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A Fold puszta volt és iires,
sotéiség boritotta a mélységeket
és Isten lelke lebegett a vizek
folon. Isten szolt: "Legyen vila-
gossdag!” és vilagos lett. Isten
latia, hogy a vildgossag jo...

(A Teremtés konyve I .2-4.)



Tartalom

Tartalom
1. Roviditések jegyzéke 1. oldal
2, Bevezetés 4. oldal
3. Célkitiizések 6. oldal
4. Irodalmi attekintés 9. oldal
I. Lipid, zsirsav szintézis 9. oldal
I/1. A glicerolipidek 9. oldal
I/2. A zsirsavak 13.0ldal
I/3. Az acil-lipid deszaturazok 16. oldal
1/4. Az acil-lipid deszaturazok expresszioja 18. oldal
II/1. A cianobaktériumok membranszerkezete 19. oldal
II/1.1. Membranfluiditas 19. oldal
II/1.2. A telitett zsirsavak hatasa a membranszerkezetre 20. oldal
II/1.3. A telitetlen zsirsavak hatasa a membranszerkezetre 21. oldal
/2. A membrénszerkézet megvaltoztatasanak lehetOségei 22. oldal

II/2.1. A kiils6 kornyezet hatasa a membranszerkezet kialakitasara

22 oldal

II/2.2. A zsirsavtelitetlenség megvaltoztatasa homogén
katalitikus hidrogénezéssel 23. oldal
11/2.3. Génmanipulacio 24. oldal
III. Membranszerkezet vizsgalé modszerek 29. oldal
I1I/1. Elektronmikroszkopia 29.oldal

11I/2. Fourier transzformacios infravoros spektroszkopia (FTIR) 30. oldal

II1/3. Egyéb szerkezetvizsgalé modszerek 33. Oldal



Tartalom

5. Anyag és médszer 35. oldal
I. Felhasznalt anyagok 35. oldal

II. A kisérletek soran hasznalt cianobaktérium és nevelési koriilményei  35. oldat

III. Spektroszkopiai mérések 36. oldal
11I/1. Sejtnovekedés mérés 36. oldal
III/2. Abszorpcios spektrumok felvétele 36. oldal
IV. Fotoszintetikus aktivitas mérések 36. oldal
V. Transzmisszios (atnézeti) elektronmikroszkopia 37. oldal
VI. Lipid extrakcio és zsirsav-analizis 38. oldal
VI/1. Lipid extrakcio 38. oldal
V1/2. Zsirsav-analizis 38. oldal

VII. A citoplazmas és tilakoid sejtmembranok izolalasa cianobaktériumokbél

39. oldal
VIIL. RNS izolalas és Northern Blot analizis 40. oldal
IX. Fourier transzformacios infravords spektroszkopia 41. oldal
6. Eredmények és megvitatasuk 42. oldal
I. Sejtnovekedés 42. oldal
II. Fotoszintetikus aktivitas 44. oldal

1. A Synechocystis PCC 6803 sejtek elektronmikroszképos finomszerkezete
47. oldal
IV. Spektralis analizis 51. oldal
V/1. A killonb6z6 nevelési korilmények kozott nott sejtek zsirsavosszetétele
54. oldal
V/2. A kiilonb6z6 nevelési koriilmények kozétt nétt sejtekbol izolalt

membranok zsirsavisszetétele 57. oldal

i



Tartalom

V/3. A fény indukalta zsirsavosszetétel valtozas
VL. A deszaturaz enzimeket meghatarozo mRNS-szint valtozas
VIL A jelatvitelt mechanizmus tanulmanyozasa

VIII. Az FTIR sprekrumok C-H régidjanak analizise

7. (")sszefoglalés

8. Summary

9, Irodalom

10.Publikacigs lista

iii

59.

61.

68.

73.

79.

82.

87.

94.

oldal
oldal
oldal
oldal
oldal
oldal
Oldal

oldal



Réviditések

Roviditések jegyzéke
Lipidek
DG diacil-glicerol
DGDG digalaktozil-diacilglicerol
GlcDG monogliikozil-diacilglicerol
MGDG monogalaktozil-diacilglicerol
PA foszfatidsav
PC foszfatidil-kolin
PG foszfatidil-diacilglicerol
SQDG szulfoquinovozil-diacilglicerol
Zsirsavak
16:0 palmitinsav
16:1 palmitoleilsav
16:2 hexadekadiénsav
18:0 sztearinsav
18:1 olajsav
18:2 linolsav
18:3 linolénsav

18:4 oktadekatetraénsav



Roviditések

Elektron akceptorok

DCMU

PBQ

Egyéb roviditések

ACP
[¢**P]dCTP
CaF,

Cm

CoA

DNA, DNA
DN-iz
DSC

DTA

D.0

Fadé
Fad12

HEPES

mRNS
PCR
PMSF

Rif

3-(3,4-diklorfenil)-1,1°-dimetilurea

p-benzokinon

acil szallito fehérje

deoxicitidin 5’~(a->*P)trifoszfat
kalcium-fluond

kloramfenikol

koenzim-A

dezoxi- ribonukleinsav
dezoxiribonukleaz

differncial szkenning kalometria
differencial termikus analizis
nehézviz

Fad6-nak nevezett mutans
Fad12-nek nevezett mutans
[N-(2-hidroxietil]piperazin-N’-[2-etanszulfonsav])
kilobazis

messzendzser ribonukleinsav
polimeraz lancreakci6
fenilmetil-szulfonil fluorid

rifampicin
2



Roviditések

RNS
rRNS
sh-1
sn-2
TES

Uv

ribonukleinsav

riboszomalis ribonukleinsav

a glicerinvaz 1-es pozicidja

a glicerinvaz 2-es pozicioja
thn's(hidroximeti1)metil-2-aminoeténszulfonsav

ultraviola fény



Bevezetés

Bevezetés

Az élet sok milliard évvel ezelott kezd6dott, és ma is tarté torténete soran a
fotoszintetizalé szervezetek valtak azon kulcsfontossagi élolényekké, amelyek nélkiil
elképzelhetetlenné valt minden foldi élet. A fotoszintézis az a folyamat, amely soran ezen
élolények a fényenergiat a széndioxidnak szerves vegyiiletekké valoé redukcidjara
hasznaljak fel. Ezaltal biztositjak az egész él6vilag szamara a taplalékot, mikozben
fenntartjak az oxigéndus légkort.

Egy él6lény fennmaradasahoz elengedhetetlen az a képesség, hogy alkalmazkodni
tudjon a kornyezet allandé valtozasaihoz. A fotoszintetikus prokaridta szervezetek,
koztiik a cianobaktériumok, t6bb, mint 3 milliard éves torténetiik soran sokszor keriiltek
szembe azzal a ténnyel, hogy kornyezetik homérséklete megvaltozott. Egyed- és
fajszinten az életben maradashoz elengedhetetlen volt az alkalmazkodoképesség
kifejlesztése, azaz az 0j és megvaltozott kornyezetben vald tovabbélés és szaporodas.
Azon egyedek és fajok, amelyek erre nem voltak képesek, eltiintek az €lolények sorabol.

Az elmult évtizedekben a kutatok figyelme a kiilonb6zo kornyezeti stresszekre és
az ezekre adott valaszokra terelodott. A homérsékleti stresszek soran a
cianobaktériumok sejtmembranjainak fizikai allapota, mikroviszkozitasa és molekularis
szervezOdése az optimalistol eltérévé valik. A stresszhez valo alkalmazkodas pedig az vj
funkcionalis allapot létrehozasa és fenntartasa, mely soran a membranok lipid-, fehérje-
és pigmentosszetétele megvaltozik. Az €16 szervezet igy képes a sejtmembranok fizikai
és szerkezeti tulajdonsagait optimalis szinten tartani az ehhez rendelhetd élettani
funkcidkkal egyiitt, elsosorban a fotoszintézis folyamataval, amely az energiat

szolgaltatja minden tovabbi életfolyamathoz. E regulaciés mechanizmusok megértéséhez
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nyljtanak lehetdséget a magasabbrendii novények kloroplasztiszai modelljének
tekinthetd cianobaktériumok, elsésorban a Synechocystis PCC 6803 torzs, amely kedvelt

objektuma szamos laboratoriumnak.



Célkitiizések

Célkitiizések

A  magasabbrendii  noévények  homérsékleti  stresszekhez ~ torténd
alkalmazkodasanak tanulmanyozasa soran ismertté valt, hogy az adaptacid és a
membranfluiditas kozoétt szoros kapcsolat van. A hetvenes évektdl szamos mas regulalo
tényezO mellett az is tudottd valt, hogy a membranfluiditast a telitett és telitetlen
zsirsavak aranya befolyasolja. A magasabbrendii novények esetében a zsirsav- és lipid-
bioszintézis kiilonbozd organellumokhoz kotétt. A novényi glicerolipid bioszintézis elsd
lépése a foszfatidsav (PA) keletkezése. A novényi szovetekben megtalalhato PA
szintézise az endoplazmatikus retikulumban “eukariota uton” (Moore, 1984, Sauer és
Robinson, 1985) és a kloroplasztisz envelop membranjahoz kotoédve “prokariota uton”
torténik (Andrews és mtsai, 1985, Block és mtsai, 1983, Dorne €és mtsai, 1982). A
zsirsavak citoplazmas és kloroplasztiszos uton keletkezhetnek. A termékek mozgasa nem
gatolt az organellumok k6z6tt, ami az adaptacios valaszok értelmezését nehezitette.

Korabbi eredmények alapjan ismert, hogy a novekedési homérséklet jelentsen
befolyasolja a cianobaktérium sejtek membran szerkezetét. A homérsékleti adaptacidban
a membranszerkezetet (elsGsorban a tilakoid membran szerkezetét, amelyben a
fotoszintetikus elektrontranszport-lanc talalhato) befolyasolo tényezok kozul a zsirsavak
deszaturaz enzimek altal katalizalt telitetlenség-valtozasa bizonyult a legjelentdsebb
tényezoOnek.

A cianobaktériumok hasznalatat az adaptiv valaszok tanulmanyozasara tébb
gyakorlati elony tamasztja ala. 1996 oOta a Synechocystis PCC 6803 torzs teljes
génszekvencidja ismert. Egyszeri membranrendszerrel rendelkeznek, ami koénnyen

izolalhato, és ez lehetdvé teszi a membranszintii adaptacié tanulmanyozasat. A hetvenes
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évektol léteznek jol hasznalhatd cianobakterialis transzformacios rendszerek, amelyek
segitségével célzottan megvaltoztathatdé a membranban talalhato lipidek zsirsavainak
telitetlensége. Murata és munkatarsai olyan mutansokat hoztak Iétre, melyekben a
zsirsavdeszaturacid egyes, jol definialt l1épései gatoltak, és ezek segitségével fényt
deritettek lipid- és zsirsavszintézisiik folyamatara. A Symechocystis PCC 6803 torzs
hasznalatanak egy masik elonye az, hogy ez a torzs képes heterotrof modon €lni, ebben
az esetben anyagcsere folyamatainak fenntartasahoz nem a fotoszintetikus apparatus
szolgaltatja az energiat, hanem az oxidativ elektrontranszport, szénforrasként kiviilrol

adott gliikkdzt hasznal.

A fenti ismeretek birtokaban a kovetkezo kérdésekre kerestiink valaszt:

I/1. A sejtek két, egymastol eltérd életformaban (autotrof €s heterotrof) képesek
noni. Az eltéré életformakhoz eltéré elektrontranszportok szolgaltatjak az energiat. A
magasabbrendi  novényeknél ezek az elektrontranszport-lancok  kiilonb6zo
sejtorganellumban lokalizaltak, az oxidativ elektrontranszport a mitokondriumban, mig a
reduktiv lanc komponensei a kloroplasztiszban. A cianobaktériumoknal az oxidativ
elektrontranszport-lanc komponenseinek egy része is a tilakoid membranban
lokalizalodik, mas résziikk a citoplazmas membranban. Arra szerettiink volna valaszt
kapni, hogy milyen elonyt jelent az €él6lény szamara az egyik vagy a masik életforma.
Ennek eldontésére a sejtek osztodasi sebességének mérése jol hasznalhato. Kivancsiak
voltunk a kiilonb6z6 hémérsékleteken, sotétben €s fényen nevelt kulturak osztodasi
sebességére is.

1/2. A homérsékletfiiggo fotoszintetikus aktivitast a tilakoid membran szerkezete,

elsosorban a lipidosszetétel hatarozza meg. Ha az azonos homérsékleten, autotrof és

7
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heterotrof modon nevelt sejtek homérsékletfiggd oxigén termelése eltérd,
valoszinlsithetd, hogy eltérd lipidtartalommal rendelkeznek.

II/1. A fotoszintetikus organizmusokra jellemz6 a tilakoid membranrendszer,
amelyben a fotoszintetikus apparatus talalhato. Ez az apparatus funkcidjat fényen képes
betolteni, ha a sejtek sotétben ndnek, a jol szervezett, de bonyolult tilakoid
membranrendszer teljes felépitése  energetikailag hatranyos lenne. Ezért
elektronmikroszkopos  képeket  készitettiink, hogy tanulmanyozzuk, milyen
membranszerkezeti valtozasok kovetkeznek be a s6tétben nétt sejteknél.

II/2. A sejtek pigmentacidja fligg a tapanyag Osszetételétol, az alkalmazott fény
hullamhosszatél. Arra voltunk kivancsiak, hogy fény hianyaban, amikor nincs
fénybegyiijt6 funkcidja a pigmenteknek, milyen valtozasok kovetkeznek be a
pigmentrendszerben.

II/1. A Synechocystis PCC 6803 torzs deszaturaz enzimeket kodol6 génjeinek
expresszidja autotrof modon nevelt sejtek esetében hdmérsékletfliggd, ebben az esetben
a fény és a homérséklet egyiittes hatasanak eredményét lehet nyomon kévetni. Az
altalunk hasznalt rendszerrel egymastol fuggetlentil lehet vizsgalni, hogy milyen hatasa
van a hOmérsékletnek és a fénynek a deszaturacio folyamatara.

II/2. A zsirsavdeszaturacio energia- és elektronigényes folyamat, amit a
fotoszintézis biztosit. Kivancsiak voltunk, hogy a sététben nevelt sejteknél, amikor nem
mitkédik a fotoszintézis, milyen a zsirsavszintli adaptaciod, és milyen az alkalmazkod6
képességégiik a kiilonb6z6 homérsékletekhez.

Kisérleteinket annak reményében kezdtiik el, hogy eredményeink alapjan valaszt
tudunk adni arra a kérdésre, hogy a fény milyen szerepet tolt be a hdmérsékleti

stresszekhez valo alkalmazkodasban.
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Irodalmi attekintés

I. Lipid, zsirsav szintézis

I/1. A glicerolipidek

A glicerolipidek a lipidek egy csoportjat alkotjak. Aszerint, hogy a glicerinnek
egy, kettdé vagy harom alkoholos hidroxilcsoportjahoz kapcsolodik észterkotéssel
valamilyen zsirsav, mono-, di- és triacil-glicerolokat lehet megkiilonboztetni (1. abra). A
cukortartalma lipidekben a glicerinhez zsirsavmaradékokon kiviil valamilyen cukor is

kapcsolodik (galaktoz, glikoz), novényekben a glikolipidek koziil a galaktolipidek

jelentdsek.
H,C—OH
HC—OH
¢ —on

1. abra A glicerolipidek vazat alkot6 glicerin képlete

A cianobaktériumok glicerolipid tartalma a négy fo komponens mellett egy
ritkabban meglévd €s igen kis mennyiségben talalhaté tevodik Ossze, amelyek a
magasabbrendii novények kloroplasztisz membranjainak is fo alkoto elemei. Ezek a
lipidek a kovetkezok: a monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG), a digalaktozil-
diacilglicerol (DGDG), a szulfoquinovozil-diacilglicerol (SQDG) és a foszfatidil-

diacilglicerol (PG), mig a minor komponens a monoglikozil-diacilglicerol (GlcDG),

2
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amely csak egyes cianobaktériumokban talalhaté meg, egyébként pedig a galaktolipidek
szintézisének intermedierje. A f6 komponensek kozott is dontd szerepet jatszik az
MGDG, amely az 6sszlipid tartalom 50-60 %-at teszik ki, mig a DGDG, SQDG ¢és a PG
kb. 10-20 %-at adjak a glicerolipideknek. A GlcDG mennyisége sosem haladja meg az 1-

2 %-ot, ha egyaltalan megtalalhato (Sato és Murata, 1982).

H,COCOR! H,COCOR! H,COCOR!
2
RZCOOCH R*COOCH R°COOCH
H,C H,C HaC
HOCH, HOCH, ’ 0;SCH»
o HO 0
OH OH H
HO HO 0
H H OH
GleDG MGDG SQDG

H,COCOR!

R2C OOCH

H,C
CH,

H,COCOR! CH,OH

R’COOCH Q H(EOH
HCO—P—O0—CH;
&
DGDG PG

2. abra A cianobaktériumok glicerolipidjeinek szerkezeti képlete

- Az Anacystis nidulans cianobaktériumon veégzett kisérletek alapjan az egyes
membranok lipidtartalma a szarazsulyra vonatkoztatva jelentos killonbséget mutat. A
legtobb lipidet a citoplazmas membran tartalmazza (szarazsulyra vonatkoztatva 57 %-

10
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ot), a tilakoid membran 19%-ot, mig a kiilsé vagy envelope membran csak 3%-ot. Az
eltéro mennyiségek ellenére az egyes lipidfajtak relativ szazaléka az §ssz-lipidtartalmon
beliil nem mutatott jelentds kiilonbséget (Omata és Murata, 1983).

Cianobaktériumokban (Anacystis nidulans és Anabaena variabilis) eloszor
Nichols és munkatarsai (1965) tanulmanyoztak a lipid bioszintézist. Radioaktiv acetatot
([**C]-acetat) hasznilva megallapitottak, hogy mind a négy fo komponensben
kimutathato volt a jelolt acetat, tovabba ha endogén, radioaktiv zsirsavakat {16:0, 18:0
és 18:1(9)} adtak Anabaena variabilis sejteknek, ezek 16:1(9), 18:1(9) és 18:2 (9,12)
sorrendben deszaturalodtak. Tovabbi 30 masik cianobaktérium térzson H'“CO;_-al
végzett kisérletek azt bizonyitottak, hogy a radioaktiv jelolés a GlcDG-ban jelenik meg
elészor, majd ezt kovette az MGDG jelolodése. Az eredmények alapjan feltételezhetod
volt, hogy az MGDG prekurzora a GlcDG volt. Sato és Murata (1982b) Anabaena
variabilis-en végzett kisérletben radioaktiv izotopot hasznalva megallapitottak, hogy a
GlcDG-MGDG atalakulas egy epimerizacios folyamat eredménye és nem egy glikéz-
galaktoz csere, tovabba a DGDG szintézise soran az MGDG-re egy galaktoz keriil, igy
az MGDG a DGDG eldanyaganak tekinthetd (Sato és Murata 1982a). A SQDG és a PG
gyorsan jelolédott az MGDG-hez viszonyitva, ez arra utal, hogy ezek a lipidek egy
GlcDG-t6l fiiggetlen szintézisuton keletkeznek (Sato és Murata, 1982a). Az Anabaena
variabilis-ben kimutattak egy membranhoz kotott 5°-difoszfat-gliikoz:diacil-glicerol
gliikkoziltranszferaz enzim jelenlétét, amely katalizalja a GlcDG szintézisét, a glikoz az
uridin 5’-difoszfat-glikézrol a DG-re tortén6é atkerilését (Sato és Mutara,“ 1982c¢).
Omata és Murata (1986) az Anacystis nidulans-ban kimutattak, hogy a GlcDG szintézise
mind a tilakoid mind a citoplazmas membranhoz kotédve végbemegy.

