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BEVEZETES

Az emberi tevékenység, fokeént a klorozott szénhidrogének (CFC) hasznélata, napjainkra
csokkenés, kozismert nevén ozonlyuk kialakulasa az él6vilag egészét veszélyeztetd jelenség,
amely az utobbi években mar az északi félteke siirlin lakott és mezGgazdasagilag fontos
terilletein is eléford}.xl. Az Ozon a biologiailag karos ultraibolya-B (UV-B, 280-320 nm)
sugdrzds szelektiv elnyelGje, ezért mennyiségének csokkenése a Fold felszinét eléré UV-B
sugérzis intenzitasit nagymértékben noveli. A megnovekedett UV-B sugirzas valamennyi
él6lényre karos. Kiilonésen veszélyeztettek azonban a fotoszintetizalé szervezetek, amelyek a
novekedésikhoz szitkséges fényenergia hasznositisa koézben allandéan ki vannak téve a
napsugérzas ultraibolya komponensének. Ezaltal az UV-B sugarzas egyik elsodleges tamadasi
helye a fotoszintézis folyamata, melynek soran torténik a Nap fényenergidjanak kémiai
energiavd alakitdsa. A fotoszintézis soran a viz fényindukalt elbontisa és a levegd
széndioxidjanak beépitése energiadis szerves vegyiiletek keletkezését eredményezi. A
vizbontds melléktermékeként felszabaduldé molekularis oxigén egyuttal a foldi oxigén
atmoszféra, és ezen keresztiil a légkéri 6zonpajzs forrasa is.

Az éldlények UV-B stressztiirését a karositas hatasait csokkentd ill. azokat helyreallito
védekezd folyamatok hatékonysiaga hatiarozza meg. A fotoszintézissel kapcsolatos ilyen
jellegl mechanizmusok részletei munkink kezdetén még jorészt tisztazatlanok voltak, a
rendelkezésre all6 adatok tulnyomo részét izolalt fotoszintetikus membran frakciokon végzett
kisérletek szolgaltattdk. A masodik fotokémiai rendszer (PSII) miikodését érintoé UV-B
indukalt valtozasok tanulméanyozasara modellként a kloroplasztisz evoliicios Gsének tekinthetd
cianobaktériumokat valasztottuk. Ezek az él6lények -koztiik az altalunk hasznalt
Synechocystis sp. PCC 6803- prokariotak lévén genetikai vizsgilatra kiilonosen alkalmasak,
tovabba a fotoszintetikus appardtusuk alapvetden a magasabbrendii novényekhez hasonléan
szervezddik. A Molekularis Stressz és Fotobioldgiai Csoport fo kutatasi iranyvonalanak
megfeleloen a dolgozatban szefeplé kisérletek arra iranyultak, hogy bdvebb informaciot
nyerjiink a fotoautotrof sejtek UV-B toleranciajanak hatterében huzdodé molekularis szintd
folyamatokrol.



CELKITUZESEK

A spektrum UV-B tartomanyanak €16 szervezetekre gyakorolt hatisa napjainkban
intenziv kutatds targyat képezi. Csoportunk kimutatta, hogy az UV-B sugirzas egyik fontos
hatohelye a fotoszintetikus apparatus, azon belil is a masodik fotokémiai rendszer, In vitro
kisérletek bizonyitjak, hogy a PSII elektrontranszport gatlasanak elsd lépése a vizbonto
komplex sériilése. Annak ellenére, hogy a Qa és Qp elektron akceptorok ill. a Tyr-Z és Tyr-D
redox aktiv aminosavak szintén az UV-B sugérzas lehetséges célpontjai lehetnek, karosodasuk
mégis lassabban kovetkezik be. A gatlasi folyamat tovabbi fontos lépése a D1 és D2
reakciécentrum fehérjék specifikus degradaciodja, melyben az UV-B sugarzas altal keltett Gn.
aktiv oxigén formak szerepet jatszanak.

