2. tabldazat ipari tertileteken, ahol a nitrogén-oxi-
Szinkrotronos mérések eredménye tengeri és kontinentilis aeroszolok dok (gizok) koncentricibja nagysig-
natrium- és nitrogénkomponenseire rendekkel magasabb, mint a hattérben,
az ott athalado tengeri eredetd 1égto-
Impaktor- TXRF TXRF-NEXAFS megekben az alkali-halogenid sok egy
lemez Nett6 rontgenintenzitis | Nitrogénkomponensek része nitratta atalakul. Azsiai aeroszol-
(O =1000) (0sszes N szazalékaban) 1 . .. .

ban néhany részecske elemosszetétele
N Na NHj NOy alapjan mar feltételezték, hogy a halo-
Ross-tenger 7 30.8 2265 04 6 gén-nitratok tengeri s6 atalakulasaval
6 48 955,0 90 10 keletkeztek [5], erre altalanos kovetkez-
5 4,0 3037,5 4 55 tetést azonban csak az antarktiszi min-

Foldkozi-tenger 7 17,9 265,5 90 10 tik eredményeibdl lehet levonni.
6 12,6 4257 90 10 Osszefoglalva megallapithato, hogy
> 45 16203 10 20 a TXRF-NEXAFS modszerrel a fosszilis
Magyarorszagi hattér 7 80,9 41,0 100 0 tiizelésbdl, illetve kozlekedésbdl szar-
6 325 200,7 95 5 mazd aeroszolokban a nitrogénkom-
> 35 7114 15 8 ponensek arinya a gazméréshez ha-

A ktlonbo6z6 méretfrakciok NEXAFS analizise a vara-
kozasnak megfelel6 eredményt adta, a 6. és 7. lemezen
(0,5, illetve 0,25 pm) lényegesen nagyobb volt az ammo-
nium aranya a nagyobb méretfrakciokhoz képest.

A fent leirt roncsoldsmentes modszer olyan foldrajzi
terileten vett mintabol is lehet6vé teszi az aeroszolok
frakcionilt nitrogénanalizisét, ahol az aeroszolkoncentra-
ci6 nagyon alacsony (pl. sarkvidékek), vagy igen nagy
idéfelbontdsu levegSkémiai informdciora van sziikséglnk.
Ipari és lakott tertiletektdl tobb ezer km tivolsigban azon-
ban mas aeroszolkeletkezési mechanizmusok miatt a nit-
rogénkomponensek ardnya jelentGsen eltérhet a konti-
nentalis tipustol. Olasz kutatok segitségével hozzijutot-
tunk az antarktiszi Ross-tenger partjatdl néhiany km-re
May-impaktorral vett aeroszolmintakhoz. A varosi és ipari
csovaktol nagy tavolsagra, az 6cednok és tengerek felett a
tengervizbdl tipikus (Na,Mg)Cl és mis halogenid-tipusa
részecskék keletkeznek. A részecskék jellemzd atmérdje
1-2 um kozotti. Ez a méretfrakcié a kontinenstdl tavol
mindossze 55%-ban tartalmaz nitratot, mig a Foldkozi-
tenger mentén ezen részecskefrakcioban, mely a legtobb
natriumot is tartalmazza, a nitrogénkomponensek 90%-a
nitrat (2. tabldazat). Ennek magyarazata a kovetkez6: az

sonl6 idéfelbontassal meghatarozhato,
illetve sarkvidéki hattértertleteken, ahol az aeroszolkon-
centracid nagysagrendekkel alacsonyabb, akir néhany
perces mintavételbdl analizis végezhets. Megjegyezziik,
hogy az alkalmazott modszerrel szamos mas kis koncent-
racioban elSforduld elem, illetve azok kilonboz8 mér-
tékben ionizalt allapotai kimutatdsa is lehetséges. Ezért a
fenti modszerrel kapott eredmények fontos kiindul6pont-
jai lehetnek kornyezetvédelmi elemzéseknek.
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NEMKETTOSRETEG-LIPIDEK KETTOSRETEG-SZERKEZETU

MEMBRANOKBAN

— Egy enigmatikus kérdés vizsgalata kisszogl rontgenszords-mérésekkel

Biologiai membranok — kettdsréteg-szerkezet

A biologiai membrinok kettGsréteg-szerkezetd lipid-
membranbol és a membranba agyazott, illetve a memb-
rannal asszocidlt fehérjékbdl allnak. A lipid kettGsréteg
egy nagy plaszticitast kétdimenzids matrix, amely alkal-