A glicerolipid-szintézis els6 lépéseit katalizalo enzimeket, a glicerol-3-foszfat

aciltranszferazt és az 1-acilglicerol-3-foszfat aciltranszferazt sikeriilt kimutatni az

11
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Anabaena variabilis fajban (Lem és Stumpf, 1984b). Tovabba azt is megfigyelték, hogy
ezek az emzimek szubsztratként nem acil-szallité fehérjét (ACP), hanem Acil-CoA-t
hasznalnak. Ezek az eredmények azt az elképzelést erdsitik, hogy a glicerolipidek
prekurzora a PA, ami a cianobaktériumokban gliko-,-szulfo- €s foszfolipidekke alakul at.

A 3. abra a valoszinisithetd bioszintézis Ut egyes lépéseit foglalja ossze.

ACP  _Acyl ACP Acyl Acyl
E // 3 E % e EAC_VI """"""""""""""" »: EAcyl
P Acyl-ACP P Acyl-ACP P PG
G3P LPA PA PG
P
v
Acyl Acyl
EAcvl -------------------------- > EAcyl
Sq
DG SQDG
UDP
- Elﬁkél
~UDP
4
Acyl X Acyl Acyl
EAcyl < 0. EAcyl - EAcyl
Gal-Gal X-galaktoz Gal (Epimerizacié) —Glc
DGDG MGDG GleDG

3. abra A cianobaktériumok glicerolipidjeinek szintézis utja. G3P:glicerol-3-foszfat,
LPA:lizofoszfatidsav, Pg:foszfoglicerol, Sq:szulfoquinovoz, Glc:glikoz, Gal:galaktoz,

x:meg nem hatarozott galaktozszallito.

12
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I/2. A zsirsavak

A kulonb6zd cianobaktérium fajokbol eddig a kovetkezd zsirsavakat mutattak
ki:'16:0, 16:1(9), 16:2(9,12), 18:0, 18:1(9), 18:2(9,12), 18:3(6,9,12), 18:3(9,12,15),
zsirsavakon kiviill még el6fordulhatnak egyéb zsirsavak is, pl. a 18:1(11), amelyet az
Anacystis nidulans sejtekben mutatta ki (Sato és mtsai, 1979). Ez a zsirsav az un.
“anaerob” szintézis ut soran keletkezik a 16:1(9) zsirsav lanchosszabodasaval (Kates,
1966, Johns és mtsai, 1981).

A cianobaktériumokat zsirsavtartalmuk és a zsirsavak bioszintézisének utja
alapjan Kenyon négy nagy csoportra osztotta. (Kenyon, 1972, Kenyon és mtsai, 1972).
Az altala felallitott rendszer elsé csoportjaba azok a fajok sorolhatok, amelyekben a
telitett zsirsavak mellett kizarolag csak az egy kettOskotést tartalmazo zsirsavak
talalhatok, mig a masik harom csoportban megjelennek a tobbszorosen telitetlen
zsirsavak is. A masodik csoportra a 18:3(9,12,15) a jellemz6, a harmadik csoportba
sorolasra a 18:3(6,9,12) zsirsav jelenléte adott lehetGséget, mig a negyedik csoportban az
elébb emlitett zsirsavakon kivill még a 18:4(6,9,12,15) zsirsav szintézisére is lehet6ség
van. Az egysejtes cianobaktériumok altalaban az els6 és a harmadik csoportba tartoznak,
az altalunk hasznalt Synechocystis PCC 6803 torzs - amely szintén egysejtes - a negyedik
csoportba tartozik, mig a fonalas fajok mind a négy csoportban megtalalhatok (Kenyon
és mtsai, 1972, Oren és mtsai, 1985, Murata és mtsai, 1992).

Tobb cianobaktérium faj egyes lipidjeinek zsirsav-analizise alapjan kidertilt
(Nichols és mtsai, 1965, Sato és mtsai, 1979), hogy a négy f6 komponenst két csoportra
lehet osztani. Az elsé csoportba az MGDG ¢és a DGDG tartozik, mig a masikba az

SQDG és a PG. Az Anacystis nidulans-ban csak az egy kettoskotést tartalmazod
13
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zsirsavak talalhatok, és ezek aranya a telitett zsirsavakhoz képest nagyobb az MGDG és
a DGDG lipidekben, mint az SQDG-és a PG-ben (Nichols és mtsai 1965, Hirayama,
1967, Sato és mtsai, 1979). Az Anabeana variabilis fajban (ebben a cianobaktériumban
mar tobbszorosen telitett zsirsavak is talalhatok) is hasonld a telitett és telitetlen
zsirsavak megoszlasi aranya a kiilonbozé lipidekben; a telitetlen zsirsavak aranya
magasabb az MGDG és a DGDG csoportban a masik kettohoz képest. Ezeket a
vizsgalatokat t6bb mas fajon is elvégezték, és hasonld eredményeket kaptak az
Anabaena cylindrica, a Nostoc calcicola, a Tolypothrix tenius (Zepke és mtsai, 1978),
az Oscillatoria splendida és a Spirulina platensis fajok esetében is (Nichols és Wood,
1968).

A zsirsavak poziciondlis meghatarozasat a Rhizopus delemar fajbol nyert lipaz
enzim segitségével lehet elvégezni, amely specifikusan az sn-1 pozicidban 1évo
észterkotést hidrolizalja (Fischer és mtsai, 1973). A fenti modszer alkalmazasaval t6bb
torzsben meghataroztak a zsirsavak pozicionalis megoszlasat és ezek alapjan a
cianobaktériumokat két csoportra lehet osztani. Az Anacystis nidulans-ban az egy
kettoskotést tartalmazod zsirsavak az sm-1 poziciot, mig a az sn-2 helyzetet kizardlag a
16:0 zsirsavak foglaljak el. A fonalas cianobaktériumokban (Anabaena variabilis,
Anabaena cylindrica, Nostac calcicola, Oscillatoria chalybea) a 18 szénatomos
zsirsavak az sn-1 helyen talalhatok. Az sn-2 helyzetben vannak a 16 szénatom szamu
zsirsavak, minden lipidosztalyban (Murata és mtsai, 1992).

Az Anabaena variabilis tanulmanyozasa soran (Sato as Murata, 1982b)
megallapitast nyert, hogy a lipid-szintézis elsd lépéseiben kizarolagosan csak a telitett
zsirsavak észterezOdnek a glicerin vazhoz, és a mar kotott zsirsavak kulon lépésenként
deszaturalodnak, egyszeresen, kétszeresen, tobbszorosen telitetlen zsirsavakka. Ezen

megéllapitasokat in vitro kisérletekkel is alatamasztottak (Lem és Stumpf, 1984a,
14
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Stapleton és Jaworski, 1984), melyek soran bizonyitottak, hogy telitett zsirsavak csak
acetatbol szintetizalodnak. Radioaktiv acetatot hasznalva kovették nyomon az acetat
beépiilését, az igy kapott zsirsavak deszaturalodtak, minden esetben a glicerin vazhoz
koétve. Sem az endogén eredetii sztearil-ACP, sem pedig az sztearil-CoA nem
deszaturalodott telitetlen zsirsavakka.

Az elmilt tiz évben tobb sikeres kisérletet végeztek a zsirsav-deszaturacio
lépéseinek feltérképezése érdekében. A Synechocystis PCC 6803 torzsb6l mutacioval
sikeriilt olyan vonalakat izolalni, amelyekben a zsirsavdeszaturacio egyes, meghatarozott
lépései gatoltak. (Wada és Murata, 1989). A A6-0s, A9-es és a Al2-es poziciot
deszaturalé enzimek hatOhelyének szamolasa a karboxil végtol torténik, amit nem
befolyasol a zsirsavlanc hosszusaga (Higashi és Murata, 1993). Az 03 deszaturaz enzim
a metilvégtol ismeri fel a deszaturalando6 poziciot. A Fad6-nak nevezett mutansban a A6-
os helyzetli, a Fadl2-ben a Al2-es helyzetii deszaturacio gatolt. A kiilénbozo
homérsékleten nevelt vad tipust €s mutans sejtek zsirsav- és lipidosszetételének analizise
soran lehetOvé valt a zsirsav-deszaturacio lehetséges utjanak leirasa. A kisérletek alapjan
megallapithaté volt, hogy mig a Al2-es helyzetli deszaturaciot létrehoz6 enzim mind a
négy fo lipidet elfogadja szubsztratként, addig a A6-os poziciot deszaturalé enzim
kizarolag az MGDG-t és a DGDG-t fogadja el szubsztratként. A zsirsav-deszaturacio

utjanak lehetséges sémajat a 4. abra mutatja (Wada és Murata, 1989).
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4. A vad tipusu és a zsirsav deszaturacioban mutans Synechocystis PCC 6803 torzs
zsirsav-szintézisének javasolt sémaja. A vastag nyilak a szintézis f6-, mig a vékony
nyilak a szintézis mellékutjait jelzik. A mutansokban lévo gatolt szintézislépést a

nyilak megtorése jelzi. Fad6 é€s Fad12 mutans torzsek.
1/3. Az acil-lipid deszaturazok
A zsirsav-deszaturazok azok az enzimek, amelyek a zsirsavakban talalhato C-C

kotéseket C=C kotésekké alakitja at. Szubsztrat-specificitasuk alapjan ezen enzimeket

harom csoportba szokas osztani (Murata és Wada, 1995):
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i, acil-lipid deszaturazok,
ii, acil-CoA deszaturazok,
i1, acil-ACP deszaturazok

A cianobaktériumokban csak az acil-lipid deszaturazok talalhatok meg, amelyek a
glicerinvazat észteresitd zsirsavakon hoznak létre kettoskotéseket. A zsirsav-
deszaturacio elektronigényes folyamat, amely a sziikséges elektronokat a ferrodoxintol
kapja (5. abra), mint elektrondonortél a cianobaktériumokban és a magasabbrendii

novényekben egyarant (Wada és mtsai, 1993, Smith és Heinz, 1990a,b).

NAD(PH - - WP " Fe*'-fehérje N cenzim, ~ o~ R— CH=—CH—R
H ;_\/, PN \/ +H0
| flavofehérje vastartalma | deszaturiz Y
A redoxhordozo A A
NAD(P) ™+ < FPH,# Fe'fehérie ¥ “enzim,, ~ R—CH;—CH,—R’
+0,

5. abra Az elektrontanszport kapcsolodasa a zsirsav-deszaturaciohoz. (ox:oxidalt,

red:redukalt, R, R’:alkil lancok)

Az acil-lipid deszaturaz enzimek hely-specifitasat a Symechocystis PCC 6803
torzsben tanulmanyoztak (Wada és Murata, 1990). A torzs négy acil-lipid deszaturaz
enzimet tartalmaz. Elnevezésikben az altaluk létrehozott kettds kotés helye alapjan
megkiilonboztetink A6, A9, Al2 és ©3 deszaturazokat. Az acil-lipid deszaturaz
enzimeket kodolo gének koziil eloszor a A12 deszaturazt kodold desA gént kozoltek
(Wada és mtsai, 1990), majd a A6 deszaturazt kodolo desD gént (Reddy €s mtsai, 1993).
Ezt kovette az ©3 deszaturaz enzimet kodolo desB gén leirasa, €s legvégil a A9

deszaturazt kodolo desC gén izolalasa tortént (Sakamoto €s mtsai, 1994a,b,c).
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1/4. Az acil-lipid deszaturazok expresszidja

A zsirsav-deszaturaz enzimek fontos szerepet jatszanak a hideghez valo
alkalmazkodasban azaital, hogy megvaltoztatjak a lipidek telitetlenségét és ezaltal a

biomembranok fizikai allapotat. A membrant alkoto lipidek zsirsavainak telitetlenségének

o ro s

i, alacsony homérsékleten a zsirsav-deszaturazok aktivitasa magasabb, mint magas

hémeérsékleten (Horvath és mtsai, 1991);

ii, a telitett zsirsavak de novo szintézise alacsony homérsékleten csokken, mikozben a

deszaturacio folyamata nem all le, igy megno a telitetlen zsirsavak aranya a membranban;

iii, a regulacio meghatarozo lépése az enzimek de novo szintézise, melyet az alacsony

hémérséklet indukal (Wada és Murata, 1990, Sato és Murata, 1981, Los és mtsai, 1993).

iiii, a Symechocystis PCC 6803 cianobaktérium membranlipidjeinek katalitikus
hidrogénezése serkentette a desA gén expresszidjat. A membranok hideg hatasra
bekévetkezd fluiditas csokkenése hatassal van a zsirsav-deszaturaz gének expressziora
(Vigh és mtsai, 1993).

A zsirsav-deszaturazokat kodolé gének klonozasa utan lehetéség nyilt a gének hideg
hatasra tortén6 expressziojanak vizsgalatara. A desA, a desB és a desD gének mRNS
szintje megnévekedett, ha a sejteket 36°C-rol 22°C-ra helyezték (Sakamoto és mitsai,
1993). A desC gén mRNS szintje nem valtozott hideg hatasra a Synechococcus PCC
7002 torzsben (Sakamoto és Bryant, 1997). Synechocystis PCC 6803 sejteket 34°C-rol
22°C-ra helyezve a desC gén altal kodolt nagyobb (3.5 kB) transzkriptum
felhalmozodasa figyelhetd meg, mig a kisebb (1.1kB) transzkriptum mennyisége
csokken. A regulacio egy masik lehetséges formaja az acil-lipid deszaturaz enzimeket
kodolé gének transzkriptumainak stabilitaisa. A desC transzkriptumanak féléletideje
34°C-on és 22°C-on is 10 perc, mig a desA és a desD traszkriptumok féléletideje ezeken
a homérsékleteken 2, illetve 20 perc. A desB transzkriptumanal ezek az értékek 1 perc és

10 perc (Los és mtsai, 1997).
18




Irodalmi dttekintés

II/1. A cianobaktériumok membranszerkezete

11/1.1. Membranfluiditas

A biomembranok tulajdonsagait legkielégitobben a Singer és Nicholson (1972)
altal leirt folyadék-mozaikkristaly modellel lehet jellemezni. E modell alapjan a
membranok altalanos tulajdonsagai a kovetkezOk: a membranok vazat foszfo- és
galaktolipidek kettdsrétege alkotja, amelybe integrans membréanfehérjék vannak
beagyazva. A membranokat alkoto kiilonb6z6 tipusi molekulak olyan komplexet hoznak
létre, amelyet nem-kovalens kotések tartanak Ossze, ezért mind a lipid-, mind a
fehérjemolekulak szamara lehetGség van az oldaliranyu szabad mozgasra €s a rotacios
diffiziora. A membran sikjara merdleges iranyban torténé “flip-flop” mozgas bar
eléfordul, nem tal gyakori, és ezzel a transzport folyamatok nem magyarazhatok. A
fluiditas a viszkozitas inverz fogalmaként vald megkozelitése Brenner (1984) nevéhez
kapcsolodik. A biomembranoknal nem szerencsés a fluiditast atlagértékként kezelni,
mivel ezen membranokban jol elkiilonithetd fluid- és rigidrétegekkel kell szamolnunk
(Wolf és Voglmayer, 1984). A membranoknal tapasztathaté inhomogenitds nemcsak a
membranok fosikjaban fordulhat eld, hanem arra merdlegesen is, ami asszimetrikus
elrendezddést okoz a membran lipidkettosrétege kozott, és igy a fluiditas a rétegek
kozott is eltérd lehet (Quinn, 1981, Devaux és Seigneuret, 1985).

A membran annal rendezettebb, minél magasabb benne a telitett zsirsavak aranya
a telitetlenekéhez képest, és minél hosszabbak a zsirsaviancok. A telitetlenség
kévetkeztében az alakjuk hajlott palcara hasonlit, ami neheziti a zsirsavlancok szoros

egymas mellé rendezOdését, azaz a rendezettséget. A lanchosszisag pedig a
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zsirsavlancok kozott kialakulo lipofil kolesonhatasokon keresztiil hat a rendezettségre.

Minél hosszabb a lanc, annal erésebb a kialakulé kolcsonhatas.

I1/1.2. A telitett zsirsavak hatasa a membranszerkezetre

Azok a lipidek, melyekben a glicerin vazhoz az sn-1 és sn-2 pozicioban telitett
zsirsavak kotodnek eltérd térszerkezetiiek, bar alkillancaik kémiailag megegyeznek. Az
sn-1 pozicioban 1évo zsirsavlanc teljesen nyujtott €s a membran sikjara merdlegesen
helyezkedik el, mig az sn-2 helyen talalhato els6 CH, szegmens a membran fOsikjaval
parhuzamosan helyezkedik el, és csak a masodik lancrésztél merdleges a fosikra. A
membran gélallapotaban a telitett zsirsavak a szamukra energetikailag legkedvezdbb
térszerkezetet veszik fel, teljesen kinyujtott allapotban n. “all-trans™ allapotban vannak.
A folyadék-kristaly fazisban kulonféle térallasi rotacios izomerek fordulnak elo,
amelyeket “gauche” konfiguracioknak neveziink (6. abra). Az alkillancban 8-10

szénatom utan egyre nd szegmensek renendezettsége a metilvég iranyaban.

P e e e all-trans

gauche

6. abra Trans és gauche szegmensek
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II/1.3. A telitetlen zsirsavak hatdsa a membranszerkezetre

A cianobaktériumok ¢és a magasabbrendii novények kloroplasztiszainak
membranjaiban taldlhaté telitetlen zsirsavak eddigi ismereteink szerint cisz
kettoskotéseket tartalmaznak, ettdl eltér a 16:1(3) transz zsirsav, amely mind a
cianobaktériumokban, mind pedig a magasabbrendi névények kloroplasztiszainak
foszfatidilgliceroljaban megtalalhato (Quinn és Williams, 1978). A cisz kett6skotések
szama hatassal van a zsirsavak mozgasara, ami pedig a membran rendezettlenségét

befolyasolja. A cisz kettdskotés két alapvetd tulajdonsaggal rendelkezik:

1., a kettOskotést tartalmazo szegmens, az elotte és utana allé lancszakaszokkal azonos
térrészt foglal el, ami a kettOskotések azon tulajdonsagabol fakad, hogy a m kotés kortili

forgas gatolt. A forgas gatoltsaga rigiditasnével6 tényezo.

