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poli-(natrium 4-sztirénszulfonat) (negativ toltésii polielektrolit)
szingularis érték felbontés (Singular Value Decomposition)

a dolgozat alapjaul szolgalo sajat kozlemény — kiilon jegyzékben a

dolgozat végén

a (x = zsirsavlancban lev6 szénatomok : y = a kettds kotések) szdma
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A biologiai rendszerek a folyamatos mozgas, valtozas révén a bizonyos ido-, tér-
¢s homérséklettartomanyban fenntartott allandosagot jelentik. Lényegiik a mozgas,
nemcsak makroszkopikus szinten, hanem elemi épitokoveik, a molekuladk szintjén,
sOt még az alatti szinteken is. A rendkiviil komplikalt életfolyamatok szervezését a
természet ugy oldja meg, hogy a kornyezeti homérséklet altal meghatarozott
termikus energiaszint folott nem sokkal magasabban elhelyezkedd kolcsonhatasok
(hidrofob  kolcsonhatasok, hidrogén hidak, elektrosztatikus kolcsonhatasok)
egyenként kis energiat koveteld elemi 1épéseibdl kialakitott oridsi, sok ponton
vezérelhetd haldzatokat hoz 1étre. A halozatok dsszehangolt mitkddését, ami végiil az

¢l6lényt teszi, az €16 anyagban levd informacid szervezi meg.

Ennek a véltozatossadg <> allanddsag problémanak a megoldasat, megértését az
emberek nagyon régen, ¢s igen kiilonbozd szinteken (valldsok, filozofia,

természettudomanyok) keresik.

A természettudomanyos kutatas tekintetében ez az altalanos kép azt jelenti, hogy
a bioldgiai rendszerek széles tartomanyban dinamikusak, a dinamika nemcsak egyes
molekulaik bels6 szerkezetét, hanem a molekuldk kolcsonhatasat is érinti. Jelen
értekezésben a biologia altal kinalt nagyon sok példa koziil a biologiai membranok
szintjén, a lipidekben, a fehérjékben, és a lipid-fehérje kdlcsonhatasokban megjelend
dinamikéval, ennek a dinamikénak a membran szerkezetére és funkciojara gyakorolt

hatasaval foglalkozom.

Azt tudjuk, hogy minden biologiai mukodés csak egy adott homérséklet-
tartomdnyban lehetséges, ami megszabja nemcsak az egyes molekuldk, hanem az
olyan 0Osszetett rendszerek, mint pl. a biologiai membran 1étét is. Az egyes
molekulak, illetve szerkezeti vagy funkciondlis molekulacsoportjaik dinamikaja
sokféleképpen befolyasolja a hozzajuk kapcsolodd életfolyamatokat. Ugy tiinik,
hogy a membrandinamika megvaltozasa a fiziologiai hdmérséklettartomany also és

fels6 hataranal is az életfolyamatok fenntartdsdnak korlatja lehet. Azaz, ha egy
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bioldgiai szervezetet fiziologiai hdmérsékleti hatdraihoz vagy azon tul kényszeritiink,

akkor membréanjainak mitkodése, sot 1éte is veszélybe kertil.

Ezekkel a jelenségekkel kapcsolatban rengeteg kérdés vetddik fel: Mely
membrandsszetevok €s milyen mértékben felelések a membranszerkezet/funkcio
karosodasaért/megsziinéséért? A fehérjek? A lipidek? (Hogy csak a f6 membéan-
alkotokat emlitsiik.) Esetleg a koztiik levd kolcsonhatas megvaltozasa? Adnak-e a
membranok figyelmeztetd jeleket a szervezet szamdra, valamilyen védekezési

mechanizmus bekapcsolasara extrém koriilmények kozott? Ha igen, mi a jel forrasa?

Hogyan lehet egy ilyen problémahalmazt megkézeliteni? En a sok lehetséges
moédszer kozill az infravords spektroszkopiat' vélasztottam, ami olyan energiakkal
operal, mint amelyek a bioldgiai makromolekuldk szerkezetvaltozasainak elemi
Iépéseiben jatszanak szerepet. Ezen kivill az infravords spektroszkdpia egyszerre
képes informaciét adni a membranok lipidjeirdl és fehérjéirdl, roluk olyan
paramétereket szolgaltat, amelyek tobbnyire igen jo korrelacidban vannak
dinamikéjukkal. A lipidekrdl a zsirsavlancok konformécios rendezetlenségének, a
fehérjékrol a masodlagos szerkezet feltardsanak révén tudosit. Sot, a
membranfehérjék H—->D kicserélodésének mérése révén, direkt membrandinamikai

vizsgalatokat is lehetové tesz.

A vizsgalatokhoz olyan bioldgiai rendszereket vélasztottam, amelyek genetikai
modszerekkel megvaltoztathatoak, és igy szelektiven tudtuk a szdmunkra érdekes
Osszetevoket befolydsolni. A vizsgalt objektumok cianobaktériumok tilakoid és

citoplazma membrénjai voltak, ahol a zsirsavak telitetlenségét tudtuk kivansagunk

1 Rezgési spektroszkopiai kutatdsaim a 70-es évek kozepén indultak a Szegedi Biologiai Kézpont
Biofizikai Intézetében. Kandidatusi fokozatom megszerzése (1984) utin az SZBK Noévényélettani
Intézetének kutatéival egyiittmikodve a cianobaktériumok fénybegyijté rendszerének fehérjéivel, a
fikobiliproteinekkel kezdtink el foglalkozni. Mi voltunk az elsék, akik hasznalhat6 rezonancia Raman
spektrumot kézoltink ezekrdl a fehérjékrsl, késébb a #N—1N izotdpcsere kihaszndldsaval teljes
asszignacidjat is adtuk a fikobiliprotein kromoférok, a fikocianobilin és a fikoeritrobilin rezonancia
Raman spektruménak. {gy aztin tobbszér meghivott eléaddja is voltam az ezzel a témaval foglalkozd
konferencidknak, szimpéziumoknak. Anyagi lehet6ségeink azonban nem tudtak Iépést tartani a téma
fejlédésével, ezért 1993-94-ben az olcsébb ,,testvér”, az infravords spektroszkopia felé fordultunk. igy
a dolgozatban kandidatusi fokozatom megszerzése Ota készilt kézleményeim kozil nyolenak a
felhasznalasaval, és kisebb részben a téma kifejtését teljesebbé tevs, mashol még nem publikalt,
legijabb eredményeim hozzaadasaval a biolégiai membranokon végzett infravords spektroszkopiai
munkassagomat fogom Osszefoglalni.
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szerint megvaltoztatni, tovabba a dohany, aminek tilakoid membranjaban a
foszfatidilglicerol zsirsavosszetételét valtoztathattuk meg. Az, hogy a vizsgalt
membranok fotoszintetikus membranok voltak, alkalmat adott néhany, a
fotoszintézissel kapcsolatos probléma tisztazasara is, de egyébként csak modellként

tekintem 6ket egy altalanosabb probléma vizsgalatdban.

A kérdés, amire szdndékaim szerint az egész dolgozatban a vélaszt keresem, a
klasszikus ,,mi volt el6bb, a tylk, vagy a tojas” problémahoz hasonlit, nevezetesen:
»Minek van elsddleges szerepe a membranok dinamikajanak alakitasaban, a

fehérjéknek, vagy a lipideknek?”
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IRODALMI ATTEKINTES

A biolégiai membranok

A tudoményos értekezések altaldban azzal kezdddnek, hogy a szerzd kijelenti,
hogy az éltala tanulmanyozott kérdés az adott tudomanyag egyik alapvetd
problémaja, annak vizsgalata tehat idészerli és fontos. Szerencsés helyzetben vagyok,
mert a bioldégiai membranok a biologia tekintetében ennek a feltételnek
mindenképpen megfelelnek, hiszen, hogy mdast ne mondjunk, vannak olyan
definiciok, amelyek ,,Az ¢l éllapot”-0t2 a kornyezettdl valé elhatarolodassal, illetve
a kornyezettel folytatott anyagcserével jellemzik. Ezt a két funkciot pedig éppen a
biologiai membranok egyesitik magukban. Ennek megfeleléen azutan a biologiai
membranok (a tovabbiakban: membranok) kutatdsa nagyon sok teriiletet dlel fel,
amibdl még egy-egy teriiletnek is csak kis részét tlizheti ki vizsgalodasa targyaul
egy-egy kutatd. A membranok komplikalt kémiai 0Osszetétele, funkciondlis
sokszinlisége miatt még egy lesziikitett t€éma estében is szoros egylittmikodésre van
sziikség vegyészek, biologusok, fizikusok kozott. Fizikus 1évén, az értekezésben
bemutatand6 munkakban, a bioldgiai minték eléallitasaban, biokémiai jellemzésében
nagymértékben kellett, hogy tamaszkodjam kollégaim ismereteire, segitségére. E
tekintetben a Szegedi Biologiai Kozpont egyik alapitd6 gondolata, az
interdiszciplinaris kutatasok lehetévé tétele’, igen jol mitkodott. A Szegedi Biologiai
Ko6zpont Novénybiologiai Intézetének munkatérsaival® fenntartott immar 25 éves
egylttmitkodésem volt a ,,biologiai alapja” az értekezésben szerepld munkaknak is.

Az egyes esetekben eltérd mas partnerek majd kideriilnek az idézett kozleményekbdl.

2 Hommage a Szent-Gyo6rgyi Albert
3 Els6sorban Straub F. Bruno-nak koszonhetSen.

4 Itt ki szeretném emelni Gombos Zoltant, aki a cianobaktériumokon val6 egyiitt munkalkodasunk
kezdeményezbje volt, és akit6l nagyon sokat tanultam a cianobaktériumok fiziologidjat és a
LHlipidolégiat” illeten.
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Engem a biologiai membranok tekintetében fdleg a szerkezeti, dinamikai
vonatkozasok érdekeltek. Egyrészt, hogy hogyan lehet megismerni a lipidek’
membranbeli szerkezetét, ennek a szerkezetnek a dinamikéjat, masrészt hogyan lehet
felderiteni a membranfehérjék ugyanezen tulajdonsagait, harmadrészt, hogyan hatnak
koleson a lipidek a membranfehérjékkel, és ebben a kdlcsonhatdsban mi a szerepe az

egyes komponensek szerkezetének, dinamikéajanak.

Ahogy ma a biologiai membranokat elképzeljiilk, amilyen irdnyokban
vizsgalédunk, azt dontdéen a Singer és Nicholson altal 1972-ben felvazolt ,,Fluid
mosaic” membran modell hatirozza meg (1). Ez a modell, leegyszerisitve, azt
mondja, hogy a biologiai membranok lipid kettdsrétegekbdl allnak, amelyek polaros
fejcsoportjai kétfeldl a vizes fazissal vannak kapcsolatban, és a membran belsejében
vannak a ,fluid”® allapota hidrofob zsirsavlancok. Ebben a kétdimenzios lipid
Htengerben” usznak a membranfehérjék, amelyek ugy vannak a membranba
beagyazva, hogy transzmembran részeik hidrofobok, a membranbdl kialld részeik,
legaldbbis a felszinlikon, hidrofilek. Eredeti megfogalmazasa ota, persze, ez a kép
sokat finomodott (2), ma masként gondolkodunk példaul a lipidek membranbeli
gyors laterdlis diffuziojar6l, amit az eredeti modell feltételezett, magukrol a
membranalkotd lipidekrdl is, példaul a lipid ,.tutajok” (rafts) (3) idedjanak
felmertiilése Ota, vagy hogy tudjuk, vannak olyan lipidek, amelyek énmagukban nem

lennének képesek kettdsréteg kialakitasara.

Vizsgalataimat jorészt megszabta, hogy modszerként az infravoros
spektroszkopiat hasznaltam, ami kivald eszkdznek bizonyult, de menet kozben magat
a metodikat is folyamatosan fejleszteni kellett, hogy az informaciot, amit a modszer
elvben biztosan nyujt, ki is nyerhessiikk, és az eredményeket megfelelden
megmagyarazhassuk. Az alabbiakban ezért elsdsorban az infravords spektroszkopia
szemszOgeébdl, annak lehetdségeinek figyelembe vételével igyekszem felrajzolni azt

a képet, amit a membranok mutattak, amikor elkezdtiik vizsgalatainkat, és jelzem

5 A kémiai nevek tekintetében, ahol csak lehetséges, az El6di Pal iranti tiszteletbdl (akinek csoportjaban
kezdtem el dolgozni diakk6rosként), az dltala irt Biokémia kényvet kévetem.

6 A L, fluid” kifejezés, lévén, hogy egy makroszképikus paraméterre vonatkozik, bar altalanosan
hasznalatos, a biolégiai membranokra alkalmazva nem egészen pontos. A dolgozatban kés6bb majd
kitérek hasznalatanak korlatira.

11
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majd azokat a pontokat, ahol a mi kutatasaink a kordbbiakhoz csatlakoznak. A
membran {6 alkotoit, a lipideket és a fehérjéket eldszor kiilon-kiilon targyalom,

azutan térek at az egész membran szerkezetére vonatkozo vizsgéalatokra.

LIPIDEK

Ami a rezgési spektroszkopidt illeti, a lipidek kettdsrétegbeli szerkezetét
kezdetben Raman spektroszkédpidval vizsgaltak, méghozza modell membranokban,
kihasznalva, hogy az ilyen mintdk nem nyelik el a gerjesztd (altaldban Ar', vagy Kr")
lézer fényét a kék-zold tartomanyban. Bevezettek egy lateralis rendparamétert, a
3000-2800 cm™ kozotti C-H rezgési tartomanyt felhasznalva és egy tranzverzalis
rendparamétert, az 1200-1000 cm™ kozotti C-C rezgési tartoméanyra alapozva (4),
amelyekkel jol le lehetett irni a lipid zsirsavlancok rendezetlenségének mértékét,
illetve a rendezetlenség megvaltozasat, pl. hdémérsékletvaltozas, vagy valamilyen, a

membran szerkezetét befolyasolo anyag hataséra (5) .

A lipidek infravoros spektroszkopiaja

A 70-es évek végén, a 80-as évek elején, a Fourier transzformacios infravords (a
tovabbiakban: FTIR) spektroszkopia fokozatosan kiszoritotta a Raman
spektroszkopiat mind a modell lipid, mind a bioldgiai membranok vizsgalatanak
teriiletérél. Az infravords spektrumban a C-H rezgések, a csoport aszimmetridja
miatt, erdsebbek, a C-C rezgések pedig szintén szimmetria okokbdl, gyengébbek,
mint a Raman spektrumban. Illusztralasul bemutatom a dipalmitoil foszfatidil-kolin

(DPPC) infravoros spektrumat.

Manapsag az infravords spektroszkopia egy jol kiprobalt, megbizhatdé modszer, mind
modell (6), mind biolégiai membranok (7;8) jellemzésére. Az infravoros

spektroszkopia eldnyei kozott e tekintetben meg kell emliteniink azt,

7 Félkovéren jelzem azokat a hivatkozasokat, amik sajat, de a dolgozatban részletesen nem targyalt
munkdkra vonatkoznak.

12
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1. abra: A DPPC infravords spektruma D,O-ban. A CH rezgési tartomany és az észter C=0 rezgés

lesz az, amivel a dolgozatban részletesen foglalkozom.

hogy az infravords spektrumban egyiitt vannak a lipidekre, illetve a
fehérjékre jellemzo, de egymastdl jol elkiiloniilt tartomdnyok, igy egyszerre
tanulmanyozhato a két membrankomponens kiilon-kiilon, és kdlcsonhatasaik
is,

hogy lehetdség van kiviilrdl bevitt, izotdppal jelolt, de egyébként a
rendszerben meglevd, azokkal kémiailag azonos molekulak vizsgalatara (9),

sOt arra is, hogy in situ jeloljlink izotoppal lipid molekuldkat (10)

13
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A lipidek fazis allapotdara, konformdciojara jellemzo paraméterek az infravoros

spektrumban:

CH; bologato rezgés eloszlds (wagging progression)

Van a lipidek infravords spektruméaban egy olyan tartomany, ami kozvetlentil
meg tudja mutatni, hogy hany ,torés”, a szabalyosan pakolt transz lanc
konforméciotol valo eltérés, van a zsirsavlancokban (11). Ez a tartomany a C-H
rezgések deformacios rezgéseihez kapcsolodik. Ugy talaltik ugyanis, hogy az egyes
CH, szegmensek deformacids rezgései csatolddnak egymdashoz, mégpedig attol
fliggden, hogy milyen hosszu a transz szakasz a lancban. Ezt a csatolast megtorik a
gauche szegmensek, ezért a CH, bologatéd rezgések 1180-1340 cm™ kozott egy sav
sorozatot adnak (CH, wagging progression), a sorozat egyes elemeinek
intenzitasabol kiszdmithatd, zsirsavlanconként atlagosan hany gauche szegmens van
a membranlipideken. Példaul, a DPPC folyadékkristalyos (L-o) allapotaban
zsirsavlanconként 3.6-4.2 gauche szegmens van, ha koleszterolt adunk a modell
membranhoz, akkor a gauche-ok szama lecsokken nagyjabol 1-re (12). A probléma
csak az, hogy ezek a deformacids rezgések elég gyengék. Ahhoz, hogy értékelhetden
lassuk Oket, olyan vastag mintdt kell hasznalni, hogy egy bioldgiai membran
esetében a fehérjék abszorpcidjanal mar telitésbe menne a spektrométer (7), és igy
elvesztenénk az infravords spektroszkopia egyik f6 vonzerejét a lipid-fehérje
kolcsonhatasok vizsgalataban, nevezetesen, hogy egy mintan, ugyanabban mérésben
vizsgalhatjuk mindkét membranalkotd viselkedését. Azért a CH, bologatd rezgés
ilyen hasznositdsar6l nem mondtunk le teljesen, de az értekezésben szerepld
valamennyi munkaban a CH; nyujtasi rezgéseket hasznaltam a lipidek allapotanak
jellemzésére, és ennek a tartomanynak az analizisét igyekeztem olyan irdnyban
fejleszteni, hogy tudositson a tramsz és gauche rotamerek aranyanak esetleges

megvaltozasarol.
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C-H nydjtasi rezgések

Modell rendszerben széles korben hasznaljdk az infravords spektroszkopiat a
foszfolipid kettdsrétegekben a lipid zsirsavlancok rendezettségének/rendezetlensé-
gének vizsgalatdra (13). E tekintetben a leginkabb hasznalt spektroszkopiai
paraméter a CH, csoportok szimmetrikus nyujtasi rezgése (veymCH) 2850 cm’
koriil (1._abra). Ennek a rezgésnek a frekvenciaja 2-5 cm™'-t tolodik el a magasabb
frekvencidk felé a gél—>folyadékkristaly fazisatmenet soran. A vsmCH, frekvencia

hémérsékletfiiggése nagyon  érzékeny mutatdja a  lipid  zsirsavlancok
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2. 4abra: A dipalmitoil és a dimirisztoil foszfatidilkolin (DPPC és DMPC) vg,CH,
frekvencigjanak (lasd 1. abra) homérsékletfiiggése. Szembetind, hogy a mirisztinhez képest a
palmitinsavban levd kettdvel tobb szénatomnak milyen nagy hatdsa van a gél-folyadékkristalyos
fazisatmenet homérsékletére. A DPPC esetében a palmitinsav hosszabb lancai miatt vastagabb
hidrofob réteg megbontasahoz majdnem 20 C’-kal magasabb hémérsékletre® van sziikség, mint a
DMPC-nél.

Ennek illusztralasara bemutatom két lipid, a dipalmitoil és a dimirisztoil
foszfatidil-kolin veymCH, frekvencidjanak hémérsékletfiiggését (2. abra). Az abran
jol latszik, hogy a lipid fazisdtmenet mennyire érzékeny, pl. a zsirsavlancok hosszara.

A DPPC kettdsréteg 16 szénatomot tartalmazé palmitinsav lancokbol allo vastagabb

8 Nehogy becsapodjunk, ez a 20 Ce foknyi killénbség csak kértlbeltl 7%-os energia névekménynek felel
meg]!
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hidroféb rétegének megbontasdhoz majdnem 20 C°-kal magasabb homérséklet kell,
mint a 14 szénatombol all6 mirisztinsav kettdsrétegéhez. A zsirsavlancok hosszén
kiviil, a vsymCH, sav frekvencidjanak hémérsékletfiiggése nagyon fiigg a membran
egyéb paramétereitdl, pl. a lipid- és a zsirsavOsszetételtdl, a lipidek és a fehérjék
kozti kolecsonhatasoktol (15). A 2. abran latszik, hogy, a vymCH, eltolodasanak
leirasdhoz a frekvenciat nagy pontossaggal kell meghatarozni. A frekvencia
meghatarozasa kezdetben a csucs kozvetlen kdrnyezetében illesztett polinomokkal
tortént, vagy a sav sulypontjanak meghatarozasaval (16). Tudtommal mi voltunk az
els6k, akik az infravords spektroszkopia elméletének megfeleléen, Lorentz gorbével
illesztettiik a v¢,mCH, savot (10). A bemutatott gorbéken a pontossag koriilbeliil 0.1

-1
cm .

Egy masik diagnosztikai értékli paraméter a vemCH, sav szélessége, ami
jelentésen megnd a gél—folyadékkristaly fazisatmenet soran (17). Kidertilt azonban,
hogy a vymCH, frekvencia eltolddasanak, illetve savszélesség novekedésének
hémérsékletfiiggése nem azonos sem bioldgiai (18;19), sem modell membranokban
(20). Az eltéré hémérsekletfiiggés abban nyilvanul meg, hogy gél—folyadékkristaly
atmenet sordn a savszélesség novekedése lényegesen alacsonyabb homérsékleten

indul be, mint a frekvencia eltoldédasa.

A jelenséget azzal probaltak magyarazni, hogy a savszélesség, illetve a
frekvencia valtozadsa a lipid rendezetlenség és mobilitds mas-mds aspektusdhoz
kotddik (19;21). Ezt a magyarazatot meglehetdsen kétségesnek talaltam, a jelenség
mélyebb megértésének vagya vezetett a vymCH, rezgés, jelen értekezésben is
targyalt, részletesebb vizsgalatahoz. A lipid megolvadas jelenségének megértésében
nagyon fontos 1épést jelentettek Dluhy és munkatarsainak vizsgalatai (20;22). Ok egy
kétallapotd modellt fejlesztettek ki két lipidbdl allo rendszerek viszonyainak
leirasara. A két allapot a gél, illetve a folyadékkristalyos allapot volt, meghataroztak
az ezekre a tiszta allapotokra extrapolélt infravords spektrumokat, és a koztes
allapotokat a két ,tiszta” spektrum megfeleld Osszekeverésével eldallitva,

kvantitativan le tudtak irni az olvadés folyamatat.

16



Irodalmi attekintés

Az izotop-helyettesités lehetoségei membran lipidek tekintetében:

A membranok szerkezetének vizsgélataban izotopként eddig tudtommal csak a
deutérium szerepelt, érthetden, hiszen a deutérium adja a legnagyobb izotdp effektust

(a kétszeres tomeg kovetkeztében egy tisztan H/D atomot tartalmazé rezgési modus

2mX +my

frekvencidja X-H kotés esetében harmonikus kozelités esetén -ére

m, +m,
csokkenne - ahol m az illetd atom tomege). A valosdgban ehhez az értékhez igen

kozel is van a C-H/C-D rezgések frekvencidjanak aranya.

Kiviilrél bevitt molekuldk alkalmazasa

A mindig tobbféle lipidet tartalmaz6 bioldgiai membranokban az infravords
spektroszkopiaval elérhetd szelektivitas lehetdségét adhatja, ha olyan lipideket
hasznalunk, amelyek zsirsavlancaiban a hidrogén atomokat deutériumokra cserélték
ki. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy perdeuterdlt, vagy elére meghatarozott
helyeken deuteralt lipidekkel épitenek fel modellrendszereket (23-27), vagy olyan
biologiai rendszereket vizsgdlnak, mint pl. a vordsvértestek, amelyek képesek

felvenni kiviilrdl adott lipideket (9;28).

In situ deuterdlas

A lipidek deuterdlasanak egészen 1) lehet6sége meriilt fel annak az eredeti
megkdzelitésnek a nyoman, ami Jo6 Ferenc és Vigh Laszlo nevéhez fiizédik, akik
vizben old6d6 katalizatorok alkalmazédsaval in situ telitették a lipidek

zsirsavlancainak kettSs kotéseit modell, illetve bioldgiai membranokban (29)°. Azaz,

9 Ez a megkozelités eredetileg arra szolgalt, hogy felderitsék, milyen kézvetlen szerepe lehet a lipidek
kett6s kotés tartalmatdl fligeé membran fluiditisnak a névényi sejtek hémérsékletadaptacidjaban. Ez a
probléma szorosan kapcsolédik az un. homeoviszkézus adaptacié fogalmahoz, amire még késébb
visszatérek.
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az eredetileg meglévé —HC=CH- szegmensek helyett -HCH-HCH- szegmenseket
hoztak létre.

Az alapelgondolast, spektroszkopus 1évén, kiterjesztettem azzal, hogy hasznaljuk
ki a deutérium infravords spektrumok tekintetében oridsi izotdp effektusat, és
végezziik deutériummal a katalizatoros kisérleteket. Eszerint, az eredetileg meglévo -
HC=CH- szegmensek helyett, szdndékunk szerint, —HCD-HCD- szegmenseket
alakitottunk volna ki'’. Ilyen médon ,.tokéletes” jelolt molekuldahoz juthatunk, amely
kémiailag megegyezik a tobbi molekuléval, de infravords spektruma C-D rezgéseket
tartalmaz, amik a 2800-3050 cm™ kozotti C-H rezgésektdl teljesen elkiiloniilten,

2050-2200 cm™ koriil jelentkeznek.

Ez az elgondolds be is wvalt, elészor modell rendszeren (31), majd
szarkoplazmatikus retikulum membranokon mutattuk be (10), hogy lehetséges olyan
deutérium jeldlést kialakitani a membranokban, ami infravoros spektroszkopiaval jol
detektalhatd, és hogy a deutériummal megjeldlt molekulak viselkedésébdl a
membran szerkezetét, a fehérje-lipid kolcsonhatdsokat érinté kovetkeztetések
vonhatok le. A katalitikus reakci6 ledllitdsdval nyerhetd, deutériummal részlegesen
telitett, eredetileg telitetlen zsirsavak alkalmazasiban az az otlet, hogy kettds
informéacidhoz jutunk: (i) A minden zsirsavlancon meglevé CH, csoportok
vizsgalatabol megtudjuk, milyen a zsirsavak atlagos rendezetlensége a rendszerben.
(i1) Mivel a deutérium jelolés csak az eredetileg telitetlen 9, 12, 15-0s pozicidkban
lehetséges, a H-C-D csoportokkal olyan szerkezeti probakhoz jutunk, amik a
membrannak csak egy bizonyos mélységébdl tuddsitanak. Ezen kiviil azzal, hogy
telitettiink bizonyos zsirsavakat, egy olyan populaciét hoztunk létre, amelynek

viselkedése egészen eltérd lehet a nem érintett lipidekétol.

Ezeket az eredményeinket nem fogom részletesen megtargyalni a dolgozatban,
majd csak arra a megfigyelésre fogok kitérni, miszerint dioleil foszfatidil-kolin

(DOPC) deutériummal valo fokozatos telitésekor a kapott, egyre ndvekvd mértékben

10°Az infrav6r6s spektroszkopiai mérések tandsaga szerint azonban mindig jelentés mennyiségli -DCD-
DCD- szegmens is keletkezett. A nem vart CD» csoportok eredetének felderitése az egész katalizator
csalad addig gondolt mikédési mechanizmusanak feliilvizsgalatahoz vezetett. Errdl sz016 cikkunket
(30) nem targyalom az értekezésben.
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telitett, azaz egyre tobb stearinsavat (S) tartalmazo DOPC/OSPC/SOPC/DSPC
keverékekben a v(C-D) rezgés frekvencidja nem fliggott a telitettség mértékétdl, a
veymCH, frekvencidja viszont csokkent, ahogy a telitett zsirsavak ardnya nétt. Ez a
latszolagos ellentmondas lett egyik kisérleti alapja a vemCH, rezgések részletes

vizsgalatanak, amit részletesen bemutatok a késébbiekben.

In vivo deutérium jeldlések

Egyes esetekben megvan a lehetdésége annak, hogy az egész organizmust
deuteralt kornyezetben neveljék fel, mint példaul az E.coli-nal", vagy a
cianobaktériumoknal. A cianobaktériumok esetében a mult szdzad 60-as éveiben
Katz és munkatarsai foglalkoztak cianobaktériumok D,0O-ban valé felnevelésével,
Oket a normalis, illetve deuteralt fehérjék szerkezeti stabilitasa kozti kiillonbség
érdekelte (32). Osszesen négyféle lehetdség adodott: (i) normal fehérjék vizben, (ii)
normal fehérjék nehézvizben, (iii) deuteralt fehérjék vizben és (iv) deuteralt fehérjék

nehézvizben'?.

Az deriilt ki, hogy a legstabilabbak a normal fehérjék deuteralt kornyezetben,
azutan a normal fehérjék normdal kornyezetben, a deuterdlt fehérjék deuteralt
kornyezetben és végiil a deuteralt fehérjék normal kdrnyezetben. A jelenségnek az a
magyarazata, hogy a kicserélddd, illetve a nem kicserélddé H/D atomoknak eltérd

hatdsa van a fehérje stabilitasara.

Egy normal fehérje normdl kérnyezetben optimalis szerkezetlinek tekinthetd. Ha
a fehérje nehézvizbe valo tételével a hidrogén hidakat kicseréljiik deutérium hidakra,
akkor a deutérium kétszeres tdmege miatt altalaban megnd a hidrogénhidak kotési

energidja. Ellenben, ha egy deutériumos kornyezetben nevelt fehérjét tekintiink, ahol

11 Az E.coli-t legtobbszor azért nevelik deutériumos kérnyezetben, hogy deuteralt fehérjéket allitsanak eld,
leginkabb neutron diffrakciés kisétletek szamara, példaul a riboszoma szerkezetének felderitéséhez,
ahol a riboszéma egyes fehérje komponenseit deuteraltakra kicserélve a szerkezet fokozatosan
felderithetd.

12 Ttt meg kell emliteni, hogy a H/D atomok viselkedése nagyon fugg attdl, milyen atomhoz kétédnek. Ha
olyan atomhoz kétédnek, amelyik képes hidrogén hid kialakitasara (O, N, és valamelyest a S is), akkor
ezek a H/D atomok ki tudnak cserélédni kérnyezetik (leggyakrabban a H,O vagy D,O) H/D
atomjaival. Azok a H/D atomok azonban, amelyek példaul szénatomhoz kotédnek, nem cserélédnek
ki. Ezért volt érdekes a kétféle fehérjénél mind a kétféle oldészer hasznalata.
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az aminosav oldallancok CH,, CH; ¢és aromds CH csoportjaiban mindenhol D
atomok lesznek, akkor ezek a cserék érintik a fehérje szerkezetét, mert a deutérium
nagyobb tomege miatt, a C-D kotés térkitoltése 2-3%-kal kisebb lesz, mint a C-H
kotésé, ezért az ilyen fehérje szerkezetek stabilitasa lecsokken. Ezt a
stabilitdscsokkenést némiképp ellenstilyozni tudja a D-hidak nagyobb kotési
energiaja, ezért stabilabb egy D-fehérje deutériumos kornyezetben, mint a

normalban.

A fehérjék masodlagos szerkezetét tekintve azonban kiderilt, hogy az
gyakorlatilag azonos a normal és a deuterio-fehérjékben, mint azt korabban
immunologiai médszerekkel (33), és mostandban a masodlagos szerkezet részletekbe

mend infravords spektroszkopiai vizsgalataval is kimutattak (34).

A deuterdlasnak ezt az aspektusat azért targyaltam ilyen részletesen, mert ez adta
az alapotletet egy kisérletiinkh6z, amit még eréforrasok hianya (draga a D,0O) miatt
nem tudtunk teljesen befejezni (de a kozeli jovOben remélem, hogy igen). Ezt a
munkat nem ismertetem részletesen az eredményeknél, itt roviden azért térek ki ra,
hogy lehetdleg teljes legyen a kép az izotdphelyettesités lehetoségeirdl és igéretes

képességeirol.

Az éltalunk elvégzett kisérlet (amihez hasonlét tudtommal eddig senki nem
csinalt) lényege, hogy cianobaktérium sejteket neveltiink egyre novekvé mértékben
deuteralt tapoldatokban, és mindig megmértiik membran lipidjeik zsirsavlancainak
rendezetlenségét a homérséklet fliggvényében. Ebben a kisérletben az az érdekes,
hogy a C-D csoportok kisebb térkitoltése, mint fentebb emlitettem, okoz ugyan
stabilitas csokkenést a fehérjékben, de a fehérjék szerkezete, mivel azt a valtozatlanul
marado peptidkotések hatdrozzak meg, nem valtozik. Nem igy a lipidek esetében. Itt
a kisebb C-D térkitoltés miatt a zsirsavlancok egymashoz kozelebb helyezkedhetnek
el, iranyonkeént 2-3 %-kal slirlibben. A membran két dimenzidjat figyelembe véve ez
mar jelentds 0sszetomordodést jelent. A szorosabban pakolt zsirsavlancok ,,hidegebb”,
rendezettebb membranokat kellene, hogy adjanak, ugyanazokon a homérsékleteken,

mint a normalis zsirsavlancok.

Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy a varakozéssal ellentétben, a v(C-D)

rezgéseket nézve az infravorés spektrumban, nem valtozik meg a
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membrandinamika'® hémérsékletfiiggése a deuteralt membranokban a normalis
membranokéhoz képest. A deuteracid szintjének fokozasaval egy darabig lathatunk
C-H és C-D rezgéseket is, ezek hémérsékletfiiggése is egyformanak adédott'®. A
legmeglepébb eredményt a deuteralt membranok zsirsavisszetételének analizise
szolgéltatta, ami szerint a deutériumos kdrnyezetben nevelt sejtek membranjaiban a
zsirsavlancok lényegesen rovidebbek, mint a normal sejtekben, még az sem kizart,
hogy elagaz6 lancokat tartalmaznak, ennek tisztdzasara még tovabbi kisérleteket kell
végezniink’. Azaz, igy tiinik, hogy a sejtek mindenre készek, hogy biztositsak az
adott homérsékleten a sejt elhatarolasahoz, az anyagcseréhez, a membranfehérjék

miikodéséhez megkivant membrandinamikat.

FEHERJEK

A lipidek mellett a membranok masik f6 alkotdelemei a fehérjék, amelyekhez a
membranfunkciok nagyrészt kothetéek. A membranfehérjék, eltér6é aminosav
szekvenciajuk miatt, lényegesen kiilonboznek vizben old6do tarsaiktol, és sajnos
ezek a kiilonbségek szinte kivétel nélkiil, a veliik valé bands sordn a nagyobb
technikai nehézségek iranyaba hatnak. A membranfehérjék kémiai természete,
masodlagos szerkezetének elemei természetesen azonosak a vizben oldodo
fehérjékével, de ezen tulajdonsdgoknak a membranfehérjén beliili eloszlasa az, ami
vizben oldodokétdl kiilonbozik. A membranfehérjéket nagyon nehéz vizes oldatban
tartani, felszinlik legnagyobb részét hidrofob aminosav oldallancok boritjak, ezért

oldatba viteliikh6z segédanyagokra, rendszerint valamilyen detergensre van sziikség.

13 A lipidek infravords spektroszkopiajaban tulajdonképpen nem a molekuldk dinamikdjat, hanem a lipidek
konformacié eloszlasat mérjiik meg, ami azonban legt6bbszor szoros korrelaciot mutat a zsirsavlancok
dinamikajaval. Az infravéros spektrumokban a vymCHy rezgés savjanak, folfele toléddsaval lehet
jellemezni a zsirsavlancok névekvé rendezetlenségét, azaz tobbnyire magasabb dinamikajat, mint azt a
2.abran megmutattam.

4 Amikor a deuteracié szintje mar igen magas (>90%), akkor a megmaradé gyenge C-H rezgésbdl
szarmazo6 sav hémérsékletfiiggése mas, mint a C-D rezgések hémérsékletfiiggése. Ez még igen csak
elézetes eredmény, de mintha arra utalna, hogy a sejt valamilyen izotép preferenciat érvényesit
bizonyos esetekben.

15 Ttt is érzem Farkas Tibor fdjdalmas hianyat, varatlan halala megszakitotta egyluttmtkodéstnket e téren
is, nem beszélve bolcs tanacsairol, személyiségérdl.
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Masodlagos szerkezetiikben altaldban az o-hélixek dominalnak, amelyek
transzmembran szegmensekbe rendezddnek, a vizes fazisba kinyuld részeik
rendszerint rendezetlenek, vagy [p-szerkezetiiek. Vannak azonban olyan
membranfehérjék is, amelyek tgynevezett [B-hordd szerkezetbe rendezdédnek, és
tobbnyire a membranon keresztiili transzportban vesznek részt (példaul a

mitokondriélis fehérje transzportban (35)).

A fehérjék infravoros spektroszkopiaja

Az infravords spektroszkopia tekintetében nem kell kiilonbséget tenniink a
vizben o0ldddd €s a membranfehérjék kozott, spektroszkopiailag a feladat és a
problémdk azonosak, a kiilonbségek a mérések technikai megolddsaban, a mintdk

elokészitésében és kezelésében vannak.

Azt, hogy az infravords spektroszkopiat a fehérjék masodlagos szerkezetének
leirdsara lehet felhasznalni, elsGsorban az teszi lehet6vé, hogy az aminosavak
halmazabol a fehérjét kialakitd peptidkotésekben levéd C=O csoportok gyakorlatilag
mind hidrogén hidakat képeznek, és a v(C=0) frekvencia fiigg attdl, hogy milyen
annak a hidrogén hidnak az eréssége, aminek az adott peptidkotés O atomja az egyik
pillére. Ezeknek a rezgéseknek az Osszessége adja az amid I tartomanyt, ami 1700-

1600 cm™ koz6tt helyezkedik el.

Misodsorban azért lehetséges, leginkabb a fehérje sajat dinamikajanak vizsgalata
infravords spektroszkopiaval, mert a peptidkotés N-H csoportjai, amelyek a C=0
csoportoknal emlitett hidrogén hidak masik felét adjak, nagyon érzékenyek a H<>D
izotopeserére. A 3(N-H) frekvencia, ami 1550 cm™ koriil van, nagyjabél 1450 cm™-
re tolodik a O(N-D) esetében. Ezek a rezgések adjak az amid II, illetve az amid 1T’
savokat'®. A peptidkotések karakterisztikus rezgési frekvencidit és azok

asszignacidjat jol osszefoglalja Arrondo egy 1993-as kdzleményében (36).

16 Deuteralt csoportok esetében az amid savokat I’ és IT” jellel jel6ljik.
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Természetesen, amit itt felvazoltam, az egy durvdn leegyszerisitett kép, de
konnyen megjegyezhetd, és azért fedi a 1ényeget is. A peptidkdtés rezgési modusai
joval Osszetettebbek, az amid I sav rezgéseiben is van csatolt N-H deformacio, az
amid II sdvban is van csatolt C=0 rezgés, de a fentebb, az egyes savok jellemzésére

megadott rezgések adjak a legnagyobb hozzdjarulast az adott médushoz.

A peptidkotés lehetséges modusainak megfelelden természetesen vannak tovabbi

amid savok is, de azok témank szempontjabol most érdektelenek.

A fehérje spektrumok felvétele

Ahhoz, hogy a fehérjék szerkezetérdl az infravords spektrum analizisével barmit
is mondhassunk, néha bizony eléggé nehezen teljesithetd feltétel egy megfeleld
mindségli spektrum felvétele, illetve annak megallapitasa, hogy a felvett spektrum

mennyiben mutatja a fehérjét, illetve mennyiben a minta egyéb 0sszetevdit.

Ha a fehérjét vizes rendszerben mérjiik, akkor a legnagyobb nehézséget a viz
1643 cm™ tajan levé rendkiviil intenziv deformécios rezgése okozza, ami elfedi az
amid sav legnagyobb részét. A viz hozzdjaruldsdnak levondsara azt a moédszert
szoktak alkalmazni, hogy felveszik tiszta viz, vagy a mintdban hasznalt puffer
spektrumat. Ezutan ezt a spektrumot addig vonjék le a minta spektrumabdl, amig a
2300-1800 cm™ tartoméanyban egyenes alapvonalat nem kapnak. Ekkor ugy tekintik,
hogy az amid I régioban is tokéletesen levontak a viz hozzéjarulasat. Szerintem ez a
megoldas csak olyan esetekben fogadhat6 el, amikor a fehérje spektrumnak valami

tobbé-keveésbé durva kozelitése is megfeleld.
A vizlevonas fentebbi mddszere ugyanis tobb sebbdl vérzik, amely sebek nem is
nagyon gyogyithatoak:

Az egyik baj az, hogy a 2300-1800 cm™ tartoményon, a minta alapvonala
altalunk altalaban pontosan nem meghatarozhatd okokbol valtozhat. Mivel az 1643
cm'-es viz deformacids rezgés sokkal intenzivebb a 2200 cm™ koriili kombinacios

savnal, amit a viz levonasara hasznalunk, egészen kis hiba a 2300-1800 cm
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tartomdnybeli levondsban jelentds hibat okozhat az ezen alapuld, amid I sévbeli

levonasnal.

A masik probléma az, hogy, még ha tokéletesen hatdroznank is meg a levonandé
viz mennyiségét, a fehérje oldatokban a deformécids sav szélessége eltér a tiszta
vizben mérttdl. Ezt a legszebben ugy lehet ellendrizni, ha nehézvizben oldjuk fel a
fehérjét, és dsszehasonlitjuk a D,O deformacids savjanak (ez a sav teljesen kiilon all
a spektrumban 1209 cm™ koriil) fehérje jelenlétében mért szélességét a tiszta
nehézvizben talalttal. Fehérje jelenlétében a savszélesség mindig nagyobb, mint a
tiszta nehézvizben. Nos, ez nyilvan igy van normdl vizben is. A savszélesség
megvaltozasanak elhanyagoldsa ahhoz vezet, hogy még tokéletes vizlevonas esetén
is ,,hullamokat” tesziink ra az amid I savra, amiket aztan a kiilonbozo ,,feloldas
javitod” (resolution enhancement) eljarasok nagy érzékenységgel vesznek majd észre,

¢s kombinalnak bele az altaluk sugallt mésodlagos szerkezetbe.

A kézenfekvd megoldas az, hogy amikor csak lehet, nehézvizben dolgozunk. Itt a
természet a keziinkre jatszik, mert egyrészt a most az amid I sav tartomanyéba esd
D,0 kombindcios sav széles, €s sima, igy nem okoz torzitast az amid I’ sav
analizisében, masrészt nem kell tokéletesen deuteraltnak lennie a mintanknak, ami
nem 1is lehet, a fehérjékbdl kicserél6dé H atomok miatt. Ezek a H atomok a nagy
foloslegben levé D,O molekuldkkal leginkdbb HOD hibrid vizmolekulakat fognak
adni, amiknek deformacios rezgése az 1450 cm™ korili amid II’ savval fed at, igy

szintén nem zavarja az amid I’ savot.

Az amid I sav

A probléma, amit a fehérjék infravords spektrumédnak analizise sordn meg kell
oldanunk, a kovetkezé: Elvben minden egyes peptidkotés C=O csoportja kicsit
kiilonboz6 frekvencidnal rezeg, hiszen nincsen két tokéletesen egyforma helyzetii
peptidkotés a fehérjében. Ezért van az, hogy az amid I sav széles, és tartalmazza a
fehérje masodlagos szerkezetére vonatkozd Osszes informacidt. A fehérje
masodlagos szerkezetének megértéséhez a feladat az lenne, hogy bontsuk fel az
1700-1600 cm™ kozotti amid I savot ezekre az egyedi rezgésekre, és akkor pontosan

tudnank, mi a helyzet a fehérjében. Azonban az igy nyert kép alapjan nem tudnank
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egyszerlsitd, a szerkezet ¢és a funkcid Osszevetésére alkalmas képhez jutni.
Szerencsére, a peptidkotések jellegzetes masodlagos szerkezeti elemekbe
csoportosithatdéak, amikben a peptidkotések frekvencidja tobbé-kevésbé azonos.
Ilyen mésodlagos szerkezeti elemek az a-hélix, a B-red6zott szerkezetek, vagy éppen
az ilyen szerkezeti elemek hidnya, a rendezetlen fehérje részek is. Az eredeti feladat
igy arra szikiil, hogy tobb tucat, tobb szdz helyett, csak harom, négy, Ot
komponensre bontsuk fel az amid I savot. A felbontdshoz azonban meg kell
hataroznunk, hogy hol szamithatunk komponensekre. Erre tulajdonképpen két

modszert hasznalnak:

1. Az infravoros spektrumok masodik derivaltjdnak minimumaibol
meghatarozni az esetleges komponensek szamat, a késoébbi illesztéshez

hasznalhato kezd6frekvenciakat.

2. Fourier dn-dekonvolucioval (Fourier self deconvolution) meghatarozni a

komponensek szamat, kdzépfrekvenciait.

Az amid I sav felbontasa masodik derivalttal

A masodik derivalt alkalmazasanak szigoru kritériumai vannak az eredeti spektrum
jel/zaj viszonyénak tekintetében, mert a két derivalas igencsak felerdsiti a zajokat,
mégpedig annal inkdbb, minél kisebb a zajnak tekintheté sdvok szélessége.
Tipikusan ilyen probléma a vizgdz spektrumanak kezelése az amid I tartomanyban.
A vizmolekuldk forgasdbol szarmazd savok par hullamszam szélességliek ¢és
igencsak valtozo intenzitasuak (spektrumukat lasd a 8.B. abran). Sajnos nagyon sok
kutatd nincs tisztdban azzal, hogy mennyire pontosan kell levonni a vizgdz
spektrumat az amid 1 tartomanyban ahhoz, hogy ne kapjunk mitermékeket.
Szamomra a legszebb példa e tekintetben Byler €s Susi hires cikke még 1986-bol
(37), amely mostandig 980 - nem kritizal6 - hivatkozast kapott. Ebben az egyébként
alapos munkaban 17 fehérje infravords spektrumat vették fel, és az amid I sav
masodik derivaldson alapuld felbontdsdnak modszerével meghataroztak a fehérjék
masodlagos szerkezetét. Az amid I sdvban 6sszesen 11 komponenst talaltak, amiket
hozza is rendeltek a megfeleld masodlagos szerkezetekhez. A munka hitelét ndvelni

latszott, hogy a vizgdzt az eredeti spektrumokbol gondosan levontak, a spektrumokat
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simitottak, a masodik derivalast polinommal valé simitassal kombinaltdk. Ennek
eredményeként nagyon sz€p egyezést mutattak ki a 17 fehérje masodlagos szerkezeti
elemekhez rendelhetd karakterisztikus frekvenciai kozott, az eltérések az egyes
fehérjék kozott ugyanarra a masodlagos szerkezeti elemre vonatkozéan maximum 3-

4 hullamszamot tettek ki.

Azt sajnos elfelejtették Ok is, és idézdik is megtenni, hogy dsszehasonlitsdk az
igy kapott, a masodlagos fehérje szerkezeti elemekre jellemzdének tekintett
frekvencidkat a vizg6zével. Ha ezt megtessziik, akkor a kovetkezd, érdekes és

tanulsagos eredményre jutunk (L. tablazat).

A természet harmonidjanak igencsak csodas képzetét adnd, ha a fehérje
mindegyik, valamilyen masodlagos szerkezethez kothetd v(C=0) frekvencidja ilyen
pontosan megegyezne a vizgdzével. Nyilvanvaloan arrdl van itt sz6, hogy a vizgdz
spektrumok levonasa minden igyekezet ellenére sem volt tokéletes. Maradt
valamennyi vizgoz jel a spektrumokban, amit a derivalas soran hasznalt simitas sem

tudott eltiintetni, legfeljebb kicsit szétkent.

I. tablazat: Az amid I saivkomponenseinek kozépfrekvenciai a spektrum
masodik derivaltjabol kiindulo szerkezet meghatarozas esetében

amid I | 1624(4) ‘ 1631(3) ‘ 1637(3) ‘ 1645(4) ‘ 1653(4) ‘ 1663(4) ‘ 1671(3) ‘ 1675(5) ‘ 1683(2) ‘ 1689(2) ‘ 1694(2) ‘

vizg6z

1623.5 ‘ ‘ 1635.4 ’ 1646.2 ‘ 1652.9 ‘ 1662.6 ‘ 1669.2 ’ 1675.2 ‘ 1684.2 ‘ 1689.6 ‘ 1695.8 ’

A zardjelben levo szamok a kozépfrekvenciatol a 17 vizsgalt fehérje valamelyikében talalt legnagyobb
eltérést mutatjak. Az alsd sorban a vizgdz savok altalunk mért frekvenciai az amid I tartomanyban.
Minden vizgdz savot feltiintettiink, ahogy jottek egymas utan.

A fenti példaval nem azt akartuk bemutatni, hogy a spektrumok masodik
derivaltjan alapulé modszer haszndlhatatlan, hanem azt, hogy mindig megfeleld
ovatossaggal kell eljarni, kiilondsen akkor, ha valamilyen oknél fogva olyan kicsi a
fehérjébdl szarmazo infravords abszorpeid a vizgdzéhez képest, hogy lathatd, hogy
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semmiképpen nem tudjuk a sziikséges jel/zaj feltételeket teljesiteni. (Ezzel a témaval
az anyagok és modszerek résznél, sajat metodikai fejlesztéseink bemutatdsanal kiilon

foglalkozom majd.)

A masodik derivalttal mas megengedhetetlen dolgokat is miivelnek, amiknek
eredményeit, sajnalatos mddon, komoly folydiratokban is kozdlni lehet (38;39). A
leggyakoribb hiba, amit elkdvetnek az az, hogy egyszerlien ugy akarjak
meghatarozni az eredeti spektrumban levéd komponenseket, sét mi tobb,
Osszehasonlitani egy fehérje komponenseit egy masik fehérje komponenseivel (azaz
pl. az a-helix és a B-szerkezet tartalmat két kiilonb6z6 fehérjében), hogy kiszamoljak
az infravords spektrum masodik derivaltjat. A mdasodik derivaltat a jobb kinézet
kedvéért (hogy abszorpcids spektrum benyomdsat keltse) megszorozzak minusz
eggyel, és azutan illesztik az igy kapott sdvokat mondjuk Gauss gorbével (38), de
ugy, hogy alapvonalnak a masodik derivalt (most mar) negativ széls6értékei altal
meghatarozott gorbét veszik. Ezt a gorbét vonjék le aztdn a méasodik derivaltbol, pont
ugyanugy, ahogy egy mért spektrumnal az altaldban szokasos (39). Az ezutan kapott
intenzitas értékeket tekintik azutdn egy adott masodlagos szerkezet fehérjén beliili
mértékének'”.

A masodik derivaltakat tisztességgel, nézetem szerint, csak arra lehet hasznalni,
hogy gondos mérlegelés utdn meghatdrozzuk azokat a frekvencidkat, amelyeket
induld paraméterként bevisziink az eredeti spektrum komponensekkel vald

illesztésébe.

Az amid I sav felbontasa Fourier én-dekonviléciéval

A masodik lehetéség a Fourier dn-dekonvolucié (Fourier self deconvolution)
modszere, aminek kidolgozasa a kanadai infravords spektroszkopiai iskolahoz
kothetd (40). A mddszer abbdl indul ki, hogy a mért infravords spektrumban az amid
I sav azért olyan széles, mert nem megfeleld a spektrométer atviteli fiiggvénye. Ezért

az eredetileg sokkal keskenyebb, a fehérjék masodlagos szerkezetére jellemz6 savok,

17 Ttt csak egy szerz6tdl idéztiink tobb cikket, de a jelenség dltalinosabb, a kézelmdltban a fenti okokért
német, roman, japan szerzok cikkeit kellett nekem, illetve kollégdimnak a biralas soran visszautasitani,
vagy ezeket a megkozelitéseket az elfogadas feltételeként kigyomlaltatni.
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crer

kezdeti paramétereként feltételezik (meglehetdsen oOnkényesen), hogy milyen
sz¢élesnek is kellene lennie az egy-egy masodlagos fehérje szerkezethez kothetd
savnak, és utana ennek alapjan csindljak a dekonvolucidt. Attdl fiiggden, hogy
milyen elméleti szélességet adtak a komponenseknek, ha nagyobbat, akkor csak
»hulldmos”, ha kisebbet, akkor elkiiloniilt sdvokat mutatdo amid I sédvot kapnak a

dekonvolicio utan.

A modszer nagy népszeriiségnek Orvend, olyannyira, hogy az eredeti
kidolgozoknak kiilon cikkben kellett felhivniuk a figyelmet a hibas hasznalatbol
eredd veszélyekre (41). Hasznaljak oly modon is, hogy a dekonvolucio utdn kapott
spektrumhoz illesztenek Gauss/Lorentz komponenseket, és az ezekre kapott
intenzitasaranyokat tekintik mérvadonak a masodlagos szerkezetek egymashoz

viszonyitott mennyiségére az adott fehérjében.

Szerintem, mint a fentebb targyalt masodik derivaltakat hasznalé modszer
esetében is, a jozan Onmérséklet lehet célravezetd. Ha a dekonvoluciot arra
hasznaljuk, hogy kezddé paramétereket kapjunk a valddi spektrumok illesztéséhez,
akkor a moddszer rendben van, viszont ha minden kovetkeztetésiinket csak a
dekonvoluciobdl magabol szdrmazd eredményekbdl vonjuk le, akkor oOnkényes

feltételezéseink rabjai maradunk.

Az amid I sav teljesen korrekt illesztéséhez figyelembe kellene venni az ebben a
tartomanyban jelentkez6 aminosav oldallanc elnyeléseket is (42-44). Ez azonban
csak ritkan torténik meg. Meg kell azonban jegyezni, hogy erre csak akkor van
igazdn sziikség, amikor valami okbol a masodlagos szerkezetek abszolut
mennyiségére vagyunk kivancsiak. A legtobb amid I sav illesztés soran nem veszik
figyelembe az aminosav oldallancok elnyelését, sot, a legtobb mésodlagos szerkezet
meghatdrozas soran csak hluznak egy egyenes alapvonalat a fehérje infravords
spektruméanak 1700 és 1600 cm™'-nél levé pontjai kozott, és ugy tesznek, mintha az

amid I sav csak az ezen egyenes folotti részbdl allna.

18 Bz a feltételezés szerintem erésen megkérdGijelezhets, mert ugyanezeken a spektrométereken remekiil
fel lehet oldani pl. a vizg6z néhany hullimszam szélességl savjait, tehat a spektrométer hien viszi 4t a
spektrumokat. Az amid 1 sav kiszélesedése szerintem a fehérjében levé peptidkStések
heterogenitasabol adédik, amivel tudtommal dltaldban nem foglalkoznak a médszer alkalmazoi.
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Ha csak arra vagyunk kivancsiak, hogy mi torténik egy adott fehérje
szerkezetével kiilsé behatas, pl. a hdmérséklet emelkedése kovetkeztében, és ezt a
viselkedést akarjuk dsszehasonlitani egy masik fehérje ugyanilyen behatdsra mutatott
viselkedésével, akkor altalaban eltekinthetink az aminosav oldallancok

hozzajarulasatol, és az alapvonal 6nkényes meghtizasa is bocsdnatosabb biin.

Az amid I tartomdny hozzarendelése a fehérje masodlagos szerkezetéhez

Ennyi ,lestjtd” kritika utan az olvasé azt is hihetné, hogy nincs is semmiféle
kozmegegyezés arrol, hogy az amid I tartomany hogyan rendelhetd hozzéa a fehérje
masodlagos szerkezeti elemeihez. Szerencsére van ilyen kozmegegyezés, az 1700-
1600 cm™ tartomany altaldban biztonsaggal feloldhaté 3-5 komponensre, és ezek
megfeleltetésérdl kozmegegyezés alakult ki az irodalomban. Ennek illusztralasara
bemutatok egy tablazatot (IL._tablazat), és késObb egy sajat abrankat is (9. abra),
ami a masodik derivaltakra alapozva jeloli ki az egyes masodlagos szerkezetekre

jellemzd komponensek helyét az amid I tartomanyban (36;38).

Az amid I sav

Az amid II savban a v(C=0) rezgés hozzajaruldsa a moddushoz kicsi, a
legnagyobb hozzajarulast a 8(N-H) deformacios rezgés adja. Ez a sav 1550 cm™
kortil helyezkedik el, pontos frekvencidja valamelyest természetesen szintén fiigg a
fehérje masodlagos szerkezetétsl, a dontéen a-helikalis fehérjékben 1545-1550 cm™'-
nél, a dontéen B-szerkezetli fehérjékben 1525-1530 cm™'-nél van (az adatok részletes
Osszehasonlitasat lasd Goormaghtigh kivald Osszefoglalojaban (45)). Nem tudok
rola, hogy ezt a tulajdonsdgat kihasznaltdk volna fehérje masodlagos szerkezetek

vizsgélataban.
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I1. tablazat: Az amid I sav (1700-1600 cm™") hozzarendelése a fehérjék
masodlagos szerkezeté¢hez

) Frekvencia
Konformacio ]
(cm™ )
a-hélix 1648-1655
1630-1636
B-reddzott szerkezet - antiparalell
1690-1693
1630
B-reddzott szerkezet - paralell
1645
Rendezetlen 1656-1660
Hajtti 1666-1680
_ ' 1616-1620
Intermolekularis -szerkezet (denaturacio) L6834

Az adatok kiilonboz6 kozlemények Osszefésiilésén alapulnak, a tol-ig hatarok az irodalomban
fellelhet6 széls6értékeket mutatjak

Az amid II sav igazi jelent0séggel a fehérjék dinamikdjanak vizsgalataban bir.
Ennek a szerepnek az az alapja, hogy az 1550 cm™ koriil levé 8(N-H) deformacios
rezgés igen érzékeny a H<>D cserére. A O(N-D)-t tartalmazd peptidkotés modus
frekvencidja 1450 cm™ koriil van. Ezért aztan, ha pl. egy vizben oldodé fehérjét
liofilizalunk, €és utdna nehézvizbe tessziik, az azonnal meginduld6 H<>D kicserélddés
kovetkeztében 1550 ecm™ koriil amid 11 sav intenzitdsa csokkenni, 1450 em’! koriil

amid I’ sav intenzitisa novekedni kezd"”.

19 Valéjaban az 1450 cm! tajan 1évS sav egy masik okbdl is névekedni fog. A fehérjékbdl kicserél6dé H
atomok ugyanis a nehézvizes kbézegben leginkdbb H-O-D hibrid vizmolekulakba kertlnek, és az ilyen
vizmolekulak deformaciés rezgése szintén e koril a frekvencia koril van. Emlékeztetul: a H-O-H
deformacids rezgése 1643 cml, a D-O-D deformaciés rezgése 1209 cm! tajan van. Ez a jelenség a
bioldgiai anyaghoz képest viszonylag kevés vizet tartalmaz6 mintak, mint pl. a membran szuszpenziok,
esetében szamottevao.
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Ez volt az a teriilet, amit a Fourier transzformdcios spektrométerek (amelyek
nagy érzékenységiik kovetkeztében mar tudjak kezelni a viztartalmu mintakat is)
megjelenése eldtt intenziven miveltek a fehérjék szerkezetének vizsgalataban. A
hagyomanyos diszperzids infravords spektrométert raallitottak az amid I sdvra. A
mintatartoban gyorsan Osszekeverték a liofilizalt fehérjét nehézvizzel, és mérték az
amid II sav eltiinését az idé figgvényében (46)”°. Ez az eltiinés egy, kiilonbdzé
iddallanddjii exponencidlisokbdl Osszetett folyamat volt, amit azonban egyszerd,
grafikus modszerekkel, a leghosszabb iddallandotol a rovidebbek fele haladva,
szépen 0l lehetett ,,fejteni”. Az igy kapott, harom-négy kiilonb6z6 idéallanddju amid
IT eltlinést aztan hozza lehetett rendelni a fehérje egy-egy részéhez, amelyben a
H—D kicserélddéshez sziikséges dinamikai feltételek hasonloak voltak. Ezzel a

modszerrel elsdsorban a vizben o0ldodo fehérjéket lehetett jellemezni.

LIPID-FEHERJE KOLCSONHATASOK

A lipid-fehérje kolcsonhatasok vizsgalatdban nagy szerepe van a kiilonbozo
modell rendszereknek. Az egyik lehetdség, hogy tetszésiink szerint megvalasztott
lipidekbdl modell membranokat épitiink fel, és megnézziik, hogy egyes fehérjék
hogyan hatnak kolcson ezekkel a membranokkal. A fehérjék lehetnek periférialis,

vagy integrans membran fehérjék.

Ilyen megkdzelitéssel mutattdk ki példaul, hogy a zsirsavszallito fehérjék (farty
acid binding proteins) lecsokkentik a modell membran gél—>folyadékkristaly
fazisatmenetének homérsékletét. Ha a membranbeli zsirsavak telitetlenek, akkor ez a
hatas erdsebb. Ugyancsak erdsebb a kolcsonhatas az anionos fejesoportu lipidekkel,
mint a kettds ionosokkal (zwitterion). A lipid-fehérje kdlcsonhatasban nagy szerepet
jatszik a fehérje toltése, de a fehérje masodlagos szerkezete gyakorlatilag érintetlen

marad. Ez a fajta kolcsonhatas tipikus a periférialis membran fehérjékre (47).

20 Ez a hivatkozas itt is eszembe juttatja diplomamunka témavezetémet, Zavodszky Pétert, akinek
egyébként is sok készonettel tartozom.
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Integrans membran fehérjék esetében is jol alkalmazhatéak elsd 1épésként a
modell rendszerek, amikor modell membranokban épitenek be egy egyszerii
szerkezetli polipeptidet (pl. gramicidin A) (48), vagy nagy, Osszetett szerkezetii
fehérjéket (49). Az ilyen kisérletekben nagyon elonyos a teljes visszaverddéses
infravords spektroszkopia (ATR) alkalmazasa, mert informacidval szolgal a minta
egyes komponenseinek (pl. a fehérjék a-hélixeinek) orientacidjarodl is. Ugyancsak
egyre gyakoribb, hogy a spektroszkopiai adatokat kombinéljadk molekula modellek
szamolasaval is, kivalasztva a sok, a spektroszkopia altal megengedett lehetdség

koziil azokat, amik 0sszeférnek a molekuldk tényleges méreteivel, elhelyezkedésével.

A fehérje-lipid kolcsonhatas ,természet kozelibb” vizsgalatat jelenti, ha
megnézziik, milyen a lipidek dinamikdja a természetes membranban, €s milyen a
membranbdl kivont lipidekbdl készitett modell membran rendszerben (50). Az ilyen
vizsgélatoknal azonban figyelembe kell venni, milyen lipidek vannak a biologiai
membranban. Ha vannak a lipidek kozott olyanok, amik magukban nem képesek
kettosréteg kialakitasara (pl. a galakto-lipidek a tilakoid membranokban), akkor a
modell lipid membrén dinamikaja elsdsorban nem a fehérjék hianya miatt lesz mas,

hanem az egészen kiilonb6zo lipid konformacidk miatt.

A Singer-Nicholson modell még nem szamolt azzal, hogy a lipideknek ¢és a
fehérjéknek lehet annyira ,,bensOséges” a kapcsolata, hogy vannak olyan lipidek,
amelyek (i) szorosan kotddnek a fehérjék felszinéhez, (ii) fejcsoportjaikkal, vagy
zsirsavlancaikkal behatolnak a fehérjék felszini {iregeibe, (iii) teljesen a

membranfehérje belsejében helyezkednek el (51).

A membrinban  megjelend lipid-fehérje = kolcsonhatdsokat  tobbféle
spektroszkopiai modszerrel (ESR, rontgen, fluoreszcencia, stb) vizsgéltdk, mi
minden esetben az infravords spektroszkopiat hasznéltuk. Az infravords
spektroszkopia egyediilallé abban a tekintetben, hogy ugyanabban a spektrumban
talalunk elsésorban lipidekre, illetve elsdsorban a fehérjékre jellemz6 tartomanyokat,
amelyek, mint fentebb megmutattuk, elkiiloniilten helyezkednek el egymastol. Ezért,
ha ezen tartoméanyok viselkedése kozott barmilyen Osszefliggést talalunk, akkor az

csak valamilyen lipid-fehérje kolcsonhatas kovetkezménye lehet.
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Voltak olyan adataink, amik elsd pillantasra ellentmondani latszottak az egyéb
moddszerekkel kapottaknak (52), és hosszabb, az infravords spektrumok megfeleld
interpretalasara iranyuld munka (53) volt sziikséges ahhoz, hogy megértsiik

eredményeinket, amelyeket részletesen bemutatok a dolgozatban.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Ebben a fejezetben a minimumra fogom szoritani a mintdk elkészitésére, a
hasznalt kémiai anyagokra vonatkozo informacidkat, 1évén, hogy azok teljes

részletességgel megtalalhatok a megfeleld kdzleményekben.

Ha biofizikai, vagy egyéb, Osszetett, sokszor 6nmagaban is tudoményos teriiletet
jelentd modszert alkalmazunk, gyakran felmertil a ,,vad”, hogy metodika centrikus a
kutatd, nincs valddi problémaja, aminek a végére akar jarni. Nos, én ugy érzem, hogy
sokszor valdjdban nemhogy egy sincs, de két valodi probléma is van itt. Az egyik,
hogy az alkalmazott mddszert képessé tegyem a megoldandé ,,tudomanyos” kérdés
megfeleld vizsgalatara, a masik maga a tudomanyos (esetliinkben bioldgiai)

probléma.

Ennek megfelelden, az értekezések hagyomanyos felosztdsanak megtartasaval,
kicsit atalakitottam a dolgozatot, mégpedig ugy, hogy a jelen Anyagok és Modszerek
fejezet Modszerek részében targyalom meg azokat a metodikai fejlesztéseinket is,
amiket egyébkény tudomanyos eredménynek is tekintek. Ezutan fogom megtargyalni
a tisztan bioldgiai problémak megolddsaban részben ¢éppen moddszertani
fejlesztéseinknek koszonhetéen kapott eredményeinket az Eredmények és

Diszkusszio fejezetben.

Anyagok

A mérésekhez felhasznalt vegyszerek standard biokémiai vegyszereket
forgalmaz6 cégektdl szarmaztak, és tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltuk fel dket,
specifikaciojuk megtalalhatd az adott sajat kozleményben, ezért itt nem is sorolom

fel oket. E tekintetben kivételt képez a nehézviz, aminek egy részét a Kdzponti

34



Anyagok és Modszerek

Fizikai Kutato Intézettdl, annak korabbi szovjet importbol megmaradt készletének

atdesztillalasa utan vasaroltuk, egy masik részét pedig ajandékba kaptukm.

