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1. Bevezetés

1. 1. Cianobaktériumok

A cianobaktériumok népes csoportjat alkotjak olyankariéta szervezeteknek, melyek
képesek az oxigénterndelfotoszintézisre, valamint egyeduli szénforraskénéndioxid
felhasznalasara. Fotoautotréf anyagcseréjik rézéles korben megtalalhatéak a Foldon
legkulonféelébb, akar extrém kornyezeti feltételekellett is (gejzirek, sivatagok, sarki
régiok), ahol elegerid fényhez jutnak. Ezeket az @éhelyeket jelenleg benépsasit
cianobaktériumolései igen fontos szerepet jatszottak a bolygd oxigegn, és nitrogén
korforgasa mai arculatanak kialakitasaban tekinhagy képvisdlik kozott jelent meg
elészor - az oxigéntermél fotoszintézis mellet - a légkori nitrogén megkétsek
képességé.Napjainkban megtalalhatd, tengeri képugelielentds szerepet jatszanak az
oceanok tapanyagkorforgasaban, annak ellenére, dmq@geéni fitoplankton fajésszetétele
igen népes az eukariota zoldalgaktdl kezdve a kosaatokon &t egészen a
pikoplanktonikus meérét cianobaktériumokkal bezarélag valdsiay teljesen kilonbéz
az6si tengerekét.®

A Foldon taldlhatd fotoszintetizal6 biomassza meuhe 1%-at képezi az 6ceani
fitoplankton, mégis a Fold teljes étileges terméi kapacitasanak kozel feléért feis)
ami a megtermelt szerves anyagok 2-3 nagysagrergiaesabb 6ceani korforgasanak
koszOnhet, Osszehasonlitva a szérazfoldi viszonyoKkalz Oceani fotoszintetikus
biomassza dominans képvidieh cianobaktériumok, ynechococcugsProchlorococcus
génuszok (kulbnésen a tapanyagszegény vizekbemat tgelensségik a bolygo
bioszférgjanak alakitdsdban egyérielmBiologiai folyamataik minél részletesebb
megismeréese kulcsfontossagu lehet a Fold koraiodial és kornyezeti térténetének
megismerésében.

Széles korben elfogadott tovabba, hogy a néanéivények és fotoszintetikus algak
kloroplasztisza egy, vagy tobb endoszimbiotikusresgy nyoman fefldhetett ki azési
cianobaktériumok képviséibdl.> Kézenfeky tehat, hogy a novények és eukariéta algak



fotoszintetikus folyamatainak tanulmanyozasa szemjabol ezek a prokariotdk
modellszervezetként alkalmazhat6ak. Gyorsan novekexhyysejli torzseik jelends
kutatdsok alanyai évtizedek 6ta, genetikai szenfpibrsiokkal konnyebben modosithatdak,
mint a névények kloroplasztiszai, ezéaltal konnyebbesgalhatdak a fotoszintéais vivo
aspektusai. A legutobbi évtizedek soran 19 todpsstgenomszekvencigjat hataroztdk meg
megnyitva az utat a cianobaktériumok evolucios,nebelil pedig a fotoszintézis

funkcionalis genomikai kutatasastlis.

1. 1. 1. A cianobaktériumok hagyomanyos rendszertan

A cianobaktériumok alapvé&n monofiletikus, de morfologiai szempontbdl
valtozatos csoportjat alkotjak azéellagnak. A hagyomanyos morfolégiai szempontok
figyelembevételével kialakitott rendszertan alagéi-V) alcsoportba soroljaéket. "® Az
I-es alcsoportba (kordbban Chroococcales) és s dlasoportba (Pleurocapsales) egyisejt
killbnbség a sejtosztédasok eredményeképpen kagémiydejtek jellenin alapul (I:
sejtosztodas, II: tobbszords sejtosztodas, baeddaeés). A llI-V-6s alcsoportba
valtozatos felépitdés fonalas cianobaktériumok tartoznak. A lll-as ({Datoria) alcsoport
fonalas fajainak csak egyfajta, vegetativ sejtbpiésezik, de a IV-es (Nostocales) és V-6s
(Stigonematales) alcsoport sejtiei képesek morfalégs szerkezeti szempontbdl a
vegetativ sejtekt kilonb6z, an. heterocisztakka, melyek az aerob korllmeérk@ott
legkori nitrogén megkotesét teszik lehat, vagy un. akinétadkka fégni, melyek az
szél$séges kornyezeti feltételek melletti tulélést satk. Ezen tdlmeben az V-0s
alcsoport fajai kozott elagazéan fonalas képilselis talalhatéak, melyek a

