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Bevezetés

A Foldet ér6 napsugarzast a fotoszintézis szempontjabol harom nagy spektralis régiora
lehet osztani: UV-B (280-320 nm), UV-A (320-400 nm) ¢és a fotoszintézisben hasznosul6d
lathato tartomany (400-700 nm). Az UV-B sugarzast a sztratoszféraban talalhatd 6zon réteg
szelektiven elnyeli. Ezzel szemben az UV-A ¢és lathaté sugarzasnak nincs szelektiv sziirdje,
csak a fényszoras modosithatja hatasukat. A bioldgiailag legveszélyesebb hullamhossz
tartomanyt, az UV-C-t (200-280 nm) az atmoszféra teljesen elnyeli, és ezért természetes
koriilmények kozott nincs hatdssal a bioldgiai folyamatokra.

A sztratoszférikus 6zon réteg utobbi 30 évben megfigyelhetd csokkenése az emberi
tevékenységnek koszonthetd, igy egyre tobb UV-B sugarzas éri el a Fold felszinét és az
oceanok é¢lettanilag fontos 10-15 méteres mélységét. Az UV-B sugarzas fontos célpontja a
novényekben a fotoszintetikus apparatus, amelynek a legérzékenyebb része a fényenegia
atalakitdo masodik fotokémiai rendszer. In vitro vizsgalatok azt mutattak, hogy UV-B
sugarzasra a masodik fotokémiai rendszer legérzékenyebb része a vizbontd komplex. A Qa,
illetve a Qg kinon akceptorok és a Tyr-Z illetve Tyr-D redox aktiv tirozin donorok szintén
lehetséges céltpontjai az UV-B sugérzasnak, de a karosodasuk sokkal lassabb, mint a vizbonto
komplexé.

Az UV-B sugarzas fontos kovetkezménye, a masodik fotokémiai rendszer D1 és D2
fehérje alegységeinek lebomlasa. Az intenziv kutatasok ellenére a masodik fotokémiai
rendszer UV-B sugarzas okozta karosodasanak és helyreallasanak molekularis hattere még
nem tisztdzott. Kimutathatd azonban, hogy kis intenzitdsu UV-B sugdrzas mellett
megfigyelhet6 a masodik fotokémiai rendszer D1 és D2 fehérjeinek gyors ujra szintézise. Az
ugynevezett D1 fehérje helyreallitdé folyamat fontos mechanizmusa a masodik fotokémiai
rendszer helyreallitasanak intenziv lathatd fény altal okozott karositds utan. A tilakoid
membranhoz kotott masodik fotokémiai rendszer e fehérje alegységének kicserélddési
sebessége nagyobb, mint a komplex mas fehérjéié. A masodik fotokémiai rendszerben a D1
fehérje alegységet a psbA gén kodolja magasabbrendii névényekben. Cianobaktériumokban
egy tobb génbdl allo psbA géncsalad talalhato. Synechocystis 6803 esetén ez harom
kiilonb6z6 gént jelent, melyeket rendre psbAl-nek, psbA2-nek, illetve psbA3-nak neveznek.
A psbA1l nem irodik at természetes koriilmények kozott és szerepe még ismeretlen. A két
masik gén kodolja a D1 fehérjét, méghozza teljesen egyforma szekvenciaval. Synechococcus
7942-nél a harom psbA gén két kiilonbozé D1 fehérjét kodol (D1:1 és D1:2). Normalis

koriilmények kozott a D1:1-et kddold génrdl képzddik a fehérje. Stressz koriilmények kozott



azonban, mint példaul erds lathaté fény vagy UV-B sugarzas, a D1:2 forma épiil be a
reakcidcentrumba a D1:1 forma helyett. A stressz megsziintével ismét a D1:1 fehérjét
tartalmazd centrumok valnak dominanssa. Synechococcus-ban ez a komplex folyamat mint
transzkripcids, mind transzlacios szinten szabalyzott.

Cianobaktériumban a fotoszintetikus rendszer szorosan kapcsolédik mas alapvetd
metabolikus utakhoz, elsdsorban a respirdciohoz, valamint a nitrogén és a vas
metabolizmusahoz. A cianobaktériumok fotoszintetikus membranjardl altalaban elmondhato,
hogy hasonlé a magasabbrendli novényekéhez, igy a Synechocystis 6803 igen fontos
modellként szolgal a stressz valaszok molekularis hatterének megértéséhez. A Synechocystis
6803 teljes gén szekvencidja elérhetd az interneten keresztiil (CyanoBase). Ez a
cianobaktérium konnyen transzformalhato, és szdmos vektor all rendelkezésre kiilonbozd

mutansok eloallitasara.

