapott eredmény,amely alátámasztja az eddig 

tapasztaltakat.
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A 28. ábrán jól látható, hogy a kontrol mintánál 28 °G köröl 
megfigyelhető váll 3 napos kezelés hatására az alacsonyabb hő­
mérséklet felé tolódik el, tehát a membrán fluidabbá válik. Bz 

a hatás már egy napos kezelés hatására is megfigyelhető, bár nem 

ilyen jelentősen. Megfigyelhető az is, hogy a görbe menetében 

más hőmérsékleti értékeknél is változások vannak, tíz arra utal, 

hogy a cerulenini más membránalkotók mennyiségi viszonyait is je­
lentősen módosítja.

г
к.

30 402010
ГС)

28. ábra

Ceruleninkezelt Chlorella pyrenoidosa alga /А/ 
fluoreszcenciaintenzitás hőmérsékletfüggé­

se

Fenetilalkohol hatása a Chlorella pyrenoidosa alga fluo­

reszcenciaintenzitás hőmérsékle tfüggésére

Nozawa és munkatársai, valamint White és munka­
társai vizsgálataiból láthatjuk, /Nozawa és mtársai, 1979., 
’White és mtársai, 1964./ a fenetilalkohol hatása nem minden 

szervezetben hasonló. Más hatást találhatunk például a Tetra- 

hymena pyriformisnál és mást a Chlorella pyrenoidosánál. Mig 

az előzőben a 18:1 és a 18:2 növekedett, addig az utóbbinál e- 

zen telítetlen savak csökkenését tapasztalták. Növekszik vi­
szont a palmitolain mennyisége, és hasonlóképpen a foszfoli- 

pidtartalom is jelentősen emelkedik. Fgyes adatok szerint a

Mint azt
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palmitoleinsav /16:1/ csak a foszfatidil-glicerolt észteresi- 

ti. A zsírsavak mennyisége általában növekszik a szer hatásá­
ra. /Gyulai G. , 1984./

Méréseinkből lathatjuk /29. ábra/, hogy a Fa-os kezelés 

nem vonja maga után a szerkezet jelentős változását. A kont­
roléhoz hasonló lefutású görbét kapunk, annál azonban erőtel­
jesebb, kifejezettebb vállakkal. Igazolja ez azokat a mérése­
ket, amelyeket Gyulai Gabor végzett 1984-ben /Gyulai G., 1984./ 
Tisztázásra vár még =iz, hogy a kontrolnál 5-15 °C körüli tar­
tományban megjelenő három váll helyett a Fa-os kezelés halasá­
ra a mintákban négy váll jelenik meg.

*-
í

29. ábra

Fenetilalkohollal és metronidazol 1 al kezelt Chlorella 

pyrenoidosa alga fluoreszcenciaintenzitás hőmérséklet­
függése

Metronidazol hatása a Chlorella pyrenoidosa alga fluoresz­

cenciám tenzi tás hőmérsékletfüggésére

Mint azt Harwood és mtsai kimutatták /Harwood és mtsai,
"^C-acetat beépülését, s ezzela metronidazol gátolja a 

a módszerrel kímut ttak a zsirsavszintézist gallé hatását.
i. *8o.
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Gyulai Gábor mérései alapján feltételezhető, hogy a metronid- 

azol csökkenti a zsirsavak mennyiségét. /Gyulai G., 1984./ 

/Érdekes módon azonos mértékben, de azok megoszlása az egyes lipi- 

dekben eltérő lehet./ Meglepő, hogy a foszfolipidtartalom 

változatlan maradt. Jelentős változás követkeaett be a galakto- 

lipidek mennyiségében is.
Az, hogy a metronidazol specifikus hatással kisebb mérték­

ben rendelkezik, láthatómméréseinkből is. A 29. ábrán láthat­
juk, hogy a gátlószerrel kezelt alga fluóreszcenciaintenzitás- 

hőmérséklet görbéje a kontroléhoz hasonló lefutású. Érdekes, 
hogy a kontrolnál látható 5-15 °C körüli vállak nagy mértékben 

kisimulnak.