legvaltozatosabb és legbonyolultabb tobbsejtevez&dések a prokariétak vilagaban.
1. 1. 2. A cianobaktériumok molekularis rendszertaa
A morfoldgiai osztalyozas megtéve$ithet sok esetben, amikor a kilonb@soportok

rokonsagi foka kérdéses. A modern molekularis lgialéegyik hatasos eszkbze a 16S

rRNS szekvenciak dsszehasonlitdsa alapjan tHaéntalyozas. Kordbbi munkak alapjan



megallapithatd, hogy a baeocita képbrzsek (Il), valamint a heterociszta képeés
elagaz6 fonalas szerdi@®edi alcsoportok (IV, V) valdésziileg egyenes vonall
torzsfejbdés eredményei. Ugyanezen torzseifH és nifD (a |égkori nitrogén
megkotésében szerepet jatszd nitrogenaz komplgysagei) szekvenciak alapjan toién
besorolasa nem tamogatta az V-6s alcsoport motikfiteeredetét, ellenben parafiletikus
kapcsolatot mutatott ki a Il-es alcsoporttal. Entetterében valdsziteg az all, hogy a
legkori nitrogén megkdtképesség akar lateralis géntranszfer utjan isdbgtett az akkori
prokariotdk kozott, valamint a kialakult képesség idok soran tobbszor is elveszett
kilbnboz torzsekibl. Nem minden cianobaktérium képes nitrogén meghétéezért az
ebben szerepet jatszé gének dsszehasonlitasa metig welravezét

Kbdzel 20 kulbnb6& cianobaktérium térzs 16S rRN$hcL (a légkdri széndioxid
megkotésének kulcsenzimét — 1,5-Ribul6z-biszfosk#boxilaz/oxigenazt —kdédold gén)
valaminthetR (heterociszta differenciacio egyik kulcsszerep&t76 génje) szekvenciainak
0sszehasonlitasa tovabb finomitotta a cianobakbé@kutorzsfejpdésédl eddig alkotott
képet? Ezen vizsgalatok eredményei alapjan a fonalasobaktériumok sejtdifferenciacio
nélkuli alcsoportja (lll) keveredik az l-es és H-alcsoport torzseivel, ami a fonalas

sejtszerveddés polifiletikus eredetére utdl.(abra).
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1. 4bra: Kllonbo® cianobaktérium torzsek 16S rRNS szekvenciak tssoettitasabol képzett

2] S

csaladfaja.

Ugyanezen adatsor alapjan egyérielinogy az V-0s alcsoport monofiletikus erdiet
torzsfejbdése a IV-es alcsoport heterociszta és akinétadkdpmalas cianobaktériumok

JIos

6sei®l indul ki. Az rbcL és hetR gének alapjan torténcsoportositas tovabb dsiti a
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kialakult képet. Az egysejti, kokkoid cianobaktériumok (Ifsi eredetére is rdmutat a
torzsfa, valamint a torténeti szempontbdl legjéisebb, fotoszintetikus modellként
tanulmanyozott térzsek &ynechococcus elongatugSynechococcussp. PCC7942,
Anacystis nidulans és Synechocystis spPCC6803 viszonylag tavoli rokonsaga sem
kérdéses. Kiulondsen Synechocystis sBCC6803 éd eptolyngbia spPCC73110 kdzeli
rokonsaga meglép mivel utobbi talajlako, nitrogénfixalo, fonalameobaktérium, élbbi
pedig egyseit, édesvizi dhelyeken megtalalhato, a 1égkdri nitrogén megkdtekeptelen
torzs (L. 4bra).

Az egysejti, nem baeocitaképz cianobaktériumok rendszertani csoportja
(Chroococcales) mesterséges csoport. Az ebbe saxitsek $Synechococcus,
Prochlorococcus, Synechocyssih.) morfologiai szempontbdl nagyon hasonléak 168
rRNS és a fikocianin szintéziséért fékelgének vizsgalata ramutatott az itt talalhato

