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BEVEZETES

A fotoszintetikus szervezetek szimara a fény és a homérséklet az oket
kén'ilv;.vé komyezeti faktorok kozétt meghatirozd szerepet toltenek be. Ezek a
szervezetek a komyezet allandé véltozésaira alkalmazkodassal valaszolnak. Az
alkalmazkodéis lényege a komyezetnek megfelelé optimalis anyagcserefolyamatok
beillitasa. A fotoszintézis szolgaltatia az ilyen szervezetek sziméira a biokémiai
folyatamatokban felhasznilhatdé makroerg kotést tartalmazd, energiahordozo
molekulakat (ATP) és a redukalt koenzimeket (pl. NADH, NADPH). A fotoszintetikus
folyamatok dontd tobbsége a sejtek belsd terében megtalalhaté membranokba agyazott
fehérjékhez kotve jatszodik le. Ezért a membranok szerkezete nagy mértékben
befolyasolhatja a fotoszintézis folyamatait. Ahhoz, hogy a sejtek az esetleges
komyezeti valtozasokat széles hatarok kozbtt toleralni tudjak - a membranokhoz kotott
folyamatok lehetGség szerinti azonos, optimélis szinten tartasa érdekében - a
membréanszerkezeteknek megfelelden plasztikusnak kell lenniitk. Az alkalmazkodas
sorin a membranoknak mind a lipid, mind a fehérje és pigment Osszetétele médosul.
Gazdasigi szempontbol is igen fontos a novények kulonbszd homeérsékletekhez és
fényintenzitisokhoz torténd alkalmazkodasi képességeinek megértése.

Munkamhoz egy olyan kisérleti rendszert valasztottam, mely - a dolgozatomban
részletezett, a kisérletek kivitelezése szempontjibél lényeges elonyokon tal -
kornyezetbiologiai jelentdséggel is bir. Vizsgalataim egy részét a Balatonban
elofordulé toxin termelésre képes keékalgin, a Cylindrospermopsis raciborskii-n
végeztem, )

A Balaton 6kologiai dllapotanak védelme és a vizmindség javitdsanak igénye
tobb mint harom évtizede keriilt eldtérbe. A t6 veszélyeztetettségét, okologiai
allapotanak romldsat szimos kedvezdtlen folyamat megjelenése is jelezte. Ezek
kozott leginkabb aggasztd az egysejti névényi szervezetek, az algik,
cianobaktériumok rendkivilli elszaporodasa volt. A toxintermelésre is képes
cianobaktériumok jelenléte és az algaviragzisok korabban évenkénti, szezonalis
megismétlodése miatt indokolt az igény, hogy elvégezziik a balatoni algak élettani
jellemzését. E célt szem eldtt tartva vizsgaltam a Cylindrospermopsis raciborskii
sejtek fotoszintetikus tulajdonsdgait. Kilonds figyelmet forditottam a tilakoid



membranok homérsékleti- és fényadaptacios sajatsigaira, ami magyarazattal
szolgalhat arra a tényre, hogy miért éppen ez a cianobaktérium szelektalodott ki €s
okozta a legnagyobb algaviragzasokat a Balatonban.

A Cylindrospermopsis raciborskii sejtek fiziologiai jellemzdit 6sszevetettem
a magasabbrendli novények fotoszintézisének modelljeként is hasznalatos és
részletesen tanulmanyozott Synechocystis PCC6803 sejtek tulajdonsagaival.

A tovabbi kisérletekben a cianobaktériumok fotoszintetikus membranjaiban
taldlhat6 lipidek kozill az eddig még in vivo korilmények kozt nem tanulmanyozott
foszfatidilglicerol szerepét vizsgéltam a fotoszintetikus elektrontranszportban. Ehhez
a Synechocystis sp. PCCG6803 egysejtd cianobaktérium egy olyan mutansat
hasznéltuk, amelyben inaktivaltuk a foszfatidilglicerolfoszfat szintetaz enzimet
kodolé pgsd gént. Az igy eldillitott mutans foszfatidilglicerol auxotrofnak
bizonyult. Ezekben a mutinsokban a kiilsé foszfatidilglicerol koncentracio
véltoztatisaval lehetoségink nyilt a sejten belili foszfatidilglicerol szint széles
hatdrok kozotti valtoztatisira. Ez a kisérleti elrendezés lehetdséget nyujtott arra,
hogy az egyéb sejtalkotok valtozatlanul hagyasa mellett ennek a lipidnek az élettani
jelentdségét tanulmanyozhassuk.