A dolgozat célja:

- Az UV-B sugarzaés altal a masodik fotokémiai rendszerben okozott kdrosodas és az azt
koveto helyreallas mechanizmuséanak vizsgalata lathaté fény jelenlétében.

- A homérséklet hatdsanak vizsgalata az UV-B indukalt karositds €s helyreéllitas
folyamatéban.

- Az UV-B és a lathato fény kolcsonhatdsanak értelmezése a masodik fotokémiai
rendszer Karositasa folyaman.

- A UV-B okozta DNS karositds szerepének tisztazasa a fotoszintetikus elektron
transzportlanc miikodésének gatlasaban.

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

veédekezési stratégainak 6sszehasonlitasa.

Anyagok és modszerek

Kisérleti modellek. A tilakoid membranokat spen6tbol izolaltuk Turcsanyi és Vass
(2000) szerint, majd —80°C taroltuk 0,4 mM gliikkoz, 5 mM MgClz, 10 mM NaCl és 40mM
Hepes (pH 7.5) tartalmazo oldatban, 2-3 mg Chl/ml koncentracidban.

A Synechocystis sp. PCC 6803 sejtvonalat BG-11 oldatban, razatva, 30 °C, 57 pEms°

! fényintenzitas és 5 % CO; jelenlétében neveltiik.



A Synechococcus sp. PCC 7942 sejtvonalat BG-11 oldatban, razatva, 30 °C, 57 uEm-
%5’ fényintenzitason és 5 % CO2 jelenlétében neveltiik.

Feénykezelések. Az UV-B sugarzast egy Vilbert-Lourmat VL-215M lampaval allitottuk
eld, amelybdl az UV-C sugarzast egy 0,1 mm-es celluloz acetat filter szlrte ki. Az UV-B
intenzitas a minta felszinén 6 pEm2s™ volt. A lathat6 fényt halogén lampakkal biztositottuk a
130-1300 pEms? intenzitds tartomanyban. A mintdk klorofill koncentracidja 6,5-10 ug
Chl/ml kozott valtozott.

Fluoreszcencia lecsengés kinetika. A fényimpulzus indukalta klorofill fluoreszcenciat
modulalt fluoriméterrel mértiik, (P.S.Instruments, Brno, Cz) a 150 us és 100 masodperces
idétartomanyban.

Oxigén fejlodes meérése. A folyamatos oxigénfejlodést egy Hansatech DW2 O
oxigénmérével mértiik, 1000 pEm?2s? fényintenzitas mellett, 0.5 mM 2 5-dimetyl-p-
benzokinon jelenlétében. Minden méréshez 2 ml kulturat hasznaltunk.

Termolumineszcencia mérések. Ezek a mérések egy hazilag fejlesztett késziilékkel
torténtek. 400 ul minta 50 pug Chl-t tartalmazott, amelyet kiilonb6z6 hémérsékleteken
fényimpulzussal vagy folyamatos fénnyel gerjesztettiink. A fény emisszidét —40 °C és 70 °C
kozott detektaltuk.

Eredmények és megvitatasuk

1. A fotoszintetikus aktivitas UV-B sugadrzas okozta karosodasa és helyredllasa a

Synechocystis PCC 6803-ban.

Az UV-B sugarzas altal indukalt fotoszintetikus aktivitds gatlds, csokkend oxigén
fejleszt6 képességet okoz az intakt Synechocystis sejtekben. Kisérleteinkben az eredeti oxigén
fejlesztés 50%-os karosodasat lehetett megfigyelni kortilbeliil 120 perc UV kezelés utan,
aminek a legnagyobb része (60%) az els6 30 percben kdvetkezett be. A Synechocystis sejtek
képesek voltak regeneralddni az UV-B karositds utan, ha lathato fénnyel megvilagitottuk
Oket. A helyreallitds sebessége kozvetleniil fiigg a fény intezitasatol, amig az nem éri el a
fotoinhibiciés hatast. Alacsony intenzitis esetén (45 uEm2s?) az 50% karosodas teljesen
helyreall két ora alatt.

A munkankban megmutattuk, hogy a hémérséklet hatassal van az UV-B okozta

karosodas és az azt kovetd helyredllas gyorsasagara. A kezdeti kdrosodéas utan a 33 %-0s



oxigén fejlodés 20 °C-on nagyon lassan all helyre, csak 45 %-ot ér el 150 perc utan. 30 °C-on

az oxigén fejlddés helyredllasa felgyorsul és 30 perc utan a kiindulasi szint 70 %-at éri el.