GARAB GYOz0O: NEMKETTOSRETEG-LIPIDEK KETTOSRETEG-SZERKEZETU MEMBRANOKBAN

Garab Gy6z6
MTA Szegedi Biol6giai Kézpont

mas arra, hogy két, egymastol elvalasztott térrészt hozzon
létre. Ezzel a kompartmentalizicioval tudja a membran
megvédeni az €lG sejtet az €lettelen kornyezettdl, ezzel
képez a sejten beliil nagyfoka autonémiaval rendelkezé
organellumokat. Ezzel hoz létre az organellumokon beltil

is zart membranvezikulumokat, melyek kiilsG és belsé ol-
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dala kozott jelentés koncentrd-
ci6- és potencidlkiilonbségek 4 elnyelt foton
léphetnek fel. A membrin ezen
funkcioi betoltéséhez elenged-
hetetlen a lipid kettGsrétegek
azon sajatsaga, hogy a kettGsré-
teg legtobb ionra és molekulara
impermedbilis, illetve hogy
rendkiviil j6 elektromos szigete-
16, tovabba magas elektromos
terek megtartasara is képes [1].
A kettGsréteg fizikai sajatsa-
gai kiilonosen fontosak az ener-
giadtalakit6 membranok esetén,
amelyek mutkodésének kulcs- it
fontossagt 1épése, az ugyne- membran
vezett energizdlt allapot, egy
elektrokémiai potencilgradiens
felépiilése. (Az energiadtalakito
membranok korébe tartoznak a
fotoszintetikus, a mitokondria-
lis, illetve légzést végzs és a
(bakterio)rodopszint tartalmazo

4H"

sztrOma

2NADPH +H" 2NADP"
4 elnyelt foton

0-4H"

4Fd, 4Fd
|

0X. red

Cyt-bo/f
komplex

H'-ATP szintaz

ADP +P ATP

1. abra. A kloroplasztisz tilakoid membranjanak sematikus abrdja. A kettGsréteg-szerkezetli membranba
agyazott proteinkomplex-komponensek végzik a fényelnyelést, a gerjesztési energia tovabbitasat a reak-

membranok.) Az energizétlt alla-  ciéeentrumokba, ahol az elsédleges toltésszétvilasztas torténik; az ezt kovetd toltésszallitd (redox) folya-
pot kialakuldsa zirt membran- matok vezetnek el a primér termékekhez, az O, és a (redukal6 erdt a szervesanyag-produkciohoz bizto-

vezikulakban, példaul a foto-
szintetikus membranokban, igy
a kloroplasztisz tilakoid membrinjai esetén is —a fényindu-
kalt toltésszétvalasztasnak és az azt kovetd  vektorialis”
redox reakcioknak koszonhetGen — mintegy 10° Vem™
elektromos tér (Ay) és a 2-3 pH értéknyi protongradiens
(ApH) felépulését jelenti a belss és a kiilsG vizes fazis ko-
zott (1. dbra). Az igy kialakuld protonmotoros erd, azaz a
protonokra vonatkoztatott elektrokémiai potencialgradi-
ens, AL, = Ay—(RT/F)ApH, az ATP szintézisben hasznosul
[2]. (A jo elektromos szigetelés és az impermeabilitis nem
energiadtalakitd membrinok mikodésében is fontos, bar
talan kevésbé evidens.)

soran hasznosul.

Kett6sréteg- és nemkettdsréteg-lipidek
mint membranalkotok

A biologiai membranok fizikai tulajdonsigai szempontja-
bl kiilonosen fontos az a tény, hogy a lipidek — az Ggyne-
vezett nemkettGsréteg-lipidek kivételével — kettGsréteg-
képzésre hajlamosak: vizes kozegben mar mintegy 107" M
koncentricional tokéletes kettGsréteg-szerkezetet képesek
alkotni. Ezzel szemben az UGgynevezett nemkettGsréteg-
(vagy nem lamellaképz6) lipidek hasonld korilmények
kozott és altalaban a fiziologiailag érdekes viszonyok mel-
lett (pH, ionerdsség, hémérséklet stb.) kettGsréteg-struktia-
ra felvételére nem képesek, attol 1ényegesen eltérd szerke-
zeteket alkotnak [1, 3]. Mindezek alapjan joggal tételezhet-
nénk fel, hogy a bioldgiai membranokban, de legalabbis az
energiadtalakit6 membranokban nem lamellaképzd lipidek
nem, vagy csak igen alacsony koncentracioban fordulnak
el6. Ezzel szemben az igazsig az, hogy ezek valamennyi
biologiai membrinban jelen vannak, és — minden varako-
zasra racafolva — legnagyobb mennyiségben éppenséggel
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sitd) NADPH,-hoz, valamint a vezikulum Ggynevezett energizalt allapotdhoz (u,), amely az ATP szintézis

