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I. Bevezetés és célkitlizések

Bevezetés

Az élet sok milliard évvel ezeldtt kezdédott, és ma is tart6 torténete
sordn a fotoszintetizalé szervezetek valtak azon kulcsfontossagu
¢él6lényekké, amelyek nélkil elképzelhetetlenné valt minden fOldi
élet. A fotoszintézis az a folyamat, amely sordn ezen él6lények a
fényenergiat a széndioxidnak szerves vegylletekké vald
redukcidjara hasznaljak fel. Ezaltal biztositjak az egész éldvilag
szamara a taplalékot, mikozben fenntartjak az oxigéndus légkort.

Egy €l6lény fennmaradasahoz elengedhetetlen az a képesség,
hogy alkalmazkodni tudjon a kdmyezet allandé valtozasaihoz. A
fotoszintetikus prokaridta szervezetek, koztikk a cianobaktériumok,
bbb, mint 3 milliard éves torténetik soran sokszor kerilltek szembe
azzal a ténnyel, hogy komyezetik hémérséklete megvaltozott.
Egyed- és fajszinten az életben maradashoz elengedhetetlen volt az
alkalmazkodoképesség kifejlesztése, azaz az 0j €s megvaltozott
komyezetben valé tovabbélés és szaporodas. Azon egyedek és fajok,
amelyek erre nem voltak képesek, eltiintek az €l6lények sorabol.

Az elmult évtizedekben a kutatok figyelme a kilonboz
kornyezeti stresszekre és az ezekre adott vélaszokra terelodott. A

hémérsékleti stresszek soran a cianobaktériumok sejtmembranjainak



fizikai allapota, mikroviszkozitdsa €s molekularis szervezédése az
optimalistdl eltérové valik. A stresszhez val6 alkalmazkodas pedig
az uj funkcionélis allapot létrehozéasa és fenntartasa, mely soran a
membréanok lipid-, fehérje- és pigmentdsszetétele megvaltozik. Az
€10 szervezet igy képes a sejtmembranok fizikai és szerkezeti
tulajdonsagait optimalis szinten tartani az ehhez rendelhetd élettani
funkciokkal egyiitt, elsGsorban a fotoszintézis folyamataval, amely
az energiat szolgaltatja minden tovabbi életfolyamathoz. E
reguldciés mechanizmusok megértéséhez nyujtanak lehetdséget a
magasabbrendli névények kloroplasztiszai modelljének tekinthet
cianobaktériumok, elsGsorban a Symechocystis PCC 6803 torzs,
amely kedvelt objektuma szdmos laboratériumnak.

Célkitizések

A magasabbrendli novények homérsékleti stresszekhez torténd
alkalmazkodasanak tanulményozasa soran ismertté valt, hogy az
adaptacié és a membranfluiditas kozott szoros kapcsolat van. A
hetvenes évektdl szdmos més regulalé tényez6 mellett az is tudotta
valt, hogy a membranfluiditast a telitett és telitetlen zsirsavak aranya
befolyasolja. A magasabbrendii ntvények esetében a zsirsav- és
lipid- bioszintézis kiilonbdzd organellumokhoz kotott. A novényi
glicerolipid bioszintézis els6 lépése a foszfatidsav (PA) keletkezése.
A ndvényi szOvetekben megtaldlhatd PA szintézise az



endoplazmatikus retikulumban :‘eukariéta uton” (Moore, 1984,
Sauer és Robinson, 1985) és a kloroplasztisz envelop membrénjahoz
kotddve “prokariéta uton” torténik (Andrews és mtsai, 1985, Block
¢és mtsai, 1983, Dome és mtsai, 1982). A zsirsavak citoplazmés ¢és
kloroplasztiszos uton keletkezhetnek. A termékek mozgasa nem
gétolt az organellumok kozOtt, ami az adaptaciés valaszok
értelmezését nehezitette.