izolatumok egymastél tavoli, polifiletikus eredetér

1. 1. 3. Cianobakterialis kulcsgének és jeleégéguk

Az oxigéntermel fotoszintézis megléte Onmagaban nem tenné alkanas
cianobaktériumokat arra, hogy modellszervezetkémplgéljanak a fotoszintézis
folyamatainak altalanos megértése soran. A néveagelgak kloroplasztisz genomja altal
kodolt fehérjek szama éatlagosan 5-10%-a a cianéhakiok genomja altal kddolt
proteomnak. A cianobaktériumok kédolta fehérjekynagsze elint, vagy atvandorolt az
6ket endoszimbiozissal bekeb&legazdaorganizmus genetikai allomanyaheabidopsis
thaliana 24990 nem isméits fehérjeszekvenciajanak vizsgalata alapjan 170Groly
génterméket sikerlilt azonositani, ami nagy valds#ggel a bekebelezett és s
kloroplasztiszként 1ikods, 6si cianobaktérium genomjabél szarmazik. Atvandomasa
magasabbrerid névényi genomba a plasztisz evollcié kévetkezraként foghato fel A
kloroplasztisz kodolta, atlagosan 60-200 fehérjedkid (15 kulonféle fajbol szarmazé
kloroplasztisz genomjanak analizise alapjan) pégig nagy aranyban talalhatéak olyan
szekvencidk, melyek széles korben elterjedtek aniety ismert cianobakterialis

genomokban.

11



Synechocystis sPCC6803AnabenaPCC7120;Thermosynechococcus elongaBR-1,
SynechococcudVH8102, Prochlorococcus marinusMED4, Prochlorococcus marinus
MIT9313, Nostoc punctiformeés Trichodesmum erythraeuniMS101 genomijainak
vizsgalata soran (a kordbban emlitett |-V alcsapgoreprezentativ képvis#) 181 olyan
gént azonositottak, melyeknek nem volt megtalallwatologja mas, nem fotoszintetikus
baktériumokban. Ezek a kulcsgének olyan egyeduldliddonsagokat hataroznak meg,
melyek kizarélag a cianobaktériumokra jellémk az ébvilagban®

Csupan 43 gén kapcsolhaté valamilyen biologiai éidtkoz ebBl a listabol. Nem
megle® maodon, ebbl a sZik csoportbdl 34 kapcsolodik kdzvetlenll, vagy kdweea
fotoszintézis bioldgiai folyamataihoz. A nagy tobget (138/76,2%) hipotetikus génekként
ismerjuk napjaink legjobban annotéBynechocystis seCC6803 genomjaban. Tovabbi
informaciok alapjan a teljes kulcsgén-készlet 4@jataaldlhatdé meg abban a 434 geént
tartalmazd csoportban, melyek Un. interdomén hotés géntranszfer Gtjan kerultek
egymastol evollcios szempontbo6l tavoli organizmbsok Ebbsl a készletbl 45 esetében
magyarazhato az interdomén géntranszfer a cianéfakiok és eukariotak kdzott lezajlott
endoszimbiotikus eseménnyel, azaz a kloroplaszligeejottével. Ez az eredmény
egyértelntivé teszi, hogy ez a 45 gén mar korai evollcidsiwtdoan is széles kdrben
elterjedt volt a cianobaktériumok korében, amikoma ismert kloroplasztiszoksei
létrejottek. A maradék 135 kulcsgén feltételedbnt elveszett, vagy atvandorolt a
gazdaszervezet genomjaba és jelenlefrabidopsis thalianggenomjan kivil nem irtak le
6ket®

Nem csupan az oxigénterrdelfotoszintézis képessége, hanem a fotoszintézis
folyamataiban kulcsszerepet jatsz6 gének konzedgdt (a cianobaktériumok és
kloroplasztiszok  kozott) is indokoltta teszi az sejfi cianobaktériumok
modellszervezetként val6 alkalmazasat az oxigémiérmfotoszintézis vizsgélata

szempontjabol.
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1. 2.Synechococcus sp. PCC7942