az energiadtalakit6 membranokban talalhatok. Ezekben az
egymastol lipid- és fehérje-Osszetételben, pontos funkcio-
ikban és morfologiailag is eltéré energiaatalakit6 membra-
nokban ko6zos, hogy a teljes lipidmennyiség mintegy fele
hordozza ezt a (biologiai membranok szempontjabol) kii-
lonleges, nem lamellaképzd, fizikai sajatsagot. Ezzel a
membran teljes lipidmennyisége erGsen nemlamelldris haj-
lamuva valik. Jollehet egyes nem lamellaképzé lipidek sza-
mos, specialis funkciot ellathatnak (pl. szerepet vallalhat-
nak a membranfizidban, egyes fehérjék mikrokdrnyezeté-
nek biztositisaban stb. [4]), semmi nem indokolja, hogy a
membran lipidtartalmanak mintegy fele nemkettGsréteg-
lipid legyen, hiszen igaz az is, hogy ugyanezek a memb-
ranok nemlamelldris szerkezetet szimottevé méretekben
nem alakitanak ki, és ha mégis, akkor is csak tranziens
modon [4, 5]. Bz a kérdés ezért az energiadtalakitd memb-
ranok és altaldban biologiai membranok szervezddésének
és funkcidjanak fontos, maig megoldatlan kérdése.

Az ezen a terlleten foly6 (a kérdéskor altalanos jelen-
toségéhez képest talain nem is tdl intenziv, de a probléma
enigmatikus voltahoz képest mégis jelentGs erékkel folyd)
kutatasok tobb részkérdés megvalaszolasira irdnyulnak.
Ezek kozil itt két probléma vazlatos ismertetésére vallal-
kozom: i) hogyan épllnek be ezek a molekulik kettGsré-
teg-membrianokba, és ii) milyen univerzilis szerkezeti/
funkcionilis szerepet toltenek/tolthetnek be ezek a kémi-
ailag kilonboz6 molekuldk kiilonb6z6 biomembranok-
ban? Az els6 kérdésre kloroplasztisz-tilakoid-membranbol
izolalt rendszeren kisérletekkel, koztiik szinkrotronsugar-
zast hasznalo kisszogl rontgenszoris- (SAXS-)mérésekkel,
kerestiik a valaszt, és fotoszintetikus membranokon elsé-
ként sikertilt bizonyitani, hogy ezek a lipidek proteinek
aggregicidja révén kényszerithetSk” a kettGsréteg-szerke-

FIZIKAI SZEMLE 2004/11



zet felvételére [60]. Ezek a vizsgalati eredmények vezettek
el benntinket ahhoz a magyarazathoz, ami szerint a nem-
kettGsréteg-lipidek nagy koncentracioban valo jelenlétével
allitja be és szabdlyozza a membrin a magas proteinkon-
centricidjat, illetve tartja kozel allando szinten a protein:
lipid ardnyat [7]. Hipotézist dllitottunk fel tovabba arra,
hogy a lipidek nem lamellaképzd hajlama miként kolcso-
nozhet, korabban nem ismert moédon, szerkezeti flexibili-
tast a biologiai membranoknak.

Nemlamellaris szerkezetek

A nemkettSsréteg-lipidek — ellentétben a jo kozelitéssel
henger alaka lamellaképzé lipidekkel — leginkdbb cson-
ka kap alakkal kozelithetSk. Ennek oka lehet példaul az,
hogy a fejcsoport viszonylag kicsiny atmérgjd a zsirsav-
lanc ,labakhoz” képest. Ez jol érzékeltethet6 a kloro-
plasztiszok két f6 lipidkomponense, az MGDG (monoga-
laktozil-diacilglicerid), és a DGDG (digalaktozil-diacilgli-
cerid) példajaval, amelyek kémiai szerkezetiiket illetGen
csak a fejcsoport méretében (mono, illetve di) térnek el
egymastol; ez a két galaktolipid Osszességében mintegy
80%-at (50% +30%) teszi ki a tilakoid-membranok lipid-
tartalmanak. Az eltéré molekularis geometria miatt tehat
mig a DGDG kettsréteget képez, hasonlo koriilmények
kozott az MGDG tgynevezett invertdlt hexagondlis, Hy,
szerkezetet vesz fel. Ezt a szerkezetet mutatja be a 2.
dbra. (Részletesebb targyaldsra lasd pl. [3D.