CELKITUZESEK

Vizsgélatainkban célul tiztik ki, hogy:

® megvizsgaljuk a természetes korilmények kozott is eléforduld alacsony és
magas fényintenzitisok és hémérsékletek hatisit a Cylindrospermopsis
raciborskii sejtek szaporodasara;

(ii)  aC. raciborskii sejtek membranjai lipid &sszetételének valtozasat analizaljuk
a kilonbdz6 kérnyezeti paraméterek, mint pl. homérsélet, fényintenzitas
viltoztatdsénak hatdséra, és a sejtek élettani vizsgalatival nyerjiink (jabb
ismereteket a megvaltozott membréinszerkezet jelentdségérdl a szélsbséges
fényintenzitassal és hdmérséklettel szembeni tolerancia kialakitasaban;

(iii) megmérjuk az alacsony hémérséklet és a nagy fényintenzitas hatasira, a
stresszhez torténd alkalmazkodas soran bekévetkezd karotinoid tartalom
véltozasat a C. raciborskii sejtbdl izolalt tilakoid membrinokban, a

xantofillok membranszerkezetet befolyasolé szerepének felderitése céljabol a



korabban csak in vitro rendszeren tanulmanyozott szerep vizsgalatat izolalt
fotoszintetikus membrénokon is elvégezziik;

(iv)  osszehasonlitsuk a C. raciborskii sejtek fotoszintézisének alacsony
homérsékletd fénygatlasit a magasabbrendii n6vények fotoszintézis
modelljeként hasznéilatos Synechocystis PCC6803 sejtek fotoinhibicidjaval
és vizsgaljuk a két cianobaktérium fotoszintetikus aktivitasanak helyreallasat.
fotoinhibicié utan;

(v)  meghatirozzuk a foszfatidilglicerol szerepét a cianobaktériumok tilakoid
membranjaban és a két fotokémiai rendszer aktivitisiban a rendelkezésiinkre

allo Synechocystis PCC6803 psgA” mutansok segitségével.

ANYAG ES MODSZER

A felhasznalt cianobaktérium térzsek tenyésztési kGralményei

Synechocystis sp. PCC6803

Ezt a térzset fotoautotrof korulmények kézott BG 11 médiumban neveltitk,
mely 4 mM 2-[4-(2-hydroxyetil)-1-piperazinyl] etanszulfonsav (HEPES)-NaOH-t, (pH
7,5) tartalmazott. A kultirak hémérsékletét termosztattal, a fényintenzitast neutralis
sziirdk segitségével szabalyoztuk. A kultirékat steril levegdvel buborékoltattuk, amely
1% CO,-ot tartalmazott (Ono és Murata, 1981),

Synechocystis pgsA™ (PG hidnyos) mutdns

A Synechocystis pgsA mutanst (Hagio és mtsai, 2000) a vad tipusnal hasznait
médiumban neveltiik, mely 20 pg/ml kanamicint és 20 uM dioleoyl-PG-t (P9664,
Sigma, St. Louis, MO) is tartalmazott. Az agaron valé neveléshez a fenti médiumhoz
1,2 % (w/v) agart adtunk. A nevelési homérséklet 30 °C, a fényintenzitis kb. 40

pmolm?s?!

volt. A kulturdk levegbztetését allandd razatissal oldottuk meg (NR-3,
TAITEC, Saimata, Japan, 120/min). A sejtek szaporodasit az optikai denzitis

mérésével (OD1so) kovettik.



Cylindrospermopsis raciborskii tenyésztése

A Cylindrospermopsis raciborskii ACC9051 sejteket a MTA, Tihanyi
Limnologiai Intézetbdl kaptuk és moédositott BG 11 (a mikroelemekbdl az eredeti
recept szerinti koncentrécié 10%-at adjuk) médiumban neveltiik. A kiillonb6zd nevelési
hémérsékleteket termosztattal biztositottuk. Az alkalmazott fényintenzitis 0.04 mmol m’s'-
t61 1.0 mmo! m?s'-ig terjedt, a steril levegd, amellyel a kulturékat buborékoitatuk 1%