Modbdszerek

FOURIER TRANSZFORMACIOS INFRAVOROS SPEKTROSZKOPIA (FTIR)

A Fourier transzformdcios infravords spektrumok egy kis hanyadat egy Nicolet
Magna 560 spektrométerrel mértem Japanban. A spektrumok legnagyobb részét
itthon vettem fel, egy Philips PU9800 és egy Bruker IFS66 spektrométerrel. Az
itthoni spektrométereket jol felkészitettiik a mérések elvégzésére. Mivel szinte
mindig a hdmérséklet fliggvényében vettem fel spektrum sorozatokat, tobb,
szamitogeép-vezérelt hdmérséklet szabalyzot is készitettiink, mindegyiket egy-egy

feladatra optimalizalva®.

Az éatmend fénnyel mért, ,,hagyomanyos” infravords abszorpcids spektrumok
felvételéhez egy kétallast, szintén szamitogéprdl vezérelhetd, az infravords sugarba
ki-, beallithaté mintatartot készitettiink™. Ezaltal lehet6vé valt, hogy hattér és minta

spektrumokat vegyiink fel a mintatarto-tér kinyitasa nélkiil.

Transzmisszios abszorpciomérések

A transzmisszios abszorpcids spektrumok esetében a mérési ciklus a kovetkezd

volt:

2l MURATA Norio professzortdl, akinek szakmai fejlédésem szempontjabdl nagyon sokat kdszonhetek,
majd minden latogataisomkor kaptunk ajaindékba, itthoni tamogatdsunkkal szinte Osszemérhetd
értékben, vegyszereket, koztik 2 liter nehézvizet, amiket egyébként nem lett volna pénziink megvenni.

22 Jtt szeretném megkdszonni Bagyinka Csabanak, hogy szivességbdl mindig megirta a szamitogép kartyak
vezérléprogramjat, Kota Zoltannak is kdsz6ném egy vezérléprogram megirasat.

23 A mintatarté specialis motorja Virdg Tibor ajaindéka, a mozgaté szoftvert Ormos Pal készitette sok
évvel ezel6tt, még mas célra, de itt is jol bevalt.
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Hattér mérése — minta mérése — az abszorpcids spektrum kiszamolasa — az
aktualis hémérséklet megmérése — 0 homérsékleti érték bedllitdsa — varakozas,
amig bedll az 1) hémérséklet. Ezt a ciklust ismételtiik a beallitott hémérsékleti
hatarok kozott. A dolgozatban szerepld spektrumokat mind emelkedd hdmérsékletek

mentén vettiik fel, a hémérséklet emelése 2-3 C®-os 1épésekben tortént.

A mérések szempontjabol aprdé wjdonsagot jelent, de sokban hozzajarult az
eredményekhez, hogy spektrumainkat a kordbban éaltaliban hasznalt 4 cm™ spektralis
feloldas helyett 2 cm™ feloldassal vettiik fel, és hogy a Bruker spektrométeren, ahol
erre lehetdség volt, a transzmisszids spektrumok felvételénél altalaban hasznalt
DTGS detektor helyett a kb. 50-szer érzékenyebb, és 20-szor gyorsabb, cseppfolyds
nitrogén homérsékletén dolgozd6 MCT detektort hasznaltuk. Ennek kovetkeztében
egyes spektrumainkat 1024-2048 interferogramm atlagabol szamolhattuk, szemben
az irodalomban 4ltalaban hasznalt 16-32-vel. De a DTGS detektor esetében is

legalabb 128 interferogrammot atlagoltunk®®.

Teljes visszaverodéses (ATR) mérések

A teljes visszaverddésen alapuld (ATR) méréseket Bruker IFS 66 spektrométeren
végeztiik, a belsd teljes visszaverddés ZnSe elemekben tortént, egy trapezoid, illetve
egy hengeres elemet hasznaltunk. A moédszer részletes leirdsat lasd a (54)
kozleményben. Arra a kisérleteknek mar korai szakaszédban rdjottiink, hogy a
homérséklet stabilitds az ATR méréseknél kiillondsen fontos, ezért mindkét fajta
visszaverd elem szamara termosztalt mintatartot épitettiink. A mintatartok ataramlos
rendszertiek voltak, a mintdkat perisztaltikus pumpaval dramoltattuk a ZnSe kristaly

kordl.

24 Hogy a megfelelS jel/zaj viszony mit jelent, azt j6l megtanultuk a transzgenikus dohany tlakoid
membrin spektrumokon (lasd ott), amiket haromszor vettiink fel, el6sz6r Japanban egy egészen
egyszerd spektrométeren, masodszor a mi Philips spektrométeriinkén, harmadszor Bruker
spektrométerinkén MCT detektorral. Valami tendencia latszott az egyszerd spektrométeren, jobban a
Philips-en, de a végil megkapott részletes, finom valtozasokat az MCT detektorral 1024-2048
interferogramm atlagabol mértiik.
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KIERTEKELESI MODSZEREK

A rendezett és rendezetlen lipid zsirsavlanc szegmensek hozzajarulasanak

szétvalasztasa a vCH; savokban (Sajat eredmény [S1])

Mint azt az [rodalmi attekintésben is emlitettem, munkank kezdetekor egyaltalan
nem volt kielégitéen megoldva a v4,mCH, rezgéseknek a lipid fazisatalakulds soran
tapasztalt magasabb frekvencidk fel¢ valo eltolddasanak magyardzata. Ehhez a
problémahoz két ,,zavaro” kisérleti eredmény vezetett el benniinket: (i) Az Irodalmi
attekintésben mar roviden emlitett in situ deuteralasos kisérlet, amikor azt
tapasztaltuk, hogy a reakci6idd novelésével egyre tobb a sztearinsav lanc (18:0) az
eredetileg tisztan olajsav lancokat (18:1) tartalmazo lipid keverékben. Ez tiikkr6z6dott
is a vsymCH, rezgések egyre alacsonyabb frekvencidjdban. Ezzel szemben a vCD
rezgés frekvencidja valtozatlan maradt ezekben az egyre telitettebb lipid
keverékekben. (ii) Az a kisérleti eredmény, miszerint cianobaktériumok tilakoid és
plazma membranjait (egy sejten beliill ezeknek zsirsavisszetétele gyakorlatilag
azonos) Osszehasonlitva, azt kapjuk, hogy a hagyomanyos kiértékelés/terminologia
szerint a tilakoid membranban a lipidek ,,fluidabbak”, mint a plazma membranban.
Ez pedig ellentmondani latszott az ESR spektroszkopiai eredményeknek, amik
rendre azt hoztdk ki, hogy a plazma membranokban nagyobb a spinjelzett probak
mobilitdsa azonos hdémérsékleten (Ezeket a vizsgdlatokat majd részletesen

ismertetem az Eredmények és Diszkusszi6 fejezetben.).

Ha meg akarjuk érteni, hogy ndvekvd rendezetlenségii rendszerekben a vgymCH»
sav miért szélesedik ki és tolodik el magasabb frekvencidk felé (55), két lehetséges
okot kell megvizsgalnunk. Az egyik lehetdség az, hogy megvaltozik az erdallandd a
C és a H atom kozott (mint az megtorténik, példaul a N-H kotésben, ha a H atom
hidrogénkotésbe 1ép). Ebben az esetben a vg,CH, sdv frekvencidja inkabb a
molekulak kozti kdlesonhatasokat tiikrozné, és nem annyira az adott molekula sajat
viszonyait. A masik lehetdség, hogy a vsmCH, rezgés frekvencidjat annak a
zsirsavlanc szegmensnek a konformdcidja hatarozza meg, amelyiknek 6 maga is

része. Eszerint mas frekvencia tartozna egy olyan CH, csoporthoz, amelyik transz és
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més egy olyan CH, csoporthoz, amelyik gauche szegmensen van>. Ebben a masodik

crer

kornyezeti hatasokra kell érzékenynek lennie. Ez az eset felelne meg a CH, bologato

rezgés valtozasaibol levonhato kovetkeztetéseknek is.

normalt abszorpcid

3000 2950 2900 2850 2825

frekvencia (cm'l)

3. abra: Tiszta DOPC-b6l induld (0%), deutériummal fokozatosan telitett lipid keverékek
infravords spektrumanak C-H rezgési tartomanya. Figyeljiik meg, hogy ndvekvd telitettségnél
(28%, ill. 45%) az eredetileg 2853 cm’! tdjan levd venCH, sdv - 6sszhangban a telitettebb lipid
keverékek nagyobb rendezettségével - alacsonyabb frekvencidk felé mozdul el.

Hogy eldonthessiik, melyik a két lehetdség koziil az, amelyik jobban leirja a
lipidek FTIR spektrumanak novekvd rendezetlenségii rendszerekben megfigyelt
valtozéasait, egy olyan modell rendszerre volt sziikségiink, amelyikben a
zsirsavlancok kozti hatasok elvalaszthatoak a zsirsavlancokon beliili konformacios

hatasoktol.

Az eredetileg tisztdn dioleil foszfatidil-kolinbol (DOPC) 4allé6 liposzomak
fokozatos deuterdldsa pontosan ilyen modell rendszert kindl. A vezikuldkat a

vizoldékony katalizatorral valo kiilonb6z6 idOtartamti reakcidkban (31;56)

25 Jd6kézben finomodott a véleménytink errdl a kérdésrél. Ma ugy gondolom, hogy nem feltétlen egy
szegmensrOl, hanem inkdbb az adott lanc egész konformaciéjardl van szd, ahol az egyes CHa
csoportok rezgései aszerint csatolodnak, hogy mekkorak a lancban a transz szakaszok, mennyi a torés a
lancokban. Ha tobb a torés, révidebbek a transz szakaszok, magasabb a vymCHz frekvencia. Az
eredeti, szikebb értelmezés nem mond ennek ellent, inkdbb a probléma elsé megkézelitésének
tekinthetd, ezért eredeti formdjaban tdrgyalom, mert a tovabbiakban igy jobban kidertl, hogyan
haladtunk el6re a probléma kezelésében.
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reagaltattuk, és igy 0% (tiszta DOPC), 28% ¢és 45% sztearinsav (S) tartalmu
elegyekhez jutottunk. A telitettség mértékét gazkromatografidval ellendriztiik (53).
Ezutan a lipid keverékekbdl hidratalt sokrétegli modell membranokat készitettiink,
amiknek infravords spektrumaban kiilon tudtuk tanulmanyozni a vemCH,, illetve a
vCD rezgések viselkedését. A CD csoportok idedlis jelolést jelentenek, mert
kémiailag azonosak a CH csoportokkal, a vCD rezgés viszont teljesen elkiilontilten,
mas csoportok hozzajarulasatdl nem atfedve jelenik meg az infravords spektrumban.
Azt kordbban megmutattuk, hogy a vCD rezgés ugyanugy érzékeny a lipid

tobbszords kettdsrétegek fazisviszonyaira, mint a C-H rezgések (31).

A CH; csoportok tekintetében a deuteralt DOPC keverékek heterogének, mert

azok egyarant jelen vannak a telitetlen és a telitett zsirsavlancokon. A mintak 0%,

normalt abszorpcio

2200 2150 2100 2050
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4. abra: Multilamellaris, részlegesen deuteralt DOPC keverékek C-D rezgési tartomanya. A
szazalékok a gorbék mellett a telitett zsirsavlancok aranyat jelzik. Vegyiik észre, hogy a vCD
frekvencia nem valtozik a telitettség ndvekedésével. Amennyire az alacsonyabb jel/zaj viszony
latni engedni, a vCD, frekvenciak sem.*

%6 A jelentés mennyiségii CD; csoport megjelenése, mint azt az Irodalmi attekintésben emlitettem,
varatlan volt. A részletes vizsgalatok kimutattak (30), hogy ez a katalizator egy korabban fel nem ismert
tulajdonsaganak kévetkezménye, miszerint szoros kapcsolatba kertl a neki rendelt molekulaval, és
egészen a reakcio leallitdsaig oda-vissza cserélgeti a H vagy a D atomokat, attdl fiiggGen, mibdl van sok
a kézegben. Szamunkra mindebbdl most csak az a fontos, hogy CD2 csoportok csak ugyanazokon a
szegmenseken alakulhatnak ki, mint ahol a CD csoportok, azaz a korabban telitetlen Co-Cyo
szénatomoknal.
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28% ¢és 45%-ban tartalmaztak telitett és telitetlen zsirsavakat, nem is beszélve arrol,
hogy négyféle lipid volt benniik jelen: DOPC, OSPC, SOPC ¢és DSPC. Ez a
heterogenitas meg is jelenik a vsmCH> sdv frekvencidjaban, hiszen ahogy a mintak

telitettsége nd, ugy csokken a sav frekvencidja (3. abra).

Amikor csak olajsav lancok vannak a lipid keverékben (tiszta DOPC), akkor az
egész rendszer folyadékkristalyos allapotban van, amihez magasabb (~2853 cm™)
veymCH, frekvencia tartozik (3. dbra). Ugyanezen a szobahdmérsékleten azonban a
telitett olajsav (azaz sztearinsav) lancok nincsenek megolvadva, egy tisztdn
sztearinsavbol allo rendszer gél allapotban lenne, amihez egészen alacsony (~2850
cm’! koriili) veymCH, frekvencia tartozna. Azaz, ahogy nd a telitett sztearinsav lancok
mennyisége a keverékekben, ugy lesznek azok egyre merevebbek, és ennek
megfelelden tolodik lefele az egész keverék atlagara jellemzd v,mCH, frekvencia (3.

abra).

Lipid mintdink a C-D csoportok tekintetében homogének, mert csak a telitett
zsirsavlancokon, ¢és minden lancon a 9-es és a 10-es pozicioban vannak C-D
csoportok. A homogenitast tiikkrozi, hogy a veymCH, savval ellentétben, a vCD sav
frekvencidja nem tolddik el a kiilonb6z6é keverékekben. Ezt jol mutatja a 4. dbra.
Eszerint, a vCD frekvencia els6sorban annak a molekula szegmensnek a
konformécigjatol fiigg, amelyiken helyet foglal. Ez a szegmens pedig
szobahOmérsékleten a telitett zsirsavlancokon mindig fransz konformacidban van,

ezért a hozza tartozo vCD frekvencia sem valtozik.

De ha ez igaz a vCD frekvencidkra, akkor igaz kell, hogy legyen a veymCH>
frekvencidkra is, azaz ott is kell lennie egy meghatarozott vy,mCH, frekvencianak a
transz konformdcioban levé szegmensekre, és van egy madsik, magasabb
frekvencidnak a gauche szegmensekre, és igy a vgmCH, frekvencia atlaga azért
tolddik el alacsonyabb érték felé a telitettebb rendszerben, mert a lancokban megnd a

transz, és ugyanakkor lecsokken a gauche szegmensek aranya.

Ha ezek a fenti kovetkeztetések igazak, akkor egészen masként kell hozzalatni az
infravords spektrumok kiértékeléséhez, mint azt eddig tettiik. Fel kell tételezniink,
hogy két sav helyezkedik el a vy CH» burkologorbéje alatt, és ennek a két savnak a

relativ intenzitdsa valtozik meg a kiilonb6z6 lipid keverékekben, vagy egy adott lipid

40



Anyagok és Modszerek

membranban, ha pl. a hdmérsékletet emeljiik, és termikusan gerjesztiink egyre tobb

gauche konformaciot.

A fenti logikanak megfelelden illesztettiik egy, illetve két komponenssel a
VsymCH> sdvot a membranok C-H nyujtasi rezgési tartomanyanak komponensekre
valé felbontdsakor. A komponensek illesztéséhez Lorentz alaka gorbéket
hasznaltunk, és a paraméterek fokozatos felszabaditasaval végiil egy olyan
illesztéshez jutottunk, amelynek minden paraméterét szabadon optimalizalta az

illesztésre hasznalt SPSERV® program®’,

abszorpcio (OD)

3000 2950 2900 2850

frekvencia (cm'])

5. abra: Alacsony hémérsékleten (5 C°) felvett Synechocystis PCC6803 tilakoid spektrum C-H
rezgési tartomanyanak felbontisa komponenseire. A — a vg,CH, sdv egy komponenssel
illesztesztve; B — a vgmCH, sdv két komponenssel illesztve. Vegyiik észre, hogy az illesztés
hibaja, (korrel jelolve az A és B abra aljan), mennyire eltiinik két komponens hasznalata esetén.

27 A programot Bagyinka Csaba, az MTA SZBK Biofizikai Intézetének munkatarsa, kedves kollégam
készitette, és az elmdlt 15 év sordn igényeinknek megfeleléen folyamatosan finomitotta. Minden, a
doktori dolgozatban szerepld kiértékelésben ezt hasznaltam, nemcsak a spektrumok illesztésére, hanem
az SVD analizisekre, Fourier simitiasokra is. A program egylittmikodéseim révén mar tébb kilfoldi
laboratériumban is meghonosodott, részletes ismertetése megtalalhaté Bagyinka Csaba akadémiai
doktori disszertacijaban.
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Az 5. abra egy ilyen illesztés eredményét mutatja. Az ott kapott komponensek
telitett lipidbdl, a dipalmitoil foszfatidil-kolinbdol (DPPC) 4all6 modell membranon
kapott adatokat is. Ebben a telitett rendszerben 5 C°-on csak transz komponenseket
talalunk (veymCH, = 2851 cm™), nem Ggy, mint a DOPC-ben, amiben 5 C°-on a

telitetlen olajsav lancok még nagy részben rendezetlenek (veymCH, = 2853 cm™).

Mivel a vgmCH, komponensei tulsdgosan kozel vannak egymashoz ahhoz, hogy
akéar masodik derivalttal, akar Fourier 6n-dekonvolucioval kimutathatéak legyenek,
egyéb modon kellett meggy6zddniink 1étezésiik valodisagarél. Ha ezek a
tiikrozik, akkor egymaéshoz viszonyitott aranyuk a hdmérséklet emelésével el kell,
hogy tolodjon a gauche konformaciora jellemzd, magasabb frekvencidju sav javara.
A homérséklet novekedésének fiiggvényében felvett spektrum sorozatnak pont egy

ilyen aranyeltolodassal kellene leirhatonak lennie.

Egy spektrum sorozatban lezajléd valtozasok analizdldsara kivaloan alkalmas a
szinguléris értékekre vald felbontds (Singular Value Decomposition (SVD))
modszere. A mddszer részletes leirasaval itt nem foglalkozom, az nagyon részletesen
megtaldlhatd az irodalomban (57;58). Roéviden, arrdl van szo, hogy a mért
spektrumokbdl, mint vektorokbol valamilyen kiilsd paraméter (esetiinkben a
hémérséklet) fliggvényében Osszeallitott matrix felbonthaté harom matrix szorzatara.
Az els0 matrix oszlopai tartalmazzdk azokat az tgynevezett SVD bazis
spektrumokat, amik a masodik (diagonalis) matrix megfeleld elemében szerepld
stllyal, és a harmadik matrix megfeleld sordban megjelend ,¢lettorténettel”
(esetliinkben homérsékletfiiggéssel) leirjak a valtozasokat. Egy ilyen analizishez nem
kell semmilyen eldzetes feltétel kiszabéasa, a felbontds tisztan a linearis algebra
szabalyai szerint torténik, nagysag szerint allitva sorba a valtozasokat. Ennek
megfeleléen, példaul ha a véltozds a homérséklet emelése, egy-egy SVD bazis
spektrum pontjainak azonos az ,¢élettorténete”, azaz a homérsékletfliiggése, ¢és az
egymasra kovetkezé SVD bazis spektrumok egyre kisebb hozzajarulast jelentenek az

Osszesitett valtozadshoz, ami a hdmérséklet novelése soran a spektrumokban lezajlott.
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I1I. tablazat: A C-H nyujtasi rezgési tartomany Lorentz komponensekkel valé
illesztésének eredményei kiilonboz6é modell és biologiai

membranokban
pore ® brPe . Arp.a Asszignacio
deuteralt hémérséklet™® tilakoid*
Spektrum SVD Spektrum SVD Spektrum SVD
frekv. frekv/szél. frekv. frekv/szél. frekv. frekv/szél.
- 2850 /9 2851-54 2851/14 - 2850 /8 VeymCH, - 'trans'

2853-51 2853 /20 - 2859 /17 2851-54 2856 /16 VeymCH, - 'gauche’

2872F 2873 /11 2873-74 2873 /9 2873"° 2873 /23 VeymCH3

2899F 2900 /34 2901-03 2899 /36 2892-97 2897 /40 Fermi rezonancia®
2924-18 2920 /26 2918-22 2919 /23 - 2918 /11 vasCH, - 'trans'

2930* 2931 /20 2929-35 2932 /23 2921-27 2828 /34 | v, CH,-'gau'+(Fer®)
2959-58 2959 /23 2959-61 2960 /22 2959-62 2961 /33 vasCH;

Spektrum — Lorentz gorbék illesztése kiilon-kiilon minden egyes spektrumhoz. Az also és felsd
értékek a minimum és maximum frekvenciakat jelolik, amiket DOPC-ben a névekvd deutérium
telités, a tobbi membranban a névekvd homérséklet hatasara talaltunk.

SVD — A Lorentz gorbéket az elsé SVD bazis-spektrumhoz illesztettiik.

®A valtozasok a DOPC olajsav lancaban levé kettéskotés novekve (0%, 28% és 45%) deutérium
telitettségének a kovetkezményei.

"A valtozasok a novekvd hémérséklet (5 C°-rdl 65 C°-ra) kovetkezményei.

AEz a sav csak a 45%-ban telitett mintaban volt jelen.

FEzeket a frekvencidkat és szélességeket le kellett rogziteniink a spektrumok illesztése soran.
R Az asszignaci6 részletes magyarazata Snyder és munkatarsai kozleményében talalhat6 (59).

SLehet, hogy a savhoz hozzajarul egy a VsymCH3 és a 6CHj; felharmonikusa kozotti Fermi rezonancia
is (60).

Ha elvégziink egy ilyen SVD analizist, akkor, pl. tilakoid membranok esetében a 6.

abran lathaté eredményhez jutunk™.

28 Az SVD analizis soran gondosan kell eljarnunk, mert a gérbéknek barmiféle valtozasa meglatszik az
analizisben, és esetleg nem a neklnk érdekes véltozast lathatjuk. Pl ha valtozik a spektrumok
alapvonala, az egy koztes, az elsé SVD bazis spektrumra hasonlité bazis spektrumot hoz be a 6. abran
lathat6 ,,differencia” jellegi SVD bazis spektrum elé. Ugyanigy zavaré lehet az infravoros spektrumok
intenzitisanak szisztematikus megvaltozasa a mérés soran.
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Kovetkezd 1épésként Lorentz komponensekkel illesztettiik az els6 SVD bazis

spektrumot (6. 4bra a gorbe), ami a spektrumok véltozatlan, kozos részét mutatja. A

masodik SVD bazis spektrum (6. dbra b gorbe) alakja azt mutatja, hogy a

legnagyobb valtozas, ami a hdmérséklet emelkedésével a spektrumban fellép, az a

normalt SVD intenzitas

7 (
«<«w«««««511&&&\@5K \

3000 2950 2900 2850

frekvencia (cm'l)

6. abra: Arpa tilakoid membran 5-65 C° kozotti 27 homérsékleten felvett spektrumsorozatanak
els6 (a) és masodik (b) SVD bazis spektruma. Az elsé (az ,atlag”) SVD bazis spektrum
adatpontjait a korok mutatjdk. Az alatta levé komponensekkel kapott illesztett gorbe fut a korok
illetve négyzetek belsejében. A komponensek kozott vastaggal hiztuk ki a vg,mCH, savhoz rendelt
két komponenst.

veymCH3 sav frekvencidjanak a magasabb hullamszamok felé valo eltolodasa. Ha ez
az eltolodas tényleg az els6 SVD bazis spektrum vastagabban kihuzott két
komponensének vetélkedésébdl szarmazik, akkor a masodik SVD bazis spektrumot
ugyanezekkel a komponensekkel (az elsé SVD bazis spektrumnal kapott frekvencidk
és fél-szélességek rogzitésével) meg kell tudnunk illeszteni. Hogy ez valdban
lehetséges, azt a masodik SVD bdazis spektrum belsejében végigfuto illesztett gérbe

mutatja (a négyzetek a spektrum pontjait reprezentaljak).

Természetesen a valtozasok leirasdhoz tovabbi SVD bazis spektrumokat is
igénybe lehetne venni, mi azonban a bazis spektrumok sulyainak rendkiviil gyors

lecsengése alapjan (a masodik SVD béazis spektrum sulya az elsének csak néhany
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szazaléka, a harmadik az ezrelékek tartomanyaba esik) elhanyagoltuk a tovabbi SVD

bazis spektrumokat.

Az SVD analizis alapjan tehat igazoltnak lattuk, hogy a vemCH, sdvnak a
hémérséklet novelésének hatasara bekovetkezd eltolodasa a magasabb frekvencidk
felé elsésorban annak kovetkezménye, hogy termikusan egyre tobb, magasabb
vsymCHb frekvencidju rendezetlen szegmenst hozunk létre a membran lipidek zsirsav
lancaiban, mikézben a rendezett szegmensek szama, és vele a hozzajuk tartozo

alacsonyabb frekvencidju vs,,mCH, rezgés intenzitasa csokken.

A fentiek alapjan a membranok (akadr modell akar bioldgiai) infravoros
spektrumanak lipidekre jellemzd C-H rezgési tartomanyat tehat gy kellene
kiértékelni, hogy a vgymCH, sdvhoz két komponenst illesztiink, és pl
hémérsékletfiiggés vizsgalata esetén ennek a két komponensnek az intenzitisat
abrazoljuk a hémérséklet fiiggvényében. Ilyen illesztések eredményét mutatja a IIL.
tablazat fokozatosan deutériummal telitett DOPC, tiszta DPPC modellmembranokra

¢s egy biologiai membranra, arpa tilakoidra.

Az eddigiekben, elsé kozelitésben azt tételeztiik fel, hogy mindkét komponens
homogén populacidt reprezental. A bioldgiai membranokon kapott késdbbi kisérleti
eredmények azonban arrdl gydztek meg minket, hogy az igaz, hogy a transz
szegmensek populécidja homogén, mert valami csak egyféleképpen lehet rendezett,
nevezzilk is Oket ezutdn rendezett szegmenseknek, de ez mar nem igaz az
eddigiekben gauche szegmensekhez rendelt populacidora. A gauche — ezutan
rendezetlennek hivott — populacionak van egy eloszlasa, és ez az eloszlas a névekvd
hoémérseklettel novekvo frekvenciaji savval jellemezhetd. Ezt a ,,masodik kozelitést”

ki is fogjuk hasznalni a bioldgiai problémak vizsgélatdban.
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7. bra: A mért és az illesztett spektrumok kozti kiilonbség a vg,,CH, sév tartoméanyaban, dohany
tilakoid membranban.

Az egy-komponenses, illetve a két-komponenses Vy,,,CH; sav illesztés hibdja:

Ha meg akarjuk tudni, hogy mikor elegendé a hagyomanyos, egy Lorentz
komponenssel valo illesztést hasznalni, és mikor kell két komponenst illeszteni,
akkor szemiigyre kell venniink az illesztések hibajat, illetve e hiba
homérsékletfiiggését, hiszen vizsgalatainkban altalaban a homérséklet volt az a
paraméter, aminek fiiggvényében a membranszerkezet valtozasait vizsgaltuk. A hiba
indulé értékét 5 C°-nal egy-komponenses illesztésnél az 5.A. 4bra,  két-

komponensesnél az 5.B. dbra mutatja.

A hiba homérsékletfiiggését a v4mCH, sav tartomanyaban a 7. dbrdn abrazoltam.
Szembetiind, hogy az egy komponensi illesztés hibaja a hdmérséklet novekedésével
fokozatosan eltlinik, azaz magasabb hdmérsékleteken (vagy nagyon rendezetlen, sok

telitetlen zsirsavat tartalmazo membranokban) megfeleld lehet az egy komponenssel

46



Anyagok és Modszerek

vald illesztés is. A hiba alakja ugyanakkor megerdsiti korabbi, SVD analizisre
alapozott kovetkeztetésiinket, hogy itt valdban két savrol van szod. A rendezett
szegmensekhez tartozo sav a hdmérséklet ndvekedésével fokozatosan eltlinik, ezutan
mar csak a tobbé-kevésbé eloszlott rendezetlen szegmenseket reprezentald savval
kell szamolnunk. Ennek megfelelden, a két-komponenses illesztés hibdja az egész

hémérséklet tartomanyban minimalis (7. abra).

Az amid I sav komponenseinek meghatarozasa. (Sajat eredmény [S2])

Az Irodalmi attekintésben részletesen targyaltam, milyen problémakkal kell
szembenézni, amikor meg akarjuk hatarozni, hogy a fehérje infravoros spektrumanak
amid I savjaban hol helyezkednek el a masodlagos szerkezeti elemekre jellemzd
komponensek. A kdvetkeztetés az volt, hogy akar masodik derivalttal, akér Fourier
on-dekonvolucioval akarjuk meghatarozni a komponensek szamat és helyét, igen jo
jel/zaj viszonyra van sziikséglink, és a lehetd legkisebbre kell csokkentenlink a

vizgdz forgési spektrumabol szarmazo6 hozzdjarulast.

A vizgdz zavar6 jelének lecsokkentésére kiillonbozd eljarasokat kovetnek. Egy
radikalis megoldas, amit Fritz Siebert alkalmaz Freiburgban, hogy az egész
spektrométert, mintastél vakuumban tartja, de sok mintaval ezt nem lehet megtenni.
Egy masik megkozelitést jelent, hogy ma mar tobb gyartd kinal olyan
spektrométereket, amelyeknek interferométer részében éallandéan védkuum van, igy
csak a mintatart6 részt kell a vizgdzt6l mentesiteni. Egy tovabbi lehetdség, hogy a
lezart mintatérben ki-be toljuk a mintat a fényutba, igy a hattér és a minta mérése
kozott minimalis lesz a vizgdz hozzédjaruldsdnak valtozdsa, ami végil is az
abszorpcids spektrumban megjelenik. Sajnos ATR kisérletek esetében ez a modszer
nem, vagy csak igen specialis felszereléssel és csak bizonyos esetekben (61)

valosithaté meg.

A vizgdz levondsara javasolt eljarasunkat az aldbbiakban egy extrém eseten
vezetem végig, hogy jobban lathatd legyen, mire képes. Ennél egy altalanos esetben

csak jobb eredményt lehet elérni.
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A polielektrolit  filmekre®®  adszorbealtatott  fehérjék  szerkezetének
meghatdrozasakor halmozottan nehéz a fenti feltételek teljesitése. Az adszorbedlodott
fehérje mennyisége igen csekély, az amid I tartoményban altalaban csak néhanyszor
107 OD-jii spektrumokat kapunk, azaz a nagyon magas jel/zaj viszonyu spektrum
nincs meg, ¢és nem is elérhetd. A kovetkezd nehézség, hogy a filmek felépitése
sokdig tart, igy idében nagyon messze (akdr tobb napnyi tdvolsagra) keriil egymastol
a hattér spektrumok és a minta spektrumainak felvétele [S2]. Ennyi id6 alatt pedig
elkeriilhetetleniil valtozik a vizgdz szintje, a leggondosabb szaraz levegd, vagy

nitrogén befuvas mellett is.

Ezeken a nehézségeken ugy probaltunk meg urrd lenni, hogy a mért
spektrumokb6l amennyire csak lehetett, levontuk a vizgdz hozzéjarulast (8. abra).
Ezzel teljesen az altalanos gyakorlatot kovettiik. Az altalanos gyakorlat kovetkezo
1épése mindig egy valamilyen polinomos simitasi procedura. Ezt én kockazatosnak
tartom, mert a vizgdz spektruma igencsak valtozo intenzitasi csucsokbol all (8.B.
abra), aminek kovetkeztében ugyanaz a polinom nagyon eltéré gorbét hagy maga
utan ott, ahol kicsi az egymads utani vizgdz csucsok kozti kiilonbség, mint ott, ahol
nagy. Ezt be is mutatom a 8.A. abran. A vizgdz levonasa utan kapott b spektrum és
a polinommal simitott ¢ spektrum kiilonbsége (b-c¢) alig mutat zajt, azaz a b
spektrumban a vizgdéz interaktiv (szabad szemmel torténd) levondsa utan megmaradt
vizgéz csucsokban nem tett nagy kart a polinomos simitas. Ez jol latszik a c
spektrum masodik derivaltjan is, ami annak ellenére igen zajos, hogy a derivalas

soran tovabbi simitast alkalmaztunk (8.B. abra, e gorbe). Ami még rosszabb, az az,

hogy az e gorbe minimumai egybeesnek a vizgdéz spektrum séavjaival. Ez volt az a
hiba, amibe az Irodalmi attekintésben diszkutalt munka szerzéi beleestek (L.

tabldzat).