2., a telitett zsirsavakra jellemzO az egyenes lefutas, mig a kettOskotést tartalmazok
megtérnek, igy ez a lanc nagyobb térigényii, ezaltal fokozza a szomszédsagaban 1évo
zsirsavak rotamerjeinek képzOdési esélyét, ami fluidabb membranrészt eredményez,
mikozben a membran felszine vékonyodik. A cisz kettoskotések fluidizalo szerepét
kiilonb6z6 rendszerekben, kiilonb6z6 mérési technikakkal bizonyitottak (Brenner, 1984,
Chen és Ho, 1985, Laskay és Lehoczki, 1986). Azt is megallapitottak, hogy a
kettoskotések szamanak névelése nem egyenesen aranyosan noveli fluiditast. Az els6
kettoskotés bevitele okozza a legnagyobb valtozast, minden tovabbi kettoskotés bevitele

mar aranyaiban kisebb hatast eredményez (Coolbear és mtsai, 1983).
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I1/2. A membranszerkezet megvaltoztatasanak lehetéségei

II/2.1. A kiils6 kornyezet hatasa a membranszerkezet kialakitasara

Az 1970-es évek elején azt feltételezték, hogy a membranlipidek fazis-
atmenetének - folyadékkristalyos allapotbol gélallapotba - meghatarozo szerepe van az
€16 szervezetek hidegérzékenységében (Raison, 1973, Lyons, 1973). A legkiilonb6z6bb
szervezetek membranjainak hideg altal eloidézett folyadékkristaly-gél fazisatmenete
végsd soron az €16 szervezet halalahoz vezet, mert a fazisatmenet homérsékletén a
membran atjarhatova valik ionok és mas molekulak szamara (Wada és mtsai, 1984). Ez a
fazisatmeneti homérséklet joval a fiziologias hdmérséklet alatt van, és egy hirtelen, de
rovid ideig tarté lehiilés esetében nem vezet a szervezet irreverzibilis kiarosodasahoz
(Farkas és mtsai, 1982). Az Esherichia coli baktériumban a membranok fazistranzicios
pontja a nevelési homérsékletnél 15-16°C-al alacsonyabban van (Simensky, 1974). A
citoplazmas membran és tilakoid membran fazistranzicios hoOmérsékletét két
cianobaktériumon, az Anacystis nidulans-on és az Anabaea variabilis-en killonb6zd
modszerekkel vizsgalva azt kaptak, hogy a citoplazmas membran fazisatmenete 10°C-al
alacsonyabban van, mint a tilakoid membrané (Murata és mtsai, 1984). A citoplazmas
membranok fazisatmeneti hdmérséklete a nevelési koriilményektdl fligg (Murata, 1989),
amit a novekedési homérséklet altal meghatarozott zsirsavtelitetlenséggel magyaraztak
(Sato és mtsai, 1979). A tilakoid membran fazistranzicidja a sejtek fotoszintetikus
aktivitasat befolyasolta, és nem volt hatassal a talélési képességre.

A membranfluiditas regulaciojat a Tetrahymena pyriformis vizsgalata alapjan két,

idoben elvalaszthato szakaszra osztottdk (Thompson, 1980, Ramesha és Thompson,
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1982, 1983). Az elsd, gyors szakaszban a glicerinvazra kotétt zsirsavak de- majd
reacilaciojaval a meglévo zsirsavkészlet felhasznalasaval a szervezet 4j molekulafajtakat
alakit ki, melyek fazisatalakulasi homérséklete elégséges ahhoz, hogy az organizmus
karosodas nélkiil tulélje a stresszhatast. A lassi szakaszra a teljes zsirsavkésziet és a
membranlipidek aranyanak megvaltozasa jellemz6 (Ramesha és Thompson, 1984).

A fazisatmeneti homérsékletet, a zsirsavtelitetlenség vagy a zsirsavlanc révidiilése
egyarant képes az alacsonyabb hOmérséklet iranyaba eltolni (Chapman, 1975). A
kilonb6zd nevelési homérsékleten a biomembranokban megjelend  eltérd
zsirsavosszetétel az a regulacios folyamat, amely lehetdvé teszi az organizmus szaméra
kiils6 a kornyezethez valé adaptaciot azaltal, hogy a membranjainak fluiditasat optimalis

korilmények kozott tartja fenn (Ono és Murata, 1982, Murata és mtsai, 1984).
1I/2.2. A zsirsavtelitetlenség megvaltoztatasa homogén katalitikus hidrogénezéssel

A biomembranok zsirsav kettds kotéseinek katalitikus hidrogénezésével az 1970-
es években probalkoztak eloszor (Chapman és Quinn, 1976). Mivel az altaluk ﬁasznélt
katalizator vizoldhatatlan volt, szamos nehézségbe iitkoztek hasznalata soran. A médszer
jelentdsége abban allt, hogy képesek voltak a cisz kettdskotések telitésére.

A kovetkezO lépést a vizoldékony katalizatorok megtalalasa és
alkalmazhat()ségﬁk bizonyitasa jelentette. Joo és tarsai szulfonalt trifenilfoszfin (m-
szulfofenil-difenil-foszfin, mSPO,) ligandum felhasznalasaval szamos platinafém foszfin
komplexét allitottak el (Joo és Beck, 1973, Joo és Toth, 1981). A katalizatorok kéziil a
RuClL,(mSPO,) osszetételi ruténium komplex alacsony hémérsékleten is aktivnak
bizonyult. Ezek a katalizatorok a vizben és biologiai mintak puffereiben homogén oldatot

adnak, és eltavolitasuk a membranokbdl nem vezet a minta sériiléséhez.
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A vizoldhat6 hidrogénez6 katalizatorokat membranokon vagy €16 sejteken
elészor Vigh és munkatarsai alkalmaztak (Vigh és Joo, 1983, és Vigh és mtsai, 1985a,

1985b,).

11/2.3. Génmanipulacio

A desA, desB, desC géneket Murata és munkatarsai izolaltak a fent emlitett
torzsbol (Murata és Wada, 1995). Miutan a Syrnechcystis PCC 6803 torzs teljes genetikai
allomanya ismert (Kaneko és mtsai, 1996), megallapithatd volt, hogy mas gén nem
mutat homologiat az ismert zsirsav deszaturaz gének szekvenciajaval. Az a tény, hogy a
Synechocystis PCC 6803 torzs autotranszformalhat6 (sajat szekvenciat tartalmazé DNS
darabok az E. colihoz hasonldoan homolég rekombinacioval beépiilnek a genomba)
(Williams, 1988, Williams és Szalay, 1983), lehet6séget kinalt a zsirsav-deszaturazokat

A korabbi kémiai mutagenezissel, etil-metan-szulfonattal létrehozott sejtvonalak
(a Fad6 és a Fadl2) a kémiai mutacio tisztazatlansaga miatt nem voltak alkalmasak a
zsirsav-telitetlenség szerepének tisztazasara a kulonb6z0 hOmérsékleti stresszekhez
torténé alkalmazkodasban, illetve a stresszekkel szembeni védekezésben. A
membranlipidek zsirsavainak kettoskotéseit meghatarozo desA, desB, desC és desD
gének szabalyozott megvaltoztatasa érdekében a géneket inszercids mutagenezissel
inaktivaltak (Tasaka és mtsai, 1996, Wada és mtsai, 1990, 1992). Az igy létrehozott
kisérleti rendszerben a desA és desB géneket egy-egy kanamicin rezisztenciat kodold gén
inszercidjaval, mig a desD gént egy kloramfenikol rezisztenciat kodolo gén beépitésével

inaktivaltak.
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A desD gén inaktivalasa azt eredményezte az Gjonan kapott sejtvonalban, amit
desD::Cm" (desD’) torzsnek neveztek el, hogy a gén altal kodolt zsirsav deszaturaz enzim
inaktiv lett és a torzsbdl teljesen hianyoztak a négyszeresen telitett zsirsavak. Tovabba a
desA::Km' (desA’) és a desB::Km' (desB’) nevezett mutanstorzsekben egy kanamicin
rezisztenciat kodolo gén kozbeiktatasaval inaktivaltak a desA és desB géneket, ami a
haromszoros és négyszeres telitetlen zsirsavak hianyat okozta a torzsekben. A des4’
mutans torzset inaktivalt desl) génnel transzformaltak, és az igy kapott torzsbol (desA”
/desD)) teljesen hianyoztak a tobbszorosen telitetlen zsirsavak. A zsirsav-analizisek soran
e torzsben telitetlen zsirsavként csak olaj - €s palmitoleil savak voltak detektalhatok. A
desC gén inaktivalasa nem jart sikerrel, mert abban a sejtvonalban, amelyben a gént
inaktivaltak a mutacio letalisnak bizonyult. A génmanipulacié eredményét a 7. abra
mutatja.

A. Vad tipus

1
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| desA desB desC desD
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C. desB"|desD"

KmF™ Cm'"

v v
—0O0—0—0o —0—
desA desB desC desD

16 Er L 160 Sev—— 16:0
X (A12) X (@3)

desD | (A6) Al>(A6)

D. desA”/desD"™
[ Km" Cm" ‘
v v ,
\
|
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7. abra A zsirsav deszaturazok inszercios inaktivalasa a Symechocystis PCC 6803
torzsben és az eredményként kapott mutansok lipid-deszaturacidja. X:a lipidek
fejcsoportjat jelenti. Km"kanamicin rezisztenciat kodolo gén, Cm':kloramfenikol

rezisztenciat kodolo gén. A megtort nyil a szintézis gatlasat jelzi.

Mivel ezekben a mutans torzsekben a mutaciok mindig csak a zsirsav deszaturaz
enzimeket kodolo géneket érintették, lehetoség nyilt az ) sejtvonalak fiziologias
vizsgalatara. Meghataroztak, hogy a fotoszintetizalo membranok lipidtartalmanak
telitetlensége miként befolyasolja a fotoszintetikus aktivitast, milyen hatatassal van a
novekedésre, hogyan képesek azok a sejtek ellenallni az alacsony homérsékleten torténd
fotoinhibicionak. A fotoszintézis fény altali gatlasat nevezziik fotoinhibicionak vagy
fénygatlasnak, amikor a nagy fényintenzitas hatasara a fotoszintetikus apparatus

inaktivalodik (Powles, 1984). A fotoinhibicio kozepes fényintenzitason is bekovetkezhet,
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ha ez egyéb stresszekkel pl. alacsony homérséklet, tarsul (Berényi és Krause, 1985,
Boese és Huner, 1990, Falk és mtsai, 1990, Somersalo és Krause, 1990, Moon és mtsai,
1995, Gombos és mtsai, 1997).

Korabban, amikor kiilonboz6 nevelési homérsékleten nott cianobaktérium sejtek
fotoszintetikus aktivitasat mérték azonos homérsékleten, azt tapasztaltak, hogy az
alacsonyabb hOmérsékleten nott sejtek tobb oxigént fejlesztenek, amit az alacsony
novekedési homérsékleten bekovetkezO nagyobb membranlipid telitetlenséggel
magyaraztak (Ono és Murata, 1979). Pearcy (1978) szintén az alacsony homérsékleten
megnovekedett telitetlen zsirsavak mennyiségével magyarazta a megnovekedett
aktivitast. Azonban a tervezett genetikai manipulacioval létrehozott toérzseknél, ahol a
zsirsav-telitetlenséget iranyitottan megvaltoztattak, azt tapasztaltak, hogy sem a netto
fotoszintetikus aktivitas - azaz a teljes elektrontranszport lanc aktivitasa - sem a kettes
fotoszisztéma aktivitasa (PSII) - ahol az elektrontranszport lanc egy rovid szakaszanak
aktivitasat mérték a viztol a p-benzokinonig (pBQ) - nem valtozott. A pBQ-t
mesterséges elektronakceptorként hasznaltak (Tasaka és mtsai, 1996). A vad tipusu és a
desA’ldesD’ sejtek novekedési gorbéjét osszehasonliva azt tapasztaltak, hogy mig magas
hémérsékieten (30°C felett) nincs kiilonbség a novekedési sebességben, addig
alacsonyabb hémérsékleten a mutans sejtek lassabban ndttek a vad tipusi sejtekhez
képest. A mutans sejtek novekedése 25°C alatt leallt, mig a vad tipusi sejtek 15°C-on is
képesek voltak osztodasra. Azokban a torzsekben, ahol nemcsak egyszeresen telitetlen
és telitett zsirsavak voltak, nem kiilonboztek a vad tipushoz képest, ami azt bizonyitja,
hogy alacsony hOmérsékleten a telitetlen lipidek sziikségesek a fotoszintetizald
szervezetek szamara, mig magas hOmérsékleten nincs hatasuk (Tasaka és mtsai, 1996).
Az alacsony homérsékleti fotoinhibicioval szemben a mutans sejtek érzékenyebbnek

bizonyultak a vad tipusi sejtekkel szemben (Gombos és mtsai, 1992, 1994, Tasaka és
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mtsai, 1996). Megallapitottak, hogy az alacsony hémérsékleten bekéve;kezc")
fotoinhibicié soran, amikor a PS II centrumaban talalhaté D1 protein inaktivalodik és
miitkodésképtelenné valik a fotoszintézis folyamata sériil, a helyreallitas folyamata
azokban a sejtekben is megkezdddik, amelyek tilakoid membranjaiban csak telitett és
egyszeresen telitetlen zsirsavak talalhatok. A helyreallitas folyamata a D1 protein de novo
szintézisét jelenti, mely soran pre-D1 protein szintetizalodik és felhalmozddik a tilakoid
membranban. Az éretlen fehérje nem tud processzalodni és inaktiv formaban marad,
hacsak telitetlen és egyszeresen telitett zsirsavakat tartalmaz a membran, mig azok a
sejtek amelyekben tobbszorosen telitett zsirsavak is vannak, az érési folyamat
megtorténik (Kanervo és mtsai, 1997). Azt, hogy a fénygatlast kovetd helyreallitasi
folyamatban a tobbszorosen telitetlen zsirsavak fontos szerepet jatszanak, és igy
ellenallobbak az alacsony hdmérsékleti stresszel szemben, a Symechococcus sp. PCC
7942 torzson végzett kisérletek is alatamasztottak (Gombos és mtsai, 1997). Ebben a
munkaban desA génnel transzformaltak a vad tipusu sejteket, amelyek membranjaban
csak telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavak alkotjak a kettOsrétegét. Az igy kapott
sejtek lipidosszetétele megvaitozott, megjelentek a kétszeresen telitetlen zsirsavak, €s ez

az alacsony hdmérsékleti stresszel szembeni toleranciat novelte.
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III. Membranszerkezet vizsgalé modszerek

I1I/1. Elektronmikroszkopia

Az els6 elektronmikroszkopos felvételeket az 1950-es évek végén és az 1960-as
évek elején készitették. A mikroszkopos é€s fixalasi technika fejlddésével ma mar
ismerjik a cianobaktériumok elektronmikroszkopos szerkezetét (Stainer és Cohen-
Bazire, 1977). A legtobb vegetativ sejt j0l megkiilonboztethetd strukturaval rendelkezik.
A sejt protoplazmaja t6bb rétegii sejtfallal van korilvéve, mint a legtébb gram-negativ
baktérium, ami egy kiils6 membranbdl és egy 5-10 nm valtozo6 vastagsagu peptidoglitkan
rétegbol all. A kiilvilag felé a citoplazmas membran, mas néven a plazmamembran
hatarolija a plazmat. A nukleoplazma legszembetiin6bb eleme a tilakoidmembran
rendszer, melynek rétegei egy keresztmetszeti képen koncentrikus korokben futnak, és
koztiik kb. 60-70 nm membrankozti tér van. A membranba agyazva talalhatok a klorofill-
a protein komplexek, karotinoidok, a fotoszintetikus reakciocentrumok és az
elektrontranszport-lanc elemei, tovabba a membranok felszinéhez kotve helyezkednek el
a fénybegyiijté6 komplexek, a fikobiliszomak, melyek a fikobiliproteineket tartalmazzak.
A cianobatériumok vazlatos keresztmetszeti képét az elektronmikroszkopos felvételek
alapjan a8. abra mutatja.

Az elektronmikroszkopiaban hasznalt jelolési technika az un. immunogold
technika alkalmazasaval a kozelmultban lehetdség nyilt példaul arra is, hogy a zsirsav-
deszaturaciot végzO enzimek helyét pontosan meghatarozzak. (Mustardy és mtsai,

1996).
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8. abra Cianobatériumok vazlatos keresztmetszeti képe az elektronmikroszkopos
felvételek alapjan. TM: tilakoid membran, CM: citoplazmas membran, PB1 és PB2 a
tilakoid membranhoz kapcsolodo fikobiliszomak szembdl és oldalrél nézve, CY:
cianoficin szemcse, R: riboszoma, C: nukleoplazmaval korilvett karboxiszoma, P:

polifoszfat szemcse, G: gaz vezikula, GG: glikogén szemcse,

111/2. Fourier transzformacios infravoros spektroszkopia (FTIR)

A Fourier tarnszformacios infravoros spektroszkopiat ma mar egyre gyakrabban
hasznaljak lipid modellrendszerek mellett (Mantsch €s McElhaney, 1991, Mendelsohn és
Senak, 1993) biologiai membranok szerkezetének tanulmanyozasara (Moore ¢és

Mendelsohn, 1994, Moore és mtsai, 1995). Az FTIR spektroszkopia elonye, hogy
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nagyon kis anyagmennyiséget kivan a vizsgalatokhoz, illetve nincsen sziikség jelolo
molekula bevitelére. Az infravoros fény elnyelése rendkiviil gyors folyamat (10 ™ sec),
igy egy “pillanatfelvételt” latunk az egész rendszerrdl, a kapott adatok valamennyi
molekula atlagat tikrozik.

A lipidekben talalhato zsirsavlancok konformacidjaban tiikr6zodik az az allapot,
amit rigid vagy fluid allapotnak neveziink. A rendezettség mértéke kovetheté a CH,-
csoport vegyértékrezgése alapjan, mivel a rezgés frekvencidja (v.22920 cm™ és
Veym~2850 cm™) novekszik a konforméciés rendezetlenség novekedésével (Siebert,
1995). A frekvencia-eltolodds mértéke 2-5 hullamszam (cm™) a lipidek gél-
folyadékkristalyos fazisok atmenete kozo6tt (Mantsch €s McElhaney, 1991). Ez a valtozas
kicsinek tiinhet, de megfeleld kiértékelési modszerekkel a savok helyzete kb. 0.05 cm™
hibaval meghatarozhato, igy minden esetleges valtozas a lipidek szerkezetében nagy
pontossaggal nyomon kovethet6. Ennek alapjan a fazisatalakulas is megfigyelhetd, mely
a modellmembranokban rendkiviil éles, az atmenet homérséklete pedig az adott
lipidmolekulara jellemz6. A valodi membranokban a helyzet sokkal bonyolultabb,
sz€lesebb atmeneteket kapunk, mert tobbféle lipidmolekula van jelen, és a fehérjék is
befolyasoljak a membranok szerkezetét.