Korébbi eredmények alapjan ismert, hogy a ndvekedési
homérséklet jelentdsen befolyasolja a cianobaktérium sejtek
membrian  szerkezetét. A  hOmérsékleti adapticidban a
membrénszerkezetet (els@sorban a tilakoid membrén szerkezetét,
amelyben a fotoszintetikus elektrontranszport-lanc talalhato)
befolyasol6 tényez6k koztil a zsirsavak deszaturdz enzimek altal
katalizalt telitetlenség-valtozdsa bizonyult a legjelentdsebb
tényez6nek. _

A cianobaktériumok haszndlatit az adaptiv valaszok
tanulmanyozasara tobb gyakorlati elény tamasztja ald. 1996 6ta a
Synechocystis PCC 6803 torzs teljes génszekvencidja ismert.
Egyszeri membranrendszerrel rendelkeznek, ami konnyen
izolalhat6, és ez lehet6vé teszi a membranszintli adaptaci6
tanulményozasat. A hetvenes évekt6l léteznek j6! hasznalhat6
cianobakteridlis transzforméciés rendszerek, amelyek segitségével
célzottan megvéltoztathatd a membranban taldlhaté lipidek



zsirsavainak telitetlensége. Murata és munkatérsai olyan muténsokat
hoztak létre, melyekben a zsirsavdeszaturaci¢ egyes, jol definidlt
Iépései gétoltak, és ezek segitségével fényt deritettek lipid- és
zsirsavszintézisiik folyamatara. A Synechocystis PCC 6803 torzs
hasznélaténak egy mésik elénye az, hogy ez a torzs képes heterotréf
médon élni, ebben az esetben anyagcsere folyamatainak
fenntartdséhoz nem a fotoszintetikus appardtus szolgaltatja az
energiat, hanem az oxidativ elektrontranszport, szénforrasként
kiviilrél adott glikézt hasznal.

A fenti ismeretek birtokdban a kovetkezd kérdésekre kerestiink
véalaszt:

I/1. A sejtek két, egymastol eltérd életforméban (autotrdf és
heterotr6f) képesek néni. Az eltér6 életformékhoz eltérd
elektrontranszportok szolgiltatjdk az energidt. A' magasabbrendii
novényeknél ezek az elektrontranszport-lancok  kiilonbdzd
sejtorganellumban lokalizaltak, az oxidativ elektrontranszport a
mitokondriumban, mig a reduktiv lianc komponensei a
kloroplasztiszban. A  cianobaktériumokndl az  oxidativ
elektrontranszport-linc komponenseinek egy része is a tilakoid
membranban lokalizalédik, mas résziik a citoplazmas membranban.
Arra szerettink volna vélaszt kapni, hogy milyen elényt jelent az



¢l6lény szamara az egyik vagy a masik életforma. Ennek eldontésére
a sejtek osztodasi sebességének mérése jol hasznalhat6. Kivancsiak
voltunk a kilonbozd homérsékleteken, sttétben és fényen nevelt
kulturék oszt6dési sebességére is.

[/2. A h6mérsékletfuggd fotoszintetikus aktivitast a tilakoid
membran szerkezete, elsdsorban a lipidosszetétel hatarozza meg. Ha
az azonos hémérsékleten, autotréf és heterotréf médon nevelt sejtek
hémérsékletfuggd oxigén termelése eltérd, valésziniisithetd, hogy
eltérd lipidtartalommal rendelkeznek.

IV1. A fotoszintetikus organizmusokra jellemz6 a tilakoid
membranrendszer, amelyben a fotoszintetikus apparétus tallhato.
Ez az apparitus funkcidjat fényen képes betdlteni, ha a sejtek
sotétben nének, a jol szervezett, de bonyolult tilakoid
embréanrendszer teljes felépitése energetikailag hatranyos lenne.
Ezért  elektronmikroszképos  képeket  készitettink, hogy
tanulmanyozzuk, milyen  membranszerkezeti valtozasok
kovetkeznek be a sotétben nétt sejteknél.

