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Bevezetés 

 

A Földet érő napsugárzást a fotoszintézis szempontjából három nagy spektrális régióra 

lehet osztani: UV-B (280-320 nm), UV-A (320-400 nm) és a fotoszintézisben hasznosuló 

látható tartomány (400-700 nm). Az UV-B sugárzást a sztratoszférában található ózon réteg 

szelektíven elnyeli. Ezzel szemben az UV-A és látható sugárzásnak nincs szelektív szűrője, 

csak a fényszórás módosíthatja hatásukat. A biológiailag legveszélyesebb hullámhossz 

tartományt, az UV-C-t (200-280 nm) az atmoszféra teljesen elnyeli, és ezért természetes 

körülmények között nincs hatással a biológiai folyamatokra. 

A sztratoszférikus ózon réteg utóbbi 30 évben megfigyelhető csökkenése az emberi 

tevékenységnek köszönthető, így egyre több UV-B sugárzás éri el a Föld felszínét és az 

óceánok élettanilag fontos 10-15 méteres mélységét. Az UV-B sugárzás fontos célpontja a 

növényekben a fotoszintetikus apparátus, amelynek a legérzékenyebb része a fényenegia 

átalakító második fotokémiai rendszer. In vitro vizsgálatok azt mutatták, hogy UV-B 

sugárzásra a második fotokémiai rendszer legérzékenyebb része a vízbontó komplex. A QA, 

illetve a QB kinon akceptorok és a Tyr-Z illetve Tyr-D redox aktív tirozin donorok szintén 

lehetséges céltpontjai az UV-B sugárzásnak, de a károsodásuk sokkal lassabb, mint a vízbontó 

komplexé.  

Az UV-B sugárzás fontos következménye, a második fotokémiai rendszer D1 és D2 

fehérje alegységeinek lebomlása. Az intenzív kutatások ellenére a második fotokémiai 

rendszer UV-B sugárzás okozta károsodásának és helyreállásának molekuláris háttere még 

nem tisztázott. Kimutatható azonban, hogy kis intenzitású UV-B sugárzás mellett 

megfigyelhető a második fotokémiai rendszer D1 és D2 fehérjeinek gyors újra szintézise. Az 

úgynevezett D1 fehérje helyreállító folyamat fontos mechanizmusa a második fotokémiai 

rendszer helyreállításának intenzív látható fény által okozott károsítás után. A tilakoid 

membránhoz kötött második fotokémiai rendszer e fehérje alegységének kicserélődési 

sebessége nagyobb, mint a komplex más fehérjéié. A második fotokémiai rendszerben a D1 

fehérje alegységet a psbA gén kódolja magasabbrendű növényekben. Cianobaktériumokban 

egy több génből álló psbA géncsalád található. Synechocystis 6803 esetén ez három 

különböző gént jelent, melyeket rendre psbA1-nek, psbA2-nek, illetve psbA3-nak neveznek. 

A psbA1 nem íródik át természetes körülmények között és szerepe még ismeretlen. A két 

másik gén kódolja a D1 fehérjét, méghozzá teljesen egyforma szekvenciával. Synechococcus 

7942-nél a három psbA gén két különböző D1 fehérjét kódol (D1:1 és D1:2). Normális 

körülmények között a D1:1-et kódoló génről képződik a fehérje. Stressz körülmények között 
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azonban, mint például erős látható fény vagy UV-B sugárzás, a D1:2 forma épül be a 

reakciócentrumba a D1:1 forma helyett. A stressz megszüntével ismét a D1:1 fehérjét 

tartalmazó centrumok válnak dominánssá. Synechococcus-ban ez a komplex folyamat mint 

transzkripciós, mind transzlációs szinten szabályzott. 

Cianobaktériumban a fotoszintetikus rendszer szorosan kapcsolódik más alapvető 

metabolikus utakhoz, elsősorban a respirációhoz, valamint a nitrogén és a vas 

metabolizmusához. A cianobaktériumok fotoszintetikus membránjáról általában elmondható, 

hogy hasonló a magasabbrendű növényekéhez, így a Synechocystis 6803 igen fontos 

modellként szolgál a stressz válaszok molekuláris hátterének megértéséhez. A Synechocystis 

6803 teljes gén szekvenciája elérhető az interneten keresztül (CyanoBase). Ez a 

cianobaktérium könnyen transzformálható, és számos vektor áll rendelkezésre különböző 

mutánsok előállítására. 

 

A dolgozat célja: 

 

- Az UV-B sugárzás által a második fotokémiai rendszerben okozott károsodás és az azt 

követő helyreállás mechanizmusának vizsgálata látható fény jelenlétében. 