Piridazinon herbicidek hatása Chlorella pyrenoidosa sejtek 

fluoreazcenciaintenzitás hőmérsékletfüggésére

Méréseink, mint azt a 3o. ábrán is láthatjuk, megerősítik 

azt a tényt, miszerint a SAN 67o6 és a SAN 9789 kódszámú vegyü- 

letekletek hatása egymáshoz közelálló, mig a SAN 9785 kódszámú 

vegyülettel kezelt alga tulajdonságai kevésbé térnek el a kont­
rolétól. /Érthető ez, hiszen mint korábban említettem, az előző 

kettő a növények intermedier anyagcseréjében szoros kapcsolatban 

van egymással./
A fluoreszcenciaintenzitás hőmérsékletfüggésében az utóbbi 

vegyületnél a kontroléhoz hasonló lefutású görbét kapunk, mig az 

alőző két vegyületnél a görbe lefutása egymáshoz hasonló, de a 

kontrolétól jelentősen eltér. Az, hogy a kontrolnál 3o °C kőiül 
megfigyelhető váll mintegy lo °C-kal alacsonyabb hőmérsékletek 

felé tolódik el, mindenképpen fluidabb szerkezetre utal. Ez nem 

irható egyértelműen a telitett/telitetlen zsirsavak arányának 

változására, hiszen azt mindhárom szer növeli /Gyulai G.;y. 1984./ 

A zsirsavak lipidekben történő megoszlását mindhárom szer igen 

eltérően befolyásolja, igy ebből egyértelmű következtetést a 

membrán fluiditására vonatkozóan levonni nem lehet. Csak a zsir- 

savösszetételre gondolva egyébként is hamis következtetésre jut­
hatnánk, hiszen a membrán fluiditását egyéb tényezők is befolyá­
solják/pl. fehérjék jelenléte, karotenoidoknak is jelentős szere­
pük lehet.
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amelyek a vizsgált rendszerekben is eltérőek lehettek. Jól ismert 

például az, hogy a SAN 67o6 és a Sál. 9709 kódszámú vegyületek je­
lentősen befolyásolják a karotinoidok bioszintézisét, ezek tehát 

ezen hatásukban h un' itanak egymásra, mig a SAN 9785 ezt nem be­
folyásolja. /Meg kell jegyeznünk, hogy Herczeg Tamás és mtsai 
vizsgálatai szerint alfában a karotinoidok mennyiségi megoszlá­
sában ezen vegyszerekkel kezelt mintákban eltérést nem tapasz­
taltak /Herczeg T. és mtsai, 198o./

%

W 30 30tro «•

3o. abra

Piridazinon herbicidekkel kezelt Chlorella pyrenoidosa alga
fluoreszcenciaintenzitás hómérsékletf'iggése 

SAN 67o6, *• SAN 9785, ö-Oto-o SAN 9789/

Linolénsav hatása Chlorella pyrenoidosa alga fluoreszcenciá­

in tenzitus hőmérsékletfüggésére

Mint korábban már említettem, a telitett/télitetlen zsírsa­
vak aránya jelentősen befolyásolja a membránfluiditást. azen zsír­
savak aranya változhat az élőlények életműködéseinek megváltozá­
sával /környezethez való alkalmazkodás, membránszerkezetnódositó 

- ssirsavszintézist befolyásoló szerek hatására/, de megváltozhat
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zsírsavaknak mesterségesen a membránba való bejuttatásával is. 

kézenfekvő tehát az a gondolat, hogy ha in vivo rendszerekhez 

exogén zsírsavakat adagolunk, akkor az behatolva az éló szerve­
zet membránrendszerébe, megváltoztathatja annak fizikai-kémiai 
állapotát . Amennyiben sikerülne kimérnünk azt, hogy a sztearin- 

sav hatására a fázisátalakulás a magasabb, a linolénsav hatásá­
ra az alacsonyabb hőmérsékletek felé tolódik el, úgy a fenti 
elképzelés igazolódna. Tekintettel arra, hogy a vizsgált rend­
szerekben a linolénsav játszik lényegesebb szerepet, igy annak 

módosításától várhatunkkjelentősebb eredményt, méréseink során 

a linolénsawal inkübált Chlorella sejtekben mértük a fluoresz-
A görbék menetében a 28 °C 

körüli váll az inkubációs idő előrehaladtával fokozatosan az a- 

lacsonyabb hőmérséklet felé tolódik el, ami a fluiditás növeke­
désének a jele /31. ábra/.

cenciaintenzitás hőmérsékietfüjggését.