Az FTIR spektroszkopia membranok esetében is lehetdvé teszi a fehérjék
szerkezetének vizsgalatat, ami csak kevés szerkezetvizsgaldo modszerrl mondhato el. A
fehérjék masodlagos szerkezetét peptidcsoportjaik egymashoz viszonyitott helyzete
alakitja ki, ezért a peptidcsoportokra jellemz6 amid rezgések tikrozik a fehérje
szerkezetét. Az Amid I sav frekvenciaja, mely elsdsorban a karbonil csoport (C=0)
vegyértékrezgésébodl szarmazik (az irodalmi adatok alapjan kb. 80%-ban), igen érzékeny
a masodlagos szerkezetre, igy az 1700 és 1620 cm™ kozotti tartomany rendkivil

informativ lehet. A hidrogénkotések megvaltozasa, denaturacié vagy akar fémionok
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asszociaciOja miatt a sav alakja megvaltozhat a kiilonbozé szerkezetekhez rendelhetd
komponensek intenzitasvaltozasabol adodéan. Néhany frekvenciat és a hozza tartozo
szerkezetet a kovetkezd tablazat mutatja (Haris és Chapman, 1992, Stokkum és mtsai,

1995, Arrondo és mtsai, 1993).

1. tablazat A kiilonb6z6 hullamszamokhoz rendelhetd masodlagos fehérjeszerkezetek

Konformicié Amid T (cm™)
o-hélix 1648-1658
intermolekularis B-lemez 1616-1620
intramolekularis $-lemez 1632-1639
rendezetlen 1640-1650

Az Amid II sav (=1550 cm™), mely komplexebb rezgési méd, kevésbé hasznalatos a
szerkezet meghatarozasra. Deuterdlva az amid nitrogént kb. 100 hullamszammal
eltolodik a sav az alacsonyabb hullaimszam felé. igy az Amid II sav intenzitasat vizsgalva
nehézvizben (D,0), az amid N hidrogén—deutérium cseréjének sebessége
meghatarozhaté,  amibdl informaciokat  nyerhetink a  peptidcsoportok
hozzaférhetOségérol, szerkezetérdl, nagyobb szerkezeti valtozasaikrol. Magasabb
hémérsékleten, ahol a membranfehérjék kitekerednek, és ezaltal peptidkotéseiknek nagy
része konnyen elérhetévé valik az oldoszer (esetiinkben D,O) szdmara, az NH csoportok
gyorsan deuteralodnak, és ennek megfeleléen az Amid II sav 1550 cm™ koériil hirtelen

eltinik.
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I11/3. Egyéb szerkezetvizsgalo modszerek

A membranfluiditasrol szerzett informaciokat az alkalmazott mérési modszerek
felbontoképessége szerint csoportosithatjuk (Shinitzky és Yuli, 1982). A makrosz-
kopikus szint a lipideket, mint izotrop termodinamikai rendszert kozeliti meg mechanikai
vagy kalometrias eszkozokkel (DSC, DTA), (rontgen-sugar diffrakcid). A nyert
informacio a rendszerben bekovetkezo valtozasokra utal mint pl. a gél-folyadékkristalyos
fazisatmeneti hOmérséklet. A szubmakroszkOpikus szint molekularis mélységi
felbontasat nyujtja a lipidek fluiditasanak. Erre a célra foleg a kiilsé molekulaszondakat
alkalmazo spektroszkopiai modszerek, a fluoreszcencia anizotropia és az elektronspin
rezonancia spektroszkopia (ESR) hasznalatosak. A molekulaszonda tébbnyire valamilyen
membranalkotohoz hasonld molekula, fehérje, lipid vagy zsirsavhordozora kotott
fluorofér ill. szabadgyok, melyet be kell épiteni a vizsgalando kettosrétegbe. Ezekben az
esetekben az alkalmazott szonda fizikai és kémiai tulajdonsagaitél fliggd
mikrokornyezetr6l kapunk informaciokat, a fluiditas jellemzésére hasznalt paraméter
pedig egy meghatarozott iddallandoval jellemezhetd mozgashoz lesz rendelhetd.
Fluoreszcens technikaval eredményesen vizsgalhatok a 10°-10%s, ESR technikaval pedig
101-107s idétartomanyban lejatszodé molekularis mozgasok. Mivel eljarasonként és
szondanként mas fizikai tartalmat hordozd fluiditas paraméterrel kell szamolnunk, az
eredmények Osszehasonlitasakor nagy koriltekintésre van sziikség (Brenner, 1984). A
mikroszképikus  szint informaciot nyljt az egyes atomokcsoportokrol ill.
molekularészekrél a lipidréteg kiilonb6zd mélységeiben. llyen vizsgalati modszerek a
magmagneses rezonancia spektroszkopia (NMR) és a mar részletesen targyalt FTIR.
Mindkét mddszer elénye, hogy nem hasznal kiilsé szondamolekulat, igy a kapott

fluiditasparaméter kozvetleniil jellemzi a membran allapotat.
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Mivel a mérési modszerek mindegyike sajatos idoablakkal rendelkezik, és igy
mas-mas paramétert mér, a fluiditas fogalmat kiilonb6z6képpen definialja. Ez az oka
annak, hogy Osszehasonlitva egyazon rendszer kiilonb6z0 modszerekkel mért

“fluiditasat™ gyakran ellentmondasos eredményeket kaphatunk (McElhaney, 1994).

34



Anyag és modszer

Anyag és modszer

I. Felhasznalt anyagok

A pufferekhez sziikséges HEPES, TES és a fotoszintetikus aktivitas mérések
soran hasznalt p-benzokinon (pBQ), 3-(3,4-diklorfenil)-1,]1-dimetilurea (DCMU),
rifampicin, kloramfenikol, a proteazgatlé fenilmetil-szulfonil fluorid (PMSF) és
kapronsav, valamint a dezoxiribonukleaz (Dn-az) a Sigma Chemical Co. termékei voltak.

A membran-izolalas soran felhasznalt lizozim, és az elektronmikroszkopos
beagyazasnal hasznalt durkupan a Fluka gyar terméke volt.

Az RNS izolalas soran hasznalt vegyszerek, anyagok (Hybond-N Nylon
membran, Megaprime DNA system) az Amersham cég termékei voltak. A molekulasuly
marker I Boehringer Mannheimtdl szarmaztak.

Minden egyéb felhasznalt vegyszer a Reanal terméke volt.

I1. A kisérletek soran hasznalt cianobaktérium és nevelési koriillményei

A vad tipusu Synechocystis PCC 6803 sejteket a Wada és mtsai altal leirtak
szerint neveltik (1989). A sejteket BG 11 médiumban novesztettiik (Stainer és mtsai,
1971) fotoautotrof kérilmények kozott. A buborékoltatott kulturanal alkalmazott
fényintenzitas 40 pmol m? s volt, a steril levegd 1 % CO,-ot tartalmazott (Ono és
Murata, 1981). A fotoheterotrof modon nétt sejteket BG 11 médiumban novesztettiik,
amelyhez 5 mM el6z0leg strerilizalt gliikozt adtunk. A nevelés soran a sejtek termosztalt

razoban, s6tétben néttek ugy, hogy napi 10 perces normal fényintenzitasa (40 umol m?
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s') megvilagitast kaptak (Anderson és McIntosh 1991). A kisérletek soran az

alkalmazott fény intenzitasa mindig 40 pmol m? s volt.

III. Spektroszkopiai mérések

III/1. Sejtnovekedés mérés

A sejtek ndvekedését spektrofotometrias méréssel kovettik nyomon. 750 nm-nél
mértik az optikai denzitas valtozasat, amihez Shimadzu UV-3000 Dual-
Wavelength/Double-Beam Recording Spectrophotometert hasznaltunk. A méréseket 1
cm uthosszu kvarc kiivettaval végeztiik. Az eredmények és megvitatasuk cimi fejezetben

3 egymastol fuggetlen kisérlet eredményének atlagat adtam meg.

III/2. Abszorpciés spektrumok felvétele

Az intakt sejtek abszorpcids spektrumait szintén a fent emlitett Shimadzu

fotométerrel vettiik fel nm-enként.

IV. Fotoszintetikus aktivitas mérések

Az intakt sejtek fotoszintetikus oxigén fejlddésének mérését (H,O0—CO,) BG 11
pufferban végeztik el, amihez elektrondonort vagy akceptort nem adtunk. A méréseket
Clark-tipusu oxigén elektroddal végeztiik el, ami a Hansatech gyar terméke. A mintatarto
elé egy voros optikai sziir6t szereltink — a sziirdn athaladé fényt képesek a

cianobaktériumok elnyelni - (VR620, Hoya Glass Co., Tokyo). A megyvilagitas
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fényintezitdsa 350 pumol m? s volt. A megvilagitas utini oxigénfejlédést mindig
termosztalt korilmények kozott mértik az adatokat a klorofill mennyiségére
vonatkoztatva adtam meg. Az oxigén fejlodés abszolut értékei a sotétben nevelt sejteknél
nem tértek el azoktdl az értékektdl (az eltérés kissebb volt, mint 10 %) amit a fényen

nevelt sejteknél kaptunk.

V. Transzmisszios (atnézeti) elektronmikroszkopia

A sejteket centrifugalas utan 2%-os glutartaldehiddel 4 6ran at 4 °C-on fixaltuk,
majd 18 oran at 0.1 M foszfatpufferrel (pH 7.2) tortént mosas utan Millonig oldattal
higitott 1%-0s OsO4-al 1 Oran keresztiil utéfixaltuk (Millonig, 1961). A fixalast kovetd
viztelenitettiik (30, 50, 70, 90, 96, 100%), majd kapszulakban durkupanba agyaztuk. A
kapszulakat 2 napig (a gyanta teljes megkeményedéséig) 56°C-os termosztatba
helyeztilk. A metszést Tesla BS 278 ultramikrotomon tivegkéssel végeztik. Az eziist
interferencia szinii (kb. 60 um vastag) metszeteket mesh-es rostélyra vettiik fel, majd 1
oraig cseppen usztatva témény uranilacetattal, majd olomcitrattal (Reynolds, 1963)
festettik. A metszeteket Zeiss (HBA-1) tipusui vakuumg6zo6ldben szénhartyaval
stabilizdltuk. Az igy elOkészitett mintadkat OPTON 902 elektronmikroszkoppal

tanulmanyoztuk.
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VI. Lipid extrakcio és zsirsav-analizis

VI/1. Lipid extrakcio

A lipideket Bligh és Dyer (1959) altal leirt modon nyertiikk ki a sejtekbol. A

sejteket kloroform és metanol 1:2 aranyu elegyével extrahaltuk.

V1/2. Zsirsav-analizis

A lipidkivonatokat 5%-0s metanolban 2 Oraig észteresitettiik, és az igy kapott
zsirsav-metilésztereket gazkromatograffal azonositottuk (Shimadzu, GC-4A vagy GC-
14A), és mennyiségi meghatarozasukat elvégeztiik. A zsirsav-metilésztereket liveg-
oszlopon (2.0 m x 4.0 mm) valasztottuk el egymastol, ami 15% dietilénglicerol
szukcinattal volt toltve, hordozoként Chromsorb W-t hasznaltunk. Az elvalasztashoz
kapillarisoszlopot is alkalmaztunk (Quadrex, CPS-1, 50 m x 0.25 mm) amihez 0.25 pm
cianopropilmetil szilikon volt kotve. Az oszlop és a lang-ionizacids detektor
hémérséklete 180°C ill. 260°C volt. A zsirsavak egymashoz viszonyitott mennyiségét a
kromatografias csucsok teriileteinek integralasaval (Shimadzu, C-R3A) szamitottuk ki. A
zsirsavak azonositasat gazkromatograf-tomegspektrométeren (JEOL, JMS-DX-300)
végeztiik, amihez az adatok kiértékeléséhez egy JEOL BJIM-3100 adatkiértékeld egység

csatlakozott, belso standardként 15:0 zsirsavat hasznaltuk.
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VII. A citoplazmas és tilakoid sejtmembranok izolalasa cianobaktériumokbol

A sejteket 4000 g-s, 10 perces centrifugalassal 6sszegyujtottiik, és 60 ml 5 mM-
os TES-NaOH pufferral (pH 7.0) térténd mosas és ismételt centrifugalas utan
felszuszpendaltuk 30 ml 10 mM-os TES-NaOH pufferba (pH 7.0), ami 600 mM
szacharozt és 5 mM EDTA-t tartalmazott. Az igy kapott sejtszuszpenzidhoz 0.2%
lizozimot adtunk, majd a szuszpenziét enyhe razogatas kézben, sotétben 2 oraig 37°C-
on tartottuk. A lizozimmal kezelt sejteket 5000 g-s, 10 perces centrifugalassal gyijtottik
Ossze, majd a lizozim eltavolitasa érdekében kétszer mostuk 20 mM-os TES-NaOH
pufferral (pH 7.0), ami 600 mM szacharozt tartalmazott. Az ezt kovetd lépések 4°C-on
torténtek. A sejteket felvettiik 30 ml 20 mM-os TES-NaOH pufferba (pH 7.0), ami 600
mM szacharézt tartamazott, és “French pressure cell” segitségével feltortik 2x10’ Pa
nyomason. A homogenizatumhoz 0.05 m! 0.1%-os DN-az I-et adtunk, ami 1 mM
MgCly-ot tartalmazo Na-acetat pufferban (pH 5.6) volt oldva. Proteazgatioként 0.1 ml
3%-0s, metanolban oldott PMSF-et adtunk. 15 perces inkubacid utan a fel nem tart
sejtektol és a sejttormelékektol 10 perces 5000 g-s centrifugalassal szabadultunk meg. A
vords szinli, fluoreszkalé feliilliszo tartalmazta a membranokat. A feliilliszOhoz annyi
90%-0s szacharéz tartalmi 24 mM TES-NaOH puffert (pH 7.0) adtunk, ami 12 mM
EDTA-t, 24 mM NaCl-t, hogy a minta 50 tdmeg %-os lett. Ebbol 17 ml-t pipettaztunk a
centrifugacsé aljara, majd 8 ml 39%-os, 3 ml 30%-0s €s 7 ml 10%-0s szachardz tartalmu
TES-NaOH puffereket (pH 7.0) rétegeztiink egymasra. Ezek a pufferek még
tartalmaztak 5 mM EDTA-t, 10 mM NaCl-t és 1 mM PMSF-t. Az igy kapott cukor-
gradiensen valasztotunk el egymastdl centrifugalassal (16 oras 130000 g) a
membranokat. A tilakoid membran a 39%-os és 50%-os cukorréteg hataran, a

narancssarga szinii plazma membran a 30%-os rétegben volt taldlhatd. A mintakat
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haromszoros mennyiségii 10 mM TES-NaOH pufferral(pH 7.0) mostuk, ami 10 mM
NaCl-t tartalmazott. Ezutan 2 6ran keresztiil centrifugaltuk 300000 g-vel majd, a cs6
aljan kiilt membranokat 10 mM TES-NaOH pufferben (pH 7.0) vettiik fel tovabbi

analizis céljabol (Murata és Ono, 1988).

VIIL. RNS izolalas és Northern Blot analizis

A total RNS izolalas Nagy és mtsai (1988) leirasa alapjan tortént a kovetkezd
modositassal. Mielott a sejteket feltortilk volna, az RNS degradalodasanak
megakadalyozasa érdekében a feldolgozandé kulturakat azonos mennyiségii 0°C-os
etanollal kevertik Ossze, ami 5% fenolt tartalmazott, majd Sato (1995) altal leirtak
szerint sszegyljtottikk a sejteket. A kiilonb6z0 deszaturaz gének expresszids szintjét a
kovetkezokben leirt Northern blot analizissel hataroztuk meg. 5 pg total RNS tartalmu
mintakat elektroforézissel valsztottuk el 1.2%-os agar6z gélen, ami formaldehidet
tartalmazott, majd Hybond-N nylon membranra blottoltuk, és UV fénnyel rogzitettiik a
gyarté cég utmutatasa alapjan. A filtereket elohibridizaltuk 3 6ran at, majd Church
pufferben (1984) hibridizaltuk radioaktiv probakkal 65°C-on 16 éraig. Mosas utan a
hibridizalé6 RNS mintakat autoradiogramos modszerrel vizsgaltuk. A négy deszaturaz
gén kodolo régiojat és a 16S rRNS fragmentjét PCR reakcioval felerositettiik specifikus,
szintetikus oligonukleotid primereket hasznalva. Az izolalt DNS fragmenteket
[0>P]dCTP-kezeltiik Megaprime DNA labelling system segitségével. A hibridizalo
savok méretét RNS molekulasuly marker I-gyel hataroztuk meg. A Northern blottrdl a
radioaktiv probakat (a gyartd utmutatasa szerint) lemostuk és azokat hibridizalashoz {j

probakkal Gjra felhasznaltuk. A deszaturaz gének expresszios szintjét mindig a 16S RNS
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génre normalizaltuk. A mennyiségi meghatarozast Phosphlmager (type445SI:software,

Image Quant 4.1) segitségével hataroztuk meg,

IX. Fourier transzformacios infravoros spektroszkopia

A spektroszkopiai vizsgalatok el6tt a membranokat centrifugaltuk, és az izolalasi
procedura soran alkalmazott 10 mM TES-NaOH (pH 7.0) hasznaltunk, de H,O helyett
D,O-t tartalmazott és ismételten centrifugaltuk a mintakat. A membran szuszpenziot 25
pum atmérdjii CaF, ablakok k6zé helyeztitk és az éleit szilikon zsirral kentiik be, hogy
megakadalyozzuk a viz parolgasat a mérés soran, amely 2-3°C-ként tortént 5-65°C
kézo6tt. Az FTIR spekrumok felvétele Philips PU9800 és Bruker IFS66 spekrométeren 2
cm’ felbotassal tortént 128 interforgram hozzaadasaval. A hémérsékletet 10 perces
varakozasi idovel emeltiikk 2-3°C-al. Az egész mérési ciklust szamitogép vezérelte. Az

adatokat SPSERYV software alapjan értékeltik (Bagyinka, Cs. Szeged).

41



Eredmények és megvitatdsuk

Eredmények és megvitatasuk

I. Sejtnovekedés

A cianobaktériumok fiziologids allapotar6l jol hasznalhaté informaciét ad az
adott homérsékleten megfigyelhetd sejtosztédas. A mezoterm csoportba tartozod
Synechocystis PCC 6803 novekedési tartomanya 18°C és 39°C kozé esik, ez alatt a
sejtek gyakorlatilag nem osztodnak, vagy csak nagyon lassan, e felett pedig szintén
megall a sejtosztodas, és 40°C felett a sejtek a magas hémérséklet miatt elpusztulnak.