29 A legutébbi id6kben, spektroszképiai ismereteinket egy gyakorlati alkalmazasra is szamot tarté tertlet,
az u.n. bio-anyagok (biomaterials) vizsgalataban kezdtiik el hasznositani. Ezek az anyagok képesek
reagalni a bioldgiai kérnyezet hatdsaira, lehet bel6lik olyan konstrukcidkat kialakitani, amelyek
belsejében gyogyszerek vannak, amelyek ellenérzott médon képesek kiiffundalni a célzott kbrnyezetbe,
képesek enzimeket muikodtetni, poliszaharidokat utinozni, fazisitalakulasokat produkalni, ahogy a
helyzet megkivanja. Hordozéanyaguk legeyakrabban valamilyen polielektrolit film, amibe a molekulakat
el6re megtervezett médon, rétegenként lehet bevinni. Ezek a szerkezetek szinte kindljdk magukat a
teljes visszaver6désen alapulé Fourtier transzformacios infravérés (ATR-FTIR) spektroszkopia
szamara, aminek révén érdekes eredményeket is kaptunk (62).
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A b-c¢ spektrummal ellentétben, a b spektrum és a b spektrum Fourier simitasaval
kapott d spektrum b-d kiilonbsége igencsak tele van kisebb-nagyobb ,,szérokkel”.

Azaz, a Fourier simitas sokkal erételjesebb volt, és zajtdl szabaditott meg minket.

0.006 - A
0.004 -
0.002
0.000 | 2
-0.002 {I'p

-0.004 - ¢

-0.006 —| d
b-¢

-0.008 —

onkényes skala

vizgdéz

1550 1650 1750

frekvencia (cm'l)

8. abra: A vizgbz “kitisztitisa” a fehérje spektrumbol®®. A: (a) A nyers spektrum. (b) A vizgéz
spektrumanak interaktiv modon valo levonasa utan kapott spektrum. (¢) A spektrum, amit a
hagyomanyok szerinti 9 pontos Savitzky-Golay féle simitassal kapunk. (d) A spektrum, amit a b
spektrum Fourier simitdsaval kaptunk. (b-¢) A latszdélag vizgdz mentesitett b spektrum és a
Savitzky-Golay simitassal tovabb ,javitott” ¢ spektrum kiilonbsége. (b-d) A latszolag vizgdz
mentesitett b spektrum és a b spektrumbdl Fourier simitassal kapott d spektrum kiilonbsége. B: (e)
A Savitzky-Golay simitassal kapott ¢ spektrum maésodik derivaltja, amit a derivalas soran
alkalmazott tovabbi 5 pontos Savitzky-Golay simitassal kaptunk. (f) A Fourier-simitott d spektrum
masodik derivaltja, barmiféle tovabbi simitds alkalmazasa nélkiil. Az abra aljan a vizgdz
spektrumat mutatom be.

30 Itt szandékosan a mérések soran tapasztalt legrosszabb esetet vettiik elé. A fehérje minta polielektrolit
fim felszinére adszorbedltatott fibrinogén volt. Figyeljuk meg, mennyire kicsi volt az amid I sav
abszorpcidjanak értéke.

49



Anyagok és Modszerek

Itt meg kell allni egy pillanatra és megmagyarazni, hogy csinaljuk a Fourier simitést:

Elvégezziik a Fourier transzformaciot a kivalasztott spektrumon, és igy kapunk

egy valods és egy képzetes transzformaltat.

Ezeket a transzformaltakat megszorozzuk egy apodizalo fiiggvénnyel. Az
apodizal6 fliiggvény értéke 1 és 0 kozott valtozik, az 1 és 0 kdzotti &tmenet alakjat és
helyét paraméterként hasznaljuk. Esetlinkben egy Gauss ,,félgorbe” volt az dtmenet
alakja, ha ezt kozelebb huztuk az origbhoz, akkor erdsebb simitdst kaptunk, ha
tavolabb eresztettilk, akkor enyhébbet. Tudtuk valtoztatni a Gauss félgorbe
sz¢élességét is. Az apodizalo fiiggvénynek az a szerepe, hogy kivagja a spektrumbdl a
nagyfrekvenciaju zajokat. Ez kiilondsen ott eredményes, ahol a zaj frekvenciaja
hatarozottan elkiiloniil a mérendd jelétdl. A vizgdz esete pontosan ilyen, hiszen a
vizgbz savok szélessége 2-3 cm’, az egész amid I savé pedig 60-70 cm™. Az
apodizacid természetesen mindig okoz valamilyen torzulast a széles amid I savban is.
De ez a torzulds egyrészt ellendrizhetd, hiszen amig nem jelenik meg lényeges,
hossza tavl eltérés a nulla koriili vizszintes egyenestdl a b-d kiilonbségi
spektrumban (8. dbra), addig nem okoztunk jelentds torzulast. Masrészt a torzulds az
egész amid I savot egyiitt érinti’', igy lokalis hatdsa a kés6bb meghatarozandd amid I
komponensekre kicsi és egyforma lesz, ellentétben a polinomos simitdsok lokalisan

igencsak valtozo hatasaval.
Elvégezziik az inverz Fourier transzformaciot.

Ha ezutan megnézziik az amid I s&v masodik derivaltjat, az f gorbét (8.B. abra),
akkor lathatjuk, hogy az ,,sz€ép sima”, egyrészt kevesebb minimuma van, mint az e
gorbének, masrészt ezek a minimumok nem esnek egybe a vizgdz spektrum

savjaival.

A Fourier simitas utan kapott masodik derivalt gérbe minimumainak szamat és
frekvencidjat hasznalva az amid 1 sdv illesztésekor megadanddé komponensek

kezddértékeiként, nagyon jo illesztést lehetett kapni, az optimalisnak talalt

31 A kisebb szélességli savok esetében fellépé torzuldst jol lehet latni az 1600 cm! tdjan levs, a
polielektrolit filmbdl szarmazé csicson. Ekoril a csucs kortl a Fourier simitas kévetkeztében fellépd
kiszélesedés eredménye meglatszik a b-d spektrumon (8.A. abra).
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9. abra: Polielektrolit film felszinére adszorbealtatott fibrinogén (61 C°-on mért) amid I savjanak
felbontasa Fourier simitas utan kapott masodik derivalt altal kijelolt kezdé paraméterekkel. A
legfels6 gorbe a Fouries simitas utan kapott masodik derivalt (ugyanaz, mint az f gérbe a 8. abran).
A csillagok jelolik azokat a minimumokat, amiket mint frekvencia kezddértékeket felhasznaltunk a
komponens savok meghatarozasahoz. A korokkel felrajzolt spektrum a fibrinogén eredeti
spektruma, az alatta levd komponensekbdl szarmazo illesztett gorbe a korok belsejében fut. PSS
jeldli a polielektrolit film egyik komponensébdl szarmazoé savot.

komponensek frekvencidi csak 1-2 hulldmszammal tértek el a kezddértékektdl. Az
illesztés utolsd lépései teljesen szabadjara engedett paraméterekkel torténtek (9.

abra).

Ugy gondolom, hogy ez az eljaras meggyézGen bizonyitja, hogy meg lehet
szabadulni a vizgdz sdvok zavard hatdsatol a fehérjék infravords spektrumdnak

kiértékelése soran.
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EREDMENYEK ES DISZKUSSZ1O

Bioldgiai problémak

FOTOSZINTETIZALO SZERVEZETEK HOMERSEKLET ADAPTACIOJANAK VIZSGALATA

A membranlipidek telitetlenségének szerepe cianobaktériumokban [S3]

Elozmények

Mint azt az Irodalmi attekintésben roviden emlitettem, a membranok igen
finoman kiegyensulyozott lipid-fehérje egylittesek, amiknek tobbréti funkcidja van
az ¢lo szervezetekben. Egyrészt elvalasztjdk egymadstdl a sejteket, az egyes
sejtalkotorészeket, hatdsos elzarkdzast biztositva szdmukra a kornyezetiiktol.
Masrészt, biztositaniuk kell a megfeleld passziv/aktiv anyagcserét a kiilvilaggal.
Ezen kivil, a membrannak kozvetitenie kell a sejtnek a kiilvilagbol érkezd
behatéasokat, jelzéseket is. Ez teszi lehetdvé, hogy a sejtek alkalmazkodni tudjanak az
allandoan valtozé kiilsé koriilményekhez. Ezért aztdn a bioldgiai membrannak egy
fizikailag eléggé erds, de mégis dinamikus valaminek kell lennie, amiben tag
kornyezeti hatarok kozott egyrészt egyensulyban vannak egymadssal sajat

komponensei, masrészt 6, mint egység, a kdrnyezetével.

Mi a homérséklethez, az egyik leggyakrabban véltozé kdrnyezeti paraméterhez
val6 alkalmazkodas folyamatat vizsgaltuk cianobaktériumokban ¢s magasabb rendii

novényekben. Mirdl is van sz6?
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Egyes cianobaktériumokban a ndvekedési hdmérséklet meghatarozza a glicero-
lipidek zsirsavlancaiban a telitetlenség32 mértékét. Mégpedig tigy, hogy minél
alacsonyabb a novekedési homérséklet, annal tobb a telitetlen zsirsav a glicero-
lipidekben. A lipidek biokémiai és biofizikai sajatossagai fiiggenek zsirsavlancaik
telitetlenségének mértekétdl, igy aztdn a zsirsav telitetlenségnek nagy hatdsa van a
membranok miikodésére (63). Az az altaldnos tapasztalat, hogy minden biologiai
membranban - a szamara fiziologiai szempontbol relevans hémérséklet tartomanyban
— a lipideknek folyadékkristalyos allapotban kell lenniiik. Modell membranokon
végzett vizsgalatokbol egyértelmiien kideriilt, hogy a gél—folyadékkristalyos
fazisatmenet homérseklete fligg a membranlipidek telitetlenségének mértékétol (64).
Ennek kovetkeztében azutdn a biologiai membranok fiziologiai aktivitdsa is
drasztikusan megvaltozik a gél—>folyadékkristalyos fazisdtmenet kornyékén (65). A
fotoszintetikus membranokban is a zsirsav telitetlenség mértéke hatdrozza meg az
acil-lipidek fazisviszonyait, amit zsirsav deszaturaz enzimek (66) allitanak be, a
zsirsavlancokon kialakitott kettds kotésekkel. Hogy a deszaturdcido tényleg a
homérseklethez vald alkalmazkodds egyik kulcsa, azt az is mutatja, hogy a
deszaturaz aktivitds szintje egylitt valtozik a kiils6 homérséklettel, példaul az

alacsony homérsékleti tolerancia kialakitasakor (67).

A Synechocystis PCC6803 egy transzformalhaté cianobaktérium torzs, amit
sz¢leskortien hasznalnak, mint a magasabb rendli novények kloroplasztiszdnak
modelljét. A mezofil Synechocystis PCC6803 kb. 25-35 C° hdémérséklet
tartomanyban szeret ¢élni, de ezen a tartomanyon belill is alkalmazkodik az aktualis
kiils6 hoémérséklethez. Mégpedig ugy, hogy deszaturaz enzimrendszere (68)
segitségével mindig az optimalis szintre allitja be a membran lipidek zsirsavjainak
telitetlenségét (69). A sejtek deszaturdz enzimkészlete azonban mutagenezissel
megvaltoztathatd, ¢és mi célul tiztik ki azoknak a valtozdsoknak a
membranszerkezetre, ezen beliil a fehérjékre, illetve a lipidekre gyakorolt hatasat,

amik a homérséklet €s/vagy a deszaturacid szintjének megvaltozasa kovetkeztében

32 Ab ovo minden zsirsavlanc telitetlen, azonban az elongici6é sordn, azaz mire teljesen elkészilnek, a
lancok telitédnek. A kérnyezetbdl érkez6 jelzések hatasara, a sziikség szerinti telitetlenség tgy alakul ki
a zsirsavlancokban, hogy a zsirsav deszaturaz enzim rendszer valamely eleme(i) kettds kotéseket
alakitanak ki benne. Mivel ez a telitetlenség az eltérés az alaphelyzett6l, mindig ezzel a széval fogom
jellemezni a membran lipideket, nem hol telitettséggel, hol telitetlenséggel.
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lépnek fel. Ezért 25, illetve 35 C°-on vad tipust és olyan mutans sejteket neveltiink,
amelyekben csak telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavak maradtak.*® (Azaz, a 2-,
3-, 4-szeresen telitett zsirsavakat létrehozd deszaturaz enzimeket inaktivaltuk a

sejtekben.)

Van ennek a rendszernek egy ,.ellenprobaja” is, amit az értekezés irdsaval
parhuzamosan végziink, ezért annak eredményeit itt még nem tudom bemutatni, de a
teljesség kedvéért roviden, hogy mirdl is van sz6. Egy madsik cianobaktérium, a
Synechococcus PCC7942 (kordbban Anacystis nidulans R2), aminek fiziologias
hémérséklettartomanya ugyan par fokkal el van tolva felfele, a fentebb targyalt
Synechocystis-hez viszonyitva, de csak egyszeresen telitetlen olajsavat tartalmaz. Ha
egy ilyen baktériumba beépitjik egy mdsodik kettds kotés létrehozasara képes
deszaturdz enzim desA génjét, akkor felkinaljuk a lehetdséget a sejtnek, hogy -
elsésorban alacsony homérsékleten - ¢éljen a plusz kettOskotés adta
membrandinamika noveléssel. Ez azért nagyon érdekes probléma, mert minden
eddigi  esetben valamilyen megszoritdst jelentett a  membranlipidek
zsirsavOsszetételének megvaltoztatasa, lett légyen szd a fentebb targyalt genetikai

modszerekrol, vagy vizoldékony katalizatorok alkalmazasarol (71).

A vad tipusu Synechocystis PCC6803 sejtek membrdn lipidjei:

Ha a korabban bemutatottak szerint felvessziik 335, illetve 25 C°-on nevelt, vad
tipust Synechocystis PCC6803 tilakoid és citoplazma membranjanak infravoros
spektrumat, a spektrum 3050-2800 cm™ kozotti részét a hémérséklet fiiggvényében
felvett minden egyes spektrumban felbontjuk komponenseire, gy ahogy az 5.A.
abra mutatja, és a hOmérséklet fiiggvényében abrazoljuk a kapott vemCH>
frekvencia értékeket, akkor a 10. dbran lathaté eredményhez jutunk. Marmint akkor,

ha egy komponenssel illesztjiik a v¢;mCH, savot. Ezt azért tehettiik meg, mert, mint

3 A Synechocystis PCC6803 deszaturdz rendszerének lefrdsa, a célzott mutagenezis eljarasa, és hatdsa
részletesen megtalalhatd Tasaka és mtsai. kézleményében (69;70).
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10. abra: A v, CH, rezgés homérsékletfiiggése 35 illetve 25 C®-on nétt Synechocystis PCC 6803
sejtek (A) - tilakoid (WT35, WT25)>* s (B) - citoplazma membranjiban (WC35, WC25). A
fugglleges vonalak a novekedési hémérsékleteket jelolik. Vegyiik észre, hogy a zsirsavlancok
rendezetlensége az adott sejtek ndvekedési hémérsékletén azonos. Ezt az értéket a vizszintes

szaggatott vonal jeléli.35

latni fogjuk, a kiilonbségek az egyes membranok kozott olyan nagyok, hogy teljesen

megfeleld volt az egy-komponenses illesztés is.

A 10. abra gorbéin két érdekesség van. Az egyik az, hogy a 25 C°-on nétt
sejtekhez tartozd gorbeék alacsonyabb hdmérsékleten ,,tornek le”, azaz alacsonyabb

hémérsékletig megdrzik a nagyobb lipid rendezetlenséget (a tobb rendezetlen

3 Mindenitt megtartottam a megfelelé kézlemény angol réviditését, hogy az itt tirgyaltak kénnyebben
Osszevethet6ek, kiegészithetéek legyenek a cikkekben leirtakkal.

% Gyakran felmertl, hogy mekkora az ilyen frekvencia meghatarozas hibdja. A hiba természetesen fiigg az
illesztés pontossagatol. Ebben a spektrum tartomanyban az SPSERV program altal megadott hiba 0.1
cm-nél kisebb volt. De a mérés bizonytalansagat a gorbéken egymas utin kovetkez6 pontok
,,0szcillaldsabol” (ami igen kicsiny) is megbecsiilhetjik.
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szegmenst). A masik érdekesség, az, hogy mind a 25 C°-on, mind a 35 C°-on ndétt
sejtek membranjainak rendezetlensége nagyjabdl azonos a novekedési
hémérsékletiikon. Ezt az azonos rendezetlenségi értéket jeloli a vizszintes szaggatott

vonal mindkét panelben.

Az els6 érdekesség annak a kovetkezménye, hogy a sejtek a ndvekedési
hémérséklethez igazitjadk membran lipidjeik telitetlenségének szintjét. A 10. abra
gorbéi az alacsonyabbtdl a magasabb homérséklet felé haladva, egy
gél—folyadékkristalyos fazisatmenetet tiikroznek. Ez az 4tmenet a sokféle lipid és a
membranban jelenlevd fehérjék miatt nem olyan szép éles, mint amit a 2. dbran
mutattam, €s, mivel nem akartuk a mintdkat megfagyasztani, tobbé-kevésbé hianyzik

a fazisatmenet alacsony hémérsékletii része is.

Ha megvizsgaljuk a 25 C°-on, illetve 35 C°-on nevelt sejtek lipidjeinek
zsirsavosszetételét, kideriil, hogy az nem egyforma. A 25 C°-on nevelt sejtekben tobb
a telitetlen zsirsav, pontosabban tartalmaznak olyan, tobbszordsen telitetlen
zsirsavakat is, amik a 35 C®-on nevelt sejtekbdl hianyoznak (IV. tdblazat). Azaz, a
tobb, telitetlen (,,0lajszer(i”) zsirsav alacsonyabb hdémérsékleteken is képes
rendezetlen (,,fluid”)* allapotban maradni, igy alacsonyabb hémérsékleteken is fenn
tud maradni a kiilénb6z6 membranfunkciokhoz sziikséges homeosztazis. A IV.
tabldzatban feltiintettem egy irodalmi adatot is, a 22 C°-on nevelt sejtek teljes lipid
Osszetételét (69), ami a tilakoid és a citoplazma membran aranyat figyelembe véve,
gyakorlatilag a tilakoid membrannak felel meg. Az jol latszik, hogy itt, kozeledve a
fiziologiai homérséklettartomany alsé hatdrdhoz, meredeken emelkedik a

tobbszordsen telitetlen zsirsavak mennyisége.

A 10. abra masik érdekessége, az eltérd nevelési hdmérsékletekhez tartozo
azonos membrandinamika, a ,homeoviszkézus adaptacio” (72) jelenségéhez

kapcsolhato, annak tudtommal egyetlen infravords spektroszkopiai bizonyitéka. A

36 A fluiditas kifejezést gyakran hasznaljdk a membran lipidekkel kapcsolatban, de nagyon sokszor
nincsenck meg azok a feltételek, amik egy ilyen makroszképikus paraméter értelmezését lehetové
tennék. Semmi esetre nincsenek meg az infravords spektroszkopiai adatok tekintetében, amikhez
minden egyes C-H koétés egyenként hozzajarul, ezért végll a konformaciés eloszlas atlagat latjuk, igy
esetiinkben nincs értelme fluiditasrél, (mikro)viszkozitasrél beszélni.
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homeoviszkézus adaptacid azt jelenti, hogy minden hdmérsékleten, ahol a sejtek

néni képesek, igyekeznek azonossa tenni ,,Singer-Nicholson membranjaik”

viszkozitasat.’’

IV. tablazat: Vad tipusu Synechocystis PCC 6803 sejtek citoplazma és tilakoid
membranjainak zsirsav osszetétele 25 C-on, illetve 35 C°-on valé
nevelés esetén

Zsirsav osszetétel (rel. %)
16:0 16:1 18:0 181 182  vy-18:3 0—18:3 18:4
WC25 56 4 8 12 12 5 3
WC35 57 4 1 8 13 16
WT25 52 4 1 8 10 15 6 4
WT35 55 3 1 7 10 24
*VS22 51 3 2 6 8 21 8

WC25, WC35 — vad tipust citoplazma membranok 25, illetve 35 C°-on nétt sejtekbol.
WT25, WT35 — tilakoid membranok ugyanezen sejtekbol
*VS22 — Teljes lipid kivonat 22 C°-on nétt vad tipusu sejtekb6l (69).

Ha mar itt egyiitt szerepelt azonos membrandinamika ¢és homeoviszkozus

adaptacid, akkor érdemes lenne tisztaznom, mit értek az egyiken, mit a masikon:

Membrandinamika alatt f0ként az infravords spektrum altal nyqjtott informaciok
alapjan kapott képet értem. Ugyanakkor be kell vallanom, hogy az infravords
spektrum lipidek jellemzésére hasznalt v¢mCH, frekvencidja nem a molekuldk
dinamikajat méri kozvetlenil. Az altala adott informécié, a zsirsavlancok
konformécids heterogenitasa, azonban altaldban szoros korrelacioban van a
molekulak dinamikéjaval. Eszerint a lipidek zsirsavlancai alacsony hdmérsékleten
kevésbé, magasabb hémérsékleteken jobban ,toredezettek”, azaz tobb benniik a

gauche szegmens. Az ilyen szegmensek kialakulasat megkonnyiti, ha a zsirsavlancok

37 A homeoviszkozus kifejezés szintén makroszképikus paraméterre utal, de tekintettel arra, hogy ezeket
az adatokat els6sorban spinjelélt ESR spektroszképidval kaptak, ahol a kézegben mozgé spinleldlt
molekula forgasi diffaziés allandoéjat mérik, némi makroszkopikus analégianak van alapja.
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térbeli ,,pakoldsa” nem tokéletes, amit leginkdbb a lancokban megjelend cisz
konfiguracidoju  kettds  kotések  okozhatnak.  Nagyobbnak tekintem a
membrandinamikat, ha tobb benne a rendezetlen, tort zsirsavlanc. A zsirsavlancok
konformécids hetergenitasanak van egy, a fehérjéket érintd része is. Megfigyelheto,
hogy a membranlipidek infravords spektruma olyan magas vemCHs frekvencidkat
mutat olyan alacsony homérsékleteken is, ahol a lipideknek gél allapotban kéne
lennitik, amik csak ugy magyarazhatok meg, ha ott is vannak tort zsirsavlancok (ezt
majd részletesen bemutatom a fehérje/lipid ardnyrdl szolo fejezetben). Tort
zsirsavlancoknak pedig azért kell lenniiilk minden hémérsékleten, ahol a sejtek
megélnek, mert ki kell alakulnia a megfeleléen zarodoé lipid-fehérje hatarfeliiletnek.
De ez nem jelenti, hogy ezeknek a lipideknek nagymértékben toredezett
zsirsavlancaik kovetkeztében nagy lenne a dinamikdja. Ezért érdekes, hogy a
novekedési hdmérsékleteken azonos volt a veymCH, infravords paraméter értéke, ami

azonos, vagy nagyon hasonlo konformacids heterogenitast jelent.

Ezzel szemben, a homeoviszkozus adaptacio eddigi vizsgalataiban a viszkozitast
(fluiditast), azaz egy  makroszkopikus  paramétert, elsésorban  jel6ld
spektroszkopidkkal (ESR, fluoreszcencia anizotropia) mérték, ahol nagyméretd,
jelolt molekuldk mozgésat vizsgaltdk a membranok lipid fazisaban. Tehat ezekben a
mérésekben csak a lipidekrSl van sz6®®. Ett6l még ezek az eredmények igazak, de
csak annyira, amennyire a ,,Singer-Nicholson membranok™ megfelelnek a biologiai
membranoknak. Vannak, amelyeknek megfelelnek, azoknak, amelyekben alacsony a
fehérjék mennyisége €s sok a lipid (és valoban a homeoviszkozus adaptaciorodl szolo
eredmények ilyen membranokon sziilettek). Ezeknek a membranoknak a tekintetében
azonos eredményt fog adni a viszkozitds mérése €s az infravords spektroszkopia. De
ellentmondasok lesznek a kétféle megkozelitésbdl szarmazd kovetkeztetések kozott,
mint azt lejjebb latni is fogjuk, ha magas a fehérje/lipid ardny a vizsgalt

membranban.

3 Van persze olyan ESR moédszer is, amelyik meg tudja mutatni a fehérjékhez kotott lipideket is, ezzel
egyik lejjebb bemutatand6 vizsgalatukban mi is éltiink, de nem ezt a moédszert hasznaltak a
homeoviszkézus adaptacioés vizsgalatokban.
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Ezek szerint az infravords spektroszkopia mérések tekintetében a
homeoviszkozus adaptacio helyett a homeodinamikus adaptacié kifejezés lenne a

helyes.

Egy-egy membran még egy adott hémérsékleten valo jellemzéséhez is nagyon
hasznos egy nagyobb homérséklet tartomanyban felvenni az infravoros
spektrumokat. A hdémérséklet, mint kiilsé paraméter mentén sokkal jobban
értelmezhetdk az egyes membranok kozti esetleges kiilonbségek. A homeoviszkozus
adaptacié esetében a természet arra torekszik, hogy azonos membran dinamikat
allitson be kiilonb6z6 homérsékleteken, amihez egymastol eltérd zsirsavosszetételre
van sziiksége. Az eltérd zsirsavosszetétel hatdsa a membrandinamikara csak egy
szélesebb hémérséklet tartomanyban deriil ki. Altaldban elmondhatjuk, hogy minden
olyan mddszernek, ami azt allitja magarol, hogy a membranok lipidjeirdl, a membran
dinamikarol tudosit, meg kell felelnie annak a feltételnek, hogy az 4ltala két
kiilonb6z6 membran kozott mért kiilonbségnek nagyobbaknak kell lennie

alacsonyabb, mint magasabb hémérsékleteken™.

Membranlipidek mutans Synechocystis PCC6803 sejtekben:

A lipid telitetlenségnek a membran szerkezetre gyakorolt hatasdnak
vizsgalatahoz egy olyan mutans térzset hasznaltunk, amit inzerciés mutagenezissel
kaptak. Ebben a desd /desD -nak nevezett torzsben a A' és A® deszaturazokat kodolo
desA ¢és desD géneket inaktivaltdk egy antibiotikum rezisztenciat hordozo génnel,
amit a megfelelé deszaturaz génjébe épitettek be (73). Igy, a desAd/desD sejtekben
az olajsav maradt az egyetlen telitetlen zsirsav, a sejteknek ezt kell kombinalniuk
kiilonbozd telitett zsirsavakkal a membran lipidekben, hogy szabélyozzak

membranjaik dinamikus tulajdonségait.

¥ Egészen hétkoznapi példaval élve, a zsir és az olaj kozott, amikor hust siitiink bennik, kisebb a
kilénbség, mindkettd folyik, talin a szaguk mas csak, mint alacsony hémérsékleten, ahol az egyik mar
szilard, amikor a masik még folyékony. A membranokban is a ,,zs{rszerd” és ,,0lajszerd” zsirsav lancok
aranyanak megvaltozatasa jelenti az adaptaciot, ezért kell alacsony hoémérsékleteken nagyobb
kilénbséget kapnunk két killonb6zé membran k6zott, mint magas hémérsékleteken.
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A 25, illetve 35 C°-on ndtt mutins sejtek membranjai veymCHy rezgésének
homérsekletfiiggését a 11. dbra mutatja. Ha ezeknek a membranoknak a
hémérsékletfiiggését 6sszehasonlitjuk a vad tipust sejtek membranjaiéval (10. abra),
akkor szembetiind, hogy mig a 35 C°-on nevelt mutns sejtek tilakoid (MT35) és
citoplazma (MC35) membranjai képesek a vad tipuséhoz hasonlo lipid
rendezetlenség fenntartasira novekedési hémérsékletiik, a 35 C° kornyezetében, a 25

C°-on nétt sejtek MT25 és MC25 membranjai erre képtelenek.
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11. abra: A v,,,CH, frekvencia hémérsékletfiiggése 35, illetve 25 C°-on nevelt desA’/desD
mutans (M) sejtekbdl preparalt tilakoid (T) és citoplazma (C) membranokban. A szaggatott vonal
azt a lipid rendezetlenséget jeloli, amit a vad tipust sejtekben a novekedési hdmérsékleteknél
talaltunk.

Ehhez még hozza kell tenniink, hogy 25 C°-on a mutins sejtek osztodasi
sebessége elmarad a vad tipusétol, és hogy a mutans sejtek mar nem is osztodnak ez
alatt a hdmérséklet alatt (74). Ezenkiviil, alacsony hdmérsékleten a mutans sejtek

nagyon érzékenyek a fényre (a részleteket lasd az (75;76) kozleményekben). Az
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alacsony hémérsékleti fotoinhibicid jelenségét, ami a fényérzékenységet jelenti, az
okozza, hogy megakad a a D1 fehérje regenerdcidja a mutans sejtekben, és
kiilondsen alacsony homérsékleten. A D1 a Il-es fotosizsztéma reakciécentrumanak
egyik fehérjéje, aminek folyamatos ,.elromlasa” és a rossz fehérjék ujakkal valo
potlasa minden fotoszintetikus organizmusban a normalis élet része. Az mar
kordbban is feltlint, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavak jelenléte
elengedhetetleniil sziikséges a D1 fehérjék miikddésre képes formaban vald
regeneralasdhoz a 25 C°-on nétt desA/desD™ sejtekben (77). A sejtek ugyanis
képesek voltak 1j pre-D1 fehérjék szintézisére, a tilakoid membranhoz valo
eljuttatasara, de a fotoszintézis szempontjabol inaktiv pre-D1 fehérje aktiv D1

fehérjéveé vald érése a membranokban mar nem tudott végbemenni.

Ehhez a korabban pusztin biokémiai megfigyeléshez szolgaltatnak szerkezeti
magyarazatot az infravords spektroszkdpia révén tett membrandinamikai
megfigyelések. Ha Osszevetjilk a fenti membrandinamikai adatokat, az alacsony
hémérsékleti fotoinhibicids kisérletek eredményét, és a desd/desD™ sejtek alacsony
hémérsékleten vald osztddasi nehézségeit, akkor arra a kovetkeztetésre juthatunk,
hogy az MT25 és MC25 membranok 25 C°-on ,,dinamikai hatarukon” miikddnek. Ha
barmi, mint példaul az elromlott D1 fehérje kicserélése egy ujra, nagyobb helyi
membran atrendezddést kivanna meg, arra ezeknek a membranoknak mar nincs

semmilyen ,,dinamikai tartaléka”.

A fehérje/lipid aranyok

Van egy tovabbi érdekessége a Symechocystis sejtek membranjain végzett
infravoros méréseknek, ami akkor latszik jobban, ha paronként egymas mellé tessziik
az egy noOvekedési homérséklethez tartozo tilakoid és citoplazma membranok
gorbéit. Ez a mutans sejtekre mar igy van a 11. dbran, a vad tipusu sejtekre

Ujrarajzoltuk a 12. abran.

A 11. és 12. abran az latszik (ez utdbbin tisztdbban), hogy mindkét
hémérsékleten valo névekedés esetében, a ndvekedési hOmérsékleten, és attodl folfele,

a tilakoid és a citoplazma membranok vs,nCH, frekvencidjanak hdmérsékletfiiggése
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nagyon hasonld. Ezzel szemben, a ndvekedési hdmérseklet alatt a citoplazma
membranok mindeniitt rendezettebbek (alacsonyabb a vemCH, frekvencidjuk), mint

a tilakoid membranok.
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12. dbra: A - A v,,,,CH, frekvencia hémérsékletfiiggése 35 C-on nétt vad tipust Synechocystis
PCC6803 sejtek tilakoid (WT35) és citoplazma (WC35) membranjaban. B — 25 C°-on nétt sejtek
tilakoid (WT25) és citoplazma (WC25) membranjaban

Ez a kiilonbség nem nagyon vezethetd vissza egy sejt tilakoid és citoplazma
membranjdnak esetleg eltérd zsirsavosszetételére, mert az igen hasonlo (LV.

tablazat).

Ez az infravords spektroszkopiai eredmény, miszerint a citoplazma membranok
zsirsavlancai azonos hOmérsékleteken rendezettebbek lennének a tilakoid
membranoknal,  latszolag  ellentmond  korabbi ~ ESR  spektroszkdpiai
megfigyeléseknek, amik azt mutattdk, hogy a plazmamembranok fézisdtmenete

alacsonyabb homérsékleten van, mint a tilakoid membranoké (78).
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Az eredmények megfeleld értelmezéséhez figyelembe kell venniink, hogy a
kétféle membranban nagyon eltérd a fehérje/lipid arany. Ezt az aranyt, pontosabban
ennek megvaltozasat szerencsére meg lehet allapitani az infravords spektrumbol.
Ugyanis, a fehérjékre jellemzé, 1600-1700 cm™ kozotti amid 1 sav mellett, 1720-
1745 cm™ korill van a zsirsavaknak a lipidek glicerin véazaval kialakitott észter
kotésének C=0 rezgése. Ilyen kotések csak a lipidekben vannak®. Ezért az amid I
sav és az észter C=0 rezgés intenzitasanak ardnya jol leirja fehérje/lipid aranyt
(Annak nem abszolut értékét, mert ahhoz tudnunk kellene az egyes rezgések
extinkcids koefficiensét, de azokat valtozatlannak tételezve fel, pontosan megadja a

fehérje-lipid ardny megvaltozasat.)

Ha ezek utdn megnézziikk, hogy milyen a tilakoid, illetve a citoplazma
membranok amid I és észter C=0 rezgési tartomanya (13. abra), akkor azt latjuk,
hogy fehérje-lipid ardny a tilakoid membranokban kb. Otszoér akkora, mint a
citoplazma membranokban. (A pontos adatok a Szalontai és mtsi. [S3]

kozleményének 1. tabldzatdban vannak (52).) A fehérje/lipid ardny nagyjabol

ugyanakkora a vad tipust és a mutans sejtekben. Ez azt mutatja, hogy a genetikai
manipulacié beliill maradt az altalunk szandékolt kereteken, és valdban csak a

lipideket érintette.