10 20 30 40
tco

31. ábra

Exogén utón adagolt linolénsav hatása Chlorella sejtek 

fluoreszcenciaintenzitás hőmérsékletfüggésére / a gör­
bék mellett az inkubációs idő látható/

m
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6.3. Klorofill-а fluoreszcenciaintenzitás hőmérsékletfüggése
Chlamydomonas reinchardii yellow mutánsaiban

Mint korábban említettem, a Chlamydomonas reinchardii al­
ga azért lehet érdekes ezen mérések szempontjából, mert ismertek 

a különböző mutáns tipusok polipeptidjei, és strukturális szem­
pontok szerint jól definiált csoportok alakíthatók ki az egyes 

típusokból /Gyurján, 1983./ Az eddig elvégzett vizsgálatokból 
számunkra a plasztisz szerkezetéről szerzett ismeretek a leg­
jelentősebbek. Ez alapján a yellow mutánsok az alábbi csopor­
tokba sorolhatók:

1./ Fényen nevelve nagy mértékben a vadhoz hasonló szer­
kezettel rendelkeznek.- Sötétben a plasztisz gyen- 

génp fejlett belső membránrendszerrel rendelkezik.
A többé-kevésbé párhuzamos lefutású lamellák főleg 

az envelope közelében helyezkednek el. Belül csak 

igen rövid membránképletek találhatók.
Ide tartoznak: y-48, y-49, y-28.

2a./ Fényen nevelve a magasabbrendüekhez hasonló plasz- 

tisszerkezet, sötétben egyszerű tilakoidok jelen­
nek meg, az előzőnél viszonylag több a lamella. 

/7-21/
2b./ Nem teljesen yellow mutáns /fenotipusa sötétben 

sárgászöld/. Fényen nagy mértékű görbült gránu- 

mok. Sötétben membránok és néhány gránum is meg­
figyelhető. /у-76/

Az alacsonyhőmérsékletü fluoreszcenciaspektrumok is azt mu­
tatják, hogy sötétben az 1 csoport csupán klorofill prekurzoro- 

kat tartalmaz, mig az utóbbi kettő rövid hullámhosszon abszorbe­
áló '’klorofillformákat tartalmaznak. Ezért ezek átmenetek a yel­
low és a vad között.

Fázisátmenetméréseink jó összhangban vannak a fenti megál­
lapításokkal. Jól kivehető különbségeket láthatunk az egyes mu­
táns tipusiknál, de az azonosságok is szembetünőek. /32. ábra/
Jól megfigyelhetőek mindegyik mintánál а о és 5 °C között je­
lentkező vállak, amelyek azonban mintánként jellegzetesen vál­
toznak. E tekintetben a legjobban a y-49 ill. y-76, valamint a 

y-27 ill. y-28 hasonlítanak egymásra. A y-28 valamint a y-48 

a fenti csoportosításban egy csoportba sorolhatók, nem megle­
pő tehát, hogy mindkettőben jól kivehető változás következik be 

a fluorokróm klorofill mikrokörnyezetében 18 оq ^örül
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CJ|lamydomonas reinchardii alga ye Slow mutánsainak, valamint a
494-es /vad/ törzsnek a klorofill-a saáátfluoreszcenciainten- 
zitása a hőmérséklet függvényében /1о“~М DCMU-val kezelve/

/
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Ebbe a csoportba sorolható még a y-49 is, amelynél szintén meg­
figyelhető kisebb intenzitáscsökkenés, de ez nem feltűnő. Fel­
tűnő viszont szintén 18 °C körül a kontrolban előforduló jelen­
tős változás, Igen jelentős intenzitáscsökkenés látható a y-76 

mutánsnál 33 °C körüli tartományban. Mindezek a változások a fázis- 

átmenetek tipikus jelei. Az a tény, hogy az utóbbi mintánál a 

fázisátmenet a magasabb hőmérsékletek felé tolódik el:-rigidebb 

membránszerkezetre utal.A nagyobb, fázisátmenetekre utaló vál­
tozásokon kivül kisebb intenzitásváltozások is megfigyelhetők.
Ez azt mutatja, hogy a különböző membránszerkezetek jelentősen 

módosítják a klorofill-a saját fluoreszcenciájának hőmérséklet­
függését. Nem kis szerpük lehet ebben a membránproteineknek is, 

amelyek hatásának értelmezése további vizsgálatok tárgyát képez­
heti .