A novényi sejtben az UV-B sugarzds karos hatdsainak kivédésére kilonbozd
mechanizmusok alakultak ki az evolicié folyaman. Amig a DNS-sel kapcsolatos elvaltozisok
javitasinak folyamatarol részletes ismeretek allnak rendelkezésre, addig a PSII fehérje szintd
helyreallasdval kapcsolatban keveset tudunk. Az a tény, hogy alacsony intenzitisi UV-B
besugarzas fokozza a D1 és a D2 fehérjék Ojraszintézisét magasabbrendii n6vényekben ilyen
jellegh helyreéllité mechanizmus miikddését feltételezi. A lathato fény aital okozott gatlés, a
fotoinhibicio -amely elsddlegesen a D1 proteint kérositja- kivédésében az un. D1 repair ciklus
jétszik. Annak ellenére, hogy az UV-B hatds mindkét reakcidcentrum fehérjét érinti, az altala
okozott karositas helyreallitasaban hasonlo tipusi folyamat részvétele valosziniisithetd.

A D1 fehérjét a psbA gén kddolja, amely egy példanyban fordul el6 a kloroplasztisz
genomban. Ezzel szemben cianobaktériumokban a D1 protein eléallitisaért tobb psbA
génkopia felelds, melyek a kromoszéma kilénbdzd szegmensein talalhatok. A Synechocystis
sejtjeiben elofordulé harom gén k6zil a psbA2 és psbA3 a fény mennyiségére érzékeny médon
jarulnak hozza a D1 fehérje szintéziséhez szitkséges psbA mRNS létrehozisihoz, mig a psbA/
gén elétt nem talaltak a transzkripcibhoz szikséges genetikai elemeket. Kozonséges nevelési
korulmények kozott az atirédd transzkriptumok tulnyomo részét a psbA2 mRNS képviseli. A
magas expresszidt biztosité psb4 prométerek és a luciferaz riporterbdl &ll6 kimérak hasznélata
a kozelmuitban a cianobaktériumokban is lehetdvé tette a cirkadian ora altal befolyasolt
génmukaodés vizsgalatat.

A fentiek alapjan az alabbi kérdések megvalaszolasat tdztiik ki célul:
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1. Képesek-e a Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktérium sejtek a PSII

reakciocentrum fehérjéit érintd UV-B karosodas javitasara?

2. A biborbaktériumok reakcidcentrumdval valé hasoniésdgok és kilonbségek
figyelembevételével milyen mértéki a kinon elektron akceptorok hozzajarulasa a D1 és
D2 fehérjék UV-B indukalt szelektiv degradacidjhoz?

3. Milyen psbA génexpresszios valtozasok kisérik a PSII UV-B altal okozott
karositasat Synechocystis sejtekben?

4. Mi a funkcionalis dsszefliggés a psbA gének expresszidja és a karosodott D1
proteinek 11j, milkdddképes fehérjékre torénd kicserélddése kozott az UV-B stressz
korai szakaszaban?

5. Alkalmas-e a luciferiz riporter gén rendszer az UV-B indukalt génszinth

stresszvilaszok vizsgalatara?

ALKALMAZOTT MODSZEREK

-Synechocystis sp. PCC 6803 sejtkulturak tenyésztése
-Cianobaktérium sejtek [*>S]-metioninnal térténé pulzusjeldiése
-Fotoszintetikus aktivitds mérése oxigénpolarografidval
-SDS-PAGE gélelektroforézis és immunoblot analizis
-Molekularis kiénozés, polimerdz lincreakcio