COs-ot tartalmazott.
A sejtmembrénok izoldlésa

A cianobaktérium sejteket 5000g-s, 10 perces centrifugdlassal gyijtottiuk és 5
mM-os TES-NaOH (pH: 7,0) pufferrel mostuk. Ezutan a sejteket felszuszpendaltuk az
eldbbi pufferben, mely tartalmazott még 600 mM szahar6zt és 2mM EDTA-t is. Az igy
kapott sejtszuszpenzidhoz lizozimet adtunk és az enzimes emésztést sotétben,
szobahOmérsékleten, két ora hosszan végeztik. A sejtek feltorése ,French pressure
cell” segitségével tortént, 2x10” Pa nyomassal (Omata és Murata, 1983). A kovetkezd
izolalasi 1épéseket 4 °C-on végeztik. Protedz gatloként 0.1 ml 3%-os, metanolban
oldott fenil-metil-szulfonil-fluoridot hasznaltunk a homogenizatumhoz (Sato és Murata
1980). 40000g-s, 15 perces centrifugalassal szabadultunk meg a fel nem tart sejtektdl,
illetve a szdmunkra sziikségtelen sejttormeléktol. A feliluszobol cukorgradiens
centrifugélassal, 130000g-vel, 18 oran at, valasztottuk el az egyes membréanfrakcidkat.
Lépcsds cukorgradienst alkalmaztunk. A citoplazmas membranok a 30%-os
cukorlépcsdben jelennek meg. Narancssarga sziniik alapjan a tobbi membranfrakciotol
kénnyen elkalonithetok és azonosithatok. Az egyes, jol elkiildnilt membranfrakciokat a
gradiensbdl injekcids ti segitségével nyertik ki, a frakciokat higitottuk és a
membréanokat egy ismételt centrifugalassal (120000g, 2 dra) Glepitettiik.

A tilakoid membran klorofill tartalmit a 80%-os acetonos kivonat

spektrofotometrids mérésével hataroztuk meg (Arnon, 1949).



Lipid és zsirsav analizis

Lipid extrakcié és elvdlaszids

A lipideket Bligh és Dyer (1959) ltal leirt modon nyertitk ki a sejtekbdl. A
sejteket kloroform és metanol 1:2 ardnyl elegyével extrahdltuk. A lipidek analizisét és
lipid osztalyokra torténd elvalasztisit Sato és Murata (1980) modszere alapjan
végeztikk. A lipidek elvalasztisihoz szilikagél vékonyréteg lapokat (Merck 5721)
hasznaltunk, az alkalmazott futtatdelegy kloroform, metanol és 28%-os ammonium-
hidroxid (65:35:5) elegye volt. A futtatast szobahSmérsékleten végeztitk. Az elkilondlt
lipid frakcidkat UV fény alatt azonositottuk, majd a szilikagélt lekaparva,
visszaoldottuk.

Zsirsavanalizis

A lipid kivonatokat 5% HCI-t tartalmazé metanolban 80 °C-on, 3 éra hosszat
észteresitettilk. A kapott  zsirsav-metilésztereket gazkromatograf segitségével
azonositottuk és hatiroztuk meg mennyiségiket. A zsirsav-metilésztereket FFAP'
kapillaris oszlopon (Supelco, Bellefonte, PA) (30 mx0.25 mm) vilasztottuk el
egymastél. A zsirsavak egymashoz viszonyitott mennyiségét a kromatogréfias csucsok
terilleteinek integralasival szamitottuk ki. Az abszolit mennyiségek kiszdmitasahoz

belsd standardként 15:0 zsirsavat adtunk ismert mennyiségben a mintainkhoz.

Karotinoidok elvalasztdsa

A karotinoidokat szilikagél vékonyréteg kromatografidval vélasztottuk el
(Hager és Meyer-Bertenrath, 1966). Futtatdelegyként petroléter és 2-propanol elegyét
(20:1) haszniltuk. Az egyes karotinoidok mennyiségét spektrofotometriasan hatiroztuk
meg az irodalombdl vett extinkcids koefficiensek felhasznalasaval.

A Kkarotinoidok HPLC-vel t6rténé analiziséhez (nagy felbontasi folyadék
kromatograf) Waters Chromatography Division, Millipore GmbH, Waters 996
fotodiodat, Waters 717 mintaadagol6t és PC-t, Software Millenium 2100 rendszert



hasznaltunk, Nucleosil C18-5 p, 300A (250x5x4mm) oszloppal (Macherey and Nagel,
Duren, Germany).

A komponensek azonositisa spektrumuk alapjan tortént, a mennyiségi
meghatirozishoz B-karotint hasznaltunk, mint belsd viszonyitasi alapot. Az

eredményeket klorofill tartalomra vonatkoztattuk.