6.4. Az 1.6-difenil-l,3.5-hexatrién fluoreszkáló jelzőmolekula
jellemzése és inkubálási módszreének kidolgozása

A DPH abszorbciós és fluoreszvenciaspektruma három maximummal 
rendelkező görbe. Az abszorbció mértéke, de a fluoreszcenciainten­
zitás is változik az oldószer dielektromos állandójának megválto­
zásával. Külön figyelnünk kell arra, hogy a maximumhelyeg nem vál­
toznak ezzel lényegesen, igy a maximumhelyek eltolódááával a mole­
kula környezetének polárosságára nem következtethetünk. /33* ábra/ 
Érdemes megjegyeznünk, hogy igen intenziv fluoreszcenciát tapasz­
talunk a reszuszpendáló közegben is. Mint korábban emlitettem, a 

molekula igen magas extinkciós koefficiense, valamint az igen ma­
gas kvantumhatásfok lehetővé teszi, hogy alacsony koncentrációban

A fluoreszcenciaintenzitás 7,5/tM/dm^ koncentrá-is alkalmazhassuk.
ció körül válik közel konstansá a reszuszpendáló közegben. /34. 
ábra/

A molekula alkalmazásával kapcsolatban a következő kérdéseg 
merülnek fel:

- igazolnunk kell /ki kell mérnünk/ a DPH membránba 

való beépülését
- mennyi idő alatt épül be a membránba, ill. mi az 

optimális inkubációs idő
- melyek az optimális koncentrációviszonyok /mi

a legoptimálisabb DPH koncentráció, és plasztisz 

OD/
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33. ábra

A DPH fluoreszcencia és abszorbciós spektruma különbö-
éter,ző oldószerekben / 

tanol, o-o-o-o- benzol, X
aceton,

= 365 nm, = 43o nm,/
e-

g

TT

1 A

2010
DPH копс.^/йггД

34. ábra

A DPH fluoreszcencia koncentrációfüggése a reszuszpen- 

dáló közegben
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35о ábra

A DPH inkorporációja árpa plasztisz membránba
0D: o,ó// 0D: o,ll, OD: o,4,

A DPH membránba való beépülése egy időben jól nyomonkövet- 

nető folyamat. A kezdeti gyors emelkedés után egy maximum, majd 

a fluoreszcencia csökkenése következik, rövidesen egy dinamikus 

egyensúly áll be. Éppen ezért fontos az inkubációs időt pontosan 

meghatározni, egy mérésnél standardizálni. /35. ábra/ Hasonló­
képpen standardizálni kell a DPH és a liposzóma koncentrációt, 

ill. biológiai rendszereknél a DPH/lipid arányt.
A DPH jelzőmolekula alkalmazását fotoszíntetiKus membránok 

vizsgálatára jelentősen neheziti az a körülmény, hogy /mint azt 
a 33. ábrán is láthatjuk/ fluoreszcenciája épper. a bban a tar­
tományban van, ahol a fotoszintetikus pigmentek elnyelnek. Ez 

az észlelést jelentősen lecsökkenti. A mérésein« során alkalma­
zott minták különböző pigmentkoncentrációjuak voltak, igy a kü­
lönböző abszorbciók kiküszöbölésére a minták optikai denzitását 
a fluoreszcenciamérés hullámhosszára, 43o nm-re standardizáltuk. 