A lamellaris és a Hy-es szerkezet viszonylag konnyen
azonosithatd SAXS segitségével (sajnos ugyanez nem igaz
a kobos struktarakra). Ezen mérések elénye mas — példa-
ul elektronmikroszkopos — modszerekhez képest, hogy a
minta lényegében minden kiilondsebb preparativ el6ké-
szités nélkil vizsgalhato, igy az esetleges mitermékek és
esetleges prepardcios fazisitmenetek elkertlhetSk. Ezzel
a modszerrel tehat a lipidek fizikai dllapota — vagy annak
jol meghatarozott allapotai és ezek kozotti szerkezeti
atrendezédések — konnyen kovethetdk.

henger planaris kettdsrétegek

csonka kuap invertalt \_lls L
micellak at
g B2
(s R 0
o O
" . P
- a]e r
G =
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e O
ol B,
- [ ) -
CAAN ab

2. dbra. A henger alaktnak tekinthets és ezért vizes kozegben (illetve
a fiziologiailag érdekes tartomanyokban) spontan kettGsréteg- (lamella-
ris) szerkezetet felvevd és csonka kap alaka, nem lamellaképzd lipidek,
amelyek invertalt hexagonalis (vagy kobos) szerkezetek felvételét pre-
feraljak.

Amint azt a 3. dbra mutatja, a tilakoid-membranokbol
izolalt MGDG a Hy-es fazisra jellemzd ,ujjlenyomatot”
adta. Ezt az LHCII, a kloroplasztisz {6, klorofill a/b fény-
begylijté proteinkomplex komponensének hozzdadasa-
val el lehetett nyomni, és a Hy-es fazist, az LHCII fokoza-
tos hozzdadasaval parhuzamosan, felvaltotta egy a lamel-
laris fazis jelenlétével konzisztens szoras jel. Ezek az ada-
tok — tobb mis, spektroszkopiai és elektronmikroszko-
pos mérési eredménnyel egytitt — arra engedtek kovet-
keztetni, hogy a Hy-es fazist a lipideknek az LHCII rende-
zett makroaggregitumba valo beépiilése lebontja, illetve
hogy az MGDG-t az LHCII aggregicioja kényszeriti a ket-
tGsréteg-szerkezet felvételére. Vizsgalataink — elsGsorban
a SAXS és az LHCIEMGDG lamelldris aggregatumok ne-

3. abra. A kloroplasztisz-tilakoid-membrin {6 lipidkomponensének, a nem lamellaképzd lipid MGDG, kisszogi rontgenszoras-képe és annak mo-
dosuldsa a novények f6, fénybegytijté klorofill a/b ,antenna” komplexének (LHCID hozzdaddsival. Erdekes megjegyezni, hogy ez a két kompo-
nens a bioszféra legnagyobb mennyiségben eléforduld lipidje, illetve proteinkomplexe. Az LHCIE:MGDG molaris ardny 70-es értékénél mért szoras-
profil mar nagyon hasonlit a kloroplasztisz-tilakoid membranjain mérthez, amely lamellaris szerkezettel értelmezhetS (balra). A Trieszti Elettra
Szinkrotron SAXS mérdallomasa — a nyalabba helyezett elektromagnes a tilakoid-membranok rendezésére szolgil. A felvételen a méréallomds mun-
katdrsa, Heinz Amenitsch és munkatarsam Javorfi Tamds (hattérben) a mérés konfiguralasa kézben (jobbra).
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gativ festéses elektronmikroszkopiai mérések — azt is
feltartak, hogy ebben a mesterséges membranban a la-
mellaris szerkezeten beliili magas proteinkoncentracio,
illetve a proteinek szabdilyos, szoros elrendezédése kizar-
ja a Hy-es fazis jelenlétét [6]. SAXS segitségével ugyanis
mérhet6 a Hy, szerkezet mérete, mig az elektronmikrosz-
kopos felvételek részletes analizise kijeloli a periodikus
szerkezetben lipidek szimdra rendelkezésre allo térrészt.
Valoszintleg ugyanilyen alapon kizarhat6 a Hy, fazis tila-
koid-membranba agyazodasa is, illetve ennek a fazisnak
az el6fordulasa mis, hasonldan magas proteinkoncentra-
cioju, energiaatalakit6 membranokban. Ezekben a
membranokban ugyanis szintén magas a proteinkoncent-
ricio, és —amint azt példaul a grinumos tilakoidok eseté-
re ismert [7, 8] munkdk mutatjak — a proteinek ,strd”,
hosszu tavon rendezett struktarakat alkotnak.