-Transzgénikus Synechocystis sejtek eldillitisa

-DNS- és RNS izolalas

-Northem blot analizis

-S1 nukleaz védelem

-Luciferdz aktivitas bioluminometrias mérése

-Henbicid rezisztencia mérések



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. Annak érdekében, hogy az intakt Synechocystis sejtek UV-B karosodast helyreallito
képességét vizsgaljuk, a PSII aktivitdsat és fehérjedsszetételét kovettik az UV-B besugarzas
alatt és azt kvetGen. UV-B hataséra a sejtek oxigénfejlesztd képessége fokozatosan cstkkent,
melyhez szorosan csatolddott mind a D1, mind pedig a D2 fehérje mennyiségének valtozasa.
A cianobaktérium szuszpenziét az UV-B kezelés utan lithat6 fényre helyezve azt tapasztaltuk,
hogy a sejtek képesek a PSII aktivitas teljes visszaallitisara, mialatt a heterodimer fehérjék
mennyisége az erdsen lecstkkent értékrdl gyakorlatilag az eredeti szintre allt vissza. A
helyreallas mértéke és kinetikdja azonban nagymértékben fiigg a besugdrzas altal okozott
kdrosodds mértékétl: nagyobb foku gétlas esetén az oxigénfejlesztd képesség lassabb,
részleges visszaillasa volt megfigyelhetd. A prokaridta fehérje szintézist gatlé linkomicin
alkalmazisa meggyorsitotta az UV-B kérosit6 hatasat, ill. megakadélyozta az oxigénfejlesztd
képesség-, és a reakcidcentrumok fehérje 6szetételének helyreallasat.

A PSII aktivitds csokkenését, ill. az ezzel parhuzamosan végbemend D1 degradaciot
kisér6 protein Ujraszintézis tanulmanyozasara a Symechocystis sejtekbe radioaktivan jelslt
metionint juttattunk, majd a fehérjékbe valo beépiilés utin ezeket a médiumbol vald kimosas
utdn jeldletlen -"hideg"- amindsavakkal pétoltuk. Az UV-B besugirzds Snmagaban, ill.
gyenge lithato fény jelenlétében a PSII aktivitds csdkkentésével pArhuzamosan felgyorsitotta .
az izotppal jelolt D1 proteinek eltiinését és az tjonnan szintetizalt, jeldletlen fehérjék PSII-be
torténd épilését.

Eredményeink alapjan tehit azt mondhatjuk, hogy az intakt fotoszintetikus sejtek
képesek az UV-B indukalt D1 és D2 protein kdrosodas, ill. a PSII altali oxigénfejlodés
helyreallitasara. A reakci6centrum fehérjék de novo szintézise nemcsak a helyreallitdsi
szakaszban, hanem a besugirzis alatt is fontos szerepet jitszik a PSII karosodas
csokkentésében.

2. A biborbakteriélis reakci6centrum az evolicié korai szakaszaban alakult ki, amikor
a magaslégkori 6zon mennyisége még toredéke volt a mai értéknek. A komplex vazit az L és
M fehérjék keépezik, melyek amindsavsorrendje jelentds homoldgist mutat a D1 és D2
proteinekkel, tovabbé- az elsddleges dox;onél hasonid i'e;iox elemek kodzvetitik az elektronokat



akceptor oldal felé, mint a PSII-ben. A PSII-vel val6 akceptor oldali hasonlésag ill. a donor
oldali jelentds killonbségek miatt a biborbaktériumok ideilis kisérleti rendszert biztositanak a
fotoszintézis és az UV-B sugarzds Qa és Qg kinon akceptorokat érinté kolcsénhatdsanak
vizsgalatara.

Annak eldéntésére, hogy az UV-B a Rhodobacter spheroides R-26 reakcidcentrumat
milyen mértékben karositja, az izolalt komplexeket olyan intenzitasi UV-B-fénnyel kezeltik,
amely a PSII-ben a D1 és D2 fehérjék jelentés degradéciojat okozza. Az L, M és H alegységek
mennyiségét elektroforézis utin Coomassie festett akrilamid gélen vizsgaltuk. A fehérje savok
denzitometrias analizise azt mutatta, hogy az UV-B kezelés a H alegység mennyiségét
mintegy 5%-kal, mig az L és M fehérjékét pedig 10%-kal csokkentette mind a Qs
jelenlétében, mind hidnyiban. Az UV-B fénnyel parhuzamosan alkalmazott vords
megvilagitds a 15-20%-os proteinvesztést okoz az L és M alegységek esetén, ami arra utal,
hogy a szemikinon gydkék részt vehetnek az UV-B okozott protein karosodas kivaltasaban. A
fehérje mennyiség fogydsanak dozisfliggése alapjén a PSII protein szerkezete azonban kb.
tizszer érzékenyebb, mint bakteridlis megfeleldje, tehdt a kétféle fotorendszer eltérd
viselkedése a donor oldali komponensekkel kapcsolatos. Eredményeink alapjan a D1 és D2
fehérjék UV-B indukalt degradécidjiban nem jatszik meghatirozd szerepet a kinon-fliggd

mechanizmus.