Mindezeket figyelembe véve előzetes vizsgálatokat végeztünk a 

legoptimálisabb koncentrációk megállapitása érdekében. A mérések 

eredményét a 36. és a 37. ábrán láthatjuk. A két ábrából megál­
lapítható az, hogy a legoptimálisabb a o,4 optikai denzitásu 

/43о пт/ plasztisz szuszpenzió, valamint а 7,5>1Л/ dm^ koncent­
rációban alkalmazott DPH. fiz még viszonylag magas fluoreszcenci-



ъ
ю*
15’
20'
30'

¥
• 2
ОРН копе

DPH inkorporació koncentraciófüggése о,4 p^asztisz ОБ 

esetén különböző inkubációs idők mellet
4 3o nm

1 50*-»
5’ •

!
a

^ 30
ja

£20
*r j

0,8 C02 0 60 4
°°430 ~ 

37. ábra

■»

DPH inkorporáció függése a piasztisz optikai denzitásától 

/az alkalmazott DPH koncentráció 7 с /4M/* J
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ciaértéket ad, és a reabszorbció még nem jelentős.

6.5. Zsirsavszintézist gátló szerek árpa kloroplasztiszok ti-
lakoidmembránítára gyakorolt hatásának vizsgálata 1.6-di-
fenil-1.3.5-hexatrién fluoreszkáló .ielzőmolekulával

Ceruleninkezelt etiolált levélszegmentek kloroplasztisz- 

membránjának mikroviszkozitása

Ezekben a kísérletekben a fotoszintetizáló membránok in 

vivo szerveződési folyamatairól kapunk információt. Laskay Gábor 

mérései szerint a cerulenin mind etiolált, mind pedig zölditett 

levélszegmentekben esökkenti az összlipidek mennyiségét, csökkenti 
továbbá az MGDG, DGDG és a PL-ek mennyiségét is, de arányuk a konnt- 

roléhoz hasonló marad. /Laskay, 1981./ Ezekkel az adatokkal össze­
függésbe hozható a mikroviszkozitás hőmérséklettel történő vál­
tozása is.

15 - 2o °C között mindkét rendszernél egy élesebb törés fi­
gyelhető meg mindkét rendszernél. /38. ábra/ A mikroviszkozitás 

értékei a ceruleninkezelt rendszernél alacsonyabbak a kontrolé­
nál, ami az összzsirsavak mennyiségének csökkenésével magyaráz­
ható.

További vizsgálatokat igényel az, hogy a kontrolnál az 5 °C 

körül jelentkező váll kisimul ceruleninkezelés hatására. Össze­
függésbe hozható ez azzal, hogy a cerulenin a különböző lipidek 

zsirsavösszetételére eltérően hat /Laskay, 1981./ Ezek a hatások 

az in vivo méréseknél összegződve jelentkeznek, igy ezekből 
konkrét következtetéseket levonni nehéz lenne.

Piridazinon herbicidek hatása etiolált levélszegmentek 

kloroplasztiszmembránjánák mikroviszkozitására

Mint korábban már emlitettem, a biomembránok fizikai-kémiai 
állapotának meghatározásában döntő mértékben vesz részt a memb­
rán lipid mátrixa, de jelentősen befolyásolja a fehérjék jelen­
léte, sőt fotoszintetizáló rendszerekben a pigmentek, járulékos 

pigmentek is.
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38. ábra

Ceruleninkezelt etiolált árpa levélszejgnentek kloro- 

plasztiszmembránjának mikroviszkozitása a hőmérséklet 
függvényében / A, ceruleninkezelt; B, komtrol,/

A lipidek szerepének tisztázására alkalmasnak látszanak 

olyan hatóanyagok, amelyek alkalmasak a növényi membránok, igy 

a kloroplasztiszmembránok lipidösszetételének és szerkezetének 

módisitására /pl. a zsirsavláncok elongációját, deszaturációját 

gátolják/. Laskay Gábor mérései során igazolódott, hogy a pirid- 

azinon herbicidek kezelt növényekben módositják a telitetlen 

zsirsavak részarányát. Mérései során jellegzetes változást muta­
tott ki mind csirázástól kezdődően kezelt, gyenge fényen nevelt 

/etiolált/ árpa plasztiszokban, mind pedig etiolált levélszeg­
mentek zölditése során.