Kisérletiink soran arra voltunk kivancsiak, hogy az autotrof (fényen és CO,, mint

szénforras) és fényaktivalt fotoheterotrof modon nott sejtek (sotétben, 5 mM glitkkoz
hozzaadasaval) hogyan n6nek a névekedési optimum alatti homeérsékleten (25°C) és egy
a novekedési optimumhoz kézeli (35°C) homérsékleten. A kisérletek soran a kiindulasi
optikai denzitas ODso-nél 0.2 volt (8. abra).
Azt tapasztaltuk az irodalomnak megfeleléen, hogy a sejtek mind sététben, mind pedig
fényen képesek élni, osztédni (Anderson és McIntosh, 1991). 25°C-on mind CO, , mind
pedig gliikoz jelenlétében hosszabb lag periddus utan kezdtek osztodni, de az osztodas
iitemében nem talaltunk jelentds kiilonbséget, kozel azonos sebességgel osztodtak. 35°C-
on a lag periodus rovidebb, mint 25°C-on, az osztédas gyorsabb volt a 25°C-on nétt
sejtekhez képest. 35°C-on, fényen a lag periodus rovidebb, mint ugyanezen a
homérsékleten sotétben. Az osztddas iitemében ezen a homérsékleten sem tapasztaltunk
jelent6s kiillonbséget ha sejtek fényen, vagy sotétben nittek.

A hét napig tarté kisérletek utan azt a kdvetkeztetést tudtuk levonni, hogy 35°C-

on gyorsabban nonek a sejtek, mint 25°C-on, de a fény nem befolyasolja a novekedés
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utemét. A sejtek akkor is hasonldé utemben voltak képesek szaporodni, ha nem a

fotoszintézis altal termelt energiat hasznaltak fel az osztodasukhoz, hanem az oxidativ

elektrontranszport miitkodése soran eldallitott ATP-t. A homérséklet volt az a tényezo,

amely meghatarozta sejtek osztodasi sebességét fliggetleniil attol, hogy a sejtek

fotoautotrof modon, vagy fényaktivalt heterotrof modon néttek.
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8. abra A Symechocystis PCC 6803 sejtek novekedési gorbéje kulonbozdé nevelési

koralmények kozott. A sejtnovekedést az abszorpci6 valtozasaval kovettiikk nyomon

OD-so nm-nél. A sejtek 40umol m™ s™ intenzitasa fényen néttek. (A minden tovabbi

kisérlet soran ez volt az alkalmazott fényintezitas.)
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I1. Fotoszintetikus aktivitas

Megmértikk a kiillonb6zé nevelési korilmények kozott nétt cianobaktérium
sejtkulturak homeérsékletfiiggd fotoszintetikus aktivitasat H,O-tol CO,-ig. A kisérlet
soran 3°C-onként emeltiik a homérsékletet a mérdcellaban. Az eredményeket a 9/a és

9/b. abrak mutatjak.
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9/a. abra A fotoautotrof médon nétt Syrnechocystis PCC 6803 sejtek homérsékletfiiggd
fotoszintetikus aktivitasanak (H,O—>CO,) gorbéi. Az abran a hoémérsekletfiiggd
fotoszintetikus aktivitas maximumainak értékei vannak feltiintetve.
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Ha a sejteket fétoautotréf modon neveltiik 25°C-on, a sejtek 31°C koriil mutattak
a legnagyobb fotoszintetikus aktivitast, mig azon a sejtek esetében amelyeket 35°C-on
neveltiink, 40°C-nal adédott a maximum. A sotétben nevelt sejteknél nem tapasztaltunk
ilyen nagy kulonbséget a homérsékletfliggd fotoszintetikus aktivitasban, ha kiilonbozo
homérsékleteken neveltiikk a kultirakat. 25°C-on nevelt sejtek esetében az aktivitas
maximuma 39°C-on volt, mig ha a sejtek 35°C-on néttek ez a maximum 41°C-nal volt.
Megmértitk azoknak a sejteknek a fotoszintetikus aktivitasat is, amelyek S mM glitkoz
tartalmi BG-11 pufferben CO,-al buborékoltatva 25°C—on, ill. 35°C-on néttek (ezeket az
eredményeket a 9/a. és 9/b. abrak nem mutatjak) és hasonl6 eredményeket kaptunk, mint
abban az esetben, amikor a sejtek autotrof médon néttek. Az eredmények azt
bizonyitjak, hogyha a sejtek autotrof médon néttek gliikoz jelenlétében vagy anélkiil, a
nevelési homérséklet volt az a tényezd, ami meghatarozta a homérsékletfiiggd
fotoszintézis maximumat, mig ha sejtek sotétben néttek glitkoz jelenlétében a nevelési
hémérséklet nem befolyasolta jelentdsen a maximum homérsékletet. A sejtek mintha nem
érzékelték volna a kiils0 homérsékleti kiilonbséget, és a 25°C-on nétt sejtek ugy
viselkedtek, mintha 35°C-on néttek volna.

Kisérletesen bizonyitott, hogy a 25°C-on nevelt sejtek 35°C-ra helyezése nem
okozott gondot a sejt életében, mig forditott iranyban a sejtek tobb oOran keresztil
adaptalodtak a megvaltozott koriilményhez. A homérsékletfiiggd fotoszintetikus aktivitas
maximumainak eltolodasat a sejtek membranjainak zsirsavtartalmaval magyarazhatjuk,
alacsonyabb homérsékleten a sejtek membranjainak zsirsavtartalma telitetlenebb, ami
nem jelent hatranyt ha a sejtek magas hémérsékletre keriilnek. A telitettség viszont

hatranyosan hat forditott iranyban.
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9/b. abra A heterotrof modon nétt Synechocystis PCC 6803 sejtek homérsékletfiggd
fotoszintetikus aktivitasanak (H,O—>CO,) gorbéi. Az abran a homérsékletfliggd

fotoszintetikus aktivitas maximumainak értékei vannak feltiintetve.
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III. A Synechocystis PCC 6803 sejtek elektronmikroszkopos finomszerkezete

Annak eldontésére, hogy hogyan valtoznak a sejtek subcellulans struktarai, ha az
autotrof életmodrol heterotrof életmodra allnak at, elektronmikroszkopos felvételeket
készitettiink. A morfologia kisérletekhez logaritmikus fazisban 1évo sejteket hasznaltunk.
Kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak, hogy milyen valtozasokon ment keresztil a
cianobaktérium életének szempontjabol nélkiilozhetetlen tilakoid membranrendszer, ahol
a fotoszintézis folyamata lejatszodik.

A tilakoid membranok pontos szerkezete fiigg a sejtek élettani allapotatol
(Stevens és Nierzwicki-Bauer, 1991). A megvaltozott kilsé koriilmények megvaltozott
membranstrukturat eredményeznek. Az irodalomban leirt elektronmikroszkopos
szerkezetnek (Stainer és Cohen-Bazire, 1977) a 35°C-on autotroéf médon nétt sejtek
felelnek meg a legjobban. 10/a. abra mutatia a 35°C-os autotrof sejtek
elektronmikroszkopos képét. [Ezeknek a sejteknek szabalyos a tilakoid
membranrendszere, amely elengedhetetlen a jo! mik6dé fotoszintézishez. Az
elektronmikroszopos képeken jol lathato az intakt, kettds plazmamemt;rénrendszer. Ez
alatt minden sejt 3-6 rétegli, koncentrikus korokben futé tilakoid membranrendszerrel
rendelkezik. A rétegek kozott kb. 60 nm szélességli festett régio talalhato, melyben a
cianobaktériumok jellegzetes fénybegyiijtd komplexe, a fikobiliszoma lokalizalodik.
Alacsonyabb hdmérsékleten, 25°C-on a sejtek a membranrétegeinek szamaban nem
tapasztaltunk jelentds csokkenést (10/b. abra). A jol festodd régioban, ahol a
fikobiliszomak talalhatok, viszont csokkenést tapasztaltunk a 35°C-os mintakhoz képest.
Hasonlé elektronmikroszkopos képet kaptunk, ha a sejtek heterotréf médon 35°C-on
néttek (10/c. abra). A felvételen jol lathaté, hogy a tilakoid membranrétegek szama

csokken, rendezettségik nem mutatja a fényen nott sejtek rendezettségét. Ezzel
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parhuzamosan a fikobiliszomatartalom csokkenése is megfigyelhetd. 25°C-on, sotétben
nott sejtek tilakoid membranredszere nagymértékben redukalt, a fényen nott sejtekhez
képest csak 15-20% tilakoid membrannal rendelkeznek. A membranszerkezet
véletlenszer(i eloszlast mutat, megsziinik a jellegzetes koncentrikus lefutas, emellett a
fikobiliszomak szamanak tovabbi csokkenése figyelhet6 meg. A sejtek kevesebb
fénybegyiijtd komplexet tartalmaznak, mint a 35°C-on, sététben nétt sejtek (10/d. abra).
Ezeket a valtozasokat azzal magyarazhatjuk, hogy a sotétben nevelt sejtek esetében a
fotoszintézis nem miikodik, ezért energetikailag nem lenne elény6s egy bonyolult
membranrendszer kialakitasa €s fenntartasa. A membranszintézisben csokkenés
tapasztalhato, de sohasem tiinik el teljesen a tilakoidmembran. E jelenségnek az az oka,
hogy a tilakoid membran teljes elvesztése a sejt halaldhoz vezetne, mivel az oxidativ
elektrontranszport-lanc egyes komponensei is ebben a membranban lokalizaltak,
masrészt a sejt fényre kertilése esetén a fotoszintézis fogja biztositani a metabolitikus
folyamatokhoz az energiat. A soOtétben nott sejteket fényre visszahelyezve azt
tapasztaltuk, hogy a sejtek helyreallitjak tilakoid membranjainak eredeti szerkezetét

(10/e.és f. abrak).
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10. abra. Autotrof és fotoheterotr6f modon nétt Symechocystis PCC 6803 sejtek
elektronmikroszkopos képei

10/a. Fényen, 25°C-on nétt sejt elektronmikroszkopos képe

10/b. Sététben, 25°C-on nétt sejt elektronmikroszkopos képe

10/c. Fényen, 35°C-on nétt sejt elektronmikroszkopos képe

10/d. Sotétben, 35°C-on nétt sejt elektronmikroszkopos képe

10/e. Sététben, 25°C-on nétt, majd fényre, 25°C-ra helyezett sejt elektronmikroszkopos
képe

10/f. Sététben, 35°C-on nétt, majd fényre, 35°C-ra helyezett sejt elektronmikroszkdpos

képe
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IV. Spektralis analizis

Felvettiik a logaritmikus fazisban 1évé sejtek abszorpcios spektrumait 350-800

nm kozott (11/a és 11/b abra).
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11/a abra A 25°C-on, fényen és sotétben nétt Symechocystis PCC 6803 sejtek

abszorpcios spektrumai. A spektrumok normalizalasa a klorofill-a cstcsra tortént.

A spektrumok konnyebb értelmezése érdekében a sejtek klorofill csucsara normaltuk az
egyes spektrumokat. A 25°C-on és 35°C-on noétt sejteknél egyarant azt tapasztaltuk,
hogy a sejtek klorofill mennyisége jelentdsen csokkent (2. tablazat), melynek jellemzd
savja 678 nm-nél van a 625 nm-nél abszorbeald fikobiliproteineknez képest. Ez a

csokkenés hasonld mértéki volt a kilonbozd homérsékleten nevelt sejteknél. A
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klorofilltartalom csokkenését szintén a csokkent fotoszintetikus aktivitassal
magyarazhatjuk. Ha a sotétben nevelt sejteket visszahelyeztiik alland6 megvilagitasra, az
eredeti novekedési homérséklet megtartasaval 3-4 nap mulva a kontroll sejtek
spektrumahoz  hasonlé  spektrumokat kaptunk, a sejtek megnovekedett

klorofillszintézissel alkalmazkodtak a fotoszintézisre alkalmas kornyezethez.
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11/b abra A 35°C-on, fényen és sotétben noétt Symechocystis PCC 6803 sejtek

abszorpcios spektrumai. A spektrumok normalizalasa a klorofill-a cstcsra tortént.

A spektrumok analizise felvilagositast ad a sejtek pigmentosszetételérol.
Anacystis nidulans sejteken figyelték meg el0szor, hogy a novekedési homérséklettol
fliggden eltér6 a fikocianin/klorofill arany (Goedheer, 1976). A 35°C alatt novo

kultirakban magasabb volt a klorofilltartalom, ezért ezeket “zold” vagy “kék-zold”
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sejteknek nevezte el, mig azok a sejtek melyek 39°C felett néttek, és a fikocianin
dominalt benniik, a “kék™ elnevezést kaptak. Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a
sejtszamra vonatkoztatott klorofilltartalom kisebb a heterotrof modon nevelt sejtek

esetében (2. tablazat).

2. tablazat A tablazat a kiilonb6zo6 modon nevelt kulturak klorofilltartalmat mutatja. A
sejtek optikai denzitasat 750 nm-nél mértiikk. A mintavételek a sejtosztodas késoi

logaritmikus fazisaban torténtek (OD7s0:0.8.

Novekedési hémérséklet 25°C Novekedési hémérséklet 35°C
Optikai denzitas (OD+s0:0.8) Optikai denzitas (OD750:0.8)
autotrof heterotrof autotrof heterotrof

6.01 ug klorofill/m! | 1.77 ug klorofill/mi | 5.14 ug klorofill/ml | 2.78 ug klorofill/ml
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V/1. A kiilonboz6 nevelési koriilmények kozott nott sejtek zsirsavosszetétele

A biomembranok fizikai tulajdonsagainak egyik fontos meghatarozo6 tényezdje a
membranokban talalhato lipididek. Annak meghatarozasara, hogy milyen szerepe van a
hémérsékletnek és a fénynek a tobbszorosen telitetlen zsirsavak szintézisére, autotrof és
fényaktivalt heterotrof médon nétt sejtek zsirsavanalizisét végeztiik el. Az eredményeket
a 3. tablazatban foglaltam ossze.

A membranlipidek zsirsavtelitetlenségét sok mas tényez0 mellett a nevelési
homérséklet is meghatarozza. Mind a magasabbrendii névényeknél, mind a
cianobaktériumoknal a nevelési homérséklet csokkentése a telitetlen zsirsavtartalom
novekedését okozta a membranokban. Alacsony homérsékleten csékken a membranok
mikroviszkozitasa, és ezt a negativ hatast a zsirsavtelitetlenség ndvelésével probalja
kompenzalni az adott élolény. Az ilyen jellegii regulacid ahhoz sziikkséges, hogy az €16
szervezetek széles tartomanyban meg tudjak érizni membranjaik épségét és a hozzajuk
ko6t6do funkciok optimalis miikédését (Cossins, 1994). Mint azt korabban Synechocystis
PCC 6803 sejteken végzett kisérletekkel igazoltak, jelentds kiilonbségek adddnak a
sejtek zsirsavosszetételében, ha azokat kiilonboz6é hOmérsékleten nevelték (Murata és
mtsai, 1992). A lipidtelitetlenség n6 a novekedési homérséklet csokkentésével és
forditva.

Ha a sejteket fényen 25°C és 35°C-on neveltiik, a legszembet{indbb valtozas az
volt, hogy a 35°C-on nevelt sejteknél a 18:4 és a a18:3 zsirsavak csak nyomokban voltak
detektalhatok a gazkromatografias mérések soran. Ezen zsirsavak szintézise alacsony
hémérsékleten torténik meg. Egyéb zsirsavak mennyiségében csak elenyészo
kiilonbségeket tapasztaltunk. Ha sejteket heterotrof médon neveltiikk 25°C és 35°C-on,

kozel azonos volt a sejtek zsirsavtartalma. A 18:4 és a a18:3 zsirsavak mennyisége
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mindkét esetben csak nyomokban volt detektalhatd csakigy, mint az autotrof, 35°C-os
sejtek esetében.

A fényen és a sotétben nétt sejtek zsirsavosszetételét 6sszehasonlitva azt kaptuk,
hogy az utdbbiak zsirsavosszetétele a fényen, 35°C-on nott sejtekével szinte megegyezo.
Mind a fényen, mind a sététben n6vo sejtek legnagyobb mennyiségli zsirsava a 16:0
Wada, 1995). Ennek a zsirsavnak a mennyiségét nem befolyasolta jelentosen nevelési
hémérséklet bar a sotétben nevelt sejtek esetében csokkenést tapasztaltunk. Ezzel
szemben jelentdsen megnoétt az egyszeresen telitetlen zsirsavak mennyisége a s6tétben
nevelt sejtekben a fényen nevelt sejtekkel szemben. A 16:1 mennyisége haromszorosara,
mig a 18:1 kétszeresére nott sotétben.

Osszehasonlitva fényen, 5 mM gliikdz hozzaadasaval nevelt sejtek zsirsavtartamat
az autotrof médon nétt sejtek zsirsavosszetételével nem kaptunk kiilonbséget. Az
eredmények alapjan a 18:4 és a a18:3 zsirsavak eltiinését a membranokbol alacsony

Ch6mérsékleten nem a glikéz okozta. Tovabba ezen t6bbszorosen telitetlen zsirsavak
megjelenéséhez nem elegendd az alacsony hdmérséklet, mint ezt a korabbi eredmények

alapjan feltételezték, hanem a fénynek is dont6 szerepe van.
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3. tablazat Synechocystis PCC 6803 sejtek total lipidjeinek zsirsavosszetétele. A sejtek

fényen (autotrof) és sotétben (heterotrof), 5 mM gliik6z jelenlétében 25°C és 35°C-on

néttek.
Synechocystis PCC6803
autotrof heterotréf
Zsirsavak novekedési homérséklet
25°C 35°C 25°C 35°C
Zsirsav Osszetétel (relativ %)
16:0 52 58 44 45
16:1 4 3 14 13
18:0 1 1 1 nyom.
18:1 9 8 16 17
18:2 10 12 10 11
v18:3 15 17 15 14
al8:3 5 nyom. nyom. nyom.
18:4 4 nyom. nyom. nyom.

nyom.: nyomokban (<0.5%)
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V/2. A killonb6zo nevelési korilmények kozott nott sejtekbdl izolalt membranok

zsirsavosszetétele

Mind a citoplazmas membranok, mind pedig a tilakoid membranok zsirsavaiban
eléfordulnak egyszeresen és tobbszordsen telitetlen zsirsavak. Az immonogold technika
segitségével bizonyitottak, hogy mind a citoplazmas membranhoz, mind pedig a tilakoid
membranhoz kétodnek deszaturaz enzimek (Mustardy és mtsai, 1996). Valdsziniisitheto,
hogy a lipiddeszaturacio eltéréen megy végbe a tilakoid és a citoplazmas membranban. A
kiillonb6z6 nevelési koriilmények kozott nevelt sejtekbdl tilakoid és citoplazmas
membranokat izolaltunk, majd meghataroztuk az egyes membranok zsirsavosszetételét
(4. tablazat).