[172. A sejtek pigmentécidja fiigg a tdpanyag dsszetételétdl, az
alkalmazott fény hulldmhosszatél. Arra voltunk kivéncsiak, hogy
fény hidnyaban, amikor nincs fénybegylijt6é funkciéja a
pigmenteknek, milyen véltozdsok  kovetkeznek be. a
pigmentrendszerben.



III/1. A Synechocystis PCC 6803 torzs deszaturdz enzimeket
kdédol6 génjeinek  expresszija autotr6f mddon nevelt sejtek
esetében hOmérsékletfiggl, ebben az esetben a fény és a
homérséklet egytttes hatdsdnak eredményét lehet nyomon kovetni.
Az 4ltalunk hasznalt rendszerrel egymaést6l fuggetlenil lehet
vizsgalni, hogy milyen hat4sa van a hdmérsékletnek és a fénynek a
deszaturacié folyamatéra.

MI/2. A zsirsavdeszaturacié energia- és elektronigényes
folyamat, amit a fotoszintézis biztosit. Kivancsiak voltunk, hogy a
sotétben nevelt sejteknél, amikor nem miikodik a fotoszintézis,
milyen a zsirsavszintli adaptici6, és milyen az alkalmazkod6
képességéglk a kitlonboz6 hdmérsékletekhez.

Kisérleteinket annak reményében kezdtik el, hogy
eredményeink alapjan vélaszt tudunk adni arra a kérdésre, hogy a
fény milyen szerepet tolt be a hémérsékleti stresszekhez vald
.alkalmazkodéasban.

II. A kisérletek soran hasznalt cianobaktérium és

nevelési koriilményei

A vad tipusu Synechocystis PCC 6803 sejteket a Wada és mtsai 4ltal
leirtak szerint neveltik (1989). A sejteket BG 11 médiumban
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A vad tipusu Synechocystis PCC 6803 sejteket a Wada és mtsai altal
leirtak szerint nevelttk (1989). A sejteket BG 11 médiumban
novesztettilk (Stainer és mtsai, 1971) fotoautotréf koérilmények
kozott. A buborékoltatott kultiranal alkalmazott fényintenzitas 40
pmol m? s volt, a steril levegd 1 % CO,-ot tartalmazott (Ono és
Murata, 1981). A fotoheterotr6f médon nétt sejteket BG 11
médiumban novesztettilk, amelyhez 5 mM eldzbleg strerilizalt
glikézt adtunk. A nevelés sordn a sejtek termosztalt rdzdban,
sOtétben nodttek ugy, hogy napi 10 perces normal fényintenzitasu
(40 pmol m? s') megvildgitast kaptak (Anderson és Mclntosh
1991). A kisérletek sorén az alkalmazott fény intenzitdsa mindig 40
pmol m? s volt.

I11. Eredmények

Eredményeimet a kdvetkezdekben foglalhatom 0ssze:

1. A fényen és kulonboz6 hémérsékleteken nétt sejtek fiziologias
dllapotira jellemz8 fotoszintetikus aktivitds h&émérsékletfuggd
maximuma jelentSsen eltért, a 25°C-on nétt sejtek esetében a
maximum 31°C volt, mig a 35°C-on nétt sejtek esetében 40°C. A

- sotétben nevelt sejtek esetében csak jelentéktelen eltérést

;.kaptunk, ugyanezeken a hémérsékleteken a maximumok 39°C és



hOmérsékletekhez, viszont sotétben nem tudtak adaptalédni az
alacsony hémérséklethez.

. Izoterm hémérsékleten nem tapasztaltunk jelentds eltérést a
ndvekedési sebességekben, ha a sejtek fényen vagy sotétben
néttek 5 mM glukoz jelenlétében. 35°C-on a sejtek gyorsabban
néttek, mint 25°C-on. A hémérséklet befolyasolta az osztddas
sebességét, mig a fény nem befolyasolta.