Az ESR ¢és a fluoreszcencia anizotrépiai mérések azt mutattdk, hogy az ott
hasznalt probak mobilitasa nagyobb volt a citoplazma membranban, mint a
tilakoidban (78). Ezekbdl az adatokbol arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
citoplazma membrannak nagyobb a fluiditdsa (barmit is jelentsen az), mint a
tilakoidénak. Ezzel 6sszhangban, alacsonyabb gél—>folyadékkristdly fazisdtmeneti

hémérsékleteket mutattak ki a citoplazma membranokra (78-80).

Itt emlékeztetni kell azonban arra, hogy az infravords spektroszkdpia egészen
mas energiatartomannyal operal, mint az ESR vagy a fluoreszcencia spektroszkopia.

Az infravorods spektrumban a rendszerben levo valamennyi molekula szegmens elemi

40 Bz szigortan véve csak a klorofillt nem tartalmazé membranokra igaz, mert ugyanilyen észter
kotésekkel kapcesolédnak a fitoll lancok a klorofillokban. Klorofill tartalmi membranokban fel kell
tételezniink a klorofill szint valtozatlansagat. A klorofillok azonban egyaltalain nem befolyasoljak a
tilakoid és a plazma membran fehérje-lipid aranyarél mondottakat, mert csak a tilakoidokban vannak,
és hozzajarulasuk ellene dolgozik tilakoidokrdl allitott nagyobb fehérje-lipid aranynak.
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mozgasa jelen van, ezzel szemben egy egész (megjelolt) molekula mozgasat nézziik

a masik két technika esetében. Igy aztan, a sokkal nagyobb fehérje-lipid arany
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13. abra: Vad tipust Synechocystis PCC 6803 sejtekbdl (ndvekedési hdmérséklet 35 C°) szarmazd
tilakoid (A) és citoplazma (B) membranok amid I és észter C=0 rezgési tartomanya. Vegyiik észre
a sokkal nagyobb amid I/észter C=0 aranyt a tilakoid membran esetében. A korok jelentik a mért
spektrum pontokat (a jobb lathatéosag érdekében csak minden masodikat abrazoltam.) A
folyamatos gorbe a kordk belsejében annak az illesztésnek az eredménye, amit a spektrum alatt
felrajzolt komponensekkel kaptunk. A vastagabb vonallal kihtzott komponensek felenek meg a
C=0 rezgéseknek, a szaggatott komponensek az amid I rezgéseknek. (Mivel itt nem lehetett cél
egy fehérje masodlagos szerkezetének részletes vizsgalata, tekintettel a nagyon sok kiilonbozd
fehérjére, ami egy membranban van, az illesztés csak a minimalis szami komponessel tortént,
amikkel jol ,.ki lehetett tolteni” az amid I savot.

kovetkeztében, el6fordulhat, hogy a ,lipid-szerd” jelolt molekula mozgasa
korlatozottabb a tilakoid membranban, még akkor is, ha ott a lipid molekulak lancai
rendezetlenebbek (toredezettebbek) a nagyobb ardnyu fehérje-lipid kolcsonhatés
kovetkeztében, mint a kisebb fehérje tartalmu, és ezért nagyobb Osszefliggd lipid

matrix-szal (még ha esetleg rendezettebbel is) rendelkez6 citoplazma membranban.

64



Eredmények és Diszkusszio

Ezek alapjan nem érzem Ugy, hogy tovabbra is fenndllna az ellentmondds a mi
konkluzionk és a korabbi eredmények kozott. (Csoportunkban végeztiink is egy
szisztematikus vizsgalatot azzal kapcsolatban, hogy hogyan viszonyulnak egymashoz
az infravoros, illetve ESR spektroszkopiaval a biologiai membranokban levd lipidek
allapotardl kapott adatok (81), de ennek targyalasa kiviil esik jelen témankon.)
Eredményeink mindenesetre felhivjék a figyelmet arra, hogy az aktudlis fehérje/lipid
aranyokra mindig tekintettel kell lenni, barmilyen membranszerkezet vizsgald

modszert hasznaljunk is.

Ezek utdn megvizsgalhatjuk, hogyan hatnak a fehérjék a membranok lipidjeinek
szerkezetére. Itt érdemes felidézni, egészen korai, modellrendszereken végzett
vizsgalatokat is. Glikoporin fokozatos beépitése dimirisztoil foszfatidil-kolin
(DMPC) multirétegekbe eltiintette a gél—>folyadékkristalyos fazisdtmenet el6tti pre-
tranziciot (amit jol mutat a 2. dbra), kiszélesitette az dtmenetet, és megnovelte az
infravords spektrum vemCH, sdvjanak szélességét (82). Hasonlo eredményeket
kaptak Ca*'-ATPazon és bakteriorodopszinon is, dipalmitoil foszfatidil-kolin
(DPPC) vezikuldkban ezek a fehérj¢k a fazisatalakuldsi hOmérséklet alatt

megemelték a gauche izomerek mennyiségét a lipidben (83).

A tilakoid membranokban sokkal nagyobb fehérje/lipid ardnynak a mi
esetiinkben az a kovetkezménye, hogy a lipidek sokkal nagyobb hanyada lesz
fehérje-lipid hatarfeliileten, ezeknek nagyobb aranyban lesznek ,,tort” lancaik, nem
termikusan indukalt, hanem szerkezeti okokbol. Ezek a tort lancok megmaradnak
akkor is, ha alacsony hémérsékletre helyezziik a membranokat, nem csokken le a
mennyiségiik, mint a termikusan gerjesztett rendezetlenségé. Ezért arra szamitunk,
hogy alacsony hdomérsékleten a magasabb fehérje/lipid ardnya tilakoid
membranokban magasabb marad a tort (rendezetlen) szegmensek relativ mennyisége,
¢s ennek megfeleléen magasabb lesz az ilyen membranokban mért vemCH,
frekvencia, mint az alacsony fehérje/lipid aranyt citoplazma membranokban. Ha a
novekedési hOmérséklet alatti tartomdnyban Osszehasonlitiuk a  vymCH»
frekvencidkat akar a vad tipust sejtek (12. dbra), akér a mutans sejtek (11. dbra)

tilakoid és citoplazma membranjaiban, lathatjuk, hogy valoban ez a helyzet.
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Osszefoglalva a hdmérséklet, a lipidek telitetlensége, és az idékozben felmeriilt
fehérje/lipid arany hatasat a membrandinamikéra, megallapithatjuk, hogy az a lipid
rendezetlenség, amit a hdmérséklet novekedésével felfele tolodo vs,mCH, frekvencia
jelez, az Osszead6dd ,szerkezeti” ¢és ,dinamikus” lipid rendezetlenség
kovetkezménye. A szerkezeti lipid rendezetlenség fiigg az adott membran fehérje
tartalmatol. A vad tipust sejtekben a v¢mCH> frekvencia, tekintet nélkiil az adott
membran fehérje/lipid ardnyara, a sejtek nevelési homérseklete tdjan nagyon hasonlo
volt a tilakoid és a citoplazma membranokban. Ez arra utal, hogy egy meghatarozott
mértékli membrandinamikara van sziikség a membranok miikodéséhez. Amikor,
lipid deszaturdz hianyos mutansok révén, minden tobbszordsen telitetlen zsirsavat
eltavolitottunk a  membranokbdl, akkor nyilvanvalova valt, hogy a
membrandinamikanak a lipidek telitetlenségével vald szabalyozéasa sokkal fontosabb
alacsony homérsékleteken, mint magasakon. Ezen kiviil, az is kideriilt, hogy az
aktualis fehérje/lipid ardnyt mindig figyelembe kell venni, ha bioldégiai membranok

szerkezetérol, dinamik4jarol akarunk mondani valamit.

Lipidek a stressz homérsékletek érzékelésében? |S4)

Az egy kiterjedt, és ebben a pillanatban még nyugvopontra egyéltalan nem jutott
kutatasi teriilet, hogy a sejtek hogyan szereznek tudomast arro6l, akar a magas, akar az
alacsony homérsékletek iranyaban, hogy bajban vannak, vagy nemsokéra lesznek, ha

a homérséklet tovabb emelkedik/csokken.

A sok lehetdség kozott, hogy a sejt honnan tudja meg, extrém, beavatkozast
igénylé homérsékletek kozé keriilt, felmeriilt az is, hogy a sejtmembranok, illetve
azok szerkezete lenne valahogyan a homérsékleti szenzor, aminek a jele eljut

valamilyen modon a sejt megfeleld részeihez, amik aztan valaszolnak a stresszre.

Mint lattuk, a biologiai membranokban elsésorban a lipidekhez kothetd veymCH»
rezgések frekvencidjanak homérsékletfliiggése jol leirja a membran elvalaszto
szerepéért felelds zsirsavlancok dinamikajat. Ez a dinamika azonban csak alacsony
hémérsékleten valtozik meredeken a hdémérséklet fliggvényében, magas

hémérsékleteken egy egyenletesen és csak kismértékben emelkedd gorbét ad. Ezért,
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ha barmiféle jelz6 funkciora gondolhatunk a lipidekkel kapcsolatban, akkor én azt

inkabb az alacsony hdmérsékleti stressz esetén képzelem el.

Valoban, fentebbi eredményeink is azt mutatjak, hogy a lipideknek, pontosabban
telitetlenségiik mértékének, inkabb az alacsony hoémérsékletekhez valo adaptacioban
van jelentdsége. Raadasul, hogy ez az adaptacié megvalosulhasson, ahhoz specifikus
fehérjékre, a deszaturaz enzimekre van sziikség. Arra, hogy a megfeleld
membrandinamika alacsony hdmérsékleten vald fenntartasahoz sziikséges deszaturaz
enzimek génjei aktivalodnak, ha csokkentjik a Symechocystis sejtkultira
homérsekletét, mar voltak kisérleti bizonyitékok (84), arra azonban nem, hogy a
deszaturaz gének indukcidja dsszefiiggne a sejtek membranjainak dinamikajaval®'.
Ha taladlnank valamilyen egyezést a hidegben aktivalodoé gének aktivacidjaban, és a
membran lipidek dinamikdjaban, az kiinduld pont lehetne a szabalyzé mechanizmus

felderitéséhez.

Ebben az irdnyban tett eddigi 1épésiink [S4] a kovetkezd volt (86): Megnéztiik,
hogy vad tipusu, illetve desA/desD™ Synechocystis sejtek hdmérsékletét csokkentve,
mikor kezdddik el a hidegben aktiv gének indukcidja az egyikben, illetve a
masikban. A hdémérsékleti kezelés azt jelentette, hogy 34 C°-on nevelt sejtek
hémérsékletét fokozatosan 22 C°-ra csokkentettiik. Ezen az alsé hémérsékleten a vad
tipusu sejtek citoplazma membran lipidjei még majdnem folyadékkristalyos, a desA
/desD”  sejtek citoplazma membranjanak lipidjei pedig mar majdnem teljesen gél
allapotban vannak (Hasonldéan, mint az a WC35 ¢és MC35 citoplazma membranok
esetében latszik a 10.B. és a 11.B. dbran.). A gének indukciojat a 36-22 C°
tartomanyban, DNS csipen kovettiik nyomon. Ennek alapjan a hideg-indukalt gének
harom csoportra voltak oszthatéak a membranlipidek merevsége szempontjabol: (i)
Az elsé csoportba olyan gének tartoztak, amik a hideg kezelés hatdsara nem
indukélodtak a normal sejtekben, de erdsen indukaldédtak a merevebb membrant
mutans sejtekben. Ebben a csoportban hdsokk gének, a szulfat-transzport rendszer
egyes alegységeinek génjei, és a hik34 hisztidin-kindz gén volt (a hik34 génrdl
gondoljak, hogy tobbek kozott elsd 1épését jelenti a deszaturdz gének

4 Kivéve, amikor kilsé behatassal, vizoldékony katalizator alkalmazasaval telitették a plazma membranok
tObbszorésem telitetlen zsirsavainak egy részét (85).
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aktivaciojanak). (ii) A masodik csoport olyan génekbdl allt, amelyeknek hideg-
indukalhat6saga nem nagyon fiiggott a sejtek membranjainak allapotatol. A legtobb
ilyen gén egyeldre ismeretlen funkcidju fehérjét kodol. (iii) A harmadik csoportba
olyan gének tartoztak, amiknek indukalhatdsaga egyaltalan nem fiiggdtt a membran
milyenségétdl. Ide tartozott pl. egy RNS-helikaz és egy RNS-koto fehérje génje. Ha
ellenkezd irdnyba indultunk el a hoémérséklettel, akkor azt taldltuk, hogy a

membranok lipid 6sszetételének nem volt hatasa a gének hé-indukciojara.

Ami a gének kifejezodését illeti, azok a gének, amiknek hideg-indukci6ja sokkal
erdsebb volt a desA/desD" sejtekben, a hémérséklet csokkentésével 4-6 C°-kal eldbb
kezdtek el megjelenni a desA/desD™ sejtekben, mint a vad tipustiakban ([S4], 3.4bra).
Ez azt jelenti, hogy 36 C°-rol elindulva a gének kb. 30 C°-on kezdtek el hideg-
indukalodni a desA/desD” sejtekben, és kb. 26 C°-on a vad tipustiakban. Ekdzben a
desA’/desD" sejtben a citoplazma dinamikéjat mérd vs,mCH, frekvencia kb. 0.8 cm’'-
nyit csokkent (kb. 2853.3 cm™-r61 2852.5 cm™'-re). A vad tipusi sejtben a csdkkenés
kb. 1.5 cm™ volt (kb. 2852.5 cm™-r61 2851 cm™'-re) ([S4], 1.abra). Az egyeldére nem
vilagos, hogy a valtozds nagysaga, vagy egy abszolut érték szamit a membran
dinamikéra alapozott esetleges jeladasban. En arra hajlanék, hogy talan inkabb a

valtozas nagysaga, de ennek eldontése még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Mindenesetre a fentebb kitlizott, elsd Iépést gy érzem megtettiik annak
felderitése érdekében, hogy hogyan fiigghetnek Ossze a sejt membrandinamikai

tulajdonsagai a hideg stresszre adott sejtvalasszal.

A foszfatidil-glicerol membranszerkezeti szerepe a magasabb rendii novények

hidegtiirésében [S5]

Elozmények

Az régen megallapitott alaptétel, hogy a ndvényi membran lipidjeinek
fazisatalakuldsi homérséklete és a novény fagyérzékenysége kozott szoros

osszefliggés van (87:88). Ugy gondoltak, hogy a fagyérzékeny novények lipidjei gél
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normalt abszorpcio

3000 2950 2900 2850

frekvencia (cm‘l)

14. abra: Synechococcus PCC7942 (korabban: Anacystis nidulans R2) ( ),és dohany (— e

— o —) tilakoid membranok infravords spektrumanak C-H rezgési tartomanya. Figyeljik meg,

hogy a dohany spektrumban milyen erés a HC=CH csoportok rezgésébél szarmazo sav 3010 cm™'-

nél, illetve a dohany tilakoidban sokkal magasabb fehérje/lipid arany miatt, milyen intenziv a 2958
By ” 42 . . . . s

cm’ tajan levo v,;CH; sav -, illetve mennyivel gyengébb, és magasabb frekvencianal van a

vsymCHy sdv, mint a cianobakteridlis tilakoid membranban.

fazisba mennek 4t alacsony homérsékleteken, a fagytiiré novények lipidjei viszont
folyadékkristalyos allapotban maradnak. A fazisatmeneti hdmérsékletnek a nevelési
hémérséklet fliggvényében vald eltolédasat cianobaktérium tilakoid membranokon
fentebb bemutattuk (10. abra). Magasabb rendli ndvényekben azonban tilakoid
membran szinten nem tudtak kimutatni a cianobaktériuméhoz hasonlo
fazisatmenetet. Ennek legvalosziniibb oka az, hogy a magasabb rendii ndvények
lipidjei sokkal telitetlenebbek, mint a cianobaktériumokéi, ezért 0 C° folott
mindenhol folyadékkristalyos allapotban vannak. Példaul, borsé tilakoidban a
veymCH, frekvencidja 10 C°mnal kb. 2853.3 cm™. A cianobaktériumban pedig
ugyanez a frekvencia kb. 2851 cm™-nél van ugyanezen a hoémérsékleten. A
cianobakteridlis és a magasabb rendli ndvény tilakoid membranja kozti
kiilonbségeket illusztralandd, a 14. dbran bemutatom infravords spektrumaik C-H

rezgési tartomanyat.

#2 Nemcsak a fehérje amid I sav és a lipid észter C=0O sav intenzitdsanak aranya tiikr6zi a fehérje lipid
aranyt a membranban. Az aminosav oldallincokban kb. 2:1 a CH3:CH2 csoprtok ardnya, a lipidek
16,18:1 aranydhoz képest, igy a t6bb fehérje jelenléte a membranban a CHj rezgések relativ
névekedésébdl is latszik.
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Magasabb rendli novényekben csak akkor sikeriilt Osszefiiggést kimutatni a
novény fagyérzékenysége és a zsirsavlancok telitetlensége kozott, ha az egyes lipid
osztalyokat vizsgaltdk. A fufélék kloroplasztisz membranjaiban egyiitt valtozott a
fagyérzékenység ¢és a fosztatidil-glicerol (PG) telitett és transz-mono-telitetlen
zsirsavtartalma (magas olvadaspontii molekulafajtik, ,high-melting point” molecular
species) (89;90). Tobb masféle novény esetében is hasonld megfigyelést tettek.
Ezeknek a PG molekuldknak, in vitro mérések szerint, a szobahdmérséklet tajan van
a gél—>folyadékkristalyos fazisdtmenete (91). In situ azonban nem sikeriilt kimutatni
a PG fazisatmenetét. Ennek egyrészt oka lehetett az, hogy a magas olvadaspontu PG
mennyisége kicsi (5-10%) a tilakoid membranokban, masrészt az, hogy a hasznalt

modszerek nem voltak eléggé specifikusak és érzékenyek.

A mi megkdzelitésiink két fontos elemben tért el a korabbiaktol: (i) Genetikai
manipulacioval megvaltoztattuk a dohany PG molekuldinak (de csak azoknak) a
zsirsavosszetételét, igy Osszehasonlithattuk a vad tipust és a mutans dohanyokat.
Egy barmilyen kicsi, de ismert eredetli kiilonbséget egy fajta mutansai kozott keresni
igéretesebbnek tlint, mint kiilonb6zé ndvények sok, altalaban ismeretlen eredetli
kiilonbsége koziil kihalaszni egyet. (ii) Fourier transzformacios infravoros
spektroszkopiat hasznaltunk, €s igazi kihivast jelentett, vajon ilyen kis kiilonbségeket

is ki tudunk-e mutatni vele.

A transzgenikus novények lipid és zsirsavosszetétele

Korabbrol rendelkezésiinkre alltak olyan dohany transzformansok, amiket egy
pSO kettds plazmiddal transzformaltak. A plazmid ugy késziilt, hogy Osszetették a
tok glicerol-foszfat acil transzferdz (GPAT) enzimjét kodolo cDNS-t egy olyan
fehérjét kodolo DNS-sel, ami biztositja, hogy a keletkezett GPAT bekeriiljon majd a
kloroplasztiszba. Az egész plazmidot a karfiol 35S mozaik virus szabalyozo
régidjanak szabalyzasa ald rendelték, ennek kovetkeztében ez a plazmid
folyamatosan miikodott, a dohdnyba valo transzformaldsa utdn sem allt a dohany

rendszerének kontrollja alatt. Ez a megoldas lehetdvé tette a tok GPAT enzimének

tultermeltetését a  transzgenikus  dohany  kloroplasztiszdban. Az  ilyen
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transzformansokat TOSQ-val fogom jeldlni. Készitettek ugyanilyen méddon egy
masik transzformanst is, amibe az Arabidopsis thaliana GPAT enzimének génjét
¢épitették be. Ezt a transzformanst TOAR-ral fogom jeldlni. Az Arabidopsis egy, a
dohanynal hidegtiirébb novény, ¢€s ennek megfeleléen telitetlenebbek is PG
molekulainak zsirsavlancai, igy GPAT enzime a tokével ellentétes iranyba kellene,

hogy valtoztassa a dohanyt a transzformacié utan.

A transzgenikus dohanyokban valdban jelentésen megvaltozott a PG molekuldk
zsirsavosszetétele, mégpedig a vart irdnyokban. A dohanyra jellemzé 32 mol%-os
cisz-telitetlen zsirsavtartalom a TOSQ transzformansokban 12 mol%-ra csokkent, a

TOAR transzformansokban enyhén nétt, 36 mol%-ra (92).

Ezzel a rendszerrel, tulajdonképpen minden tekintetben, kivéve a PG
zsirsavosszetétel megvaltoztatisat, egy novénnyel, a dohannyal dolgoztunk. Igy
remélhettiik, hogy a koztik leendd kiilonbségek a PG  molekuldk

zsirsavosszetételének megvaltoztatdsaval lesznek kapcsolatosak.

A C-H rezgési tartomdny analizise

Harom noévény tilakoid membranjait vizsgaltuk, a dohanyét (TOBA), a tok
GPAT-tartalmazd transzformans dohanyét (TOSQ), ¢és az Arabidopsis GPAT-t
tartalmazé transformans dohanyét (TOAR). A harom ndvény infravords
spektruméanak C-H rezgési tartomanya nagyon hasonlo volt (15. dbra). A venCHo-
savban talalt ilyen kis kiilonbségek kiértékeléséhez egyrészt segitségiil kell hivni a
homérsékletfiiggés vizsgalatdt, mdsrészt nem elegendd a vgmCH> sav egy
komponenssel valo illesztése, hiszen, mint azt a 5.A. dbra mutatja, az egy-
komponenses illesztés hibdja abban a tartomdnyban van, mint a 15. dbrian az
analizalni kivant kiilonbségek. Két-komponenses illesztés esetén (5.B. abra) csokken

le a hiba annyira, hogy remény van ilyen kis kiilonbségek értelmezésére.

Ezeket az illesztéscket 5 C°-on felvett spektrumokra elvégezve, ha
Osszehasonlitjuk a dohanyt (TOBA), a tok GPAT-t tartalmazd transzformanst
(TOSQ) ¢és a tokot magat (SQUA), akkor a varakozasunknak megfeleld
kiilonbségeket talaljuk (16. abra).
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A hémérséklet fiiggvényében 5 és 65 C° kozott felvett spektrumok
kiértékelésénél a kovetkezd stratégiat kovettik: Mivel a rendezett szegmenseket

reprezentaldé O komponensrdl azt tételezziik fel, hogy a hémérséklet emelésével

normalt abszorpcié (OD)

LI I B B B B B B

3000 2950 2900 2850

frekvencia (cm™)

15. abra: Vad tipusu dohany (TOBA), tok GPAT génnel transzformalt dohany (TOSQ) és
Arabidopsis GPAT-zal transzformalt dohany (TOAR) tilakoid membranok C-H rezgési
tartomanya.

»elolvad”, annak frekvencigjat és savszélességét fixen tartottuk az 5 C°-on felvett
spektrumban kapott értéken. (Az O komponens ezen a hdmérsékleten volt a
legintenzivebb, tehat itt lehetett a legpontosabban meghatarozni paramétereit.) Ezzel
ellentétben, a D komponens minden paraméterét (intenzitds, frekvencia,
sdvszélesség) mindig illesztettiik, hiszen a homérséklet ndvekedésével egyre
ndvekvd mennyiségli rendezetlen zsirsavlanc szegmenseknek sziikségképpen lesz
eloszlasa. Hogy a kiilonb6z0 kisérleteket dsszehasonlithassuk, az alapvonal levonasa
utan, valamennyi spektrumot normaltuk az illesztett tartomany (3050-2820 cm™)

integraljaval.

Az igy kapott eredményeket mutatja a 17. dbra, azzal a tovabbi mddositassal,
hogy a kiilonb6z6 membranokon kapott eredmények Osszehasonlithatosaga

érdekében nem az O és a D komponenseket, hanem az O/D intenzitdsanak aranyat
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abrazoltuk a hémérséklet fiiggvényében.” Mint az a 17. dbran latszik, a TOBA igen
enyhe O/D csokkenést mutat 5 és 25-30 C° kozott, azutan az arany gyakorlatilag nem

0.30 4

0.25 4

0.20 4

0.15 4

0.10 4

abszorpcié (OD)

3000 2950 2900 2850 3000 2950 2900 2850 3000 2950 2900 2850

frekvencia (cm") frekvencia (cm") frekvencia (cm")

16. abra: Dohany (TOBA), dohany ték GPAT transzformans (TOSQ) és tok (SQUA) 5 C°-on
felvett tilakoid membran infravords spektrumanak C-H rezgési tartomanya. D — a rendezetlen
(disordered) szegmensek hozzajarulasa, O — az rendezett (ordered) szegmensek hozzéjaruldsa a
veymCH, sdv intenzitdsahoz. Figyeljiik meg, hogy a D intenzitdsa a hidegtiir6bb (tobb telitetlen
zsirsavat tartalmazo) dohanyban nagyobb, mint a melegkedveld (kevesebb telitett zsirsavat
tartalmazo) tokben. A TOSQ lathatoan a tokhoz all kdzelebb.

valtozik. A TOAR esetében egyaltalan nincs toréspont, és az O/D arany végig
alacsonyabb, mint a TOBA esetében. Alacsony homérsékleteken az O relativ
mennyisége a TOSQ-ban a legnagyobb. Erre szamitani is lehetett, hiszen a TOSQ
PG molekulaiban, mint azt fentebb megtargyaltuk, a telitett zsirsavlancok aranya
sokkal magasabb, mint a TOBA-ban (76% TOSQ-ban, szemben a TOBA 36%-aval).
Ugy néz ki, hogy van egy merev, rendezett lipid készlet a TOSQ-ban, aminek a
homérséklet novekedésével eldszor el kell olvadnia, azutan mar nincsenek

szamottevo kiilonbségek a tilakoid membranok kozott.

Ami szdmunkra is meglep6 volt, és még mindig tovabbi vizsgalatokat igényel, az
ennek a merev lipid készletnek a mértéke, illetve taldn nem is maguknak a telitettebb
PG molekuldknak a mennyisége szamit, hanem a szerkezeti hatds, amit el tudnak

érni, vagyis ennek a hatdsnak a mértéke meglepd. Végiil is, a PG molekuldk az

# Az arany abszolut értéke véltozhat membranrdl membrinra, ha a fehérje/lipid arany valtozik az
Osszehasonlitandé membranokban. Ennek az az oka, hogy a fehérjék CH3 és CHz csoportjai egy, a
lipid fazisallapotra ugyan érzéketlen, de jelentSs hatteret adhatnak a C-H rezgési tartomanyban, ami
befolyasolja az O/D arinyt. Esetinkben azonban a fehérje/lipid ariny csaknem tokéletesen
megegyezett a harom tilakoidban mint azt az amid I/észter C=O sivok ardnya mutatja ([S5], 3. 4bta).
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Osszes lipid kb. 10 %-at teszik ki, és ezeknek kb. 2/3-at valtoztattuk telitettre. Fel
lehet azonban tételezni, hogy a telitetlen PG-k kicserélésével telitettekre a szerkezeti
kovetkezmények nem csak a sztochiometria szerint jelennek meg, hanem valamilyen
szinergikus hatds is van. Ez egyaltalan nem kizart, ha a kiindul6 megfigyelésre

gondolunk, hogy hogyan hatarozhatja meg a membrdnok lipid tartalmanak

CH, O/D int. arany

sym

A%

10 20 30 40 50 60 70
hémérséklet (C°)

17. abra: A v, ,CH, sdv két komponensre val6 felbontdsakor kapott rendezett (trans) (O) és a
rendezetlen (gauche) (D) komponensek intenzitds aranyanak hémérsékletfiiggése vad tipusu
dohanyban (TOBA), a dohanyénal telitetlenebb PG-t tartalmazdo TOAR, és a dohanyénal
telitettebb PG-tartalmaz6 TOSQ transzformansokban.

mindossze 10 %-at kitevé PG a novények hidegtiirését.

Ha tehat most feltessziik magunknak a kérdést, milyen kiilonbségre szamitunk a
vad tipust dohany (TOBA) ¢és a tok GPAT-t tartalmazé transzforméns kozott, akkor
azt mondhatjuk, hogy a két ndvény tilakoid lipidjeinek konformacié eloszlasa 20-25
C° alatt nagyon eltéré, a TOSQ tilakoid 1ényesen rendezettebb, mint a TOBA
tilakoid. Azaz, olyan fizioldgiai folyamatok kozott szdmithatunk kiilonbségekre,

amikben az ennél alacsonyabb hémérsékleteknek van szerepe.

Nos, alapos fiziologiai vizsgaltatok TOBA-n és TOSQ-n csak egy lényeges
kiilonbséget tudtak kimutatni, mégpedig az alacsony hdémérsékletli fotoinhibicid
tekintetében (93). A kiilonbség a fotoinhibiciora vald érzékenységben, és az utdna

kovetkezd felépiilés sebességében volt. A fotoinhibicids kisérletek sordn a
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novényeket meghatarozott idére 1 C°-ra helyezték, ennek kovetkeztében a
fotoszintetikus aktivitasuk lecsokkent (a TOSQ-ban sokkal erésebben, mint a TOBA-
ban), azutan a novényeket ismét normal homérsékletre helyezték. A fotoinhibicidbol
valo felépiilés sokkal lassabb volt a TOSQ esetében, mint a TOBA-éban. Azt
gondoljuk, hogy a desA’/desD" cianobaktériumok esetéhez hasonlodan, itt is arrdl van
sz, hogy a merevebb tilakoid membrannal rendelkez6 TOSQ-ban korlatozottabb a
membrandinamika, ezért az 0j D1 fehérjék beépitése, amit a regeneracios folyamat
dontd 1épésének tartanak, nem megy olyan konnyen végbe, mint a vad tipust

dohényban.

Osszefoglalva, a tok tipusi PG molekuldk bevitele a dohdnyba mérhetd
valtozasokat okozott a membran dinamikdjaban, de csak az 5-25 C°-os
tartomanyban, ¢és a fehérje molekuldk nem voltak érintettek ezekben a
valtozasokban®™. A transzgenikus eredeti PG molekuldk a transzformalt
novényekben valosziniileg a fehérje-lipid hatéarfeliileten halmozodnak fel. Ezért
aztan a tok GPAT dohéanybeli kifejezddésének csak olyan fiziologiai folyamatokra
van hatasa, amelyek a lipidek alacsony hémérsékleti dinamikajatol fiiggnek. Az

eredmények ramutatnak a PG kitiintetett szerepére is a membranok homérséklet

crer

A fény szerepe a homérséklet adaptacioban [S6]

A fény és a hdmérséklet egyiittes hatasat intenziven kutatjak. Mint fentebb én is
érintettem a membrandinamikai eredményeknek a fotoinhibicioval valo
kapcsolatanal, az vilagosan latszik, hogy mind a cianobaktériumok, mind a magasabb
rendli novények érzékenyebbek a fényre alacsony hémérsékleten (94-97). Egy
korabbi vizsgalatban Kis és mtsi. (98) kimutattdk, hogy a fény szabalyozza a
homérseklet adaptaciohoz elengedhetetleniil sziikséges deszaturaz enzimek génjeinek

kifejezddését.

4 A fehérjékrél még nem esett sz6, réluk majd a membranfizikai vizsgalatoknal beszélek, de itt azért Gssze
akartam foglalni az egész rendszer helyzetét a genetikus manipulaci6 utan.
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Az azonban egyaltalan nem vildgos, hogy a fény-szabélyozott folyamatok
eredményei, a gének atirodasa, a fehérje és a lipid szintézis, a lipid deszaturaciod
hogyan jelennek meg az €16 sejt szerkezetében, és dinamikéajaban. Ezért hataroztuk
el, hogy megvizsgéljuk a fény és a fény altal hajtott fotoszintetikus folyamatok

hatasat a membranok kialakulasara és szerkezetére cianobaktériumokban.

A fény hatdsanak tanulmdnyozasihoz a sejteket fotoautotrof modon (fény-
adaptalt sejtek) €s fény-aktivalt heterotr6f modon (sotét-adaptalt sejtek) neveltiik. A
fény-aktivalt heterotréf nevelés azt jelenti, hogy a sejtek egész nap, egy 10 perces
fénykezelés kivételével, sotétben voltak. Hogy a sejtek a sotétben is energidhoz
juthassanak, a standard BG-11 tapoldathoz 5 mmol.L™" glukozt adtunk (99). A sejtek
sOtétben valo ilyetén nevelésiik révén megdrizték fotoszintetikus apparatusukat, bar
morfoldgiajuk erdsen megvaltozott ([S6], 1. dbra) (100). Normal fényviszonyok kozé
helyezve a sejteket, azok azonban 36 6ran beliil tokéletesen regeneralodtak. Mindkét

fajta sejtet 25 és 35 C°-on is felneveltiik.

Elészor azt néztiikk meg, hogyan adaptalddik a fotoszintetikus aktivitas a nevelési
hémérséklethez, illetve, hogy van-e erre az adaptaciora befolydsa a fénynek. Az
deriilt ki, hogy a fény-adaptalt sejtekben a fotoszintetikus aktivitds (amit az O,
fejlesztésel jellemeztiink) maximuma adaptalodik a nevelési hdmérséklethez, hiszen
az 31 C° volt a 25 C°-on nevelt sejtekben, és 40 C° a 35 C°-on neveltekben. A sotét-
adaptalt sejtekben nem volt hdmérséklet adaptacio, a 25, illetve 35 C°-on nevelt
sejtek fotoszintetikus aktivitdsdnak maximuma 39 illetve 40 C®-on volt ([S6], 2.

dbra).