2. A homérséklet hatisa a fotoszintetikus apparatus UV-B indukalt karositasanak és

helyredllitasanak folyamataban

Vizsgalataink megmutattak, hogy a hémérséklet jelentés mértékben befolyasolja az UV-
B indukalt kéarositds ¢és helyreallitas mértékét. Azt is megmutattuk, hogy a tilakoid
membranok fluiditasat ndveld benzil alkohol a hdmérséklet ndveléséhez hasonld hatast valt
ki. Kisérleteink soran az is kideriilt, hogy a benzil alkohol részben gatolja a fotoszintetikus
elektron transzport, illetve a sejtek novekedését. Ezen hatds feltehetéen a protein szintézis

gatlasaval kapcsolatos.

3. Az UV-B sugarzdas és a lathato fény kapcsolata a mdsodik fotokémiai rendszer

karosodasa soran

Kisérleteinkben haromféle modellt alkalmaztunk: intakt Synechocystis sejteket,
linkomicin fehérje szintézis gatloval kezelt Synechocystis sejteket és spenotbol izolalt tilakoid
membranokat. A kezeléseknél kiilonbozo intenzitasu lathatd fényt, UV-B sugérzast és ezek
kombinaciojat alkalmaztuk. Izolalt tilakoid membranok vagy linkomicinnel kezelt sejtek
esetén Osszegzett hatast lehetett megfigyelni az oxigén fejlédés gatlasaban, a lathatd fény és
az UV-B sugarzas egyiittes alkalmazasa esetén. Ez arra utal, hogy az UV-B sugarzés ¢és a
lathato fény egymastol fiiggetlen mechanizmusok szerint karositja a masodik fotokémiai
rendszert. Aktiv fehérje szintézis esetén azonban a lathatd fény szinergikusan felerdsiti a
helyreallito mechanizmus hatékonysagat.

Egy tovabbi érdekes és nagyon fontos tulajdonsag, hogy az UV-B sugarzassal kezelt
mintdkban a fényimpulzus indukalt fluoreszcencia jel gyors fazisa csokken DCMU
jelenlétében. Ez azt mutatja, hogy novekszik azon masodik fotokémiai redszerek szédma,
amelyekben a vizbontd rendszer Mn komplexe inaktivalt. A gyors fazis teljesen hianyzott
azokbol a centrumokbol, amelyeket egyszerre vilagitottunk meg UV-B sugdrzassal és lathatod
fénnyel, igy ezekben az UV-B sugarzéssal karositott Mn komplex érzékennyé valt és gyorsan
inaktivalddott lathato fényre. A gyors fazis 6nmagéaban lathaté fénnyel tortént kezelésnél is
hianyzott, ami arra utal, hogy karosodds mechanizmusa az Un. akceptor oldali fotoinhibicid

volt.



4. A DNS repair szerepe

A DNS Kkarositas fontos faktora az UV-B sugarzas, ami képes pirimidin dimereket
létrehozni, vagy mas biokémiai és szerkezeti modositasokat okozni. Az UV-B sugarzas
indukalta DNS karosodas helyreallitasaban fontos szerepe van a fotolidz enzimnek. A
Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktériumban ezt az enzimet az slr0854 gén kodolja.
Kisérleteinkben egy olyan mutanst alkalmaztunk, amely a fotolidz gén inaktivaldsa miatt nem
képes a DNS karosodéas fényfiiggd helyredllitasara. A vad tipusu sejtekkel szemben ez a
mutans nem volt képes ndvekedésre, ha a lathatd fény mellett UV-B sugarzast is
alkalmaztunk. A mésodik fotokémiai rendszer karosoddsa azonban rovid idejlii (néhany oras)

UV-B kezelés esetén nem volt szignifikéns.

5. A Synechcoccus két D1 formajanak eltéro UV-B érzékenysége

Cianobaktériumokban az UV-B sugarzés altal okozott karosodas fehérje szintézistdl
fliggd helyreallitasara két kiillonb6z6 valasz stratégia 1étezik. A Synechocystis sp. PCC 6803-
ban harom kiilonb6zé psbA gén van, melyek koziil a psbA1 nem fejezddik ki, a masik kettd
pedig ugyanazt a D1 fehérjét kodolja. A Synechococcus sp. PCC 7942-ben harom kiilonboz6
gén a D1 fehérje két kiilonbozd formajat kodolja (D1:1 és D1:2). UV-B sugérzas hatisara a
D1:1 forma kicserélédik D2:1 formara. Hogy megfigyeljiik e két forma UV-B sugarzasra
mutatott érzékenységét olyan Synechocystis 6803 mutansokat alkalmaztunk, amelyek a
Synechococcus D1:1 és a D2:1 fehérjéit termelik. Méréseink szerint a D1:1-et tartalmazo
mutdns érzékenyebb volt UV-B sugarzdsra mint a D2:1-et tartalmazd. Azonban mindkét
mutans gyorsabb karosodast illetve lassabb helyredlldst mutatott, mint az eredeti

Synechocystis 6803-ra jellemz6 D1 fehérjét tartalmazé vad tipusu sejtek.
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