. A sbtétben nevelt sejtek pigmentdsszetételét Osszehasonlitva a
fényen nétt sejtek pigment-tartalmdval az jelentSsen
megvaltozott. Cstkkent a sotétben nevelt sejtek klorofill tartalma.

. A Synechocystis PCC 6803 fotoszintetikus prokaritta
cianobaktériumban 1év6 acil-deszaturaz enzimeket kodolé gének
(desC, desA, desD és desB) alacsony hémérsékleten és fényen
kifejez6dnek, mig sotétben, izoterm koriilmények kozott csak a
desC gén expresszibja teljes. A masik harom gén kifejezOdése
részben (desA és desD) vagy teljesen (desB) gétolt. A desC gén
expresszifjan kivill a mésik hérom gén fényregulalt, ami a
kilonboz0 hémérsékletekhez valé adapticiés folyamatokban
jatszik szerepet. A Synechocystis PCC 6803 tbrzs deszaturaz



génjeinek lehetséges expresszios sémajat 25°C-on fényen és
sOtétben a kovetkezd dbra mutatja.

A9 al2 @3
) — —
18:0 18:1 (9) 18:2(9,12) 18:3 (9,12,15)
— > —_ >
desC desA desB
A6 ﬂ ldesD A6 ﬂ ldesD
18:3 (6,9,12) 18:4 (6,9,12,15)

Lipid-deszaturdz gének expresszifjanak lehetséges sémdja a
Synechocystis PCC 6803 torzsben.  Ures nyilak a gének
expressziGjat fényen, 25°C-on, a sotét nyilak s6tétben, 25°C-on
mutatjak. A nyilak vastagsiga az egyes gének aktivitdsat mutatjak.

5. A génexpresszids vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a lipid-
deszaturaci6 folyamata szoros kapcsolatban van a fotoszintetikus
elektrontranszport lanc  aktivitisdval, a deszaturdcié a
fotoszintézis kontrollja alatt 4ll. A fotoszintézis tehat nemcsak
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energiat szolgéltat a sejt szaméara, hanem a membrénszerkezet
kialakitas4dban regulécios szerepet is betoit.

. A megvaltozoft génexpresszié kovetkezménye, hogy a sttétben
nevelt sejtek membranjainak eltér6 lipidtartalma van, kevesebb
benniik a telitetlen lipidek mennyisége a fényen novesztett
sejtekhez képest és ez rigidebbé teszi a membrant, ami 25°C alatt
a sejtek haldlahoz vezet.

. A megvéltozott lipidosszetétel miatt sotétben megvéltozik a
membrinok szerkezete, amit transzmissziés elektronmikrosz-
kopiaval bizonyitottunk. Ez a megvaltozott membrénszerkezet
helyre 4ll, ha a sejteket visszahelyezzitkk fényre. A fénynek a
fotoszintetikus elektrontranszport lancon és a zsirsav deszaturacié
folyamatan kereszttl szerepe van a makroszkopikus struktira
kialakitasdban.

. A tilakoid-membrénok finom szerkezeti véltozésait els6k kozott
vizsgéltuk infravords spektroszképidval, amely egy jol
hasznilhatd W technikaa. A modszerrel meghataroztuk a
kilonboz6 nevelési kortlmények kozott novesztett sejtekbol
izolalt tilakoid membrénok fézistranziciés pontjait. A kisérleti
eredményekkel Osszhangban ezzel a modszerrel magyarazni
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tudjuk azt, hogy egy adott ¢éi6lény miért képes az adott
homérsékleti tartomanyban élni. A spekrumok analizisével
meghatarozhaté a membrénok fehérje-lipid aranya, melynek
fontos szerepe van az alacsony és a magas hémérsékletekhez
torténd adaptacids folyamatokban.

9. Végul, de hangsulyozottan kijelenthetjik, hogy a fénynek az
alapvet§ bioenergetikai jelentdségén til kulcsszerepe van a
kulonboz6 homérsékletekhez torténé adaptaciés folyamatokban
és ezt a hatasat, a fotoszintetikus folyamatokon keresztul fejti ki.
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