Ezzel szemben, a sejtek membranjainak dinamikéja igencsak megvaltozott, mind
a homérséklet, mind a fény hatdsara. A fényben nétt, ,,normalis sejtek” a korabban
bemutatott homeodinamikus (10. abra) adaptaciora jellemzé dinamikai gorbéket
adtdk a vimCH> sdv egy-komponensii analizise sordn. A sotétben nevelt sejtek
tilakoidjainak rendezetlensége a ndvekedési homérsékleten mindig meghaladta a

megfeleld fény-adaptalt sejtekét, de mutatta a ,,magasabb novekedési hdmérséklet —
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magasabb fazisditmeneti hémérséklet” szabalyt is: A 25 C°-on nétt sejtekre 25 C°, a

35 C°-on néttekre 34 C° volt a fazisatmeneti hdmérséklet® .

A fotoszintetikus aktivitds €s a membranok adatait Osszevetve nagyon érdekes
eredményre jutunk (18. adbra). Az latszik az &bran, hogy a membranok
rendezetlenebbek, ha sotétben ndnek a sejtek. A membranok rendezetlensége (mind a

fény-adaptaltaké, mind a sotét-adaptaltaké, paronként) a vart modon fiigg a nevelési
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18. abra: Synechocystis PCC6803 sejtek tilakoid membran dinamikdjanak Osszehasonlitdsa
maximalis fotoszintetikus aktivitasuk hémérsékletével 35 C°-on sététben (TD35), illetve fényen
(TL35); 25 C®on sététben (TD25), illetve fényen (TL25) nétt sejtek esetében. A gorbéken levo
ires téglalapok az adott sejt maximalis fotoszintetikus aktivitdsanak hémérsékletét mutatjak.
Vegyiik észre, hogy csak a 25 C°-on fényben nétt mintanal (TL25) van hémérséklet adaptacid a
fotoszintetikus aktivitas optimalis hdmérséklete tekintetében.

hoémérséklettél. A membranok rendezetlenségével szemben, a fotoszintetikus
aktivitds nem adaptalédik sem a novekedési homérséklethez, sem a

membrandinamika szintjéhez, kivéve a 25 C®-on nevelt fény-adaptalt sejteket.

Ha megnézziik ezek utan a kiilonb6zd sejtek membranjainak lipid Osszetételét,
([S6], IL. és III. tablazat), akkor azt latjuk, hogy a fényen nevelt sejtekben a lipidek

telitetlenebbek, mint a sotétben nevelt sejtekben. A kiilonbség nem pusztan a kettds

# Pontosabban a fazisatmenet végének hdémérséklete, ezt lehetett pontosabban meghatirozni a
kisérletekbdl.
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kotések szamanak nagyobb voltat jelenti a fény-adaptalt ndvényekben, hanem azt,
hogy ezek a plusz kettdskotések olyan tobbszordsen telitetlen (o-18:3, 18:4)

zsirsavakat jelentenek, amik egyaltalan nincsenek meg a s6tétben nevelt sejtekben.

Ez a megallapitds egyezik a kiilonbozd deszaturdz gének fény-szabdlyozott
kifejez6désébdl levonhatd kovetkeztetéssel (98). A A’-deszaturazt kodold desC
atirodasat sem a hdmérséklet, sem a fény jelenléte, vagy hidnya nem befolyasolta, az
konstitutiven kifejez8dott fényben is és sotétben is. Az o’-deszaturazt kodold desB
atirodasa elhanyagolhatd volt a sotét-adaptalt sejtekben, és felerdsodott a fény-
adaptaltakban. A A'? és A® deszaturdzokat kodold desd és desD gének atirodasa a
sotét-adaptalt sejtekben ugyan magasabb volt, mint a desB-¢, de ezeknek a géneknek

az atirddasa fény hatasara szamottevéen megnott.

Azaz, ugy latszik, ha nincs fény, a sejtek nem vesztegetnek energiat a deszaturaz
enzimek elkészitésére. Ha nincs fény, nincs fotoszintézis, nem kell a fotoszintetikus
apparatus igényeinek megfelelden optimalizalni a tilakoid membran szerkezetét.
Marpedig a deszaturazok altal eldallitott telitetlen zsirsavakra lathatoan csak az

optimalizacidhoz van sziikség.

Ezt mutatja, hogy bar a TL25 membran Aaltaldnos dinamikdja a vemCH>
frekvencia tantsaga szerint 25 és 35 C°-kozott gyakorlatilag nem valtozik, a
fotoszintetikus aktivitds optimuma mégis eltolédik a novekedési hdmérséklet
kozelébe (ami nyilvan a legjobb a sejteknek), és ezt a TL25-ben levd tobbszordsen
telitetlen zsirsavak teszik lehetdvé (18. abra). Valosziniileg ezek biztositjdk az
optimalis kornyezetet a tilakoid membranban a fotoszintetikus reakciocentrum
miikodéséhez. Azért gondolkodhatunk igy, mert a TD25 esetében nem latni
ugyanilyen eltolodast, annak ellenére, hogy az altalanos membran rendezetlenség
mindeniitt magasabb, mint a TL25-ben, de a TD25-ben nincsenek tobbszordsen
telitetlen zsirsavak. Azaz, nem csak egy adott dinamika, hanem specifikus lipidek is
kellenek az optimalis membran funkcidkhoz, a megfeleld lipid-fehérje

kolesonhatasokhoz.

A fehérjék miikodéséhez sziikséges feltételek meglétérdl benyomast
szerezhetiink, ha megnézziik, milyen a fehérjék szerkezete, pl. a TL25 és TD25

membranokban (19. abra). Az infravoros spektrumok amid I savja a fény-adaptalt
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tilakoid membranban (TL25) foleg a-hélixeket mutat, a sav keskenyebb, mint a
sotét-adaptalt tilakoidban (TD25), ahol a fehérje abszorpcid nagyobb az 1630 cm™
koriili tartomdnyban, ami azt jelenti, hogy ott tobb a B-redd. Ez a kiilonbség az amid
I sév szerkezetében jobban rendezett fehérjékre utalhat a fény-adaptalt

membranokban®®.
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19. abra: Synechocystis PCC6803 sejtek tilakoid (T) és citoplazma (C) membranja infravoros
spektruméanak amid I tartomanya. A sejteket 25 C°-on neveltiik, fotoautotrof (L), illetve fény-
aktivalt heterotrof (D) (azaz tobbnyire s6tétben) modon neveltik.

46 Azért ezzel a megallapitassal 6vatosabbnak kell lenniink. A s6tétben €l6 sejtek egész mas metabolizist
folytatnak, mint a fotoszintetizalok, amihez minden bizonnyal egészen mas fehérjék kellenek. Nem
tudjuk, hogy a sotét-adaptilt membranokban megbrz6dott fotoszintetikus apparatus mellett még
milyen fehérjék kellenek a heterotr6f metabolizmushoz a tilakoid membranban. Onmagiban is nagyon
érdekes kutatas lenne, hogy mennyiben haszndlnak ké6z6s, illetve eltéré metabolikus utakat a fény- és
sotét-adaptalt cianobaktérium sejtek.
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Az eltérd6 membranszerkezetre még egy paraméter utalhat, a kordbban mar
emlitett amid I és észter C=0 savok intenzitdsdnak aranya. Ha ezt megnézziik a 19.
abran, akkor azt latjuk, hogy a TD25 membranban sokkal magasabb, mint a TL25-
ben*’. A nagyobb fehérje/lipid arany megmagyarazza, hogy miért latjuk a TD25
membran lipidjeit rendezetlenebbnek (18. dbra) annak ellenére, hogy val6jaban
telitettebbek, mint a TL25 membran lipidjei. Figyelem, a v,mCH, gorbe téréspontja
(18. _abra) azért alacsonyabb hdomérsékleten van a TL25-ben, a telitetlenebb
zsirsavaknak megfeleléen! A fotoszintetikus apparatus fény alatti kiépiilésére utal az
is, hogy ugyanezen sejtek citoplazma membranjai ko6zott nincsenek ilyen

kiilonbségek .

Osszefoglalva, kisérleteink azt mutatjak, hogy a heterotrof, sdtétben tartott sejtek
is képesek olyan foku altalanos dinamikat mutatdé membranokat késziteni, mint a
fotoautotrof sejtek, és ezek a membranok is mutatnak hémérséklet-adaptaciot. A baj
csak az, hogy a heterotrof sejtek fotoszintetikus apparatusa egyaltaldn nem tud
alkalmazkodni az alacsony homérséklethez. Erre csak a fotoautotrof sejtek képesek,
amik tartalmaznak deszaturdz enzimeket, mert ezeknek génjeit a fény aktivalta, és
ennek kovetkeztében alacsony hoémérsékleten nevelt sejtjeik membranjai
tartalmaznak tobbszordsen telitetlen zsirsavakat is, amik teljesen hianyoznak a
heterotrof sejtekbdl. Azaz, a tobbszordsen telitetlen zsirsavaknak nem csak az a
szerepilk, hogy a megfeleld membrandinamikat biztositsak, hanem, hogy a
fotoszintetikus apparatus szdmara az optimalis membrankornyezetet megteremtsék.
Ez altaldban is felveti a fehérje-lipid kdlcsonhatas kérdését a membranokban, amire

majd még visszatérek.

47 BEzzel a megallapitassal is csinjan kell bannunk. Ha nem csak az irodalmi adatokat, hanem magunkat is
kritikusan szemléljiik, akkor ebben az esetben valdszind, hogy legalabbis olyan hibarél van szé, amit
mar emlitettem (35. labjegyzet). Az észter C=0 intenzitas nem ismert része szarmazhat a TL25-ben
nyilvan magasabb klorofill tartalombdl, ezért ott az észter C=0O sav intenzivebb, ami lefele véltoztatja a
szamolt fehérje/lipid ardnyt.

4 Vannak viszont kisebb kilénbségek a 35 Ce-on nevelt sejtek citoplazma membranjai kézott, szintén
nagyobb fehétje/lipid aranyt mutatva a sotét-adaptalt sejtek membranjara.
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A karotinoidok lehetséges szerepe a hdmérséklet adaptacioban [S7]

Azt mar lattuk, hogy egyes fotoszintetizald szervezetek glicero-lipidjeik
deszaturalasaval igen hatdsosan tudnak védekezni a hdmérsékleti stressz, kiilonosen
az alacsony homérsékleti stressz ellen (101). Azt is tudjuk azonban, hogy vannak
olyan szervezetek, amiknek nincsen kifinomult deszaturdz rendszere. Ilyen példaul a
cianobaktériumok kozott a Synechococcus PCC7942, ami csak egyszeresen telitetlen
olajsavat tartalmaz, mégis képes majdnem ugyanabban a hdmérséklet tartomanyban
élni (20-39 C°), mint az ilyen rendszerrel rendelkezd Synechocystis PCC6803 (18-36
C°. Tehat a lipid deszaturdcio befolyasolasan kiviil mas szabalyozo

mechanizmusoknak is kell lenniiik a membrandinamika fenntartasara.

A csak egyszeresen telitetlen zsirsavakat tartalmazo desA/desD™ Synechocystis
mutans tilakoid, de kiilondsen citoplazma membranjanak izolalasakor figyeltiink fel
arra, hogy ezek a membranok mennyivel sargdsabbak, mint a normdl sejtek
membranjai. A sdrga szin a karotinoidokbol szarmazik. Modell rendszerekben
megmutattdk, hogy a karotinoidok, amik integrans membranalkotdk, alternativ
lehetéséget kinalhatnak a membranszerkezet ¢s dinamika befolyéasolasara (102).
Ezek az apolaris, konjugalt kettoskotéseket tartalmazd, merev lancu pigment
molekulak a magas fényintenzitas elleni védekezést szolgdljdk a fotoszintetikus
membranokban (103). A karotinoid molekulaknak pélca-szerli szerkezete van,
aminek hossza nagyjabol megfelel a lipid kettdsréteg kozépsd, hidrofob rétege
vastagsaganak. A karotinoid molekula egyik vagy mindkét végén gyakran egy
polaros csoport helyezkedik el. A karotinoidok elhelyezkedése, és a membran
sikjahoz viszonyitott irdnya az adott karotin molekula végcsoportjainak természetétol
fiigg. Ha a végcsoportok apolarosak, akkor a karotin molekula szabadon forog a
membranban, akar a membran sikjaval parhuzamosan is elhelyezkedhet, ha a
végcsoportok polarosak, akkor atkoti a membran két oldalat, gy, hogy a
végesoportok a membran-viz hatarfeliileten helyezkednek el (104-107). Liposzomak
¢s karotinoidok keverékén kimutattdk, hogy a karotinoidok hidroxi szarmazékai
nemcsak a lipid fazis rigiditasat novelték, hanem a protonok athaladasat is gatoltak a
membranon  (108). Sot, szamottevéen  csokkentették  az {oxigén

diffuzid*koncentracid} szorzat értékét, szintén modell membranban (109).
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Az a kérdés azonban, hogy vajon a karotinoidok jelen vannak-e Onalléan a
fotoszintetikus membranok lipid fazisaban, vagy csak a fotoszintetikus apparatus
komplexeiben lehetnek, egyaltalan nem tisztazott. Mindenesetre Havaux és Niyogi
azt taldlta, hogy a xantofillok, jol ismert fényvédé hatasuk mellett, képesek
megvédeni a telitetlen glicerolipideket is a peroxidacio ellen (110). Azt szintén
megmutattdk, hogy a megndvekedett xantofill mennyiség megnoveli a tilakoid
membran lipid fazisanak termostabilitdsat, mégpedig a membran ,,fluiditdsanak”
megvaltoztatasaval (111;112). A xantofill molekuldk felhasznalhatosaga a
biomembranok fazisviszonyainak monitorozasara szintén arra mutat, hogy xantofill
molekuldk vannak a membranok lipid fazisdban (113). E tekintetben megemlitem
egy egészen korai eredményiinket, amikor azt talaltuk, hogy karotinoidok rezonancia
Raman spektroszkopidval megmért fényérzékenysége fiigg a membranlipidek
fazisallapotatol (114), ami szintén arra mutat, hogy lehetnek karotinoidok a lipid

fazisban.

V. tablazat: Lipid zsirsavak silyszazaléka 100 |,tEm2s'1 fényintenzitasnal nevelt
Cylindrospermopsis raciborskii sejtek tilakoid membranjaban.

TL MGDG DGDG SQDG PG
Fatty acid | 35°C | 25°C | 35°C | 25°C | 35°C | 25°C | 35°C | 25°C | 35°C | 25°C
16:0 449 408 | 45.6 388 | 433 362 | 494 505 | 248 394
16:1 2.5 5.6 1.7 5.6 2.9 7.0 2.0 3.8 10.8 5.2
18:0 5.3 3.4 2.6 2.2 12.5 4.2 8.2 4.9 7.5 8.0
18:1 8.1 2.2 4.9 1.8 6.0 1.6 8.6 4.3 43.8 4.0
18:2 23.0 1.7 26.6 1.7 17.6 1.3 20.0 1.8 7.5 1.5
v18:3 3.3 1.5 4.0 1.5 4.8 2.6 0.8 0.7 0.5 1.6

al8:3 101 248 | 120 226 | 95 23.6 7.6 328 | 25 282

18:4 2.9 20.0 2.6 25.9 34 236 3.5 1.2 2.6 12.1
S/U .01 079 | 093 069 | 1.26 068 | 1.36 1.24 | 048 090
DBI 1.08 1.70 | 1.18 1.87 | 1.01 182 | 0.90 1.17 | 089 149

S/U: a telitett (saturated) és telitetlen (unsaturated) zsirsavak aranya

DBI: kett6s kotés index (double bond index) Ezt gy szamoltam ki, hogy minden egyes lipidre az
adott telitetlen zsirsavak 0sszeadott szazalékait, amit minden zsirsavra kettds kotésének szamaval
valo szorzas utan kaptam, elosztottam 100-zal.
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A karotinoidok esetleges ho- és fény-stressz elleni védd szerepének felderitésére
ismét egy cianobaktériumot valasztottunk, mert ott, mint tudjuk, egyrészt megvan a
deszaturdz enzimek rendszere, masrészt karotinoid Osszetételik meglehetdsen
egyszerti, és meg is valtozik erds fény hatadsara (115). Néhany cianobaktérium
torzsben a karotinoid szintézis alacsony hdmérsékletek altali indukcidjat is
kimutattak (116;117).

VI. tablazat: Cylindrospermopsis raciborskii sejtek tilakoid membranjainak

karotinoid és klorofill tartalma a nevelési homérséklet és
fényintenzitas fiiggvényében.

tilakoid X karotinoid Klorofill Zrar/ K1
hoém./fény nmol/mg fehérje arany
RT35/100 427+£52 114.2 + 23.1 0.37
RT35/400 429+£53 87.4 £20.4 0.49
RT25/100 36.1+£2.8 64.5109.1 0.56
RT25/400 42.1+£3.9 48.6 £7.8 0.87

Az adatok harom fliggetlen mérés atlagat jelentik.

A Zyarotinoia/ K1 arany meghatarozas hibaja koriilbeliil 20%.

A kisérletekhez a Cylindrospermosis raciborskii torzset hasznaltuk™. A sejteket
két hémérsékleten (25 és 35 C°), és két fényintenzitasnal (100 és 400 pE.m™.s™)
neveltiik, és beloliik tilakoid membranokat izoléltunkSO, amiket értelemszeriien
RT25/100, RT25/400, RT35/100, RT35/400-zal fogok jeldlni. Hasonléan, az
ugyanezekhez a sejtekhez tartozd citoplazma membranokat RC25/100 stb.-ként

fogom jelolni.

4 Ez egy olyan torzs, ami szubtropikus vizekben él, a 25-35 Ce ko6zotti hémérsékleteket kedveli igazan.
JelentSs része volt a Balatonban tapasztalt kellemetlen algaburjanzasban, ami a té vizének tartésan 28
Co-ra melegedésekor kévetkezett be. Ennek kapesan vizsgaltdk meg kdzelebbrdl ezt a baktériumot a
Novénybiologiai Intézetben, és néztiik meg mi is, milyen szabalyzé mechanizmussal rendelkezik, mert
a hideget is igen jol birja, jobban, mint a Synechocystis PCC6803. Ezért is lehet jelen a Balatonban (118).

50 A mintakat a kévetkezSképpen neveztiik el: RT=Raciborskii tilakoid, utana jon a névekedési hémérséklet,
utina a fényintenzitas, amin a sejtek ndttek. Tehat RT25/400 egy olyan membrant jelol, ami 25 Ce-on
és 400 pE.m2.s! fényintenzitasnal nevelt sejtbdl készilt.
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Meghataroztuk a sejtek zsirsavosszetételét, amit a V. tablazat mutat. Latszik,
hogy az alacsony homérsékleten nevelt sejtekben, ahogy az eddigiek alapjan varjuk

is, megno a lipidek telitetlensége.

Ha megnézziik a karotinoid tartalom valtozasat, akkor azt latjuk, hogy egyrészt a
fény hatasara, mdasrészt az alacsony homérséklet hatdsdra megnd a karotinok

klorofillekhez viszonyitott mennyisége a sejtekben (VI. tablazat).

Ha megnézziik, hogy a karotinoidok ndvekménye mit jelent a polaros és neutralis
karotinoidok szempontjabol, akkor azt latjuk, hogy a fényintenzitas novekedésének
nincs hatasa a polaros és neutralis karotinoidok aranyara. A hdmérsékletnek viszont
van hatésa, ha a nevelési hdmérséklet lecsokkent 35 C°-r6l 25 C°-ra, akkor tobb mint

duplajara nétt a polaros/neutralis karotinoid arany (VIL. tablazat).

Ha a polaros/neutralis karotinoidok aranya eltolodasanak a membran szerkezetére
gyakorolt hatdsat akarjuk felmérni, akkor figyelembe kell venniink, hogy az
alacsonyabb homérsékleten erdsen lecsokkent mennyiségii B-karotin akarhogy allhat
a membranban, ezzel szemben a polaros végli mixoxantofilloknak musz4j keresztiil
fesziilnie a membranon, mert polaros végeik polaros kornyezetet kivannak. gy aztan
ezek a karotinoidok merevithetik a membranokat, vagy 0Osszetarthatjdk egyes

részeiket.

VILI. tablazat: A Karotinoidok relativ mennyisége 25 vagy 35 C°-on és 100 vagy
400 pEm’s™ fényintenzitasnal nétt Cylindrospermopsis raciborskii
sejtek tilakoid membranjaban.

tilakoid B-karot.  echinenon zeaxantin mixoxantofill | Pol./neut.
(neutralis) (polaros)
hém./fény relativ % arany
RT35/100 32 40 2 26 1.2
RT35/400 30 43 2 25 1.2
RT25/100 16 39 2 43 2.7
RT25/400 18 40 1 41 2.8

A karotinok relativ mennyisége meghatarozasanak hibéja koriilbelil 15%, a polaris/neutralis aranyé
kb. 20%. A relativ mennyiségeket az V. tablazat adatai alapjan szamoltuk.
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Az azonban nem deriil ki a fenti adatokbol, hogy ha van ilyen merevité/védo
hatés, az az egész membran szintjén jelenik meg, vagy vannak specifikus membran
tartomanyok, ahol a hatasnak kitlintetett szerepe van. Erre a kérdésre probaltunk meg
valaszt keresni a membranok infravords spektruma C-H rezgési tartomanyanak a
kiillonbozé  homérsékleteken ¢és  kiillonbozd  fényintenzitdsokndl  tapasztalt

viselkedésébol.

Ha 6sszehasonlitjuk a 25 illetve 35 C®-on nevelt C. raciborskii sejtek tilakoid

membranja vs,,mCH, frekvencidjanak hdmérsékletfiiggését, meglepddiink (20. dbra).
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20. abra: A v, CH, frekvencia hémérsékletfiiggése csak a vy,CH, sdv cslcsanak helyzete
alapjan kiértékelve 100 pEm™s” fényintenzitasnal 35 C°-on (RT35/100), illetve 25 C°-on
(RT25/100) nevelt Cylindrospermopsis raciborskii sejtek tilakoid membranjaban. Figyeljiilk meg,
hogy az eredmény latszolag ellentmond az eddigieknek (pl. 10.A. dbra). hiszen a 25 C°-on nevelt
sejtek membranja mindenhol merevebb mint a 35 C°on nevelteké , és csak egészen magas
hémérsékleten (55 C°) mutat valami fizisditmenet félét.

Az abra szemmel lathatdlag ellentmond eddigi allitdsunknak, miszerint az
alacsonyabb hémérsékleten nevelt sejtek membranjainak lipidjei rendezetlenebbek
(lasd pl. 10.A. abra). Itt a 25 C°-on nevelt sejtek tilakoidjanak (RT25/100) veymCHa
frekvenciai végig a 35 C°-on nevelteké (RT35/100) alatt futnak, és csak egész magas
hémérsékleten mutatnak valami fazisdtmenet szerli ndvekedést. Meg kell jegyezni,
hogy ezt az eredményt akkor kapjuk, ha a spektrumokat hagyomanyos modon a

veymCHa sév csucsa frekvencidjdnak meghatarozasaval értékeljiik ki.
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Ha 0Osszehasonlitjuk az RT35/100 és az RT25/100 tilakoidok C-H rezgési

tartomanyat (21. abra), akkor azt latjuk, hogy mintha valami éles kis cstlcs

IRT35/100
0.4 1
0.2 -
0.0
1 hiba A
5 |RT25/100
204 -
2
Q
£02 1
2
c
0.0 1
1 hiba N
3 JRC25/100
2 1
1 -
0 | hiba e ———E—

3000 2950 2900 2850
frekvencia (cm’l)

21. abra: Kiilonboz6 hémérsékleteken (35 ill. 25 C°) 100 pEm™s™ fényintenzitisnal nevelt
Cylinrospermopsis raciborskii sejtek tilakoid (RT35/100, RT25/100) és citoplazma (RC25/100)
membranjanak C-H rezgési tartomanya, és annak kiértékelése a vmCH, sav két komponenssel
valo illesztésével.

tiremkedne ki a vgymCH, sdv alacsony frekvencidjii oldalan. Ez a cslcs aztan a

citoplazma membranban (RC25/100) éridsira nd.

Ha ezek utan itt is a korabban bemutatott két-komponenses illesztést alkalmazzuk
a vsymCHy sdvra, akkor a kovetkezd eredményt kapjuk (22. 4bra). A két komponens

koziil az egyik (a kordbbiakban rendezettnek nevezett R komponens) nagyon merev
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zsirsavaknak felelt meg (veymCH, = 2849.4 cm™). Ha megnézziik, hogy mekkora
volt, és hogyan valtozott a masik, korabban rendezetlennek nevezett O komponens

frekvencidja, akkor megnyugodhatunk, mert ugyan nem minden vildgos, de nagy

2855 4

== RT35/400
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-1
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22. abra: A v,,,,CH, sav rendezetlen komponense frekvencidjanak homérsékletfiiggése 35 C-on
(RT35/400) és 25 C°-on (RT25/400) 400 uEm™s” fényintenzitasnal nevelt Cylindrospermopsis
raciborskii sejtek tilakoid membranjaban.

vonalakban helyredllt a ,természet rendje”, az RT25/100 v¢mCH, frekvencidja
mindeniitt az RT35/100-¢ f6lott halad, s6t az RT35/100 még egy fazisatmenet szerti

jelenséget is mutat az elvarhatdo hdmérséklet tartomanyban.

Osszefoglalva, a fény, és a hémérséklet egyiitt hatdrozza meg a fotoszintetizalo
¢lélények koriilményeit, Mindkét faktor lehet hasznos, illetve karos, és ezek az
ellentétes hatasok fiiggnek nemcsak az adott hémérséklettdl és fény intenzitdstol,

hanem ezek egymdashoz viszonyitott aranyatol is.

A lipideknek leginkdbb a hémérsékleti stresszel vald alkalmazkodasban van
szerepiik, de az azt lehetové tevd deszaturdz rendszer a homérséklet mellett a fény
altal is szabdlyozott (119). A telitetlen lipidek ugyancsak kellenek egy fény okozta

karosodas, az alacsony hdmérsékleti fotoinhibicid kijavitasahoz (120).

A xantofillok a fény okozta karok elleni védekezésben fontosak, de védd hatasuk

erésen fiigg a membran dinamikdjatol, ami hdmérsékletfliiggo.
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Mi itt azt vizsgéltuk, hogyan fligg 6ssze a membrandinamika (lipid deszaturacio)
¢s a xantofill termelés, kiilonb6z6 hdémérsékleteken ¢és fényintenzitdsoknal,

Cylindrospermopsis raciborskii sejtekben.

Azt lattuk, hogy a deszaturdz rendszer nagyon jol miikodik (V. tablazat), azaz a
membranok adaptalodnak az alacsony hdmérséklethez. Az infravords spektrumokban
ez az adaptacio csak azutan volt felismerhetd, ha eltekintettiink egy igen rendezett

komponens (amit mi a karotinoidok merevit6 hatdsdnak tulajdonitunk) jelenlététol.

Ami a karotinoidokat illeti, azok abszolit mennyisége nem, a polaros/neutralis
karotinoidok ardnya viszont er0sen megnétt az alacsonyabb hémérsékleten nevelt
sejtekben, de az adott hdmérsékleten nem valtozott a fényintenzitds fliggvényében.
gy annak ellenére, hogy lecsokkent a B-karotin aranya a karotinokon beliil, a B-
karotin fényvédd szerepe megmarad, hiszen a klorofillokhoz vizonyitott mennyiség
még latvanyosan meg is nott alacsony homérsékleten magas fényintenzitasnal. Ez az
eredmény megfelel annak a feltételezésnek, hogy a tilakoid membran alacsony
hémérsékleten lecsokkent dinamikaja korlatozza a véddanyagok (mint pl. a [-

karotin) mozgasat, ezért azokbol tobb kell.

A karotinoidokon beliili valtozas leginkdbb a [-karotin csokkenését, és a
mixoxantofill ndvekedését jelenti. A B-karotin akarhogy allhat a membran apolaros
részében, igy a membran szerkezetre gyakorolt hatasa a koleszterinére hasonlit, a
fazisatmeneti homérséklet alatt noveli, folotte pedig csokkenti a zsirsavlancok
rendezetlenségét. Ezzel szemben, a mixoxantin polaros végcsoportjai miatt csak a
membran sikjara merdlegesen tud allni, polaros csoportjai éppen kiérnek a vizes
fazisba, igy mereviti a membrant. Erre eddigi ismereteink szerint nincs semmi
szlikség alacsony hdmérsékleten, s6t a lipid deszaturacid éppen ellenkez6 iranyban

dolgozik.

A két-komponenses veymCH, sav analizis szerint nincs is az egész membranra
kiterjed6 merevitd hatdsa a polaros karotinoidoknak. A rendezetlen membran
komponensek ugyanugy viselkedtek itt is, mint mas membranokban. Mi azt
gondoljuk, hogy a polaros karotinoidok kisebb-nagyobb csoportokban helyezkednek
el, és ott valoban merevitik helyileg a membranokat. Egy ilyen helyi hatasnak az

lehet a szerepe, hogy alacsony homérsékleten a membranban keletkezd nagyobb
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mennyiségli szabad gyoktdl (121) megvédje a fotoszintetikus apparatust.
Elképzelhetd, hogy ,,gazdasagosabb” a hozzaférés meggatlasaval megvédeni helyileg
valamelyik értékes membran komponenst, mint a javitasra, uj molekulak szintézisére
hagyatkozni az amugy ,,sziikds”, energiaszegény alacsony homérsékleti koriillmények
kozott. A polaros karotenoidok membran merevitd hatdsuk révén alkalmasak

lehetnek egy ilyen szerepre.

Membranfizikai problémak:

LIPID-FEHERJE KOLCSONHATASOK

Amikor a v¢;nCH, sav két-komponenses illesztését kidolgoztuk, az elsé példaban
a két komponens valamennyi paraméterét fixen tartottuk az illesztés soran (53). De
ha belegondolunk a finomabb részletekbe, akkor elképzelhetd egy tovabbi kozelitd
1épés is. Nevezetesen, hogy a rendezett szegmenseknek megfeleldé O komponens
minden paraméterét fixen tartjuk a homérséklet fiiggvényében felvett spektrumok
kiértékelése soran, azzal érvelve, hogy ez egy olyan komponens, ami fokozatosan
»elolvad”, azaz barmi valtozas innen csak egy masik allapotba vald atmenettel

lehetséges.

Az a masik éallapot azonban, amibe a rendezett szegmensek atmennek a
homérséklet hatasdra, mar lehet igencsak heterogén. A  Synechocystis
membranoknal, a fehérje/lipid ardny kapcsan megtargyaltuk, hogy a membranokban
a zsirsavlancok toredezettségének, rendezetlenségének, kétféle oka lehet. Az egyik a
,szerkezeti rendezetlenség ami abbol fakad, hogy a zsirsavlancoknak a lipid-fehérje
hatarfeliileten meg kell felelniiik a fehérje feliiletének, a masik a ,termikus
rendezetlenség®™ amit az adott zsirsavisszetétel és hdmérséklet hatdroz meg. Ezért
aztan szamithatunk arra, hogy ennek a heterogén rendezetlen zsirsav populacionak

valtozik az eloszlasa a hdmérséklet fliggvényében.

Mivel a heterogenitas egyrészt a lipid-fehérje kolcsonhatasbol szarmazik,

szdmithatunk arra, hogy a lipid-fehérje kdlcsonhatas megvaltozasa tiikr6zddni fog a
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rendezetlen populacid eloszlasaban. Errél meg is bizonyosodhatunk, ha a C-H
rezgési tartomanyban esetleg fellépd valtozasokat oOsszevetjiik a csak fehérje

rezgésekbdl allo amid I sav valtozasaval.

Ha 6sszehasonlitjuk a dohdny (TOBA), a transzgenikus dohany (TOSQ), (ami
mint korabban targyaltuk a tok GPAT enzimjének génjét tartalmazza, és ezért
foszfatidil- glicerol molekuldinak zsirsavai telitettebbek, mint a TOBA-¢) és a tok
(SQUA) vgmCH, savja rendezett (O) és rendezetlen (D) komponenseinek

viselkedését, akkor a 23. Abran latat6 eredményeket kapjuk.

A 23.A. dbra gorbéi ismerdsek a 17. abrardl azzal a kivétellel, hogy itt
harmadikként a masik ,,sziil6”, a tok O/D ardnya van éabrazolva a dohany és a
transzgenikus dohdny mellett. Latszik, hogy a SQUA gorbéjében is megjelenik egy
toréspont, bar sokkal gyengébben, mint a TOSQ esetében.

A 23.B. dbra a D komponens frekvencidjanak hémérsékletfiiggését mutatja,
jelentds kiilonbségeket feltarva a harom névény kozott. A TOBA D komponensének
frekvencidja lassan emelkedik majdnem a hdOmérséklet tartomanyvégéig, ahol
valamelyest letorik a gorbe. Ezzel szemben a SQUA, és kiilondsen a TOSQ esetében
a D komponens frekvencidja kezdetben csokken, azutan enyhén novekszik, a végén

mindketté ismét elkezd csokkenni, de valamelyest kiilonb6z6 hdmérsékleteken.