Osszehasonlitva egy adott hémérsékleten, fényen vagy sotétben nétt sejtek
tilakoid és citoplazmas membranjainak zsirsavisszetételét, nem tudtunk jelentGs
kiilonbséget kimutatni. A 25°C-on, fényen nétt sejtekbol izolalt citoplazmas és tilakoid
membranokban egyarant megtalalhatoak a 18:4 és a «18:3 zsirsavak. Mig ugyanezek
hianyoztak az azonos homérsékleten, de sotétben nétt sejtekbdl. A korabbi
eredményekkel 6sszhangban a 35°C-on nétt sejtekbdl izolalt membranokbol, legyen az a
citoplazmas vagy a tilakoid membran, hianyoztak ezek a t6bbszordsen telitetlen zsirsavak
ha fényen neveltik Oket. Ugyanilyen eredményeket kaptunk akkor is ha 35°C-on,
sOtétben novesztettik a kultirakat. Az eredmények azt bizonyitjak, hogy bar a
citoplazmaban és a tilakoid membranban talalhat6 lipid deszaturaz enzimek, melyek a
kettos kotések kialakitasaért felelosek, nem azonosak; de abban hasonloak, hogy

alacsony hdmérsékleten a fény elengedhetetlen mikodésiikhoz.
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4. tablazat Synechocystis PCC 6803 sejtekbdl izolalt tilakoid (TM) és citoplazmas (CM)
membranok zsirsavosszetétele. A sejtek fényen (autotrof) és sotétben 5 mM gliikkéz

jelenlétében (heterotrof) néttek 25°C és 35°C-on.

Autotrof Heterotroéf

Zsirsa- Novekedési homérséklet

35°C 25°C 35°C

vak ™ CM ™ CM ™ CM ™ CM

Zsirsav dsszetétel (relativ %)

16:0 52.8 54.2 58.7 60.3 45.2 43.0 48.1 48
16:1 4.0 4.4 28 3.1 12.7 13.7 12.0 11.8
18:0 1 1 1 1 1 1 1 1
18:1 9.2 9.4 6.2 7.0 12.5 13.7 17.9 18.6
18:2 9.5 11.7 10.0 11.8 9.3 9.2 8.4 83

v18:3 14.8 12.3 243 16.2 18.7 18.3. 13.4 11.3

al8:3 5.6 4.1 nyom. [ nyom. | myom. | nyom. | nyom. | nyom.

18:4 4.4 3.0 nyom. | nyom. | nyom. | nyom. | nyom. nyom.

nyom.: nyomokban (<0.5%)
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V/3. A fény indukalta zsirsavosszetétel valtozas

Annak eldontésére, hogy milyen mindségi és mennyiségi valtozasokat okoz a fény
a sOtétben nevelt sejtek zsirsavosszetételében, fényre raktuk a kultirakat. A sejtekben
bekovetkezd mérésekkel  kovettik. Az

lipidvaltozasokat  gazkromatografias

eredményeket a 5. tablazatban foglaltam 6ssze.

5. tablazat A tablazatban a zsirsavOsszetételben bekovetkezO valtozasok kovethetdk
nyomon az ido fiiggvényében. A sejtek 25°C-on néttek sotétben, majd ugyanezen a
hémérsékleten tortént a fényre helyezésiik. A sotétben ndtt sejteket 40 pumol/m*/sec

fényintenzitassal vilagitottuk meg.

idd(h) Zsirsaviosszetétel (relativ%)
16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 v18:3 | 18:3 18:4
0 55 5 1 17 9 13 nyom. { nyom.
6 53 5 1 13 9 15 2 1
24 53 4 1 10 8 17 4 2
48 53 5 1 7 9 17 6 3
72 52 4 1 7 10 17 5 3

nyom.:nyomokbam (<0.5%)
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A kisérlet eredménye azt mutatja, hogy a fénynek nincsen hatasa a 16:0 a 16:1, a
18:0 és a 18:2 zsirsavak mennyiségére. Viszont szembetiind valtozas volt az egyszeresen
telitetlen zsirsav, a 18:1, és a tobbsz6rosen telitetlen, a y18:3 a «18:3 és a 18:4 zsirsavak
mennyiségében. A 18:1 mennyisége mar 6 6ra mulva csokkenést mutatott, 17 %-rol 13
%-ra, mig a y18:3 zsirsav 13%-rol 14 %-ra emelkedett. A masik két emlitett zsirsav a
018:3 és a 18:4 mennyisége az eddig nyomokban lévd mennyiségbdl a mérhetod
tartomanyba keriilt. A ilyeniranyh valtozas az id6 elorehaladtaval megmaradt, egyre
kifejezettebbé valt. Ezeknek a tobbszorosen telitetlen zsirsavaknak a mennyisége
folyamatosan noétt, majd 48 oras inkubaciés i1d6 utan a valtozasok elérték a
maximumukat, és tovabbi vatozast mar nem tapasztaltunk. AlapvetGen két tendenciat
figyelhetiink meg: a 18:1 mennyisége csokkent (17%-rol 7%-ra), mig a tobbszorésen
telitett zsirsavak mennyisége nott.

Kivancsiak voltunk, hogy a fényintenzitas milyen hatassal van a telitetlen
zsirsavak felhalmozodasara Synechocystis PCC 6803 sejtekben ezért a sotétben novod
sejteket kiilonboz6 fényintenzitasokkal vilagitottuk meg. Az altalunk valasztott
fényintenzitasok a kovetkezok voltak:

i, normal fényintenzitas (70 pmol m? sec™),

ii, kozepesen erds fényintenzitas (500 umol m? sec™),

iii, er0s fényintenzitas (2000 pmol m? sec™).

Azt tapasztaltuk, hogy a telitetlen zsirsavak felhalmozédasa fliggetlen a megvilagitasi

fény intenzitasatol.
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VL A deszaturaz enzimeket meghataroz6 mRNS-szint valtozasa

Miutan meghataroztuk a fényen és sotétben nott sejtek zsirsavisszetételét, és
megallapitottuk, hogy a fénynek szerepe van a telitetlen zsirsavak felhalmozodasaban,
arra szerettiink volna valaszt keresni, hogy milyen szinten torténik a szabalyozas.

Meghataroztuk a sotétben, 25°C-on ndvd sejtek négy lipid-deszaturaz enzim
génjének (desA, desB, desC és desD,) az alapallapoti mRNS szintjét, majd a sejteket
fényre téve a megvaltozott mRNS-szintet. A kulturakbol meghatarozott idékben vettiink
mintakat, melyekbdl total RNS-t izolaltunk, majd Northern-blot analizissel hataroztuk
meg az egyes gének mRNS szintjét. Az eredményeket a 12/a. abran foglaltam 6ssze.

Specifikus probakat hasznaltunk a desA4, desB és a desD gének azonositasara és
ennek megfeleléen egyediili savok voltak lathatok a géleken. A desA gén transzkriptuma
1.2 kB-nal, a desB transzkriptuma 1.4 kB-nal, a desD transzkriptuma 1.4 kB-nal volt. A
desC gén transzkriptuma kettGs savként jelent meg a 1.1 és 1.7 kB-nal. A primer
géntermék valosziniileg egy ut6érési folyamatban hasitodik.

Mint azt a 12/b. abra mutatja, a desC gén konstitutivan fejezodik ki, az altala
kodolt mRNS szint mindig kdzel azonos szinten van fiiggetleniil az alkalmazott nevelési
korilményt6l. Nem valtozott sem s6tétben, sem vilagosban.

A masik harom gén mRNS szintje nagyon gyorsan emelkedett, ha a sététben
nevelt sejteket fényre helyeztilk. Mind harom gén mRNS szintjében mar 10 perc utan
jelentds novekedés volt tapasztalhatd, a desB gén altal kodolt mRNS szintje 10%-rol
55%-ra, a desD gén altal kodolt 20%-r61 70%-ra, mig a desA gén kodolta 20%-rol 90%-
ra emelkedett. Egy oOra elteltével az mRNS szintek elérték a 100%-ot, és nem valtoztak
120 percig. A sOtétben nevelt sejtek 120 perces megvilagitasa utan a sejteket

visszahelyeztitk a sotétbe. Az érintett harom gén transzkriptuma 15 perc milva mar
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latvanyosan csokkent. A desA4 és a desD altal kodolt mRNS szintje gyorsabban csokkent
(100%-161 20%-ra), mint a desB mRNS szintje, mely 100%-r6l 60%-ra csokkent. Egy
ora elteltével a harom gén altal kodolt mRNS szint 20% volt és nem valtozott tovabb

(12/b. abra).

25°C. fény  25°C, sostét

desA

desB

desC

desD

0 15 60 120 135 180 240
Inkubaciods 1d6 (perc)

12/a. abra A heterotrof modon, 25°C-on nétt Synechocystis PCC 6803 torzs acil-lipid
deszaturaz génjeinek expresszios szintje 25°C-on, fényen (1-4.0szlop) majd

visszahelyezve sotétbe, 25 °C-on (5-7.0szlop). Minden sav 10 pg total RNS-t tartalmaz.
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12/b. abra A Symechocystis PCC 6803 torzs acil-lipid deszaturaz génjei altal
meghatarozott mRNS szintek valtozasa, 25°C-on fényen és sotétben. A sejtek heterotrof
modon néttek 25°C-on, sotétben, majd 120 percig fényre tettilk oket. A 120 perces

inkubacio utan a sejteket visszahelyeztiik a sotétbe.

A kovetkezo kisérletekben dsszehasonlitottuk, hogy milyen kilonbségek adodnak

a mRNS mennyiségében a kiilonbozé kezelések hatasara. A sejteket sotétbol fényre,
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vagy eltéré homérsékletre helyeztiik, mint azt mar korabban leirtak (Sakamoto €s mtsai,

1993, Wada és mtsai, 1993). Az eredményeket a 13/a. abra mutatja

25°C. fény 35°C, fény

desA

desB

desC

desD

0 15 60 120 135 180 240

Inkubécids 1d6 (perc)

13/a. abra Az autotrof médon, 35°C-on nétt Synechocystis PCC 6803 torzs acil-lipid
deszaturaz génjeinek expresszids szintje 25°C-ra helyezve fényen (1-4. oszlop) majd 120
peres inkubacié utan 35°C-on, fényen (5-7. oszlop). Minden sav 10 pg total RNS-t

tartalmaz.
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Az autotréf, 35°C-on modon nétt sejteket 120 percre 25°C-ra helyeztiik, mialatt
meghatarozott idoOkozékben mintakat vettiink, total RNS-est izolaltunk, amit Northern-
blot technikaval analizaltunk. 120 perc utan a sejteket visszahelyeztiik az eredeti nevelési
homérsékletiikre.

Mint azt a 13/a. abra mutatja a négy lipid deszaturaz gén transzkriptumanak
szintje és mintazata ahhoz az abrahoz hasonlit, amelyben a sotétben nevelt sejteket
fényre, majd sotétbe helyeztiik vissza. A desC gén expresszidja ebben az esetben is
konstitutiv volt. A masik hiarom gén altal kodolt mRNS szint nagyon gyorsan
emelkedett, ha a sejteket 35°C-r6l 25°C-ra helyeztiik. 10 perc utan a desD gén altal
kodolt mRNS szintje 20%-r6l 80%-ra, a des4 altal kodolté 15%-r6l 75%-ra, mig a desB
gén transzkriptuma 10%-r6l 72%-ra valtozott. Egy ora elteltével a desD és desA gének
altal kodolt mRNS szint 100%-ra, a desB gén transzkriptuma 80%-ra emelkedett, a
100%-ot 2 oOra utan érte el. Visszahelyezve a sejteket eredeti novekedési
homérsékletiikre a desC altal kodolt mRNS szint kivételével a masik harom gén altal
kodolt transzkriptumok mennyiségében jelentds csokkenés volt, 10 perc utan 10-20%-ra
estek vissza (13/b. abra).

A kisérletekbol azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a lipid-deszaturaz gének altal
kodolt transzkriptumokban hasonloé tendenciaji valtozasok torténnek, ha heterotrof
moddon, 25°C-on nétt sejteket fényre helyezziik, vagy az autotrof moédon 35°C-on nétt
sejteket 25°C-ra helyeztiik, azaz a desC gén altal kodolt mRNS szint valtozatlan marad,
mig a masik harom transzkriptum szintje 10 perces kezelés utan mar jelentésen megnd.
Ha a kezelt kultarakat visszahelyeztik eredeti nevelési konilmények kozé, a
transzkriptumok szintjének csokkenését tapasztaltuk. Ez alol csak a desC gén altal

kodolt mRNS szint volt kivétel.
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13/b. abra A Symechocystis PCC 6803 torzs acil-lipid deszaturaz génjei altal
meghatarozott mRNS szintek valtozasa 25°C-on és 35°C-on fényen. A sejtek autotrof
modon néttek 35°C-on, fényen, majd 120 percig 25°C-ra tettiik oket. A 120 perces

inkubacio utan a sejteket visszahelyeztiik 35°C-ra.

Ha a sejteket 5 mM gliikoz jelenlétében fényen 35°C-on neveltiik, majd a sejteket 25°C-

ra helyeztilk és sotétben tartottuk a Northern-blot analizis szerint a lipid-deszatuaz
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enzimeket kodolo gének indukcidjaban nem tortént valtozas. Az alacsony homérsékleten,

fényen bekovetkezod deszaturaz génindukcié sotétben gatolt volt (14. abra).

35°C, fény 25°C, sotét

desA

desB

desC

desD

1h 18h

14. abra Synechocystis PCC 6803 sejtek acil-lipid deszaturaz génjei altal kodolt mRNS
szintvaltozasok. A sejtek 35°C-on, fényen, 5 mM gliikoz jelenlétében (fotoheterotrof
modon) néttek(1. oszlop) majd 25°C-ra és sotétbe helyeztiik(2-3. oszlop). Minden

sav 10 pg total RNS-t tartalmaz.
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VII. A jelatviteli mechanizmus tanulmanyozasa

A deszaturaz gének expressziOjanak lehetséges jelatviteli utjanak
tanulmanyozasara két parhuzamos kisérletet végeztiink el. Elszor arra kerestiink
valaszt, hogy a fény aktivalta gének (desA, desB és desD) transzkriptumai milyen
kapcsolatban allnak a fotoszintetikus elektrontranszport lanc tagjainak redox allapotaval,
ezért a sotétben nott sejteket DCMU-val elinkubaltuk. Az eredményeket a 15. abra
mutatja.

Ha a sotétben nevelt sejeteket DCMU-val el6inkubaltuk majd megvilagitottuk, a
desA desB és desD gének transzkriptumainak felhalmozodasa gatolt volt. A kisérlet
masodik részében arra voltunk kivancsiak, hogy ezeknek a transzktiptumoknak a
felhalmozodasa fliigg-e a de novo szintézistol. Baktériumoknal hasznalt transzkripciot
gatlo inhibitort, a rifampicint, és a fehérje transzliciogatlo kloramfenikolt hasznaltuk,
mert lehetséges, hogy a génexpresszié regulalasaban fehérje faktor(ok) is szerepet
jatszanak. Az 15. abra mutatja, hogy nemcsak az elektrontranszport gatldé DCMU,
hanem ez a masik két inhibitor is gatolja a fényindukalhatd deszaturaz gének

expresszidjat.
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Kontroll +DCMU +Cm +Rif
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15. abra A DCMU (fotoszintézis gatlo, 4-5 oszlop) a kloramfenikol (traszlacio gatlo, 6-
7. oszlop) és a rifampicin (transzkripcio gatlo, 8-9. oszlop) hatasa a lipid-deszaturaz
gének expressziojara Synechocyistis PCC 6803 sejtek esetében. A sejtek heterotrof
moédon 25°C-on néttek majd fényre helyeztiik a kulturakat. A DCMU-val kezelt
mintat 1 percig sotétben eloinkubaltuk, minden sav 5 pg total RNS-t tartalmazott. Az
alkalmazott inhibitor koncentraciok a kovetkezok voltak: Rif: 200 pg/ml, Cm: 40

ug/ml, DCMU: 10 pg/ml,
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A cianobaktériumok membranjainak zsirsavosszetételben bekovetkezd valtozasokat
eddig egyediil a kiilonboz6 nevelési homérséklettel magyaraztak. Arra a kérdésre, hogy a
kiilsé6 kornyezetben bekovetkezd homérsékletvaltozas milyen jelatviteli mechanizmussal
torténik, napjaink egyre inkabb kutatott teriilete. Vigh és mtsai (1993) egy specifikus
alacsony homérsékleti receptort tételeztek fel a citoplazmas membranban, amely részt
vesz a jelatviteli folyamatban, de a homérsékleti jel észlelése és az ezaltal bekovetkezo
biokémiai reakciok tobbnyire még ismeretlenek. Eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy az alacsony homérsékleti stresszhez valod alkalmazkodas soran nem
egy specializalt homérsékleti szenzor jatszik szerepet, hanem sokkal inkabb a sejtek
energetikai és metabolitikus allapota hatarozza meg az alkalmazkodas eredményességét.
Kisérleti eredményeink tovabba azt is bizonyitjak, hogy minden olyan hatas, amely
befolyasolja a fotoszintetikus aktivitast, hatassal van az alkalmazkodas folyamatara. Ez a
hipotézis jol Osszeegyeztethetd a kovetkezd korabbi megfigyelésekkel: a biokémiai
reakciok és a fotoszintetikus aktivitds, amely az energiat szolgaltatja, nagymértékben
csokkennek alacsony hdmérsékleten és jelentds homérsékleti figgést mutatnak nemcsak
a cianobaktériumok esetében, hanem mas fotoszintetikus szervezeteknél is (Gombos és
mtsai, 1991). Ezt a megvaltozott aktivitast a tilakoid membranjaik glicerolipidjeinek
telitetlenségében bekovetkezd valtozassal kompenzaljak (Sato és Murata, 1980). A
sotétben nevelt sejtek esetében, ahol nem miikodik a fotoszintézis, az adaptacios
folyamat gatolt a fotoszintetikus membran szintjén és a zsirsavdeszaturacid csokkent
mértékben valosul meg. A zsirsavanalizisek soran kapott adatok azt bizonyitjak, hogy a
fotoszintézis folyamata jatszik elsodleges szerepet a zsirsavdeszaturacid folyamataban,
valosziniileg a fotoszintézis-fliggd faktorokon keresztiil. Ez a megfigyelés nem egyezik

az un. homeoviszkozus adaptacio elméletével (Cossins, 1994).
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Eredményeink alapjan és a korabban leirtak szerint az acil-lipid deszaturaz gének

expressziojanak lehetséges sémajat a 16. abra mutatja.
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16. abra Lipid deszaturaz gének expressziojanak lehetséges sémaja a Synechocystis PCC
6803 torzsben. Ures nyilak a gének expressziojat fényen, 25°C-on, a sotét nyilak

sotétben, 25°C-on mutatjak. A nyilak vastagsaga az egyes gének aktivitasat mutatjak.
] y gsag gyes 2 ]

Ezeknek az acil-lipid deszaturaz géneknek az expresszidos mintazata, beleértve a
transzkriptumok felhalmozddasanak sebességét, mennyiségét ¢és csokkenését, a
helyreallasi folyamat soran kozel azonos azzal, mint amit akkor figyeltek meg, amikor a
sejteket alacsony homérsékletre helyezték (Wada és Murata, 1990, Sakamoto és Bryant,
1997, Los és mtsai, 1997). A deszaturaz gének altal kodolt mRNS-felhalmozo6das mindig
gyorsabban torténik, mint a glicerolipid ®3 helyzetében bekovetkezd deszaturacio. Ez
azzal magyarazhato, hogy rovid lehiilés esetén nem sziikséges a membranstruktara teljes
atszervezése, viszont hosszu tavon elengedhetetlen. Ez az Gjonan létrehozott
membranszerkezet adja a hatteret a megvaltozott korilmények kozott végbemend

fotoszintézishez. Az igy kapott eredményeket a kovetkezdekben foglalhatom 6ssze:
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Bizonyitott, hogy a fényindukalt lipid deszaturaz gének miikodése soran

1, de novo fehérjeszintézis szirkséges

2, aregulaci6 valosziniileg a transzkripcio szintjén torténik

3, a jelatviteli mechanizmus a fotoszintézis kontrollja alatt all

4, a fényindukalt zsirsavdeszaturacio nem fugg a fényintenzitas erdsségétdl (mint azt
Synechococcus PCC 7002 esetében Sakamoto és Bryant 1997-ben leirta).