3. A PSI UV-B indukélt karosodasanak helyreéllitisa a Dt fehérje de novo szintézisén
keresztiil tobblépcsds folyamatként valdsul meg. A kezdeti lépések tanulmanyozésara a
Synechocystis psbA génjeinek kifejezbdését kovettik UV-B besugarzds alatt illetve az ezt
kovetd, lithatd fényen torténd helyredllasi periodusban, Az UV-B kezelés a psbA gének
differencidlis expresszidjat idézte eld: a psbA3 mRNS mennyisége kb. 20-szorosira
novekedett, mig a psbA2 transzkriptumok szintje alig valtozott. A helyreallasi periédusban a
mindkét géntermék szintje az eredeti értékhez kozelitett. A pshA3 nagyméntéki indukciojat
specifikus moédon az UV-B komponens (290-320 nm a mi kisérleteinkben) valtotta ki,
melyhez a spektrum tovabbi tartoményainak hozzijérulasa nem bizonyult szimottevonek, s
amelyet sem a kddolé régio inaktivalasa, sem pedig a psb42 gén hianya nem befolyasolt. Az a
megfigyelés, hogy az UV-B és a lathaté fény egyidejii alkalmazasa nem befolyasolja a psbA43



expresszi6janak ndvekedését, arra utal, hogy a folyamat természetes kérilmények kézbtt -ahol
a két komponens mindig egyidejlileg van jelen- is végmegy.

Annak vizsgilatdra, hogy az eddig leirt UV-B hatas kivaltasaban mi a redox szabalyzas
szerepe a kezeléseknél haszndlt UV-B intenzitast lecsokkentettiik, tovabba a de novo fehérje
szintézist linkomicin hozzdadasival blokkoltuk. Az alacsony intenzitasi, mindéssze néhany
perces UV-B besugdrzds -ami a PSII elektron transzportot nem képes mikodtetni-
elegendének bizonyult a psbA3 mRNS felhalmozédiséhoz, tehit a plasztokinon redox
allapotan keresztiil megvalosulé szabalyozis valészinileg nem jatszik szerepet a psbA3
indukciéban. Ezt tamasztja ala az a megfigyelés, hogy a PSII elektrontranszport gatlo DCMU
(3-(3,4-diklorofenil)- 1, 1-dimetil-urea) hozzdadisa az UV-B vélaszt nem médositotta.

Az dltalunk létrehozott, a psbA2 és psbA3 gének promoéter szakaszait és a luciferaz
riporter kodolo régidjat tartalmazé kimérak kifejezddését tanulminyozva megillapitottuk,
hogy (i) a psbA3 gén UV-B indukalt expresszidja elsGsorban a transzkripcio szintjén
meghatarozott, (ii) amelyben a psb4 transzkriptumok 5' nem transzlal6dé régidja nem jatszik
meghatdrozd szerepet, ill. (iii) a legfontosabb cisz-helyzeti szabalyozo elemek ill. szekvenciak
a promoter 80 bp-os részén belill lokalizédlodnak.

Annak érdekében hogy kozelebb keriiljink a psb43 UV-B indukciojaban szerepet
jatszd jelatviteli elemek megismeréséséhez, olyan Synechocystis muténsokat vizsgiltunk,
melyekben egyes, feltételezhetoen kozvetitd szerepd fehérjéket kodold gének inaktivalva
vannak. Sem néhiny, konzervalt hisztidin-kinaz régiot tartalmazé szabilyozo fehérje, sem
pedig a receptor funkci6ji fitokrom hidnya nem befolyasolta az psbA3 expressziot.
Valdsziniileg a génexpresszi6 megvaltozasa egy UV-B specifikus jelatviteli lanc
kozremikodésével zajlik, esetleg egyéb molekularis utakkal valé dsszefonbdas mellett.