A SAN 9785 specifikus módon inhibitora a linolénsav-desza- 

turáznak, a SAN 67o6 részlegesen linolénsav-deszaturázgátló ha­
tásán kívül gátolja a karotinoidok bioszintézisét is. A SAN 

9789 csak a karotinoidok bioszintézisét gátolja jelentősen. 

/Laskay, 1981./
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Szintén baskay méréseiből tudjuk azt is, hogy a 16:1, 18:о és 

18:1 zsirsavak mennyiségüket tekintve nem játszanak jelentős 

szerepet a kloroplasztisz felépítésében. A 16:о már nagyobb 

mennyiségben van jelen, de a kezelés során jelentősen nem vál­
tozik /csupán az etiolált levélszegmentek SAN 9789-cel kezelt 

mintáinál növekszik jelentősebben a mennyisége/. Mindezekből 
érthető, hogy figyelmünket elsősorban a 18:2, ill. 18:3 zsír­
savakra, ill. azok arányának változására fordítottuk.

A fentm eredményekkel összefüggésbe hozhatók azok a mérések 

is, amelyek a membrán mikroviszkozitás értékeit mutatják a hő­
mérséklet függvényében. /39. és 4o. ábra/ Ezekből adatokból két 

fontos információt szerezhetünk:
a. / Adott hőmérsékleten megkapjuk a mikroviszko­

zitás értékét ez különböző minták esetében .a- 
membrán fontos paramétere lehet.

b. / A mikroviszkozitás értékeket ábrázolva a hő­
mérséklet függvényében kisebb nagyobb válto­
zásokat figyelhetünk meg. A nagyobb változá­
sok minden bizonnyal a fázisátmeneteknek fe­
lelnek meg. Korábban láttuk, hogy a fázisát­
menet membránszerkezetről adhat fontos infor­
mációt.

A 39. ábrán a csírázástól kezdődően kezelt, sötétben /lábon/ 

nevelt árpa növények kloroplastiszainak mikroviszkozitás értékeit 

láthatjuk 5, 15, 25 és 35 °C-on. A 4o. ábrán ugyanezeket az érté­
keket láthatjuk etiolált levélszegmentek zölditése során. A hő­
mérséklet csökkenésével természetesen a membrán egyre ridegebbé 

válik mindkét rendszerben. Figyelemre méltó, hogy az etiolált 

levélszegmentek zölditése során, valamint a lábon nevelt kont­
rol és SAN 9785 mintáknál az emelkedés fokozatos, mig a SAN 9789 

és SAN 67o6 /lábon nevelt/ mintáknál 15 °C-on enyhe visszaesés 

figyelhető meg. Érthető ez, hiszen a két utóbbi vegyszer anyagcse­
réje összefügg.

A lábon nevelt növényeknél kevésbé, de az etiolált levélszeg­
menteknél különösen megfigyelhet^, hogy a kezelt növények mikro­
viszkozitás értékei magasabbak, mint a kontrolé, ami merevebb 

struktúrát jelez. Azt is megállapíthatjuk, hogy a telitett/teli- 

tetlen zsirsavak aránya nem egyértelmű meghatározója a membrán



39* abra

Csírázástól kezdődően kezelt, sötétben nevelt árpanövé­
nyek kloroplasztiszainak mikroviszkozitás értékei 5, 15, 
25, 35 °C-on DPH jelzőmolekula alkalmazásával
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4o. ábra

Etiolált levélszegmentek zölditése során mért mikroviszko- 

zitás értékek 5, 15, 25 és 35 °C-on DPH jelzőmolekula al­
kalmazásával
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fluid állapotának, hiszen a mikroviszkozitás értékek ezzel 
nem arányosan változnak. A két nagy mennyiségben jelenlevő 

zsirsav /18:3 és 18:2/aránya annál jelentősebb. A csírázástól 
kezdődően keaelt, sötétben nevelt növényeknél ez az érték ál-1 
tálában alacsonyabb, s igy a mikroviszkozitás értékek maga­
sabbak. Feltétlenül figyelmet érdemel az a tény, hogy a hő­
mérséklet csökkenésével legintenzivebben a SAN 9785 lábon ne­
velt mintái emelkednek. Ennek oka az lehet, hogy a membrán 