A nemkettGsréteg-lipidek szabdlyozo szerepe

Az LHCIEMGDG lamellak képzddését tovabbgondolva ar-
ra is valaszt kaptunk, mi lehet a nem lamellaképzd lipi-
deknek az az altalanos sajatsaga, amely elényos a biolo-
giai funkci6 szempontjabol. A valaszunk az, hogy — kissé
paradox modon — szegregicios képességiik teszi Sket ér-
tekessé. Bar ezek a lipidek is beéptilhetnek a kettSsréteg-
be, pontosabban: az ilyen lipideket tartalmazo elegy is
kényszerithetd kettGsréteg felvételére, de ez erdsen korla-
tozott, és amikor a lipidek ,f6los” mennyiségben vannak
jelen, nagyon konnyen szegregilddnak a membranbol.
Ezzel tehat a lipidek — nemlamelldris hajlamuknak ko-
szonhetGen — meg tudjak akadilyozni azt, hogy a memb-
ran  kihiguljon” [9]. A kettGsréteg, azaz lamellaképzd lipi-
dek erre nyilvanvaloan nem képesek, hiszen ezek protei-
nek tavollétében is stabilis kettGsréteget alkotnak. Ugyan-
akkor ismert, de legalibbis feltételezhets, hogy a memb-
ranokban nagyon fontosak a kooperativ kolcsonhatasok.
Bar err6l ma még viszonylag keveset tudunk, ezek nélkil
példaul az energiaatalakitds hatékonysiga valoszindleg
nem lenne biztosithato [10]. Igy tehit a nem lamellaképzé
lipidek szegregicios képességiik révén egy onszabilyozo
mechanizmus kulcsfontossagt elemei. Irodalmi adatok
elemzése azt is megmutatta, hogy — ahogy a magyarazat
alapjan varjuk — szoros 0sszefiiggés van kilonbozé biolo-
giai membrinok nemkettésréteg-lipidkoncentricioja és
proteintartalma kozott. Ez tehat azt jelenti, hogy a kettGs-
réteg-szerkezetd membran lipid:protein arinya nemket-
tGsréteg-lipidekkel allithat6 be és azzal szabalyozhat6 [9].
Mindezek alapjan az is erGsen valoszintGsithets, hogy —
amint arra az MGDG:LHCII rendszer viselkedése is utalt —
a membran, illetve annak lamellaris lipidfazisa és a kivl
rekedt”, vagy barmi mas modon ,feleslegessé” valt lipid-
mennyiség dinamikus egyensualyt alakit ki egymassal (4.
abra). FeltételezhetS ugyanis, hogy a szegregalt lipidek a
kettSsréteg-szerkezetd membran kozelségében maradnak
és/vagy azzal szorosan asszocialodnak. Ezzel ki- és belé-
péstik a biologiai funkcionak megfelelGen ,hangolhat6”.
Ez a membranok flexibilitisinak és szerkezeti dinamika-
juknak egy koribban nem ismert fontos eleme lehet [9].
Ennek a hipotézisnek az ellenGrzése/finomitdsa tovabbi
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4. dbra. Rendezett aggregatumokat tartalmazé membran sematikus képe
(a): amennyiben a membranban (pl. belsd szerkezeti atrendezédést kove-
téen) szabad lipidfeltletek alakulnak ki, ezek szegregalodhatnak és nem-
lamellaris, kobos vagy invertalt hexagonalis szerkezeteket hoznak létre; a
folyamat megfordithatd, azaz protein hozzaaddsaval ezeket a lipideket a
membrin felveheti (a). Ez utobbi folyamat érzékelhets az elektronmik-
roszkopos felvételen, amely a Hy, fazisa lipidek (L) membranba (M) éptilé-
sét mutatja (b). Az MGDG:LHCII kettSsréteg-szerkezetd mesterséges
membrinban a proteinek jol meghatarozott (bar szerkezetileg flexibilis)
membrinba vannak beagyazva. Az dbra a szerkezet Fourier-térképét mu-
tatja (az abrazolt teriilet hozzavetdlegesen 20 X 20 nm nagysaga) (¢).

vizsgalatok targya, melyben a szerkezetvizsgalat szinkrot-
ronoknal elérhetS hatékony és gyors SAXS-mérések és —
itt nem targyalt — mis, szintén szinkrotronsugarzast hasz-
naldé modszerei (pl. lipid-monolayerek reflektivitisméré-
sei, multilayerek szorastulajdonsagai, periodikus protein-
szerkezetek dinamikus sajatsagai, rontgen-mikroszko-
pia), kiegészitve mis biokémiai és biofizikai technikdkkal
jelentSs segitséget adhatnak.
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