A Synechococcus spPCC7942 egysdjt palca alaku sejteket ké&fz Gram(-)
cianobaktérium, mely édesvizekben taldlhatdo meg.zdile obligat fotoautotrof
cianobaktérium, amely fotoszintetikus pigmentekkékibrofillt, karotinoidokat és
fikocianobilineket tartalmaZ® A fotoszintézis kutatdsanak torténeti szempontjabo
Synechococcus spCC7942 (korabbaAnacystis nidulan&2) igen nagy jeletisédi. Ez a
torzs volt az els olyan cianobaktérium, amely megbizhatdéan transzitivato volt idegen
DNS segitségévél. A genetikai modosithatdsag elengedhetetlen a Aitizis pontos
biokémiai folyamatainak megismerése szempontjdiiihden technikai, és molekularis
biolégiai tapasztalat ellenére azéelsanobaktérium, melynek teljes genetikai allomdnya
meghataroztdk nem ez a torzs, hané®ym@echocystis SPCC6803 volt, ezzel hosszibrd
a legjelentsebb modellszervezetté valt a fotoszintézis tanuyimzasabaft. Tizenegy
évvel kégbb aSynechococcus spCC7942 legkdzelebbi rokonanalsgnechococcus sp.
PCC6301 torzsnek teljes genomszekvenciaja is ei@healt!*’

A Synechococcus spPCC7942 genomszekvencigja, melyet - a JGI Prazhucti
Genomics Facility altal meghatarozott szekvenciidpjan - 2005-ben tettek elérlieé
(NC_007604 hozzaféerési koéd alatt) szinte teljeseonas aSynechococcus sB301
genomjaval. ASynechococcus sP.CC7942 genomja 2695903 bp nagysagu és jelenleg
2662 azonositott, fehérjekddold szekvenciat tadalfezek 56%-a azonositott funkciéval
rendelkezik). A két tdrzs kozotti legjelésebb kilonbség egy 188,6 Kb nagysagu
kromoszdma inverzid, melynek végpontjai két felegett kil membran porin fehérje
génjét érintik ezzel — feltételezdeh - kialakitva a természetes transzformalhatdsag
fenotipusat! Tovabbi két, 52bp és 243bp-os delécidn kivil atdets 98-99%-ban azonos
genetikai allomannyal rendelkezik. A kilonbségeginkabb nukleotid polimorfizmusok
(inszerciok, delécidk, szubsztiticiok).

A Synechococcus spPCC7942 kivalé modellszervezet a fotoszintézisilttaanyozasa
szempontjabdl. Genomja feltérképezett, egusdpanszformalhatd, viszonylag gyorsan
noveked torzs. Egyetlen hatranyaSynechocystis spP.CC6803-al szemben, hogy obligat
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fototr6f mddon képes csak ndvekedni, mig az utékBpes az an. fényaktivalt
fotoheterotr6f ndvekedésre, azaz rovid megvilagip@siodusokat kovéen fény nélkal,
glukéz el$dleges szénforrast hasznélva, heterotr6f modon kedve. Az utdbbi torzs
kérdéses filogenetikai poziciéja, valamint kilodsgnorfologiaj& ellenére is kdozkedvelt
olyan fehérjekomplexek kutatasa soran, melyek ess&esak a fotoszintetikus
elektrontranszport szempontjabdl, deynechocystis spPCC6803 esetében meégis

lehetséges modositasuk.

1. 2. 1. ASynechococcus sp. PCC7942 membranszervaidése

Gram(-) baktériumként 8ynechococcus spCC7942 torzs is rendelkezik peptidoglikan
sejtfallal, kil$ membrannal és a citoplazmat hatarold6 d&elvagy citoplazmas
membrannal. A felsorolt membranokon kiviSgnechococcus spP.CC7942-ben is és a
cianobaktériumok tébbségében megtalalhatd egyb bblenyolult felépités, an. tilakoid
membranrendszer. A fotoszintetikus elektron-trandzgs az ennek eredményeképpen
generalt protonmotoros drkialakitasa mind a névények kloroplasztiszabanndmi
cianobaktériumokban az emlitett lapitott, zsaksreembranképidményeken un. tilakoid
membranokon zajlik A tilakoid membranokba &agyazva talalhatok a fotatszis
fényreakcidinak fehérjekomplexei és ezekben a mantdkban torténik a viz bontasabdl
szarmaz6 elektronok tovabbitasa®isA cianobaktériumok tébbségében ezek a sejt
méretéhez képest hatalmas fel§zaimembranok - helytakarékossagi okokbol - konceunsrik
lemezekként helyezkednek el latszélag egymastol gdiignul* Bizonyos
cianobaktériumok (pl.Synechocystis spPCC6803) esetében @tteltérd morfolégia
figyelheth meg?® Synechococcus sp.PCC7942 és Microcoleus sp. sejtek
ultrastrukturgjanak vizsgalata soran elektronmikkopos tomografia alkalmazaséaval
bebizonyosodott, hogy az egymastdl latszélag flggdilakoid membranok tobb helyen
perforaciokkal atlyuggatott, egymassal tobb pontapcsolodo, folytonos halézatot
alkotnak és egyetlen, bonyolult szerkéizkbzponti Ureget (tilakoid lumen) vesznek kordl
sejten belul 2. 4bra). Gyakran lathatok membrankotott vezikulumok afgéciok kordl,
melyek a tilakoid membranokba torténés onnan kiaramlo vezikularis transzport