Elsé ranézésre kiilondsen a frekvencia kezdeti csokkenése a meglepd. De ha
Osszehasonlitjuk a D frekvencidk minimumait az O/D ardnyok toréspontjaival, akkor
tokéletes egyezést kapunk, azaz a D frekvenciaja addig csokken, amig az 6sszes O
komponens el nem ,,0lvadt”. Ez a jelenség kicsit hasonl6 ahhoz, mint amit jég-viz
keverék melegitésekor tapasztalunk. Ott is, amig van jég az elegyben, hidba
melegitjiik az elegyet, annak hémérséklete nem fog emelkedni, 0 C° marad. Itt arrol
van sz0, hogy alacsony hémérsékleten a rendezetlen lipid szegmensek elsésorban a
lipid-fehérje hatarfeliileten vannak. A homérséklet emelésével ehhez az igen
rendezetlen populacidhoz olvadnak hozza egy-egy gauche szegmens megjelenésével
ujabb zsirsavlancok. De ezek a lancok tavolrél sem olyan rendezetlenek, mint az
eredetileg ott levék. Mivel a jel/zaj viszony, illetve a spektralis felbontas korlatai
miatt nem tudjuk a rendezetlen D populaciét tovabbi alcsoportokra felbontani, egyiitt

mérjik a legalabb kétféle zsirsavbol 4all6 populédciot. Ezért aztdn, amig van
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23. abra: A lipid és a fehérje dinamika kozti korrelacié dohany (TOBA), transzgenikus dohany (a
tok GPAT enzim génjével transzformalva, hogy a foszfatidil glicerol molekulak zsarsavai
telitettebbek legyenek) (TOSQ), és tok (SQUA) tilakoid membranjaban. A vy, CH, savot két
komponensre, a rendezett szegmenseket tiikr6z6 (0) és a rendezetleneket tiikrozo (D)
komponensre bontottuk fel. A két komponens intenzitds aranyanak homérsékletfiiggését mutatja az
A panel, a D komponens frekvencidjanak hdmérsékletfiiggését a B panel. A C panelen a fehérjék
amid 1 savjanak a fehérje denaturaciora jellemz8 1620 cm™ koriili komponensének intenzitasa
szerepel szintén a hdmérséklet fliggvényében.

utanpotlasa a ,,hideg”, éppen csak hogy rendezetlenné valt zsirsavaknak, addig nem
fog novekedni, s6t, ha sok van beldliik, akkor csékkenni is fog a D populécio6 atlagos
frekvencidja. Amint az utanpétlast adé R populacio elfogyott, megindulhat az egész
D populacio lassu ,,melegedése”, ami a gauche szegmensek mennyiségének

novekedésében ¢és igy a D frekvencia lassu emelkedésében nyilvanul meg.
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Ha ezt a magyarazatot elfogadjuk, akkor valami hasonlé mechanizmust kell
keresniink a D komponens frekvencidjanak magas hdémérsékleten most mar
mindharom névényben megfigyelt csokkenése mogott is, csak hat tekintettel a magas

hémérseékletre, a kivaltdé oknak valami egészen masnak kell lennie.

normalt abszorbcid

A-abszorbcid

1680 1660 1640 1620

frekvencia (cm'l)

24. dbra: A - Az amid I sav dohany (TOBA), a tok GPAT génjével transzformalt dohany (TOSQ)
és tok (SQUA) tilakoid membranban alacsony €s magas hémérsékleten. B — Az amid I sév
differencia spektruma tokben, ha az 5 C°-on felvett elsé spektrumot kivonjuk a hémérséklet
sorozat késébbi spektrumaibol. Az 1620 és 1684 cm™ korill a hémérséklettel felnové savok a
molekuldk denaturacidkor fellépd aggregacid soran kialakuld inter-molekularis [(-szerkezetre
jellemzéek. Az 1620 cm™ koriili sav intenzitasat (azaz integraljat) hasznaltuk fel a denaturacio
fokanak mérésére. Az amid I savok amplitidora valdé normalizalasa, ahogy az abran latszik, csak a
szemnek sz0l, a differencia spektrumokat olyan amid I savokbol képeztiik, amelyek a teriiletiikre
voltak normalva.
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Mi a kivalto ok tekintetében a fehérjékre gondoltunk’’, mert ezen a
hémérsékleten mar bekovetkezhet denaturaciojuk. E tekintetben biztosan
tamaszkodhatunk a fehérjék amid I savjara, amit a harom kiilonb6z6 névényre a 24.

abran mutatok alacsony €s magas hémérsékletre.

Az amid I savok nagyon nagyfoku hasonldsaga alacsony homérsékleten az elsd
dolog, ami az dbran szembetlinik. Ez nem garancia arra, hogy a minden egyes fehérje
ugyanaz, €s ugyanolyan szerkezetli a kiillonb6z6 novényekben, de az 6sszegek — ez
az amit az infravords spektrum mutat - hasonldsaga jo kiindulépont a tekintetben,
hogy ha latunk majd kiilonbségeket koztiik, akkor annak oka inkabb a lipid-fehérje
kolcsonhatasbeli  kiilonbségben, mintsem a fehérjék kozotti kiilonbségben lesz

keresendd.

Az amid I tartomany 60 C°-on TOBA és TOSQ esetében hasonld, SQUA
esetében sokkal erésebb az 1620 cm™ koriill megjelend 0j sav (24.A. dbra). Ez a sav
a fehérje denaturdci6 soran fellépd aggregaciokor jelentkezik, ¢és az ilyenkor

kialakul6 inter-molekularis B-szerkezethez rendelhetd (122).

Az inter-molekularis B-szerkezet kialakuldsa j6 mértéke a fehérje denaturéacio
elérehaladasanak, ezért ennek meghatarozasara az elsd, 5 C’-on felvett infravoros
spektrumnak a magasabb hdmérsékleteken felvett spektrumokbol vald kivonasaval
egy kiilonbségi sorozatot képeztiink (24.B. abra), amiben meghataroztuk az 1620
cm’ korilli sav intenzitdsat a hémérséklet fiiggvényében [S5] (123). A héarom
novényt e tekintetben dsszehasonlitva a 23.C. dbran lathatd eredményt kaptuk.

crer

mértéke nagyon hasonld®>. A SQUA viszont alacsonyabb hémérsékleten kezd el

denaturdlodni, ¢és ennek megfeleléen, ugyanazon a  véghOmérsékleten

crer

egy tisztan fehérjékre jellemzo jelenség - beinduldsdnak hémérséklete (23.B. dbra)

tokéletesen egybeesik a vymCH, sav rendezetlen zsirsavlanc szegmenseket

51 Mint latni fogjuk ez egy tytuk/tojas probléma, a fehérjék és a lipidek egymasra hatdsirdl van sz6, de
hogy melyik az ok, és melyik az okozat, azt egyel6re nem tudjuk megmondani.
52 A denaturacié mértéke azért hasonlithatd Ossze, mert az 1620 cm™! sav intenzitdsit teruletre normalt

amid I savokbdl végeztik. Ez a normalas feltételezi, hogy a kilénb6z6 fehérje masodlagos szerkezetek
extinkciés egylitthat6ja ugyanakkora, de jobbat nem tudtunk tenni.

93



Eredmények és Diszkusszio

reprezentald D komponensének — egy tisztdn lipidekre jellemzd jelenség —

frekvencidjanak lecsokkenésével (23.C. abra).

A D komponens frekvencidjanak itteni csokkenését az O komponens
elolvadasaval egybeesd, az elézéekben mar megtargyalt csokkenéséhez hasonléan
gondoljuk megmagyardzni. Itt szerintiink arr6l van sz, hogy a fehérjék
aggregaciojakor lecsokken a fehérje-lipid hatarfeliilet, ezért lipidek szorulnak ki errdl
a hatarfeliiletrdl a tiszta lipid fazisba. Ezek a lipidek a fehérje-lipid hatarfeliileten
igen rendezetlenek voltak, ehhez képest, meg ezen a magas hdémérsékleten is
rendezettebbek lesznek a tiszta lipid fazisban, ezért a rendezetlen lipid populacié (a

D komponens) atlag frekvenciaja lecsokken™.

Osszefoglalva, a lipid-fehérje kolcsdnhatas vizsgélata tobb dologra is ravilagit.
Egyrészt, a membran lipid részének dinamikaja alacsony homérsékleten igen fliggott
a lipid Osszetételtdl, nemcsak a kiilonb6z6 novények kozott (23.A. abra), hanem a
vad tipust és a transzgenikus dohdnyok kozott is (17. dbra). Masrészt, magas
hémérsékleten a fehérje denaturacid kiilonbozd volt a kiilonb6zé nodvényekben
(23.C. abra) és ([S5] 5. abra), de azonos volt a vad tipusu és a transzgenikus dohany

novényekben (23.C. abra) és ([SS] 2.C. 4bra).

Ez a kiilonb6zé novények esetében azt jelentheti, hogy azért van kiilonbség a
fehérje denaturdcidban, mert (i) a fehérjéik is kiilonbozoek, (ii) mert a lipid
Osszetételiik (esetleg egyéb membran Osszetevoik, pl. karotinok) kiilonbozoek. Az
elsé lehetOséget gyengiti az amid savok nagyon hasonlé alakja alacsony

hémérsékleten.

A transzgenikus dohanyok esetében az lehet a helyzet, hogy azért nem kapunk
kiilonbséget a fehérje denaturacioban, mert (i) a fehérjéik azonosak (ezt tudjuk, hogy
igen valoszinii, hogy igaz), (i1) mert a lipid Osszetételiik azonos (ezt tudjuk, hogy a
PG kivételével igaz, és a PG-nek volt is hatasa az alacsony hdémérsékleti
fotoinhibiciora). Ezek szerint, ha a PG nem olyan helyen van a membranban, hogy

befolyasolja a fehérjék koriilményeit, vagy ha olyan helyen van is, akkor magas

53 Val6szind, hogy a fehérje denaturacié teljes végbemenetele utan a frekvencia ismét névekedni kezdene,
de ezt egyel6re nem vizsgaltuk.
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homérsékleten, ahol a fehérje denaturacid zajlik, nem szamit, hogy a PG

zsirsavlancai mennyire telitettek.

Ha a kétféle kombinacidt dsszehasonlitjuk, és felidézziik eredeti kérdésiinket,
hogy a fehérjék vagy a lipidek-e a meghataroz6ak a membran dinamikaban, akkor
ebben a kisérletben, eddig a pontig, az latszik valdszinlibbnek, hogy a lipid koérnyezet
hatarozza meg a membranfehérjék dinamikdjat, illetve a fehérje dinamika hatdran
tulhaladva, kellden magas hdémérsékleteken, a fehérjék stabilitasat. Eddig csak a
denaturaciora mutattam be adatokat, de munkdm soran tettem kisérletet arra is, hogy
megnézzem, milyen dinamikai valtozasokon keresztiil jutnak el a denaturacidig a
membranfehérjék, és mik ebben a meghatirozok, 6k maguk, vagy a membran

lipidjei?

A LIPID-FEHERJE KOLCSONHATAS DINAMIKAJA

A nehézfém ionok hatasa a tilakoid membranok dinamikajara [S8]

A lipid-fehérje kolcsonhatds vizsgdlatdit egy viszonylag korai munkankban
kezdtiik el [S8] (124), ami ennek megfelelden jelentds visszhangot is valtott ki, itt
azonban csak roviden ismertetem, mert azota sokat finomitottunk kiértékelési
modszereinken. A munka itt bemutatandd része egy bioldgiai problémahoz
kapcsolodik, a biologiai probléma az volt, hogy ismeretes, a legtobb nehézfém ion
mérgezd hatast a fotoszintetizalod él6lényekre, de egyaltalan nem volt nyilvanvalo,

hogy ezek az ionok hol, és milyen modon fejtik ki hatasukat.

Az in situ bioldgiai vizsgalatok (a nehézfém ionokat izolalt, de fotoszintetikusan
még aktiv tilakoid membranokhoz adtuk) azt mutattdk, hogy a vizsgalt 6t nehézfém
ion kozil a Cd és a Ni nem volt jelentds hatassal a fotoszintetikus elektron
transzportra, a Cu, az Pb és a Zn viszont er0sen gatolta a II. fotoszisztéma miikodését

(Ezeket az eredményeket tarsszerzdink, Droppa Magdolna, és a probléma felvetdje
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Horvath Gabor™* fluoreszcencia indukcios mérésekbél kapta). A nehézfém ionok
szerkezeti hatdsat harom tekintetben vizsgaltuk, (i) a fehérjék masodlagos
szerkezetét, (i) a lipid fazis viszonyait mérve infravords spektroszkdpiaval, és (iii) a

fehérje-lipid hatarfelszint feltérképezve spin-jelold ESR spektroszkopiaval™.

Ha a lipidekre jellemzd infravords spektroszkopiai paramétert (a veymCHo sav
frekvenciajat) megnézziik ([S8], 2. 4bra), akkor azt latjuk, hogy a nehézfém ionok
mind valamilyen merevitd hatast gyakorolnak a membranokra, de nem taldltunk

bizonyithat6 elemspecificitast.

Ami a fehérjéket illeti, a Cd és a Ni nem hatottak hddenaturacidjuk menetére. A
hédenaturaciot az o-hélix (1656 cm™) tartalom csdkkenése, a rendezetlen tartalom
(1651 cm™) parhuzamos ndvekedése, a B-szerkezetek (1636 cm™) csokkenése és az
inter-molekularis B-szerkezet (1621 cm™) novekedése jellemezte ([S8], 5. 4bra). A
Cd-mal és a Ni-lel ellentétben, a Cu és a Zn fékezte az inter-molekularis (-szerkezet

megjelenését. Az Pb valahol féluton volt a hatdstalan €s a hatdsos fémionok kozott.

Ugy tiinik tehat, hogy a hatasos nehézfém ionok korlatozzak a tilakoid membran
fehérjéinek aggregéaciora vald hajlandosagat a hddentaturacié soran. Ez az
informdci6 O6nmagdban nem sokat ér, mert a ndvények nem hddenaturidlodnak,
amikor in vivo nehézfém ionokkal taldlkoznak. A kép teljessé tételéhez ESR
spektroszkopiai vizsgalatok is kellettek, amik kimutattdk, hogy a Cu, az Pb és a Zn
megnoveli azt a lipid frakcidt, amelyik a fehérjéket szolvatalja. Azaz, ezek az ionok
szobahdmérsékleten megnovelik a lipid-fehérje kolcsonhatasok felszinét, ami
nyilvan csak bizonyos fehérje komplexek disszocidltatdsaval lehetséges (amit
magaban sem az infravords, sem az ESR spektrum nem mutat ki), és az igy jol
,bezsirozott” molekulak kevésbé lesznek hajlamosak aggregalédni’®, mint azt az

infravords spektroszkopiai eredmények mutattak is.

5 Neki nagyon sokat koészonhetek elsésorban a magasabb rendd névényeken végzett munkakkal
kapcsolatban, de minden egyéb tekintetben is szamitani lehetett tanacsaira, 6ridsi ismeretanyagara,
élénk diszkusszidira. Korai halala nagy veszteség volt szamomra is.

% Az ESR vizsgilatokat Horvath Laszlé végezte, akinek szintén sokat koszonhetek, és akit sdlyos
betegsége miatt mar nagyon hosszu ideje nélkilézniink kell.

5 Persze, végil aggregalnak majd ezeknek a membranoknak a fehérjéi is, de mi nem noveltiik addig a
hémérsékletet.
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A membran szerkezet szempontjabol kordbban felvetett tyuk/tojas dilemma
teintetében, nevezetesen, hogy a fehérjék vagy a lipidek dinamikaja-e az elsddleges a
membrandinamika kialakitasaban, ez a kisérlet kétségek kozt hagy benniinket.
Elsédlegesen valoszinlileg a fehérje komplexekben valtoztattunk meg valamit a
nehézfém ionokkal, ettdl viszont megvaltozott a fehérje-lipid kdlcsonhatdsnak nem a
természete, csak a mértéke, €s ezutdn nem volt ugyanolyan a fehérje denaturaci6. A
lipidek szerepét viszont nem tudtuk egyértelmiien megallapitani, mert a minden
nehézfém ion esetében megjelend rendezettség novekedést nem tudtuk olyan
pontossaggal megmérni, hogy kideriilhetett volna a kiilonb6z6 ionok eltéré mértéki
hatasa. A rendezettség novekedés amugy beleillik a fontebb felvazolt

mechanizmusba.

A kérdés biologiai részére, a nehézfém ionok mérgezd hatasara azt tudtuk
valaszolni, hogy a nehézfém ionok karositd hatasa elem specifikus, a Cu, a Pb és a
Zn a tilakoid membranban levd fotoszintetikus apparatussal hatnak kdlcson, ezzel

szemben a Cd és a Ni a ndvények egyéb metabolikus folyamatait karositjak.

A lipidekre, illetve a fehérjékre jellemz6 paraméterek homérsékletfiiggésének

osszehasonlitasa®’

Ha Aattekintjiik az infravords spektrumnak szerkezetvizsgélatok céljara az

eddigiekben felhasznalt tartomdnyait, akkor azok a kovetkezOk voltak:

A 3000-2800 cm™ a C-H nyujtasi rezgések tartoméanya, ezen beliil felhasznaltuk
a vemCH, rezgés frekvencigjat, finomabb esetekben a savot két komponensre
bontottuk, és a komponenseket, vagy aranyukat hasznaltuk fel. Ez a sav a lipidek

zsirsavlancainak atlagos rendezetlenségérdl nytjt informaciot.

Az amid I savot, 1700-1600 cm™ kozott, a fehérjék masodlagos szerkezetének

jellemzésére, e tekintetben eddig szo6 esett a-hélixekrél (1656 cm™ koriil), B-reddzott

57 Bzek eddig még nem publikalt, mostandban végzett kutatasok.
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crer

molekularis B-szerkezetekrdl (1610-1620 cm’” kozott).

Az 1740-1725 cm™-nél levd észter C=0 kotés savjat, ami tisztan a lipidekhez
rendelhetd, a fehérje/lipid arany jellemzésére hasznaltuk. Ezen kiviil, ezt eddig nem
csoportok a membran felszinéhez kozel helyezkednek el, az ottani viszonyokrol

tudosit a sdv megvaltozasa.

Ha megnézziik, hogy ez a hdrom tartomany hogyan viselkedik a homérséklet
fliggvényében, és a kapott eredményeket egybevetjiik, akkor igen szemléletes képet
kaphatunk a membrandinamikar6l, a fehérjék lehetdségeirdl a membranban (25.

abra).

Az abran a Synechocystis PCC6803 tilakoid membranjanak fehérjéit illetéen az
latszik, hogy a homérséklet ndvekedésével, kezdetben semmi nem torténik, azutdn
beindul az o-hélix tartalom valamelyes csokkenése™. Itt még a reverzibilis
fehérjeszerkezet valtozdsok tartomanyaban vagyunk, nincsen sz6 a fehérje
denaturacidjarol. Amikor, 45-50 C°-koriil, beindul a fehérje denaturacid, akkor az o-

hélix tartalom csokkenése felgyorsul.

A lipidekre jellemzd paraméterek koziil, a lancok é&tlagos rendezetlenségét
mutatd, tehat a membran keresztmetszetének egész hidrofob régidjarol tudosité O
komponens intenzitdsa kezdetben meredeken csokken, aztan a csokkenés egy
toréspont utdn nagyon lelassul. Ez azt jelenti, hogy a gél—folyadékkristalyos
fazisatmenet végbement, a membranban a rendezetlen zsirsavlancok dominalnak, a
rendezettekre jellemzé O komponens intenzitdsa nem szamottevo. Figyelemremélto,
hogy ez a toréspont, ami a folyadékkristalyos fazis uralkodova vaélasat jelzi,
egybeesik a fehérjékben a mozgéasok lehetdségének megjelenésével, az a-hélix

tartalom valamelyes valtozdsanak kezdetével (25. dbra). Az O komponens fogyasat

crcr

% Nem egészen biztos, hogy itt valédi o-hélix tartalom csékkenésrél van szé, a valtozasok a kezdeti
stadiumban igen kicsinyek, inkabb csak annak jelz&i, hogy a fehérjék mozogni kezdtek.
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megindulasakor. Leginkabb azért nem, mert gyakorlatilag nincs is ott mar az O

komponensbdl.

Ezzel szemben, az észter C=0 kotésbdl szarmazd 1741 cm'-nél levd sav
intenzitasanak homérsékletfiiggésében nincs toréspont a gél—folyadékkristalyos

atmenetnél (ez nyilvan nem nagyon érzodik a valtozatlanul marad6 polaros

Fehérje denaturacio (Int. 1620 cm’ szorozva (-1)-gyel)
a-hélix intenzitas

Lipidek a felszinhez kozel (1741 cm’l)

Lipidek a membran belsejében (Az O komp. eltiinése)

normalt intenzitas

10 20 30 40 50 60

hémérséklet (C°)

25. abra: Synechocystis PCC 6803 sejtek (ndttek 35 C°-on) tilakoid membranjanak dinamikaja a
lipideket, illetve a fehérjéket érintd valtozasok dsszevetésével. Minden valtozas intenzitas valtozas
volt, amelyeket normaltam. Az 1620 cm™-nél levé, a fehérje denaturéciora jellemzd csics
intenzitasa né a homérséklette, azt a jobb Osszevethetéség érdekében megszoroztam (-1)-gyel.
Vegyiik észre, hogy az a-hélix tartalom valtozdsa a membran belsejének rendezetlenebbé valasa
utan lehetséges (az O komponens gyors fogyasa véget ér)(fekete myil). Az a-hélix tartalom

srer

helix fogyasa felgyorsul, és ezt mar a membran felszin kozeli észter C=0 csoportok is észreveszik
(zold nyil).

membranfelszin kozelében), de toréspont jelenik meg a fehérjék rohamos
denaturacigjanak megindulasakor (a membran fehérjék denaturacidja, ami a

membran belsejében, a hidrofob fazisban indul, késébb eléri a membran felszinét is).

Osszefoglalva, ha &sszehasonlitjuk a fehérjékre, illetve a lipidekre jellemzd
spektralis paraméterek homérsékletfiiggését, ami eddig tudtommal az irodalomban

még nem tortént meg, akkor direkt bizonyitékot szerezhetlink arra, hogy a fehérjék
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reverzibilis szerkezetvaltozasainak™ lehetévé tétele érdekében van sziikség a
membranban rendezetlen lipid fazisra, ami a folyadékkristalyos allapotban meg is

valosul.

A lipid fehérje kolcsonhatas tanulmanyozasa H—D Kicserélodéssel®

Fehérjék esetében, mint azt az Irodalmi attekintésben is emlitettem, a H—>D
kicserélodés sebességének mérése nagyon régen hasznalatos mddszer a molekuldk
dinamikajanak® felderitésére. A fobb valtozasok, amikre a fehérjék infravords
spektrumaban H—D kicserélddés kovetkeztében szamitani lehet, (i) az amid I sav,
illetve komponenseinek néhany hulldmszamos eltolodasa az alacsonyabb frekvencia
értékek felé, (ii) az 1550-1540 cm™-nél levé amid II sav fokozatos eltiinése, ami a
sav kb. 100 hullamszdmmal lefele valo eltolédasa miatt kovetkezik be, (iii) a

deuteralt amid II" sav fokozatos megjelenése 1450 cm™ koriil.

A membranfehérjék esetében a helyzet komplikaltabb. Van a fehérjéknek egy
része, ami kildg a vizes fazisba, ott a H—>D kicserélddés a vizoldékony fehérjékéhez
hasonl6 médon megy végbe. A membran belsejében levd fehérje részekhez azonban
a kiilsé kornyezetbdl a viz vagy a nehézviz csak korlatozottan tud hozzaférni. Ha a
membranokat nehézvizbe tessziik, akkor szobahOmérsékleten nagyon sokaig
megmarad az amid II sav, a teljes kicserélddéshez a hémérséklet emelésére van

sziikség, egészen a fehérjék denaturaciojaig, mint azt a 26. abran is lathatjuk.

Egy ilyen kisérletben mindig két tényezd, az id6 és a homérséklet keveredik.
Réadasul itt az id6 mondjuk igy, ,torténelmi”, azaz, ami egyszer megtortént, az nem
ismételhetd. Amelyik H atom kicserélddott D atomra, az mar nemigen fog

visszacseré¢lddni, amig a deutérium Oridsi foloslegben van jelen. Legeldszor a

% Ez nem zarja ki, hogy olyan szerkezet véltozasokat latunk, amik pl. a fehérjék membranbeli diffizidja
soran lépnek fel. A lényeg az, hogy ezek a szerkezetviltozasok nem jarnak denaturicidval.

Természetesen, ilyenkor a B-szerkezet is véltozik, mégpedig ellenkezd irdnyban, mint az a-hélixek, és
azonos hémérsékletfiigeés szerint, csak nem akartam tdlzstafolni a 25. abrat.

00 Ugyancsak egészen 1j eredmények, még csak eléadasokban szerepeltek.

o1 Az infravords spektroszkopia és a dinamika eddig emlegetett kdzvetett kapcsolataval szemben itt
tényleg, k6zvetleniil a molekula dinamikajat mérjik.
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legkénnyebben hozzaférhetdé H-atomok cserélddnek ki, aztan fokozatosan az egyre
nehezebben hozzéaférheték. Ahogy az idé halad, mindig més és mas atomok
kicserélodését latjuk. A visszacserél6dés valdszinlisége, amig a D atomok oOridsi
foloslegben vannak jelen, igen csekély. Ezért pl. az egy adott iddintervallumban
kicserél6dd H-atomok szama egészen kiilonbozo lehet, ahogy az id6 mulik, attol

fiiggben, hogy hol tartunk az egész kicserélddési folyamatban.

- 1620 cm_1

04 ) /
— o
i -1
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.
Q
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60
3
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26. abra: Borso tilakoid membran fehérjéinek denaturacidja és H—D kicserélodése a hdmérséklet
fiiggvényében. Az 1620 cm™'-nél megjelend sév a fehérje denaturaciora jellemz6. Az 1550 cm’™
koriil levo amid 1T sav eltiinése (ami, vegyiik észre, a fehérje denaturaciéval parhuzamosan gyorsul
fel) a H—D kicseré¢ldédés mérdje.

Megprobaltam egy olyan mérést tervezni, ahol figyelembe tudom venni mind a
homérséklet, mind az 1d6 ,torténelmi hatasat” a H—D kicserélodésre. Tudataban
vagyok, hogy tobbféle elrendezést kell még majd kiprébalni, de mar az elsd
probalkozasok nagyon érdekes eredményeket hoztak. A kisérlet sémajat a 27. dbra

mutatja.
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5
3 [S()]
-8
=
NS)
<=
—e
7 perc &
Hoémérsékleti kiilonbség
Izotermikus kiilonbség
id6

Kiilonbségi sorozat: D(n)=S(n+1)-S(n)
D(n) n=1,3,5.... Izotermikus kiil. a H/D kicseré¢lédésben
D(n) n=2,4,6.... Hémérsékleti kiil. a H/D kicserélédésben

27. abra: A H—D kicserélédés mérésének séméja. Egy adott homérsékleten 7 perc varakozas
kozbeiktatasaval kétszer vettem fel az infravords spektrumot, azutdn megndveltem a hdmérsékletet
2-3 C°-kal, vartam, szintén 7 percet, és ismét felvettem két spektrumot. Ha ezek utan olyan
kiilonbségi sorozatot képezek a spektrumokbol, ahol mindig az el6z6 spektrumot vonom le az
utana kovetkezobol, akkor ennek a kiilonbségi sorozatnak paratlan elemei olyan spektrumok
kiilonbségét mutatjak, amelyeket azonos homérsékleten vettem fel, a kiilonbség tehat az adott
hémérsékleten folyo H—D kicserélédést mutatja. A kiilonbségi sorozat paros elemei viszont olyan
spektrumok kiilonbségét mutatjak, amelyek kozott 2-3 C°-ot nétt a hdmérséklet, a kiilonbség tehat
az adotét2 hémérsékleten a hémérséklet-noveléssel indukalhaté H—D kicserélddésbeli valtozast
mutatja™.

Az elgondolas lényege az, hogy egy adott hdmérsékleten kétszer megmérve az
abszorpcids spektrumot, €s a korabban felvettet kivonva a késobbibdl, olyan
kiilonbségi spektrumot kapunk, ami jellemzd az adott hémérsékleten végbemend
H—D kicserélodésre (az igy keletkezd spektrumokat izotermikus kiilonbségi
spektrumoknak fogom hivni). Ha ez utan felemeljiik par fokkal a hdmérsékletet, €s
egy olyan kiilonbségi spektrumot képziink, amikor az alacsonyabb hdmérsékleten
felvett spektrumot kivonjuk az magasabb hémérsékleten felvettbdl, (ezeket a
spektrumokat hémérsékleti kiilonbségi spektrumoknak fogom hivni) akkor arra
szamithatunk, hogy els6sorban a hdomérséklet ugras altal indukalt H—D

kicserélodésbeli valtozast latjuk.

02 Val6jaban itt a két folyamat Gsszegérol van sz6, mert a hémérséklet ugrds alatt is folyik a ,,normal”
H—D kicserél6dés.

102



Eredmények és Diszkusszio

H—D kicserélodés dohany tilakoidban

A jobb lathatosag kedvéért ezeket a kiilonbségi spektrumokat kisebb
hémérséklettartomanyokra felbontva mutatom meg. Nézziik, eldszér, mit latunk

dohény tilakoidon (28. dbra). Szembetlind, hogy a H—D kicserélddésre jellemzd

izotermikus kiil.
0.006 — homérsékleti kiil.

0.004 — fehérje denaturacio

0.002 —
0.000 — rJ
=
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28. abra: A H—D kicserél8dés menete dohany tilakoid membranban. A folsé panelben a 35-43 C°
tartomanyban, az alsé panelben 43-52 C° kozott. A gorbék magyarazatat 1asd a 27. abran. Vegyiik
észre, hogy az izotermikus differencia spektrumokban az eltlind amid II sav frekvenciaja
alacsonyabb, mint a hdmérsékleti differencia spektrumokban. A fliggdleges egyenesek az amid II
sav eltlinésének mimimumat mutatjadk izotermikus (kék), hémérsékleti kiilonbségi (piros)
spektrumokra, és a fehérje denaturaciora jellemz6 frekvenciat (zold).
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amid Il saveltinés minimuma mas-mas frekvencianal van az izotermikus és a

hémérsékleti kiilonbségi spektrumokban.

Az amid II savnak a fehérjék masodlagos szerkezetéhez val6 rendelhetdségével
eddig nem sokan foglalkoztak. Pedig a fehérjék méasodlagos szerkezete erre a savra is
hatassal van. Az irodalomban fellelhetd adatok alapjan azt lehet mondani, hogy a
magasabb (1545-1550 cm™) amid II frekvencia a fehérjék o-hélix, az alacsonyabb,
(1525-1530 cm™) frekvencia a fehérjék B-reddz6tt szerkezet tartalmahoz kapesolhato
(45).

Ha megnézziik, hogy a hdmérséklet novekedésével hogyan halad elére a H—>D
kicserélodés, akkor azt latjuk, hogy az izotermikus kiilonbségi spektrumokban

elészor az a-hélixek fogyasa (1656 cm’

koriil) figyelhetd meg, ami parosul
valamelyes B-reddzott szerkezet novekedéssel. Az értékelheté H—D kicserélddés
35-38 C° koriil indul be, ennek a tartomanynak differencia spektrumait egy kiilon

abran ki is nagyitottam (29. abra).

Ha visszatériink a denaturacié menetéhez (28. abra), akkor azt latjuk, hogy
magasabb homérsékleteken elkezd noéni a fehérje denaturacioéra jellemzo 1618-1620
cm’” kériili (inter-molekuldris B-szerkezeti) sav is, frekvenciaja kezdetben valamivel
magasabb az izotermikus differencia spektrumokban, mint a hdmérsékleti differencia
spektrumokban. De ennek lehet az is az oka, hogy az izotermikus differencidkban a
normdl f-szerkezet mennyisége latszik novekedni az o-hélix tartalom rovasara, és a

két sav atfedése miatt magasabb az inter-molekuléris sav frekvencidja.

Ahogy a homérséklet emelkedik, ugy lesz egyre eldrehaladottabb a fehérje
denaturacio is, €s a homérsékleti kiilonbségi spektrumokban egyre nyilvanvalobb,
hogy a fehérje denaturacio forrdsa az a-hélix tartalom csokkenése. Az izotermikus
kiilonbségi spektrumokban ez nem annyira egyértelmi, ott inkabb csak az inter-
molekuléris B-szerkezethez rendelhetd cstcs intenzitdsa nd, de az nem vilagos, hogy
minek a rovasara. Ezzel a jelenséggel még foglalkozni kell, mert nem mérési hibarol
van sz0, a lentebb megtargyalando6 cianobakterialis tilakoid membranban is ugyanez

a helyzet.
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Mindenesetre az tisztan latszik, hogy egészen mads jellegii kiilonbségi spektrumot
kapunk, ha egy adott hdmérsékleten mériink egy kis iddeltolodassal, vagy ha a két
mérés kozott ugyanannyit varva, egy kicsit megemeljiik a hémérsékletet is. Ugy

tinik, hogy a homérséklet emelése elsdsorban az a-hélixeket érinti. Az azonos
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2 0000
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29. abra: Kiilonbségi spektrumok dohany tilakoidban. Az els6 értékelhetd kiillonbségi spektrumok
35 C° tajan jelentek meg. A kékkel induld gorbék az izotermikus kiilonbségi spektrumok, a
pirossal indulék a homérsékletick. A kék egyenes az izotermikus kiilonbségi spektrumokra
mutatja az amid Il sdv maximumanal levo frekvenciat, a piros egyenes a hdmérsékletiekre mutatja

crer

teljes kifejlettségében a 28. dbran latszik. A gorbék részletes leirasa megtalalhato a 27. és 28. abra
alairasaban.
hémérsékleti méréseknél tobb masodlagos szerkezet is érintett, de egyik sem olyan
markansan, mint az o-hélixek a hémérsékleti differencia spektrumokban. Es mindez
megtorténik olyan homérsékleteken is, ahol eddigi tudomasunk szerint a fehérjék

szerkezete dinamikus egyensulyban van.