Azt, hogy a homérsékleti jel és a fényjel milyen kapcsolatban all egyenlére
ismeretlen. Nem ismert, hogy a zsirsav deszaturacio fugg-e a fény mindségét6l. Tovabba
arra kérdésre sincs még kielégité valasz, hogy a fényjel milyen mechanizmussal
kapcsolodik a deszaturacié folyamatahoz. Azt kideriteni, hogy milyen faktorok (pl.
kinazok és igy a foszforilacié vagy acilacio) jatszanak szerepet a jelatviteli folyamatban, a

késObbi terveinkben szerepelnek.
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VIII. Az FTIR spektrumok C-H régidjanak analizise

A nyujtott C-H régioval, (kiilonosen a 2851 ecm™ sav koriilivel, amit CH,-nek
neveznek) a biologiai membranok lipidjeinek zsirsav lancaiban bekovetkezé valtozasokat
lehet elsddlegesen karakterizalni. Meghataroztuk a vgm CH, rezgések energiajanak
hémérsékletfliggd valtozasat 25°C-on és 35°C-on fényen és sotétben nott tilakoid

membranok esetében.

1 Autotrof
28511 Heterotrof
G T T
Homérséklet (°C)

16. abra 25°C -on, fényen és sotétben nevelt Synechocystis PCC 6803 sejtekbodl izolalt

tilakoid membranok v,mCH, rezgések energiajanak homérsékletfliggd valtozasa.
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A 25°C-on nbtt sejtekbdl izolalt membranokat vizsgalva CH, rezgések alapjan azt
kaptuk, hogy a fényen nétt sejtekbél izolalt tilakoid membranoknak 10°C fok koril van
fazistranzicios pontja. A fazistranzicié pontja, az a pont amely alatt a sejtek membranjai
gél fazisban vannak. Ebben az éallapotban a membrant alkoto lipidek zsirsavlancai dontd
tobbségben all-trans allapotban vannak, mig a toréspont folott a gauche konformerek
aranya dominal, ami a folyadék-mozaik kristalyos allapotra jellemz6. A sotétben nevelt
sejtekbdl izolalt tilakoid membranok ettdl eltéré gorbét mutatnak, a fazisatalakulasra
jellemzd toréspont 25°C kérill van, ami megegyezik a nevelési homérséklettel. Ez a
faziseltolodas azt jelenti, hogy sotétben a sejtek membranjai magasabb homérsékleten
érik el a folyadék-mozaik kristalyos szerkezetet. Ezzel 6sszhangban fiziologias méréseink
szerint 25°C alatt s6tétben nem néttek a sejtek. A mérési adatok alapjan a gérbe masik
karakterisztikus vonasa, hogy maga a gorbe magasabb hullamszamok felé tolodott el.

35°C-on nétt sejtek esetében az el6zoekhez hasonlé gorbéket figyelhetiink meg.
Ha a sejtek fényen nonek, akkor a bel6lik izolalt tilakoid membranok fazistranzicios
pontja 14-16°C koriil adodik. Mindez a sététben nevelt sejteknél 33-35°C kériil van, azaz
a toréspont még magasabb hémérséklet felé tolodott el, mint a 25°C-os sejtek esetében.
Tovabbi tulajdonsiga ennek a gorbének, hogy az altalunk mért homérsékleti
tartomanyban a gorbe a teljes fazistranzicios gérbét mutatja, mig a 25°C-on nétt sejtek
esetében az all-trans allapot teljessé valasa nem figyelheto meg. A gorbe szigmoid alakl,
alacsony homérsékleten a gélfazisra jellemzO lefutast mutatja, majd lathatjuk az
atmenetre jellemz6 téréspontot. A gérbe magasabb, 35°C fol6tti tartomanya a folyadék-
mozaik kristalyos allapotot mutatja. Itt is megfigyelhetjiik, hogy a gorbe magasabb
hullimszam felé tolodik el, ha, a sejteket sotétben neveljiik. Az eredményeket a 18. abra

mutatja.
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18. abra 35°C-on, fényen és sotétben nevelt Synechocystis PCC 6803 sejtekbdl izolalt

tilakoid membranok vgm CH, rezgések energiajanak hémérsékletfliggd valtozasa

Arra a kérdésre, hogy a sotétben nevelt sejtekbdl izolalt tilakoid membranok
homérsékletfiiggd gorbéit osszehasonlitva az ugyanazon a homérsékleten, fényen nevelt
tilakoid-membranok homérsékletfiiggd gorbéivel miért tolodnak el magasabb
homérsékletek felé, ezen membranok lipidanalizise illetve a membranok fehérje-lipid
aranyanak meghatarozasa ad valaszt. A lipidanalizis szerint a sotétben nevelt sejtek
tilakoid-membranjaban felhalmozodnak az egy kettés kotést tartalmazd lipidek a

vilagosban nevelt sejtekhez képest. Ezek a lipidfajtak, mint intermedierek szerepelnek a
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fényen nott sejteknél és ezekbdl keletkezik a tobbi lipidmolekula. Ezzel parhuzamosan a
tobbszorosen telitett lipidek aranya lecsokken a sotétben nevelt sejtek tilakoid-
membranjaiban. 25°C-on a 18:4 és a a18:3 tartalmu lipidek eltiinnek a membranokbol.
35°C-on fényen nem szintetizalédnak a 18:4 és a a18:3 tartalmu lipidek, csokkenés a
18:2 és y18:3 zsirsavak mennyiségében tapasztalhato. Ezek a lipid telitetlenségben
bekovetkezé valtozasok magyarazhatjak azt, hogy a sotétben nevelt sejtek tilakoid
membranjai csak magasabb homeérsékleten érik el azt a rendezetlenségi allapotot, a
folyadék-kristalyos szerkezetet, ahol a membranok a funkci6ikat maradéktalanuk ellatjak.

A magasabb hullamszam felé vald eltolodast a megvaitozott fehérje-lipid
arannyal magyarazzuk. Az infravorés spektrumban 1740 hullimszamnal talalhatd a
lipidek észterkotéseibdl adodo észter C=0 csics, mig 1656 hullamszamnal van az Amid I
sav, amely a fehérjék a-helikalis szerkezetébol adodik. A 25°C-on sotétben nétt sejteknél
megnd a fehérje-lipid arany amit a 19. abran lathaté gorbe magasabb hullamszam felé
valo eltolodasa mutat (19. abra).

Mindkét hémérsékleten, ha a sejtek sotétben nonek, az Amid I sav kiszélesedése
is megfigyelheté, ami az a-helikalis fehérjék mellett megjelend egyéb fehérje
konformaciokbol szarmazik. Arra a kérdésre, hogy milyen szerkezettel rendelkeznek
ezek a fehérjék egyenlére még nem tudunk valaszt adni, ehhez tovabbi kisérletek

elvégzése sziikséges, melyek a kozeli jovo tervei kozott szerepelnek.

76



Eredmények és megvitatdasuk

Amid I

:?:; 1.0 Autotrof
E Heterotrof
g 0.8

o i

& e

p—

S 0.4

2.

S 021

N

B

< 0.04

1800 1700 1600 1500 1400 1300

Hullamszdm (cm™)

19. abra A 25°C-on fényen és sotétben nevelt sejtekbol izolalt tilakoid membranok
infravoros spektrumai. 1740 hullamszamnal talalhato a lipidek észterkotéseibol adodo

észter C=0 cstcs, mig 1656 hullamszamnal van a fehérjékre jellemz6é Amid I sav.

A 35°C-on sotétben nott sejteknél ugyanilyen valtozast tapasztaltunk, mint azt a 20. abra

mutatja.
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20.4bra A 35°C-on fényen és sotétben nevelt sejtekbdl izolalt tilakoid membranok
infravoros spektrumai. 1740 hullamszamnal talalhato a lipidek észterkotéseibol adodo

észter C=0 csucs, mig 1656 hullamszamnal van a fehérjékre jellemz6 Amid I sav.
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Osszefoglalas

Eredményeimet a kovetkezéekben foglalhatom ssze:

1. A fényen és kiilonboz6 homérsékleteken nétt sejtek fiziologias allapotara jellemzd
fotoszintetikus aktivitas homérsékletfliggd maximuma jelentésen 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 41°C voltak. A sejtek fényen adaptalodtak a
kiilonb6z6 homérsékletekhez, viszont sotétben nem tudtak adaptalédni az alacsony

hémérséklethez.

2. Jzoterm homérsékleten nem tapasztaltunk jelentGs eltérést a nodvekedési
sebességekben, ha a sejtek fényen vagy sotétben néttek 5 mM glitkoz jelenlétében.
35°C-on a sejtek gyorsabban néttek, mint 25°C-on. A hémérséklet befolyasolta az

osztodas sebességét, mig a fény nem befolyasolta.

3. A sotétben nevelt sejtek pigmentosszetételét Gsszehasonlitva a fényen nétt sejtek
pigment-tartalmaval az jelentésen megvaltozott. Csokkent a s6tétben nevelt sejtek

klorofill tartalma.

4. A Synechocystis PCC 6803 fotoszintetikus prokariota cianobaktériumban 1évd acil-
deszaturaz enzimeket kodold gének (desC, desA, desD és desB) alacsony

hdmérsékleten és fényen kifejezddnek, mig sotétben, izoterm korilmények kozott

# ;<>w:{ %\.

csak a desC gén expresszioja teljes. A masik hirom gén kifejezddése részben (ﬁesé *
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és desD) vagy teljesen (desB) gatolt. A desC gén expresszidjan kiviil a masik harom
gén fényregulalt, ami a kilonboz6 homérsékletekhez valo adaptacios folyamatokban
jatszik szerepet. A Synechocystis PCC 6803 torzs deszaturaz génjeinek lehetséges

expresszios sémajat 25°C-on fényen és sotétben a kovetkezo abra mutatja.

Al2 ®3
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Lipid-deszaturaz gének expresszidjanak lehetséges sémaja a Symechocystis PCC 6803
torzsben. Ures nyilak a gének expresszidjat fényen, 25°C-on, a sotét nyilak sotétben,

25°C-on mutatjak. A nyilak vastagsaga az egyes gének aktivitasat mutatjak.

5. A génexpresszios vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a lipid-deszaturacio folyamata
szoros kapcsolatban van a fotoszintetikus elektrontranszport lanc aktivitasaval, a
deszaturacio a fotoszintézis kontrollja alatt all. A fotoszintézis tehat nemcsak
energiat szolgaltat a sejt szamara, hanem a membranszerkezet kialakitasaban

regulacios szerepet is betolt.

6. A megvaltozott génexpresszio kovetkezménye, hogy a sotétben nevelt sejtek

membranjainak eltéré lipidtartalma van, kevesebb benniik a telitetlen lipidek
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mennyisége a fényen novesztett sejtekhez képest és ez rigidebbé teszi a membrant,

ami 25°C alatt a sejtek halalahoz vezet.

A megyvaltozott lipidosszetétel miatt s6tétben megvaltozik a membranok szerkezete,
amit transzmisszids elektronmikroszkopiaval bizonyitottunk. Ez a megvaltozott
membran-szerkezet helyre all, ha a sejteket visszahelyezziik fényre. A fénynek a
fotoszintetikus elektrontranszport lancon és a zsirsav deszaturaci¢ folyamatan

keresztiil szerepe van a makroszkopikus struktira kialakitasaban.

A tilakoid-membranok finom szerkezeti valtozasait elsOk kozott wizsgaltuk
infravorés spektroszkopidval, amely egy jol hasznalhatd j technika. A mddszerrel
meghataroztuk a kilénb6zd nevelési kéﬁilme’nyek kozott novesztett sejtekbdl izolalt
tilakoid membranok fazistranzicios pontjait. A kisérleti eredményekkel 6sszhangban
ezzel a modszerrel magyarazni tudjuk azt, hogy egy adott €lolény miért képes az
adott homérsékleti tartomanyban élni. A spekrumok analizisével meghatarozhat6 a
membranok fehérje-lipid aranya, melynek fontos szerepe van az alacsony és a magas

hémérsékletekhez torténd adaptacios folyamatokban.
Végiil, de hangsulyozottan kijelenthetjilk, hogy a fénynek az alapvetd bioenergetikai

jelentdségén tul kulcsszerepe van a killonb6zé homérsékletekhez torténd adaptacios

folyamatokban és ezt a hatasat, a fotoszintetikus folyamatokon keresztiil fejti ki.

81



Summary

Summary

Prologue

The level of unsaturation of glycerolipids determines various physical and biochemical
characteristics of membranes, and it regulates the physical state of a biological
membrane, which plays an important role in physiological functioning (Murata and
Wada, 1995). For proper functioning, the liquid-crystalline phase for lipids is desirable
to allow rotational and transmembrane movement of membrane lipids and protein
molecules. It has been demonstrated in model membranes that the transition from
liquid-crystalline phase to a gel phase depends on the level of saturation of the
membrane glycerolipids (Coolbear et al,, 1983). A higher degree of glycerolipid
unsaturation results in a lower temperature of phase transition (Chapman, 1975). In
biological membranes, the physiological activities drastically change at the phase
transition temperature (Omata and Murata, 1985; Murata, 1989). In photosynthetic
membranes, the level of glycerolipid unsaturation is mediated by the activity of fatty
acid desaturases (Nishida and Murata, 1996), which introduce double bonds directly
into the fatty acyl chains of glycerolipids. It has been shown that the level of activity of
these enzymes plays indeed a key role in the responses to changes in ambient
temperature, such as the tolerance to low-temperature stress, by modulating the phase

transition temperature of the membrane.

The cyanobacterium strain Synechocystis PCC 6803 is a transformable strain and its
whole genome has been sequenced (Kaneko et al., 1996). This strain has been used

extensively as a model for the chloroplast of higher plants (Nishida and Murata, 1996).
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The photosynthetic membranes of higher plants and cyanobacteria contain a high level
of linolenic glycerolipids, and consequently the phase transition temperature of these
membranes should be far below room temperature. In photosynthetic membranes,
however, the protein content is considerably higher than that of other non-
photosynthetic membranes (Omata and Murata, 1983). Ono and Murata (1982) reported
that this higher protein content results in a higher phase transition temperature of the
lipids in these membranes. Furthermore, by using electron paramagnetic resonance
(EPR) spectroscopy, Wada et al. (1984) found that the temperature of the gel to liquid-

crystalline phase transition was lower in cytoplasmic membranes than in thylakoids.

In the present work, we studied

i., the effects of light and light-driven photosynthetic processes on the regulation of the

expression of genes encoding acyl lipid desaturases.

ii., the effects of light and light-driven photosynthetic processes on the regulation of the
membrane structure and on the formation of the internal photosynthetic membranes of

cyanobacterial cells.

Organism and Culture Conditions

A glucose-tolerant strain of Synechocystis PCC 6803 was grown photoautotrophically in
BG-11 medium as described earlier (Wada and Murata, 1989). For light-induced
photoheterotrophic growth, the cells were cultivated in BG-11 medium supplemented
with S mM glucose (Anderson and Mclntosh, 1991). Liquid cultures (100 ml in 200 ml
Erlenmeyer flasks) were kept in darkness with the exeption of a 10 minute white-light
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pulse per day at the light intensity of 40 umol m? s™. The cells were grown at 25 °C or
at 35 °C. The growth of the cultures was followed by measuring their optical density at

750 nm (OD;7so) with a Shimadzu UV/visible spectrophotometer.

Results

i., In cyanobacterial cells, fatty acid desaturation is one of the crucial steps in the
acclimation processes to low-temperature conditions. The expression of all the four acyl
lipid desaturase genes of Symechocystis PCC 6803 was studied as a function of
temperature and separately as a function of light. We used cells grown at 25°C in light-
activated heterotrophic growth conditions. In these cells, the production of a-linoleic
acid and 18:4 fatty acid was negligible and the synthesis of fy-linoleic acid was
remarkably suppressed compared to those of the cells grown photoautotrophically. The
cells grown in the light in the presence of glucose showed no difference in fatty acid
composition compared with cells grown photoautotrophically. The level of mRNA for
A9 desaturase was not affected by either the temperature or the light. It was
constitutively expressed at 25°C with and without illumination. The level of desB
transcripts was negligible in the dark-grown cells and was enhanced about 10-fold by
exposure of the cells to light. The maximum level of expression occured within 15 min.
The level of desA and desD mRNAs was higher in dark-grown cells than that of desB
mRNA for 3 desaturase. However, the induction of both des4 and desD mRNAs for
A12 and A6 desaturases, respectively, was enhanced by light about 10-fold. Rifampicin,
chloramphenicol, and 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea completely blocked the

induction of the expression of desB and dramatically supressed the induction of desA4,
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Summary

desD. Consequently, we suggest the regulatory role of light via photosynthetic

processes in the induction of the expression of acyl lipid desaturases.

Al2 o3

18:0 18:1(9) 18:2(9,12) 18:3 (9,12,15)

A9
i

ey . e

desC desA desB

A6 ﬂ I desD A6 ﬂ l desD

18:3 (6,9,12) 18:4 (6,9,12,15)

Scheme for the expression of fatty acid desaturase genes in Synechocystis PCC 6803
cells at 25°C in the light (open arrows) and in the dark (solid arrows). The difference in

width of the arrows represents the activity of the expression of the individual genes.

ii., in the cells grown in the darkness at 35°C, phycobilisomes and thylakoids were less
abundant; their amount was further depleted in cells grown at 25°C. The temperature
dependence of photosynthetic oxygen evolution revealed that dark-grown cells were
unable to acclimatize their membranes to the actual growth temperature. Analysis of
Fourier transform infrared spectra of the thylakoid and cytoplasmic membranes revealed
a looser structure for the membranes of dark-grown cells. In light-grown cells, phase
transition temperatures of the membranes were lower, and so was the protein to lipid
ratio compared to that of dark-grown cells. The differences between light- and dark-

85



Irodalom

Irodalom

Anderson, S.L., Mclntosh, L. (1991) J. Bacteriol. 173: 2761-2767.

Andrews, J., Olhrogge, J.B., Keegstra, K. (1985) Plant Physiol. 79: 259-265.
Arrondo, J. L. R, Muga, A, Castresana, J. Goni, F. M.,(1993) Prog. Biohpys. Molec.
Biol., Vol. 59: 23-56.

Berenyi, B., Krause G.H. (1985) Planta 163: 218-226.

Bligh, E.G., Dyer, W.J. (1959) Can. J. Biochem. Physiol. 37: 911-917.