Fotoszintetikus elektrontranszport aktivitdsok mérése

A fotoszintetikus oxigénfejlédés mérését intakt sejteken Clark tipusi oxigén
elektrodaval végeztik Gombos és mtsai, (1992) leirasa alapjan. A mérés soran
mesterséges elektrondonorokat és akceptorokat nem hasznaltunk. A méréshez a sejteket
kétszer mostuk BG11 médiumban és ugyanebben a médiumban felszuszpendaltuk ugy,
hogy a klorofill tartalom kb. 2 pg/ml legyen. Az intakt sejteket 600 umol ms’
intenzitasa aktinikus fénnyel vilagitottuk meg, a mintatartd elé egy vorés optikai sziirét
(VR620, Hoya Glass Co., Tokyo) és egy infravoros-abszorpcios filtert (HA-50; Hoya
Glass) szereltiink, a megvilagitas utani oxigénfejlesztést mértik.

A cianobaktériumok madsodik fotoszisztémdja (PSII) aktivitdsdnak mérését SO
mM HEPES-NaOH, (pH:7.5) pufferben végeztik. Akceptorként 0.1 mM 1,4-
benzokinont hasznaltunk (Ono és Murata,1981).

A P700 fényindukélt redox vdltozdsit egész sejtekben egy ED-300T tipusi
emitter-detektor egységgel felszerelt PAM 101 (pulse-amplitude-modulated)
késziilékkel (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Germany) mértiik meg, Schreiber és mtsai.
(1988) modszere szerint. A sejteket lecentrifugaltuk és friss BG11 médiumban
szuszpendaltuk ugy, hogy a klorofill koncentricié 30 pg/ml legyen. A mintit telitési
fehér fénnyel gerjesztettitk addig, amig az abszorpcid viltozisa 820 nm-nél el nem érte
a steady-state allapotot (kb. Ss), majd mértitk a P700* megvilagitas utani redukciojat.
Az oxidalhato P700 mennyiségét 10 uM 3-(3, 4-diklorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU)
és 50 mM metilviologén jelenlétében mértitk meg.

A fluoreszcencia indukcio kinetikdjat PAM 101 (Heinz Walz GmbH, Effeltrich,
Germany) fluoriméterrel mértik meg. Az Fy, (maximélis fluoreszcencia) értékét, ami a

redukalt Q. mennyiségére ad felviligositast rovid, 1-2 masodperces, telitési fény



pulzus segitségével hataroztuk meg. Ehhez sziirgvel ellatott (Calfex CK 65, Blazers,
RG 630, Schott) halogén lampat (KL-1500 electronic, Schott Glasswerke, Wiesbaden,
Germany) hasznaltunk. Az Fy, és Fy értékek kilonbségét, mint a valtozo fluoreszcencidt
(F.) vettik szimitasba. A fluoreszcencia indukciét kék fénnyel valé folyamatos
gerjesztés mellett 685 nm-nél detektaltuk.

A termolumineszcencia méréseket Demeter és Vass szerint (1984) végeztiik. 0,4
ml térfogat mintat 30 méasodpercig gerjesztettiink -80 °C-on folyamatos fehér fénnyel,
melynek intenzitisa 100 pumol m2s” volt. A TL gorbéket 20°C/min melegités mellett
vettiik fel.

OSSZEFOGLALAS

Az értekezés legfontosabb eredményeit a kbvetkezokben foglalom 6ssze:

1. Megallapitottam, hogy Cylindrospermopsis raciborskii sejtekben a
fotoszintetikus elektrontranszport aktivitas homérsékleti optimuma fiigg a
sejtek nevelési homérsékletétdl. A 25°C-on nétt Cylindrospermopsis
raciborskii sejtekben ez az érték 28°C-nak, mig a 35°C-on nevelt sejtek
esetén ez az érték 36°C-nak adodott. A hasonld korilmények kézt nevelt
Synechocystis PCC6803 sejtek esetében a maximalis aktivitas értéke nem
mutatott ilyen mértékii eltérést (Varkonyi és mtsai, 1998, in Photosynthesis:
Mechanisms and Effects, Vol:3 pp1819-1822).