fizikai-kémiai állapotának meghatározásában döntően csak egy 

zsirsav /18:2/ vesz részt, hiszen ez alkotja a zsirsavállomány 

majdnem 7o $-át. A 18:3 a kontrolban található 57,8 ?6-hoz ké­
pest csak 9,4 %. /baskay, 1981./ Korábban láthattuk, hogy a 

több komponensü rendszerekben a komponensek mintegy nivellá­
ló hatása miatt a változások elmosódottan jelennek meg. Itt
ez a nivelláló hatás nem olyan kifelyezett. A IV. táblázat a-

-11,3 °Cdatai szerint a 18:3 zsirsavak olvadáspontja -lo 

körül van, igy nyilván ezek koncentrációjának csökkenése a ma­
gasabb hőmérsékletek felé tolja el a fázisátalakulást, ill.
merevebb struktúrát eredményez.

Mindezek ellenére a 18:3/18:2 arány változását se sza­
bad mereven értékelni, más tényezők hatását is számitásba kell 
vennünk. A SAN 67o6-tal csírázástól kezdődően kezelt növények­
nél a linolénsav/linolsav arány szintén igen alacsony. Külön fi­
gyelmet érdemel viszont az, hogy a három herbicid közül ez ren­
delkezik a legdrasztikusabb hatással. Részlegesen linolénsav- 

deszaturázgátló hatásán kivül gátolja a karotinoidok bioszin­
tézisét is,de hatására a kloroplasztisz fehérjeszintetizáló 

rendszere is zavart szenvedhet. A fentiekkel magyarázható az, 
hogy ezzel a vegyszerrel kezelt mintákban nem tapasztalható a 

többi mintára jellemző változás. Abban az esetben, ha a kezelést 

nem a csírázástól kezdődően végezzük /zölditett leveleken/, a 

hőmérséklet csökkenésével a többi mintához hasonlóan lassú 

emelkedés tapasztalható a mikroviszkozitásban.
Ha a mikroviszkozitás értékeket a hőmérséklet függvényé­

ben ábrázoljuk /mint .fentebb már említettem/ a fázisátmenet­
ről kaphatunk információt. Erre a 41. ábrán láthatunk néhány 

példát. Mintáinkban éles átmenetet sehol sem tapasztalhatunk, 

kisebb-nagyobb változásokat a membrán folyékonyságában megfi­
gyelhetünk. 15 °C körül mindegyik mintában változás látható.
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Mikroviszkozitás hőmérsékletfüggése néhány /lábon nőtt és úsztatott/ mintánál
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Több mintánál is tapasztalható 5 és 25 °C körül is egy-egy 

maximum. Ezek a hőmérsékletek tehát nem lehetnek közömbösek 

a növények életműködései szempontjából.
Megfigyelhető az is, hogy a fűtés és a hűtés során nem 

ugyanaz a görbe menete. Ez a hiszterézis a kolloid rendszerek­
nél általános о Hasonlót a többi görbénél is megfigyelhetünk, 
de legszembetűnőbb a SAN 67o6 úsztatott és lábon nevelt mintá­
inál. /42. ábra/
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42. ábra

SAN 67o6-tal kezelt árpa plasztiszok tilakoidjainak mikro- 

viszkozitás hőmérsékletfüggése /a. csírázástól kezdődően 

kezelt növényeknél, b. levélszegmentekből izolált plasz-
tiszoknál/
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Feltétlenül meg kell jegyeznünk, hogy ezek a mérések csak 

közelitő számításokat tesznek lehetővé. Ennek oka az, hogy a 

kloroplasztisz rendkívül bonyolult, összetett rendszer. Külön­
böző tipusu, igy különböző mikroviszkozitásu membránrészekből 
épül fel, tehát a DPH más-más membránrégiók változását jelez­
heti. Ezek a hatások szuperponálódhatnak is, igy külön-külön 

tisztán nem érzékelhetők. Ennek ellenére, mint azt a mérések i- 

gazolják, á DPH alkalmas a membrán mikroviszkozitásának mérésé­
re és más módszerekkel kiegészítve a fotoszintetikus- membránok 

strukturális és funkcionális jellemzésére.