Eredményeink alapjin a psb43 gén atmeneti indukcidja a Synechocystis sejtek gyors
UV-B vilaszreakcidjanak tekinthetd, vagyis a psbA3 egy olyan gyorsan reagilo génkopiat
képvisel, amelynek megnovekedett transzkripcidja segitséget nyajt a PSII miikodést érinté
karositas enyhitésében az UV-B stressz korai szakaszaban.

4. A psbA2 és psbA3 gének altal kodolt D1 fehérjék 100%-os homologidja miatt annak
kimutatisa, hogy egy adott fehérje molekula transzlacidja melyik mRNS kopiarol tortént,
nehézségekbe iitkozik. Kisérleteinkben erre a célra a P7 jeli Symechocystis mutans torzset



hasznaltuk, amelyben a psbA2 gén 251. helyzetil alaninja valinra cserélodott. Ebben a térzsben
a psbA2 génrd| szirmazo D! fehérje (D1/psbA2) beépiilése a PSII centrumokban rezisztenciat
okoz a metribuzin newvii herbiciddel szemben, ami a Qg-zsebbe valé irreverzibilis kotGdésével
a Qa és Qg kinon akceptorok kozdtti elektron transzportot gatolja. A psbA3 gén altal kadolt
D1 fehérje (D1/psbA3) a vad tipusi kopidhoz hasonléan metribuzin-érzékeny PSII centrumok
felépiilését eredményezi. A PSII centrumok metribuzin érzékenysége, s ezzel a psbA2 és
psbA3 mRNS-ekrdl transzldlodd D1 fehérjék ardnya a valtozé klorofill fluoreszcencia
kovetésével lehetséges kiilonb6z6 herbicid koncentraciok mellett.

Kozonséges nevelési korilmények kozdtt a P7 sejte‘k nagymértékii, a vad tipusu
sejtekhez képest kb. 100-szoros metribuzin rezisztenciat mutatnak, hiszen a D1 fehérjék
tobbsége a pontmuticiét hordozd psbA2 mRNS-rél szdrmazik. Ebben az allapotban a
centrumok 85%-aban metribuzin rezisztens D1 fehérje taldlhatd, mig a metribuzin érzékeny
psbA3 génterméket mintegy 15%-uk tartalmazza. UV-B besugéirzis a D1/psbA3 fehérjék
aranyat mintegy 40%-ra noveli, majd lathat6 fényen a metribuzin érzékeny centrumok szima
majdnem az eredeti szintre csokkent vissza. Abban az esetben, ha a kezelést linkomicin
jelenlétében végeztitk, a D1/psbA3 fehérjét tartalmazé centrumok szama nem valtozott, tehat a
proteincseréhez aktiv transzlacié szikséges.

Osszegzésképpen elmondhatjuk, hogy a psbA3 gén UV-B sugarzas altal kivaltott

épiiléséhez vezet. Ezek szerint a Synechocystis sejtjei a PSII-t én UV-B kérositas kijavitasat a
D1 fehérje szintézisé¢hez rendelkezésre alld mRNS populdcid megemelésével szabalyozzik, az
UV-B stresszgénnek tekinthetd psbA3 indukcidjan keresztil.

5. Az altalunk elballitott psbA promoéterek altal vezérelt luciferiz gént hordozéd
cianobaktériumokban a riporter ldfej.ezédése RNS-szinten jol kovette az endogén gének UV-B
hatdsira bekovetkezd expressziGvéltozdsit. Sikerilt olyan Symechocystis transzgénikus
vonalakat létrehoznunk, melyekben a psb43 gén UV-B indukalt atmeneti indukcidja
biolumineszcencia méréssel in vivo kovethetd, amely reményeink szerint lehetdséget nyujt az

UV-B vilaszt sejten beliil kbzvetitd molekularis elemek izolalasara.
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