A membrén szintjén az lehet a kiillonbség az izotermikus és a hdmérsékleti
differencia spektrumok koriilményei kozott, hogy az izotermikus esetben a lipidek
dinamikaja azonos a két mérés soran, a hdmérsékleti kiilonbség esetében azonban a

lipidek dinamikéja valtozhat.

Ha megnézziik, hogyan valtozik a lipidek dinamikéja és a fehérjék denaturéacioja
a kordbban bemutatott, hagyomanyos modon kiértékelt C-H rezgési ¢és amid I

tartomany alapjan, és ezt Osszehasonlitjuk a H—>D kicserélédés jellemzd
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paramétereivel (az amid II sév intenzitds valtozasaval, frekvencigjaval), akkor a 30.

abran lathatd, meglehetdsen komplikalt, de nagyon érdekes Osszefiiggéseket kapjuk.

Ami a membran lipideket illeti: Rendezetlenségiik mar eleve nagy, amit az 5 C°-
on mért 2852.5 c¢cm’! kériili vsymCHo frekvencia érték is mutat. A hémérséklet
novelésével a rendezetlenség tovabb nd, de nem sokat, hiszen a vs,,mCH, frekvencia

emelkedése mindossze csak kb. 1 cm™ az 55 C° koriil levéd maximumig®. Innen a
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rendezetlenség valtozasaval, a hdémérséklet fiiggvényében. A kék pontok az izotermikus
kiilonbségi spektrumokban mért amid II sav intenzitas csokkenések, a piros pontok ugyanezek a
csokkenések a homérsékleti differencia spektrumokban. A kék és a piros pontokhoz tartozo
egyenesek nyolcadfoku polinomokkal vald illesztésbél szarmaznak, és a szem vezetésén kiviil
nincs egyéb jelentdségiik. Vegyiik észre, hogy az amid II eltiinéséhez negetiv ordinata tartozik, a
kicserélddés lefele nd (kék tengely)! Sziirkével jeloltem a vy,,,,CH, sav frekvenciajat, feketével a
fehérje denaturaciot jellemz6 1620 cm™-nél kialakulé sav intenzitasat. Ez utobbi két adatsort az
eredeti spektrumokbdl szamoltam, nem a kiilonbségi sorozatok spektrumaibol, igy azok
kétszerannyit pontot tartalmaznak.

03 Bz mutatja, hogy ellentétben a cianobakterialis tilakoidokkal, ahol megfigyelheté a 2-3 cm! eltolédassal

jar6 gél—>folyadékkristalyos atmenet, a dohdny tilakoidjai eleve folyadékkristalyos allapotban vannak, a
rendezetlenség ezen belil né valamelyest.
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rendezetlenség egy darabig csokken, azutan ismét lassti novekedésbe kezd®,

A fehérjéket illetéen: A fehérje denaturacio 38-40 C°-nal kezdédik,
legmeredekebb novekedési szakasza a lipidek rendezetlenségének maximumanal
kezddédik, annak csokkenésének végéig tart. Amikor a lipid rendezetlenség megint

lassu novekedésnek indul, a fehérje denaturacié eldrehaladasa lelassul, aztan ismét
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rendezetlenség valtozasaval, a homérséklet fiiggvényében. A kék pontok az izotermikus
kiilonbségi spektrumokban mért csokkend amid Il sd&v minimumanak a frekvenciajat mutatjak, a
piros pontok ugyanezek a frekvencidk a homérsékleti differencia spektrumokban. Sziirkével
jeloltem a vi,mCH, sav frekvenciajat, feketével a fehérje denaturaciot jellemzd 1620 cm™-nél
kialakul6o sav intenzitasat. Ez utobbi két adatsort az eredeti spektrumokbol szamoltam, nem a
kiilonbségi sorozatok spektrumaibdl.

belelendiil.

Ami a H-D kicserélodés mértékét illeti: A kicserélddés mértéke mindig
nagyobb a homérsékleti kiilonbségek esetén, mint izotermikus kiilonbségek kozott.
Izotermikus koriilmények kozott a kicserélédés novekedése 5-30 C° kozott

elhanyagolhatdo, a hdomérsékleti kiilonbségi spektrumokban van valamelyes

04 ]6 egyezésben a kordbban a 23. abran bemutatott kétkomponenses analizissel kapott adatokkal, és
okfejtéssel.
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novekedés. Amikor a fehérjék denaturdcidja beindul (ugyanekkor van egy kis
toréspont a lipid dinamika novekedésében is), akkor elkezd ndéni a kicserélddés
mértéke is, sokkal erdsebben a homérsékleti kiilonbségi esetben, mint az
izotermikusban. Amikor a lipid rendezetlenség eléri maximumat, koriilbeliil akkor
van a H—>D kicserélédés maximuma is. Innen a kicserélddés mértéke csdkken
(egyltt a lipid rendezetlenséggel, vagy a fehérje denaturacid eldrehaladasaval?),
azutan egy kisebb értéken megallapodik, ugyanabban a tartomanyban, ahol a lipid
dinamika, és a fehérje denaturacio is megallapodott. Az amid II kicserélddési gorbék
szemlélésénél nem szabad elfelejteniink a kicserélodés fentebb emlitett
,torténelmiségét”, azt hogy pl. az 50 C°-on kicserélddé H atomok egészen masok,
mint amik mar mondjuk 10 C°-on kicserélédtek, de persze kozben azok is
diffundalhatnak a fehérjékben ,nehezebb” helyekre. Eppen ezért, még figyelemre
méltobb, hogy a kicserélédés adott hdmérsékleten mért sebessége ilyen jo egyezést

mutatott az egyéb membranalkotok valtozasaval.

Eddig a kicserélddés mértékét vizsgaltuk, de van a kiilonbségi spektrumokban
olyan informacid is, nevezetesen az eltind amid II sav minimumanak frekvenciaja,
amibdl az is kideriilhet, hogy a membran fehérjék mely részei érintettek a H—>D

kicserélédésben. Ezt mutatja a 31. dbra.

Koriilbeliil 30 C°-t61 kezdve, ahol az amid II sav fogyasa kezd jelentdsebbé valni,
lehetett biztonsdgosabban meghatarozni a csokkend sav minimumanak frekvenciajat.
Ez a frekvencia mindig 2-3 hullamszdmmal alacsonyabb volt az izotermikus
kiilonbségi spektrumokban, mint a hdmérsékletieckben, ami arra utal, hogy a
homérsékletiekben valamivel inkabb a-szerkezetek voltak érintve a kicserélodésben,

mint az izotermikusokban.

H—D kicserélodes cianobakterialis tilakoidban

Mint azt a 14. dbra mutatja, a dohdny és a cianobakterialis tilakoid membran

igen eltér egymastol. A cianobaktériumok lipid Osszetétele sokkal egyszerlibb,
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tilakoid membranjaik fehérje/lipid aranya sokkal alacsonyabb®, mint a magasabb
rendli névények tilakoidjaé. Ennek megfelelden, a cianobaktérialis tilakoidban, a

magasabb rendii ndvényéhez képest, kiilonbségekre szamithatunk a fehérje-lipid
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rendezetlenség valtozasaval, a homérséklet fiiggvényében Synechococcus PCC7942 tilakoid
membranban. A kék pontok az izotermikus kiilonbségi spektrumokban mért eltiind amid II sav
intenzitas valtozasat mutatjak, a piros pontok ugyanezek az intenzitas valtozasok a hémérsékleti
differencia spektrumokban. Sziirkével jeloltem a vg,,,CH, sav frekvenciajat, feketével a fehérje
denaturaciot jellemzé 1620 cm™-nél kialakuld sav intenzitisat. Ez utobbi két adatsort az eredeti
spektrumokbodl szamoltam, nem a kiilonbségi sorozatok spektrumaibol. Vegyiik észre, hogy a A-
amid II abszorpcio skalaja negativ, mert a sav eltinését méri, igy minél lejjebb vannak a gorbe
pontjai, annal nagyobb a kicserélodés!

kolcsonhatasban, a membran dinamikaban is.

A H—D kicserélddés menetét, Synechococcus PCCT7942 (Anacystis nidulans R2)
tilakoid membranban, G&sszehasonlitva a lipid dinamika és a fehérje denaturacio

hémérsékletfiiggésével a 32. dbra mutatja be. (Az izotermikus és hémérsékleti

05 A fehétje/lipid ardnybeli eltérés féleg a fénybegydjté antennik kiloénboz8sége miatt van. A
cianobaktériumokban a fehérjékbdl (fikobiliproteinek) allé antennak legnagyobb trésze a tilakoid
membran felszinéhez tapadt fikobiliszémakban helyezkedik el, mely fikobiliszémak a tilakoid membran
tisztitdsa soran lemosédnak. A magasabb rendd névényekben az egész antenna rendszer a tilakoid
membranban van, és klorofill-fehérje komplexekbdl all, a tilakoid membran tisztitisa sordn bennmarad
a membranban.
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kiilonbségi spektrumok hasonléak voltak a dohdnyban tapasztaltakhoz, csak mas

hémérsékleteken jelentkeztek a valtozasok, igy azokat itt Gjra nem mutatom be.)

Az abran nagyon vilagosan latszik, hogy kezdetben, amikor a membran lipidjei
még gél fazisban vannak, akkor a H—D kicserél6dés nagymértékii, amint véget ér a
gél—>folyadékkristalyos fazisatmenet, a H—D kicserélddés egy alacsonyabb szinten
stabilizalodik, és stabil marad egészen addig, amig meg nem indul a fehérjék
denaturacioja, amikor, inkabb csak a homérsékleti kiilonbségi spektrumokban, Gjra

elkezd néni a H—D kicserélddés sebessége.

Azt kozbevetdleg meg szeretném jegyezni, hogy ellentétben a dohany tilakoid
membrannal, itt, a Synechococcus membranban, a lipidek nem ,,veszik észre”, hogy a
fehérjék denaturalédnak. Emlékezhetiink ra, hogy a dohany tilakoidban (30. &bra)

szoros Osszefiiggés volt a lipidek rendezetlensége és a fehérjék denaturacioja kozott.

Az eredmény ugy értelmezhetd, hogy amig a lipidek dinamikéja nem megfeleld
(gél fazis), addig nem megfeleld a lipid-fehérje kdlcsonhatds sem, ezért a kiilvilag
jobban hozz4 tud férni a membranfehérjékhez, gyorsabb a H—D kicserélddés, annak
ellenére, hogy a hdmérséklet alacsony, mint késdbb, amikor a megfeleld dinamikaja

(folyadékkristalyos) lipidek megfelelden ,,zarnak™ a fehérjékhez.

Ezt azért nem lattuk igy a dohdny tilakoidban, mert ott a lipidek mar alacsony
hémérsékleten is folyadékkristalyos allapotban vannak, ennek megfelelden a
dohanyban, a fehérje denaturdcio kezdetéig, alig valtozott a H—D kicserélodés
sebessége (30. abra), 6sszhangban az itteni eredménnyel, ahol szintén alland6 volt a
H—D kicserélodés a folyadékkristalyos fazis kialakuldsatol a fehérje denaturaciod

kezdetéig (32. abra).

Ha megnézziik, hogy a Synechococcus PCC7942 cianobaktériumban hogyan
valtozott az eltind amid II sdv minimum frekvencidja (33. dbra), akkor az latjuk,
hogy az izotermikus kiilonbségi spektrumokban az eltlind amid Il sav minimumanak
frekvencidgja ugy tolédik alacsonyabb értékek felé, ahogy a lipid fazis
gél—folyadékkristdlyos adtmenete halad. Ezt még hangsulyosabban bemutatandod, a
33. abran feltiintettem a veymCH, sav rendezett zsirsav szegmenseknek megfeleltetett

O komponensének a novekvé hémérséklet fiiggvényében valo eltlinését is. Ezek
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rendezetlenség valtozasaval, a hoémérséklet fliggvényében. A kék pontok az izotermikus
kiilonbségi spektrumokban mért eltind amid II sav maximumanak frekvencidjat mutatjak, a piros
pontok ugyanezek a frekvencidk a hémérsékleti differencia spektrumokban. Zolddel jeldltem a
veymCH, sdv  kordbban bemutatott, a zsirsavlincok rendezett szegmenseit reprezentaldé O
komponensének intenzitasat. Sziirkével jeldltem a vg,,,CH, sav frekvencidjét, feketével a fehérje
denaturaciot jellemzé 1620 cm™-nél kialakuld sav intenzitasat. Ez utobbi harom adatsort az eredeti
spektrumokbdl szamoltam, nem a kiilonbségi sorozatok spektrumaibol.

szerint az izotermikus korilmények kozott folyo H—D kicserélddés tokéletesen
érzékeli a fehérje koriil levo lipid fazis allapotat. De mit jelent az amid II minimum
frekvenciajanak eltolédasa? Ha az irodalmi adatokra gondolunk (45), akkor a magas
frekvencia o-hélixeket, az alacsony frekvencia B-reddzott szerkezeteket jelent.
Feltehetd, hogy a kétféle szerkezetet kiilonbozd ardnyban érinti a kicserélddés

kilonboz6 hémérsékleteken.

Homérsékleti kiillonbségi spektrumokban a kép még rejtélyesebb, mert az eltiind
amid II sav minimum frekvencidja szinte linedrisan csokken homérséklet
novekedésével (33. abra). A frekvencia némi novekedésnek csak a fehérje
denaturacioval parhuzamosan indul. Ezeknek a szisztematikusan visszatérd kisérleti
adatoknak a megfeleld megértéséhez még tovabbi, valdsziniileg mas idozitési
mérésekre lesz sziikség, ¢és minden bizonnyal a kiilonbségi spektrumok

kiérértékelését 1s finomitanunk kell.
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Osszefoglalva, az eredményekbél az biztonsaggal kovetkeztethetd, méghozza
altalanossagban, mert ugyanazt tapasztaltuk egy magasabb rendii ndvényben és egy
cianobaktériumban is, hogy a lipidek rendezetlenségének mértéke nagy hatdssal van
a membranfehérjék H—D kicserélodésére. A fizioldgiai hdmérséklet tartomanyban a
membranok dinamikaja gyakorlatilag nem valtozik, még akkor sem, ha ez a
hémérséklettartomany meglehetésen széles, amit a legjobban az mutat, hogy a H—>D
kicserélodés sebessége itt allandd, €s mérsékelt. Ha a membran szerkezete
megbomlik, akdr alacsony hémérsékleten, mert a lipidek gél fazisba mennek at, akar
magas homérsékleten, mert a fehérjék denaturalodnak, akkor a H—D kicserélddés

sebessége megnd.
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A dolgozatban a membrandinamika problémakdrét jartam koriil, abbdl a specialis
nézoépontbdl, amit a Fourier transzformacios infravords (FTIR) spektroszkopia tesz
lehetové. Az FTIR spektroszkopia technikai lehetdségeit kihasznalva gytijtottem
informéciot a lipidek, a fehérjék viselkedésérdl a membranokban, és arr6l, ami a

membrant membranna teszi, a lipidek és a fehérjék kolcsonhatdsarol.

Ennek a célnak érdekében magéat a technikat is fejleszteni kellett, igy
kidolgoztam, hogy hogyan lehet az eddiginél nagyobb érzékenységgel meghatarozni
a lipidek zsirsavlancainak allapotat a membranban. A kordbban ugyancsak altalunk
bevezetett eljarast, hogy a zsirsavak fazisviszonyaira érzékeny vemCH, sav
frekvencidjat a s&v maximumanak kornyezetében illesztett polinom helyett, az egész
savhoz illesztett Lorentz gorbe kozépfrekvencidjabol hatarozzuk meg, tovabb
fejlesztettiik. Megmutattuk, hogy a vemCH, savnak a gél—>folyadékkristalyos
atmenet soran magasabb frekvencidk felé valo eltolédasa annak a kovetkezménye,
hogy megvaltozik a savhoz hozzdjarulo, legalabb kétféle populacio eloszlasa.
Megmutattuk, hogy az egyik, homogénnek feltételezett populacido a zsirsavlancok
rendezett szegmenseihez, a masik a rendezetlen szegmensekhez tartozik, és aranyuk
megvaltozésa all a veymCH, sdv homérséklet fliggd eltoloddsa mogott. Ezzel a
felismeréssel sikeriilt egy, az irodalomban meglevo ellentmondast is feloldani, az

eltolodas soran mért savszeélesség- és frekvencia-valtozas homérsékletfiiggése kozott.

Egy masik technikai fejlesztésiink egy olyan eljaras kidolgozasa volt, aminek
segitségével biztonsdggal meg lehet allapitani nagyon kicsi fehérje abszorpcid
esetében is, hogy a fehérje amid I savjaban hany komponens van. Ez megoldést
kinalt az irodalomban széles korben elterjedt miitermékek kikiiszobolésére. Azt
javasoltuk, hogy a vizgdz zavar6d jelének levonasa utan, mieldtt a masodik
derivaltbol, vagy Fourier 6n-dekonvoliciobdl meghatdroznank a lehetséges amid I
komponensek szamat, frekvencidjat (ezek azok az adatok, amik a rendszerint
sziikségszerlien tokéletlen vizgdz spektrum levonas miatt altalaban hamisak voltak

korabban), végezziink Fourier simitast, aminek pontos feltételeit is megadtuk. Ez

113



Osszefoglalas

utan, a simitott spektrum masodik derivaltjabol hatarozzuk meg az amid I sav

komponenseinek a késébbi illesztéshez szolgalo induld paramétereit.

A Dbiologiai problémak vizsgalatanal olyan rendszereket valasztottam, amelyek
jol meghatarozottak, genetikajuk ismert, €s lehetéség van molekularis biologiai
modszerekkel befolydsolni azokat és csak azokat a membrandsszetevioket, amelyekre

kivancsiak voltunk.

Az elsé problémakor, amivel foglalkoztam, a fotoszintetikus szervezetek
magasabb rendii novényt, a dohanyt valasztottam. Az alkalmazkodas tényezoiként
megvizsgaltam a lipidek telitetlenségének szerepét (mutdns cianobaktériumok
felhasznaldséaval), egy specialis szerepll lipid, a foszfatidil-glicerol (PG) szerepét
dohényban (transzgenikus novények felhasznalasaval). Megvizsgaltam a fény
szerepét a hOmérséklet adaptacioban. Mivel a lipidek szerepének vizsgalatanal
észrevettilk, hogy a karotinoid tartalom is megvaltozik a hdmérséklet adaptacio
sordn, vizsgalatainkat kiterjesztettiik a karotinoidok esetleges membranszerkezeti

szerepének vizsgalatara is.

Megallapitottam, hogy a lipidek telitetlenségének megvaltoztatdsa nagyon fontos
deszaturdz enzimrendszere segitségével Ugy 4llitta be a membran lipidek
zsirsavlancainak dinamikdjat, hogy az a fizioldégids tartomanyon beliili
hémérsékleteken azonos legyen. Ha a deszaturacio lehetdségét mutacioval elvessziik
a sejtektol, akkor alacsony hémérsékleten a membrandinamika annyira lecsokken,
hogy bar a sejtek nehézségek aran képesek életben maradni, de nem tudnak
megfelelden reagalni semmilyen ,,extra” stresszre, példaul az alacsony hémérsékleti
fotoinhibiciora. Magas hémérsékleteken a zsirsavak telitetlensége nem mutatkozott

jelentds szabalyozo faktornak az adaptacidban.

Magasabb rendli novényekben a lipidek sokkal telitetlenebbek, ezért membran
szinten nem lehetett kimutatni a homérséklet adaptaciot, De van a membranokban
egy olyan lipid, a foszfatidil-glicerol (PG), aminek zsirsavjaiban a cis-telitetlen
zsirsavak aranya egylitt nd a novények hidegtiirésével, ami azért kiilondsen érdekes,

mert a PG a magasabb rend{i ndvények tilakoid membran lipidjeinek mindossze kb.
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10%-4t teszi ki. Az, hogy ilyen kis mennyiségben jelen levd lipid mutatotta ezt az
Osszefiiggést, arra utalhat, hogy ennek a lipidnek valamilyen modon kitiintetett

szerepe lehet a ndvények hidegtlirésében.

Vad tipusu ¢és genetikailag moddositott dohanyban vizsgaltuk a PG szerkezeti
szerepét a hdmérséklet adaptiacioban. Olyan transzgenikus dohanyokat vizsgaltunk,
amelyekbe a hidegre érzékenyebb tok glicerol-foszfat acil transzferaz (GPAT)
enzimjének génjét, illetve a hidegtlirobb Arabidopsis GPAT génjét épitették be.
Ennek kovetkeztében a transzgenikus dohanyokban a PG zsirsavOsszetétele
telitettebb, illetve telitetlenebb lett, mint a vad tipusti dohdnyban volt. Vizsgalataink
kimutattak, hogy a tok tipust GPAT enzim olyan PG populéciot hoz létre a dohany
tilakoidban, amelyik mereviti a membranokat, és ez a merevit hatas 25 C° alatti
hémérsékleten valik jelentdssé. A rendezetlenebb Arabidopsis eredetii GPAT-nak
nem volt ilyen hatasa, csak kis mértékben még rendezetlenebbé tette a dohany
tilakoid membrant. A jelenség szerkezeti magyarazatot adott arra, hogy a tok GPAT-
val transzformalt dohany miért volt érzékenyebb az alacsony hdémérsékleti
fotoinhibiciéra, mint a vad tipusti dohdny. A magyarazat szerint a fotoszintézis soran
folyamatosan karosodo, és a sejt altal folyamatosan tjakkal potolt D1 molekulak
tilakoid membranbeli elhelyezése, miikodésének optimalizalasa valik sokkal
nehezebbé a telitettebb zsirsavlancokat tartalmazé membranokban a 25 C° alatti
hémérsékleteken. A D1 fehérje (a fotoszintetikus fehérje komplex egyik eleme)
processzalasanak nehézségei tobb hémérséklet adapticios vizsgalatban is a bajok

eredetének bizonyultak.

Ami tehat a lipidek telitetlenségének szerepét illeti a hdmérséklet adaptacidoban,
az elsdsorban az alacsony hémérsékleteknél fontos, €s ebben az adaptacioban a kis
mennyiségben, de ,,érzé¢keny” helyeken jelen levo lipideknek is szdmottevd szerepe
lehet. A kérdést azonban nem lehet ilyen egyszeriien lezarni, mert van pl. olyan
cianobaktérium, mint a Symechococcus PCC7942, amelynek fiziologias
hémérséklettartomanya par fokkal el van ugyan tolédva felfelé a kifinomult
deszaturaz rendszerrel rendelkezd, haromszorosan, négyszeresen telitetlen
zsirsavakat is tartalmazo Symechocystis PCC6803 cianobaktériuméhoz képest, de
csak telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavakkal rendelkezik. Ebben az esetben tehat

masmilyen szabalyozasnak is kell lennie a sejtekben.
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Az egyik tovabbi lehet6ség a karotinoidok, az 4altaldnosan fényvédod
pigmenteknek ismert molekuldk szerkezeti védd szerepe. Megmutattuk, hogy egy
olyan szervezetben, ahol egyébként milkddik a zsirsavak kivant telitetlenségét
beallitdé deszaturdz enzimrendszer, elsdsorban alacsony homérsékleteken, atalakul a
sejtek karotin tartalma, felnd a polaros mixoxantofillok mennyisége, és ezzel
parhuzamosan egy igen merev zsirsavlanc populaciéra utalé komponens jelenik meg
a V¢ymCH, sdvban, mint azt a sav altalunk kifejlesztett két-komponenses illesztésével
alland6 membran dinamikan alapuld ,logikatol” eltéré védekezési mechanizmus
jelenlétére utalhat. A sejteknek lehet, hogy jobban megéri merev doménekkel
»elallni” a fotoszintetikus appardtus egyes elemeire veszélyes szabad gyokok tutjat,
mint az energia szempontjabodl ,,inséges” alacsony homérsékleteken lefolytatni a

fotoszintetikus apparatus egyébként allando javitasat.

Megvizsgaltuk a fotoszintetizalé szervezetek életére a legnagyobb befolyast
gyakorlo faktor, a fény hatasat is. A Synechocystis PCC6803 fiziologiai hdmérséklet
tartomanyanak als6 és felsé hataranak kozelében (25 és 35 C°) neveltiink sejteket
autotrof €s fény-indukalt heterotrof modon. Kideriilt, hogy csak a fényen nevelt
sejtek voltak képesek fotoszintetikus aktivitasuk maximumat a nevelési
hémérséklethez igazitani. A sotétben nevelt sejtekben a deszaturdz rendszernek csak
egyes elemei mitkddtek, igy membranjaikbol hidnyoztak a tobbszordsen telitetlen
zsirsavak, amik ezek szerint feltétleniil sziikségesek a fotoszintetikus apparatus
optimalis miikodéséhez, mert egyébként, a membrinoknak a vgmCH, sav
frekvencidja alapjan mért dinamikaja megfeleld volt. Azaz, a fenti kovetkeztetést a
lipidek telitetlenségének az alacsony hémérsékleti adaptacidban jatszott szerepérdl
kiegészithetjiik azzal, hogy a tobbszorosen telitetlen zsirsavakra az dket tartalmazo
szervezetekben nemcsak a megfeleld6 membrandinamika fenntartdsdhoz, hanem a

megfeleld fehérje-lipid kdlcson-hatasokhoz is sziikség van.

A membrandinamikdt a  lipid-fehérje  kolcsonhatasokon  keresztiil
tanulmanyoztam. Eszrevettem ugyanis, hogy egyidejii valtozasokat lehet megfigyelni
az infravords spektrum csak lipidekre, illetve csak fehérjékre jellemzd régidiban.
Ahogy a hOmérsékletet noveljiik, Osszefliggést lathatunk a vemCH, sav két-

komponenses illesztésében hasznalt, a rendezett zsirsavlanc szegmensekre jellemzo
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O komponens eltlinése, és a fehérjék masodlagos szerkezetének valtozékonysaga
kozott. Az O komponens jo részének el kell tlinnie (azaz a folyadékkristalyos
allapotnak ki kell alakulnia ahhoz, hogy a fehérjék mozoghassanak a membranban.
1620 cm™ tajan levd sav csak magasabb hémérsékleteken jelenik meg. Amikor a
denaturacio beindul, valtozas 4ll be a szintén a lipidekre jellemz6 1741 ecm™ koriil
levd sav frekvencidjdban is. Ez az észter kotés C=0O rezgésébdl szarmazik, és
ellentétben a vsmCH, savval, ami az egész zsirsavlanc atlagat mutatja, a membran
felszinének kozelébol tudosit. Az 1741 cm’'-es siv nem mutat valtozast a
fehérjemozgasok beindulasakor, de jelzi a fehérje denaturacio beindulasat. Ebbdl arra

kovetkeztethetiink, hogy a fehérjék szerkezetvaltozasa, és késObb denaturiciodja is a

crer

A fehérje-lipid kolcsonhatds egész folyamatat, és a membrandinamika
hémérsékletfiiggését is nyomon kovethetjik a H—>D kicserélédés vizsgalataval.
Megkozelitésiink egészen 10j, nem tudok az irodalomban olyan cikket, ami a
fehérjéknek a lipidek 4altal szabdlyozott H—D kicserélddésével foglalkozna.
Vizsgalataink kimutattdk, hogy a membran lipidek gél allapotaban rossz a csatolas
fehérjék ¢és a lipidek kozott, ezért a H—D kicserélddés gyors, a sejtek fizioldgiai
hémérséklet tartomanyaban a H—>D kicserélodés sebessége alacsony, ¢és
gyakorlatilag nem valtozik a homérséklettel. Azaz, a sejtek egy elég széles
homérséklet tartomanyban tudnak majdnem valtozatlan membrandinamikat

fenntartani.

A fiziologiai feletti hémérséklet tartomanyban két teljesen eltérd viselkedést
talaltunk a cianobakteridlis illetve a magasabb rendii tilakoid membranokban: Az
alacsonyabb fehérje/lipid ardnnyal rendelkezd cianobakteridlis membranban a lipidek
érzékeny erre, mértéke a fehérje denaturacid kezdetén megnd. Magasabb rendil
novényekben a lipidek érzékenyen reagalnak a fehérjék valtozasara, a lipid
rendezetlenség a denaturdcid hatasara atmenetileg lecsokken. Nagyon érzékeny a
fehérjék viselkedésére a H—D kicserélédés is, a fehérje denaturacido kezdetén

sebessége megnd, a denaturacio kiteljesedésekor erésen lecsokken.
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A dolgozatban végig szem el6tt tartottam annak vizsgalatat, hogy melyik
Osszetevd, a lipidek, vagy a fehérjék felelések inkabb a membrandinamika
fenntartasaért, szabalyozasaért. A kiilonbozé kisérletek kiilonb6zd erdsségl
valaszokat adtak e tekintetben. Ha Osszetessziik valamennyi eredményt, akkor az

alabbi konkluzioéra juthatunk:

Alacsony hémérsékleteken egészen biztosan a lipidek a meghatarozoak. Az olyan
membranokban, amelyeknek nulla fok felett van a gél—folyadékkristalyos
fazisatmenete, egyértelmiien latszott, hogy az egyes fehérjék miikodoképessége, a
fehérjék optimalis szerkezetének kialakitdsa, a fehérjeszerkezet motilitdsanak

megjelenése, mind a folyadékkristalyos fazis kialakulasdhoz kothetoek.

A fizioldgiai hémérséklet tartomdnyban, ahol a szervezetek élnek, a H—D
kicserélodés tantisdga szerint meglehetdsen allandd6 a membrandinamika, a
dinamikus egyensuly fennall tulajdonképpen egészen addig, amig meg nem indul a
fehérjék denaturcioja. Ez a tartomany akar 20-25 C°-ot is atfoghat. A dinamikus
egyensuly tartomanyaban nem tudjuk megmondani, hogy a fehérjék, vagy a lipidek
tulajdonsagai szamitanak-e inkdbb a membrandinamika fenntartdsdban. Ennek
eldontéséhez ki kell billenteni az egyensulyabol a rendszert. Ez torténik, ha a

fiziologiai tartomany f6l6tti hdmérsékletekre tessziik a membranokat.

A  magas hOmérséklet tartomanyban (40-80 C°), a vizsgalt Kkétféle
cianobaktériumban, amiknek fiziologids hdmérséklettartomanya 37-39 C°-ig terjed,
és fotoszintetikus aktivitdsukat 42-43 C°-nal kezdik elveszteni, nem latunk valtozast
a lipid rendezetlenségben az 50-55 C°-nal indul6 fehérje denaturdcioval (ami az
egész vizsgalt hémérséklet tartomanyban csak részleges kitekeredést jelentett)
parhuzamosan. Ebbdl arra kovetkeztethetnénk, hogy cianobaktériumokban magas

hémérsékleten a fehérjék dinamikdja hatdrozza meg, mi térténik a membranban.

A magas homérséklettartomanyban, a magasabbrendii névényekbdl példanak vett
dohany esetében, a lipid fazis atlagos rendezetlensége azonnal csokkenni kezd, amint
a fehérje denaturacid 40-45 C° koriil beindul. (Ez a denaturacid is szintén csak
részleges az egész vizsgalt homérséklet tartomanyban.) Ezzel szemben, az igen
hasonld felépitésii fotoszintetikus apparatussal rendelkezd cianobaktériumokban a

fotoszintetikus aktivitas elvesztése folott kb. 10 C°-kal magasabb hémérsékleten
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kezdddott csak el a fehérje denaturaci6. A magasabbrendli ndvények tilakoidjaban
sokkal magasabb a fehérje/lipid arany és a zsirsavak telitetlenségének szintje, mint a
cianobakterialis tilakoidban. Lehet, hogy ezek a nagyon telitetlen lipidek ezen a
hoémérsékleten at tudnak menni egy masik (esetleg nem kettésréteget kialakito) lipid
fazisba, ezért a fehérjék koriil felborul az addig dinamikus egyensulyban levd
membran szerkezet, és megindul a fehérjék denaturicidja (ennek a lehetdségnek
ellentmondani latszik az, hogy ebben az esetben a lipid rendezetlenség novekedésére
szamitanank, mi viszont annak éppen a csokkenését tapasztaltuk). A masik lehetoség
az, hogy a fehérjék szerkezete sajat belsd viszonyaik miatt omlik Ossze, €és a
hédenaturacidoval jard6 aggregacidjuk szoritja ki a lipideket a fehérje-lipid
hatarfeliiletekr6l a membran lipid fazisaba, ahol rendezettebben tudnak
elhelyezkedni, mint a fehérje-lipid hatarfeliileten. Ezért ugy gondolom, hogy a
magasabbrendii ndvényeken eddig végzett a kisérleteink bar gyengébben, de szintén

a fehérjek kulcsszerepére utalnak a magas hdmérsékleti membran dinamikaban.

A hémérsékleti stressz és a sejtvalasz kapcsolatat egy mondatban 6sszegezve, az
nyilvanvald, hogy alacsony hdémérsékleti stressz esetében a membran lipidek
dinamikdjanak van donté befolyasa a sejtvalasz beinditdsaban, magas homérsékleti
stressz esetében a helyzet még nem ennyire vilagos, de inkdbb a fehérjék kozott kell
keresni azt a komponenst, amelyik ebben a hdmérséklet tartomanyban gyorsan

crer

a jelet a sejtnek valaszreakcidja beinditasara.
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