- A hőmérséklet hatásának vizsgálata az UV-B indukált károsítás és helyreállítás 

folyamatában. 

- Az UV-B és a látható fény kölcsönhatásának értelmezése a második fotokémiai 

rendszer károsítása folyamán. 

- A UV-B okozta DNS károsítás szerepének tisztázása a fotoszintetikus elektron 

transzportlánc működésének gátlásában. 

- A Synechocystis 6803 és Synechococcus 7942 cianobaktériumok UV-B sugárzás elleni 

védekezési stratégáinak összehasonlítása. 

 

Anyagok és módszerek 

 

 Kísérleti modellek. A tilakoid membránokat spenótból izoláltuk Turcsányi és Vass 

(2000) szerint, majd –80C tároltuk 0,4 mM glükóz, 5 mM MgCl2, 10 mM NaCl és 40mM 

Hepes (pH 7.5) tartalmazó oldatban, 2-3 mg Chl/ml koncentrációban. 

 A Synechocystis sp. PCC 6803 sejtvonalat BG-11 oldatban, rázatva, 30 C, 57 Em-2s-

1 fényintenzitás és 5 % CO2 jelenlétében neveltük. 



4 

A Synechococcus sp. PCC 7942 sejtvonalat BG-11 oldatban, rázatva, 30 C, 57 Em-

2s-1 fényintenzitáson és 5 % CO2 jelenlétében neveltük. 

Fénykezelések. Az UV-B sugárzást egy Vilbert-Lourmat VL-215M lámpával állítottuk 

elő, amelyből az UV-C sugárzást egy 0,1 mm-es cellulóz acetát filter szűrte ki. Az UV-B 

intenzitás a minta felszínén 6 Em-2s-1 volt. A látható fényt halogén lámpákkal biztosítottuk a 

130-1300 Em-2s-1 intenzitás tartományban. A minták klorofill koncentrációja 6,5-10 g 

Chl/ml között változott. 

Fluoreszcencia lecsengés kinetika. A fényimpulzus indukálta klorofill fluoreszcenciát 

modulált fluoriméterrel mértük, (P.S.Instruments, Brno, Cz) a 150 s és 100 másodperces 

időtartományban. 

Oxigén fejlődés mérése. A folyamatos oxigénfejlődést egy Hansatech DW2 O2 

oxigénmérővel mértük, 1000 Em-2s-1 fényintenzitás mellett, 0.5 mM 2,5-dimetyl-p-

benzokinon jelenlétében. Minden méréshez 2 ml kultúrát használtunk. 

Termolumineszcencia mérések. Ezek a mérések egy házilag fejlesztett készülékkel 

történtek. 400 l minta 50 g Chl-t tartalmazott, amelyet különböző hőmérsékleteken 

fényimpulzussal vagy folyamatos fénnyel gerjesztettünk. A fény emissziót –40 C és 70 C 

között detektáltuk. 

 

Eredmények és megvitatásuk 

 

1. A fotoszintetikus aktivitás UV-B sugárzás okozta károsodása és helyreállása a 

Synechocystis PCC 6803-ban. 

 

 Az UV-B sugárzás által indukált fotoszintetikus aktivitás gátlás, csökkenő oxigén 

fejlesztő képességet okoz az intakt Synechocystis sejtekben. Kísérleteinkben az eredeti oxigén 

fejlesztés 50%-os károsodását lehetett megfigyelni körülbelül 120 perc UV kezelés után, 

aminek a legnagyobb része (60%) az első 30 percben következett be. A Synechocystis sejtek 

képesek voltak regenerálódni az UV-B károsítás után, ha látható fénnyel megvilágítottuk 

őket. A helyreállítás sebessége közvetlenül függ a fény intezitásától, amíg az nem éri el a 

fotoinhibíciós hatást. Alacsony intenzitás esetén (45 Em-2s-1) az 50% károsodás teljesen 

helyreáll két óra alatt. 

A munkánkban megmutattuk, hogy a hőmérséklet hatással van az UV-B okozta 

károsodás és az azt követő helyreállás gyorsaságára. A kezdeti károsodás után a 33 %-os 
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oxigén fejlődés 20 C-on nagyon lassan áll helyre, csak 45 %-ot ér el 150 perc után. 30 °C-on 

az oxigén fejlődés helyreállása felgyorsul és 30 perc után a kiindulási szint 70 %-át éri el. 