7. Összefoglalás

A mérési eredmények összegzéseképpen megállapíthatjuk, 

hogy sikerült igazolni több, már eddig is ismert eredményt:
- A zöld algák szobahőmérsékletű fluoreszcenciája egy maxi­

mummal rendelkező görbe, amely alacsony hőmérsékleten há­
rom jellemző komponensre bomlik.

- Ezen komponensek aránya változhat /pl. a nevelési hőmér­
séklettel/, amely a fotoszisztémák közötti energiamegosz­
lástól függ /STATE I.-STATE II./, és ez függ a membrán 

felépítésétől.
- A fotoszintetikus membrán felépítése / telitett/telitet- 

len zsírsavak aránya/ függ a nevelési hőmérséklettől, de 

módosítható zsirsavszintézist befolyásoló szerekkel is 

mint pl. PA, MA, cerulenin és a piridazinon herbicidek.
- A membrán lipidfázisában bekövetkező változások kimuta­

tására fotoszinte tizáló szervezeteknél alkalmas a rend­
szer belső, klorofill-a fluoreszcenciájának mérése.

- In vivo rendszerekben közelitő számítások végezhetők 

beépített jelzőmolekula /pl. DPH/ fluoreszcencia-pola-
. rizációjának mérésével. Ezekből a mérésekből két fontos 

ihformációt szerezhetünk:
a./ Adott hőmérsékleten mérve a fluoreszcencia 

polarizációfokát a membrán fluiditásáról 
kaphatunk felvilágosítást.
A polarizációfokot /ill. ami ebből szá­
mítható, a mikroviszkozitást/ ábrázolva
a hőmérséklet függvényében a fázisátme­
netről kapunk információt.

b./
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A mérési tapasztalatok egy másik csoportjában sikerült 

fényt derítenünk néhány eddigi megoldásra váró problémára/el- 

méleti és metodikaira egyaránt/, ill. igazolásra került néhány 

feltevés:
- A Chlorella alga fluoreszcencia-intenzitás hőmérséklet­

függésében 12,5 °C körül változások figyelhetők meg.
Az eddigi irodalmi adatok ezt a változást még nem iga­
zolták, de az alacsony hőmérsékletű fluoreszcencia szín­
képek igazolják, hogy ez a hőmérséklet nem lehet közömbös 

a növény számára. Nem meglepő, hogy ezeket a változásokat 
eddig nem sikerült egyértelműen igazolni, hiszen nagyon 

sok tényezőtől függenek, /pl. a minta"előéletétől"is/
- Igatoltuk, hogy a DPH in vivo rendszerekben történő alkal­

mazásé során a méréseket minden esetben meg kell, hogy e- 

lőzze a legoptimálisabb inkubálási körülmények /törzsoldat, 

legoptimálisabb koncentráció, inkubálási körülmények stfa./ 

megkeresése. Mind ezeket figyelembe véve kijelenthetjük, 

hogy a DPH alkalmas kloroplasztiszmembránok mikroviszkozi- 

tásának mérésére.
- A membrán lipidmatrxát legjelentősebben a PA, cerulenin 

és a piridazinon herbicidek közül a SAN 67o6 módositja.
Végezetül több olyan eredményünk is van, aminek pontos ma­

gyarázatához további vizsgálatok suükségesek:
- A telitett/telitetlen zsirsavak aránya mintegy "kuplung­

ként" szabályozza a fotoszisztémák közötti ehergiamegosz- 

lást.
- A magasabb hőmérsékleten tapasztalható hipszokróm eltoló­

dás.
- A DPH alkalmazásával komoly kritikaként merült fel az, hogy 

esetleg fehérjékhez is kapcsolódhat. Feltételezhető, mint 
ezt néhány irodalmi adat is igazolja, hogy az általunk al­
kalmazott gátlószerek a fotoszintetikus membrán fehérje­
komponenseinek változását is érintik. Igaz,hogy más mérési 
eredményekkel összevetve értelmezhetők a mikroviszkozitás 

mérések, ezt a tényt nem szabad figyelmen kivül hagynunk.
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