IL A cianobaktérium sejtek membranjaiban, amint azt korabban Synechocystis
PCC6803 ¢és Synechococcus PCC7942 sejteken megdllapitottuk, a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak mennyisége emelkedik alacsony nevelési
hdmérsékleten (Gombos és mtsai, 1996, Biochim. Biophys. Acta 1299:117-
124; Varkonyi és mtsai, 1996, J. Sci. & Ind. Res. 55:658-668), amely
indukalja a tobbszorosen telitetlen zsirsavak szintézisét. A telitetlen zsirsavak
mennyiségének  nevelési  homérséklettol  fuggd  valtozasai a
Cylindrospermopsis raciborskii sejtekben meghaladja a korabban mas
cianobaktériumok esetében mért szintet. Ez az indukcié nem viéltozik a
fényintenzitas fiiggvényében. 25°C-on nott sejtekben a telitetlen/telitett

zsirsavak aranya a Cylindrospermopsis raciborskii esetében jelentdsen
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meghaladja a Symechocystis PCC6803 sejteknél mérhetd aranyt, ez
megfigyelheto a DBI (double bond index, kettds kotés index) értékeinél is
(Varkonyi és mtsai, 2000, Biochemical Society Transactions 28: 894-897).

Megillapitottam, hogy a xantofillok mennyisége a fényintenzitis
novekedésével nd. A xantofillok relativ mennyiségének novekedése a
homérséklet  csokkentésével is  indukilhatéonak  bizonyult. A
Cylindrospermopsis raciborskii  sejtekben négy karotinoid molekulat
azonositottam: B-karotint, echinenont, zeaxantint és myxoxantofillt. A fény
intenzitdsdnak novekedésével a klorofillhoz viszonyitott karotinoid tartalom
nd. A homérséklei csokkentésével pedig a xantofillok, kilonésen a
myxoxantofill relativ mennyisége emelkedett meg. Tudomasom szerint
ezideig az alacsony homérséklet nem szerepelt a xantofillok szintézisét
indukalé hatasok kozott. Megallapitottuk, hogy a karotinoid 6Gsszetétel
valtozdsa képes kompenzilni az alacsony homérsékleten a zsirsavak
telitetlenségi fokaban bekévetkezett névekedés hatisaként fellépd membran
fluidizdl6 hatast. Ezen adatok - és mas itt nem részletezett FTIR és ESR
mérési eredmények - alapjdn valdszinlsitetttk a mikroviszkozitas
karotinoidokkal vald szabalyozhat6sagét nativ membrinokban.

Kisérleteim alapjan megallapitottam, hogy alacsony hdmérsékleten (20°C-
on) a C. raciborskii sejtek fénygéitlassal szembeni ellenalloképessége
jelentdsen eltér mas, altalunk vizsgilt cianobaktérium sejtekétdl
(Synechocystis PCC6803, Synechococcus PCC7942) (Gombos és mtsai.,
1999, in The Phototrophic Procaryotes, pp 647-65S; Varkonyi és mtsai.,
2000, LJ.B.B. on ,Photosynthesis Research in Postgenomic Era” in press).
Meghatdroztam, hogy a megndvekedett ellenalloképességet a sejtek fokozott
regeneracios képessége eredményezi. Feltételezziik, hogy ez a fotoszintetikus
membran lipidjeit észteresitdé zsirsavak telitetlenségi fokanak valtozisival
szoros korellacidban all.

PgsA mutans Synechocystis-t haszndlva elsdként sikerilt a PG tartalom
irdnyitott viltoztatasat in vivo megoldani. Bebizonyitottam, hogy a PG szint
csokkenése a PSII aktivitasat csokkenti. Megallapitottam, hogy a PG sejten



komyezete valtozik meg, ami a fotoszintetikus aktivitas cs6kkenését
eredményezi. Ugyanakkor a PSI aktivitisa nem viltozik a PG
mennyiségének csbkkenésével. (Hagio és mtsai, 2000, Plant Physiology,
124:795-804; Gombos és mtsai, kéziratban).

Mindezek a kisérletek - melyeket cianobaktériumokon, mint egy
modellrendszeren végeztiink el - és a kapott eredmények, reményeink szerint
hosszitavon elvezethetnek olyan (0j, stressz rezisztens transzgenikus névények
el6allitasahoz, melyek a komyezetiinkben eléfordulé stressz hatdsokat, mint pl. a
szélsdséges homérséklet és fényintenzitas, elviselik. Eredményeink valaszt adnak
azokra a kornyezetvédelmi szempontbdl feltett, fontos kérdésekre is, hogy melyek
azok a fotoszintetizalé organizmusok, amelyek az elébb emlitett kornyezeti
tényez6k viltozdsainak hatisira nagyobb foku adapticiés képességiiknek

koszonhetden kivalasztddnak a tobbiek koziil és elszaporodnak.
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