 

2. A hőmérséklet hatása a fotoszintetikus apparátus UV-B indukált károsításának és 

helyreállításának folyamatában 

 

Vizsgálataink megmutatták, hogy a hőmérséklet jelentős mértékben befolyásolja az UV-

B indukált károsítás és helyreállítás mértékét. Azt is megmutattuk, hogy a tilakoid 

membránok fluiditását növelő benzil alkohol a hőmérséklet növeléséhez hasonló hatást vált 

ki. Kísérleteink során az is kiderült, hogy a benzil alkohol részben gátolja a fotoszintetikus 

elektron transzport, illetve a sejtek növekedését. Ezen hatás feltehetően a protein szintézis 

gátlásával kapcsolatos. 

 

3. Az UV-B sugárzás és a látható fény kapcsolata a második fotokémiai rendszer 

károsodása során 

 

 Kísérleteinkben háromféle modellt alkalmaztunk: intakt Synechocystis sejteket, 

linkomicin fehérje szintézis gátlóval kezelt Synechocystis sejteket és spenótból izolált tilakoid 

membránokat. A kezeléseknél különböző intenzitású látható fényt, UV-B sugárzást és ezek 

kombinációját alkalmaztuk. Izolált tilakoid membránok vagy linkomicinnel kezelt sejtek 

esetén összegzett hatást lehetett megfigyelni az oxigén fejlődés gátlásában, a látható fény és 

az UV-B sugárzás együttes alkalmazása esetén. Ez arra utal, hogy az UV-B sugárzás és a 

látható fény egymástól független mechanizmusok szerint károsítja a második fotokémiai 

rendszert. Aktív fehérje szintézis esetén azonban a látható fény szinergikusan felerősíti a 

helyreállító mechanizmus hatékonyságát.  

 Egy további érdekes és nagyon fontos tulajdonság, hogy az UV-B sugárzással kezelt 

mintákban a fényimpulzus indukált fluoreszcencia jel gyors fázisa csökken DCMU 

jelenlétében. Ez azt mutatja, hogy növekszik azon második fotokémiai redszerek száma, 

amelyekben a vízbontó rendszer Mn komplexe inaktivált. A gyors fázis teljesen hiányzott 

azokból a centrumokból, amelyeket egyszerre világítottunk meg UV-B sugárzással és látható 

fénnyel, így ezekben az UV-B sugárzással károsított Mn komplex érzékennyé vált és gyorsan 

inaktiválódott látható fényre. A gyors fázis önmagában látható fénnyel történt kezelésnél is 

hiányzott, ami arra utal, hogy károsodás mechanizmusa az ún. akceptor oldali fotoinhibició 

volt. 
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4. A DNS repair szerepe 

 

 A DNS károsítás fontos faktora az UV-B sugárzás, ami képes pirimidin dimereket 

létrehozni, vagy más biokémiai és szerkezeti módosításokat okozni. Az UV-B sugárzás 

indukálta DNS károsodás helyreállításában fontos szerepe van a fotoliáz enzimnek. A 

Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktériumban ezt az enzimet az slr0854 gén kódolja. 

Kísérleteinkben egy olyan mutánst alkalmaztunk, amely a fotoliáz gén inaktiválása miatt nem 

képes a DNS károsodás fényfüggő helyreállítására. A vad típusú sejtekkel szemben ez a 

mutáns nem volt képes növekedésre, ha a látható fény mellett UV-B sugárzást is 

alkalmaztunk. A második fotokémiai rendszer károsodása azonban rövid idejű (néhány órás) 

UV-B kezelés esetén nem volt szignifikáns. 

 

5. A Synechcoccus két D1 formájának eltérő UV-B érzékenysége 

 

 Cianobaktériumokban az UV-B sugárzás által okozott károsodás fehérje szintézistől 

függő helyreállítására két különböző válasz stratégia létezik. A Synechocystis sp. PCC 6803-

ban három különböző psbA gén van, melyek közül a psbA1 nem fejeződik ki, a másik kettő 

pedig ugyanazt a D1 fehérjét kódolja. A Synechococcus sp. PCC 7942-ben három különböző 

gén a D1 fehérje két különböző formáját kódolja (D1:1 és D1:2). UV-B sugárzás hatására a 

D1:1 forma kicserélődik D2:1 formára. Hogy megfigyeljük e két forma UV-B sugárzásra 

mutatott érzékenységét olyan Synechocystis 6803 mutánsokat alkalmaztunk, amelyek a 

Synechococcus D1:1 és a D2:1 fehérjéit termelik. Méréseink szerint a D1:1-et tartalmazó 

mutáns érzékenyebb volt UV-B sugárzásra mint a D2:1-et tartalmazó. Azonban mindkét 

mutáns gyorsabb károsodást illetve lassabb helyreállást mutatott, mint az eredeti 

Synechocystis 6803-ra jellemző D1 fehérjét tartalmazó vad típusú sejtek.  
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