Block, M.A., Dome, A.-J, Joyard, J., Douce, R. (1983) J. Biol. Chem 258: 13281-
13286.

Boese, S.R., Huner N.P.A. (1990) Plant Physiol. 94: 1830-1836.

Brenner, R.R. (1984) Prog. Lipid Res.23: 69-96.

Chapman , D.J. (1975) Quart. Rev. Biophys. 8: 185-235.

Chapman , D.J., Quinn, P.J. (1976) Proc. Natl. Acad, Sci. USA 73: 3791-3795.
Chen, N.R. Ho, J.T. (1985) Biochim. Biophys. Res. Commun. 127: 220-225.
Church, G.M,, Gilbert, W. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1991-1995.
Cossins, A.R. (1994) Homeoviscous adaptation of biological membranes and its
functional significance. In: Cossins A.R. (ed.) Temperature Adaptation of Biological
Membranes. 63-76. London: Portland.

Coolbear, K.P., Berde, C.B., Keough, KM.W. (1983) Biochemistry 22: 1466-1473.
Devaux, P.F. Siegneuret, M. (1985) Biochim. Biophys. Acta 822: 65-125.

Dome, A.-J., Block, M A, Joyard, J., Douce, R. (1982) FEBS Lett. 145: 30-34.
Falk, S., Samuelsson, G., Oquest, G. (1990) Physiol. Plant. 78: 173-180.

Farkas, T., Vigh, L., Horvath, 1. (1982) MTA Biol. Oszt. Kozl. 24: 377-393.

87



Irodalom

Fischer, W, Heinz, E., Zeus, M. (1973) Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 354: 1115-
1123.

Goedheer, J.C. (1976) Photosynthetica 10: 411-422.

Gombos, Z., Wada, H., Murata, N. (1991) Plant Cell Physiol. 32: 205-211.

Gombos, Z., Wada, H., Murata, N. (1992) Proc. Natl. Sci. Acad. USA 89: 9959-9963.
Gombos, Z., Wada, H., Murata, N. (1994) Proc. Natl. Sci. Acad. USA 91: 8787-8791
Gombos, Z., Kanervo, E., Tsvetkova, N., Sakamoto, T., Aro, E-M., Murata, N. (1997)
Plant. Physiol. 115: 551-559.

Haris P.I. Chapman (1992) Trends in Biochemical Sciences, Vol. 17: 328-333.
Higashi, S., Murata, N. (1993) Plant Physiol. 102: 1275-1278.

Hirayama, O. (1967) J. Biochem. 61: 179-185.

Horvath, 1., Torok, Z., Vigh, L., Kates, M. (1991) Biochim. Biophys. Acta 1085: 126-
130.

Johns, R.B_, Nichols, P.D., Gillan, F.T., Perry, G.J. Volkman, J.K. (1981)
Compar.Biochem. Physiol. 69B: 843-849.

Joo, F., Beck, M.(1973) Magy. Kém. Foly. 79: 189-192.

Joo, F., Toth, Z. (1981) Kémiai Kozl. 55: 353-371.

Kaneko, T.S. Sato, S., Kotani, H., Tanaka, A., Asamizu, Y., Nakamura, Y., Miyajima,
N., Hirosawa, M., Suguira, M., Sasamoto, S., Kimura, T., Hosouchi, T., Matsuno, A.,
Muraki, A., Nakazaki, N., Naruo, K., Okumura, S., Shimpo, S., Takeuchi, C., Wada, T ,
Watanabe, A., Yamada., M., Yasuda, M., Tabata, S. (1996) DNA Res 3: 109-136.
Kenervo, E., Tasaka, Y., Murata, N., Aro, E-M. (1997) Plant Physiol. 114: 841-849.
Kates, M. (1966) Annu. Rev. Microbiol. 20: 13-44.

Kenyon, C.N. (1972) J. Bacteriol. 109: 827-834.

Kenyon, C.N., Rippka, R., Stainer, R.Y. (1972) Arch. Microbiol. 83: 216-236.
88



Irodalom

Laskay, G., Lehoczky, E. (1986) Biochim. Biophys. Acta 849: 77-84.

Lem, N.W., Stumpf, P.K. (1984a) Plant Physiol. 74: 134-138.

Lem, N.W_, Stumpf, P.K. (1984b) Plant Physiol. 75: 700-704.

Los, D.A., Horvath, I, Vigh, L., Murata, N. (1993) FEBS Lett. 318: 57-60.

Los, D.A., Malay, K.R., Murata, N. (1997) Molecular Microbiology 25(6):1167-1175.
Lyons, J.M. (1973) Annu. Rev. Plant. Physiol. 24: 445-466.

Mantsch, HM., McElhaney, R.N. (1991) Chem. Phys. Lipids 57:213-226.

McElhaney, R.N. (1994) In: Cossins A.R. (ed.) Temperature Adaptation of Biological
Membranes. 31-48. London: Portland

Mendelsohn, R., Senak, L. (1993) Quantitative determination of conformational disorder
in biological membranes by FTIR spectroscopy. In: Biomolecular spectroscopy, Part A,
Clark, R.J.H., Hester, R E. (eds) John Wiley & Sons Ltd. Chichester, 339-380.
Millonig, G. (1961) J. Appl. Physics, 32: 1637

Moon, Y.B., Higashi, S.I., Gombos, Z., Murata, N. (1995) Proc. Natl. Sci. Acad. USA
92: 6219-6223.

Moore, T.S. (1984) Structure, function and metabolism of plant lipids. (Siegenhtaler, P.-
A., Eichenberger, W. eds.) 83-91. Elsevier Science Publisher. Amsterdam.

Moore, D.J., Mendelsohn, R. (1994) Biochemistry 33: 4080-4085.

Moore, D.J., Sills, R. H. Mendelsohn, R. (1995) Biospectroscopy 35: 229-235.

Murata, N. (1989) J. Bioenerg. Biomembr. 21: 61-76.

Murata, N., Wada, H., Hirasawa, R. (1984) Plant Cell Physiol. 25: 1027-1032.

Murata, N., Ono, T. (1988) Methods in Enzymology 167: 245-251.

Murata, N., Wada. H., Gombos. Z. (1992) Plant Cell Physiol. 33: 933-941.

Murata, N., Wada, H. (1995) Biochem. J. 308: 1-8.

89



Irodalom

Mustardy, L., Los, D.A., Gombos, Z., Murata, N. (1996) Proc. Natl. Acad.Sci. USA 93:
10524-10527.

Nagy, F., Kay, S.A., Chua, N-H. (1988) Plant Gene Ressearch Manual, eds. Gelvin,
S.B., Schilperoort, A R. (Kluwer, Dordrecht, The Netherlands), 1-29.

Nichols, B.W., Harris, R.V., James, A.t. (1965) Biochim. Biophys. Res. Commun. 20:
256-262.

Nichols, B.W., Wood, B.J. (1968) Lipids 3: 46-50.

Nishida, I., Murata, N. (1996) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 47: 541-568.
Omata, T., Murata, N. (1983) Plant Cell Physiol. 24: 1101-1112.

Omata, T., Murata, N. (1986) Plant Cell Physiol. 27: 485-490.

Ono, T-A., Murata, N. (1979) Biochim. Biophys. Acta 545:69-76.

Ono, T-A., Murata, N. (1981) Plant Physiol. 67: 176-181.

Ono, T-A., Murata, N. (1982) Plant Physiol. 69: 125-129.

Oren, A, Fattom, A., Padan, E., Tietz, A. (1985) Arch. Microbiol. 141: 138-142.
Pearcy R W. (1978) Plant Physiol. 61: 484-486.

Powles, S.B. (1984) Annu. Rev. Plant Physiol. 35: 15-44.

Quinn, P.J. (1981) Prog. Biophys. Molec. Biol. 34: 109-173.

Quinn, P.J. és Williams, W.P. (1978) Prog. Biophys. Molec. Biol. 34: 109-173.
Raison, J. K. (1973) J. Bioenerg. 4: 258-309.

Ramesha, C.S., Thompson, G.A. (1982) Biochemistry 21: 3612-3617.

Ramesha, C.S., Thompson, G.A. (1983) Biochim. Biophys. Acta 731: 251-260.
Ramesha, C.S., Thompson, G.A. (1984) J. Biol. Chem. 14: 8706-8712.

Reddy, A.S., Nuccio, M.L., Gross, L.M., Thomas, T.L. (1993) Plant. Bol. Biol. 22: 293-
300.

Reynolds, E.S. (1963) J. Cell Biol., 17: 208-212
90



Irodalom

Sakamoto, T., Los. D.A., Higashi, S., Wada, H., Nishida, 1., Ohmori, M., Murata, N.
(1993) Plant. Mol. Biol. 26: 249-263.

Sakamoto, T., Los. D.A,, Higashi, S., Wada, H., Nishida, I., Ohmori, M., Murata, N.
(1994a) Plant. Mol. Biol. 26: 249-264.

Sakamoto, T., Wada, H., Nishida, I., Ohmori, M., Murata, N. (1994b) Plant. Mol. Biol.
24: 643-650.

Sakamoto, T., Wada, H., Nishida, I., Ohmori, M., Murata, N. (1994c¢) J. Biol. Chem.
269: 25576-25580.

Sakamoto, T., Bryant, D.A. (1997) Mol. Microbiol. 23: 1281-1292.

Sato, N., Murata, N. (1980) Biochim. Biophys. Acta 619:353-366.

Sato, N., Murata, N. (1981) Plant Cell Physiol 22: 1043-1050.

Sato, N., Murata, N. (1982a) Biochim. Biophys Acta 710: 271-278.

Sato, N., Murata, N. (1982b) Biochim. Biophys Acta 710: 279-289.

Sato, N., Murata, N. (1982c) Plant Cell Physiol. 23: 1115-1120.

Sato, N., Murata, N., Miura, Y., Ueta, N. (1979) Biochim. Biophys. Acta 572:19-28.
Sato, N. (1995) Nucleic Acids Res. 23: 2161-2167.

Sauer, A., Robinson, D.G. (1985) J. Exp.Bot. 36:1257-1266.

Schmidt, H., Heinz, E. (1990a) Proc.Natl. Acad. Sci. USA 87: 9477-9480.

Schmidt, H., Heinz, E. (1990b) Plant Physiol. 94: 214-220.

Shinitzky, M., Yuli, I. (1982) Chem. Phys. Lipids 30: 261-282.

Siebert, F.(1995) Methods in Enzymology, Vol. 246: 501-526)

Simensky, M. (1974) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71: 522-525.

Singer, S.J., Nicholson, G.L.(1972) Science 175: 720-731.

Somersalo, S., Krause. G.H. (1990b) Planta 180: 181-187.

91



Irodalom

Stainer, R.Y., Kunisawa, R., Mandel, M., Cohen-Bazire, G. (1971) Bacteriol. Rev. 35:
171-205.

Stainer, R.Y., Cohen-Bazire, G. (1977) Annu. Rev. Microbiol. 31: 225-274.
Stapleton, S.R., Jaworski, J.G. (1984) ) Biochim. Biophys. Acta 794: 249-255.
Stevens, S.E. Jr., Nierzwicki-Bauer, S. (1991) The cyanobacteria. In: Stolz J.F. (ed.)
Structure of Phototrophic Procaryotes, 15-47. CRC Press, Inc, Boca Raton

Tasaka, Y., Gombos, Z., Nishiyama Y., Mohanty, P., Ohba, T., Ohki, K., Murata, N.
(1996) EMBO 1. 15: 6416-6425.

Thompson, G.A. (1980) CRC Press, Boca Raton, Florida

Van Stokkuk I. H. M, Linsdell. H. Hadden J. M., Haris, P. 1., Chapman, D.,
Bloemendal, M. (1995) Biochemistry., 34: 10508-10518.

Vigh, L., Joo, F. (1983) FEBS Lett. 162: 423-427.

Vigh, L., Horvath, 1., van Hasselt, P.R., Kuiper, P.J.C. (1985a) Plant Physiol. 79: 756-
759.

Vigh, L., Joo, F., Csépls, A. (1985b) Eur. J. Biochem. 146: 241-244.

Vigh, L., Los, D.A., Hovath, 1., Murata, N. (1993) ) Proc.Natl. Acad. Sci. USA 90:
9090-9094.

Wada, H., Hirasawa, R., Omata, T., Murata, N. (1984) Plant Cell Physiol. 25: 907-911.
Wada, H., Murata, N. (1989) Plant Cell Physiol. 30: 971-978.

Wada, H., Murata, N. (1990) Plant Physiol. 92: 1062-1069.

Wada, H., Murata, N. (1995) Biochem. J. 308: 1-8.

Wada, H., Gombos, Z., Murata, N. (1990) Nature 347: 200-203.

Wada, H., Gombos, Z., Sakamoto, T., Murata, N. (1992) Plant Cell Physiol. 33: 535-
540.

Wada, H., Schmidt, H., Heinz, E., Murata, N. (1993) J. Bacteriol. 175: 544-547.
92



Irodalom

Wada, H., Gombos, Z., Murata, N. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 4273-4277.
Wolf, D.E., Voglmayer, J.K. (1984) J. Cell Biol. 98: 1678-1684.

Williams, J.G.K. (1988) Methods in Enzymol. 167: 766-778.

Williams, J.G.K., Szalay, A A. (1983) Gene 24: 37-51.

Zepke, HD., Heinz, E., Randuz, A., Linscheid, M., Pesch, R. (1978) Arch. Microbiol.

119: 157-162.

93



Publikdcids lista

Publikaciods lista

A dolgozatban felhasznalt kozlemények

1. Kis, M., Zsiros O., Farkas, T., Wada, H., Nagy, F., Gombos, Z.
Light-induced expression of fatty acid desaturase genes (1998) Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 95: 4209-4214.

2. Zsiros, 0., Kis, M., Mustardy, L., Farkas, T., Varkonyi, Zs., Ughy, B., Gombos, Z.,
Szalontai, B.
Light-driven structural changes in thylakoid cytoplasmic membranes of a

cyanobacterium, Synechocystis PCC 6803 (Plant Physiology, elkiildve)

3., Zsiros O., Varkonyi, Zs., Mustardy, L., Ughy, B., Gombos, Z.,
Light is necessary in the acclimation process of photosynthetic organism to low-
temperature stress
In: Advances in Plant Lipid Research (1998) Sanchez, J., Cerda-Olmedo, E.,

Martinez-Force, E. (eds) 118-121. Printed in Spain, Universidad de Sevilla

9%



Publikdcids lista

Egyéb kozlemények

1. Gombos, Z., Kis, M., Zsiros O., Ughy, B., Varkonyi, Zs., Wada, H., Tasaka, Y., Farkas,
T., Murata, N.
Light induction of lipid desaturation and its role in acclimation to low temperature
In: Advances in Plant Lipid Research (1998) Sanchez, J., Cerda-Olmedo, E.,

Martinez-Force, E. (eds) 118-121. Printed in Spain, Universidad de Sevilla

2. Gombos, Z., Hideg, E., Zsiros O., Wada, H., Murata, N.
The role of lipid desaturation in protection mechanism against temperature stresses

(1995) Acta Phytopat. Entomol. Hung. 30(1-2): 89-92.

3. Masamoto, K., Zsires 0., Gombos, Z.
Accumulation of zeaxantin in cytoplasmic membranes of the cyanobacterium
Synechococcus sp. Strain PCC 7942 grown under high light conditions (1999) J.

Plant Physiol. 155: 136-138.

4. Varkonyi, Zs., Zsiros O., Gombos, Z.,
The application of genetically manipulated cyanobacterial strains in the study of
glycerolipid unsaturation of photosynthetic membranes in the tolerance of
photosynthetic machinery to temperature stresses (1996) J. Scien. Indust. Res. 55:

658-668.

95



Publikdcids lista

5. Fodor, E., Zsiros O., Varkonyi, Zs., Gombos, Z., Kovacs, A., Mustardy, L., Horvath, 1.
L., Hiripi, L., Farkas T.
Exceptional to seasonal adaptation: cyanobacterium Cylindrospermaopsis raciborskii

(Applied and Environmental Microbiology, elkiildve)

6. Gombos, Z., Tasaka, Y., Zsiros O., Varkonyi, Zs., Murata, N.
Lipids of photosynthetic membranes in cyanobacteria: roles in protection against
low-temperature stress
In: The Phototrophic Procaryotes (1999) G.A. Peschek, W. Loffelhardt, G.

Schmetterer (eds.) 647-655. Kluwer Academic Publishers, Printed in USA

7. Debreczeny, M., Szalontai, B., Gombos, Z., Zsiros O., Tasaka, Y., Murata, N.
Elimination of polyunsaturated lipids affects the structure of photosynthetic
membranes
In: Photosynthesis: from Light to Biosphere Vol III. (1995) Mathis, P. (ed.) 409-

412. Kluwer Academic Publishers , Printed in the Netherlands

8. Z. Gombos, M. Kis, O. Zsiros, B. Ughy, Zs. Varkonyi, H. Wada, T. Farkas, F. Nagy
Light induction of lipid desaturation and its role in acclimation to low temperature
In:Photosynthesis: Mechanism and Effects Vol. III. (1998) G. Garab (ed.) 1783-

1786. Kluwer Academic Publishers , Printed in the Netherlands

9. Zs. Varkonyi, O. Zsiros, T. Farkas, G. Garab, B. Ughy, Zs. Szegletes, Z. Gombos
Adaptation mechanism of the photosynthetic apparatus of Cylindrospermopsis

raciborskii ACT 9502 to different environmental effects
96



Publikdcios lista

9. Masamoto, K., Furukawa, K., Zsiros O., Gombos, Z.
Accumulation of zeaxantin in cytoplasmic membranes of the cyanobacterium,
Synechococcus PCC 7942 grown under high light conditions (1997) Plant

Physiol. 155: 136-138.

10. Varkonyi, Zs., Zsiros O., Kovacs, A.
Physiological characterization of Cylindrospermopsis raciborskii ACT 9502
isolated from the shallow lake Balaton, Hungary (1997)
In: Book of abstracts of IX International Symposium on phototrophic

procaryotes, Vienna, Austria, September 6-13, 1997

97



Koszonetnyilvanitas

Mindenek el6tt készonettel tartozom Dr. Gombos Zoltdnnak, témavezetOmnek,
aki lehetové tette szamomra, hogy a laboratoriumaban dolgozzak. Halaval tartozom
neki a hosszi éveken at tartd bizalmaért, tiirelmes tanitasaért, amely soran bevezetett a
cianobaktériumok vilagaba. K6szonom kritikai észrevételeit, a barati légkort, amely a

laboratériumat jellemzi.

EzGton szeretnék koszonetet mondani Dr. Dudits Dénes akadémikus
féigazgatonak, és Dr. Vass Imre intézeti igazgatonak.
Koészénom Dr. Garab Gyodzének, csoportunk vezetdjének, hogy csoportjaban

lehet&vé tette szamomra a PhD fokozat megszerzését.

Kosz6nom a segitséget azoknak is, elsdsorban csoportunk tagjainak, akiket itt

név szerint nem emlitettem meg.