nyomai?* Kézel 500 tomogramm szelet/sejt atvizsgalasa nyom&ynechococcus sp.
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PCC7942 sejtekben atlagosan 30 tilakoid perfordaialhaté, melyek legalabb 3 féle
tipusuak (egyszérperforaciok, membranhbigtdések, lemezek 6sszekapcsolédasa). Ezek a
pérusok és a vezikuléris transzport jelenléte meipaot adhatnak arra hogyan frissiilnek
fel a tilakoid membranok membran- és lumenspedifikehérjékkel. Mivel a tilakoidok
felszine #rin fedett fénybegijt6 komplexekkel (Un. fikobiliszomakkal) a perforaciok
kornyezetén kivil a membrantranszport nehézségekbgozhet* A 2D
elektronmikroszkopos adatok ellenére a tilakoid fme&mok nem fliggetlenek egymastal,
hanem a perforaciok kornyékén egymassal folytoragecgolatba léphetneR.(abra). Az
igy létrejo\s folytonos, hélozatos szerkezet tobb szempontlédlyéks lehet. A folytonos
bely membranrendszer kdzeget biztosithat lipidoldékémyvizoldékony komponensek
aramlasanak sejten belll, valamint — feltételezésaskint — kialakithatja és d@sitheti a
rendszerben talalhatd inhomogenitast, aszimmetrit. fotoszintetikus komplexek
dinamikus eloszlasa névényi kloroplasztiszokbareigrtény, valaminSynechococcus sp.
PCC7942 sejtek esetében is kimutathatd sugarasnmastiia, ami a fotoszintetikus
komplexek egyeidtlen eloszlasat jelenti a kisls bel§ tilakoid membranok kozott. A
cianobakterialis tilakoidok felsorolt tulajdonsdgaizerkezeti elrendédése a noévényi
kloroplasztiszok hasonl6 membranrendszerére ienetl.®® A kloroplasztiszok és a
cianobaktériumok befsmembranrendszere sok tekintetben hasonlé annakéedl, hogy
maga a membranszerkezet és a fotoszintetikus fépihé komplexek kozott oriasi
kilonbségek vannak. A két rendszer evollcios kdatzsotikrében egyaltalan nem
megle® az alapvet strukturélis sajatossagok ilyen mérfiddonzervaltsaga.

Figyelemre mélto tovabbéa a vezikularis transzpelgrjléte ilyenssi eredei prokariota
szervezetekben. Ez 6eévetiti, hogy az ilyen jelldg membrantranszport evollcéja

szempontjabdl az eukariéta szervezetek dominanighjlvizsgéalatra szorul.

15



Neve el. al. 2007

2. &bra: A Synechococcus sP.CC7942 tilakoid membranrendszere és elektronsik@pos tomografia segitségével
|étrehozott, 3 dimenzids model: Perforaciok a tilakoid membranrendszerben (vOnjikk) egy szelet, két-tengdly
elektron-tomogrammon (12nm vastagsagbh8al: 6 szelet vastagsagl tomogramm alapjan késziilt méemindellek,
melyeken jol lathatéak a tilakoid membranok Osstekései, valamint a vezikularis transzport feldasa a porusok
kornyezetében. A C abra bélablakaban a felsporus elforgatott, nagyitott képe lathaté. Fehatpkként riboszémak,
z6ld foltokként poliszacharid granulumok lathatéakilakoid perforacié korulD: Mivészi abrazolas a vizsgalt két
cianobakteridlis tdrzs strukturdlis sajatossagaperforaciok, poérusok, bétsdések) felvonultaté tilakoid
membranrendszéii A két tilakoid membranlemezzel hatarolt, eldakoid lumen sotétkék savként lathat6 a kinagfyit
részletenJeldlések: CW-sejtfal, mind a bets(citoplazmatikus), mind a kilsmembran jol lathatd; T: Az atlyuggatott
tilakoid membranok; R: riboszomék; G: poliszachapidnulumok. LéptékA: 200nm, a sejt kbrnyezetében lathato fekete
gyongyok a fokusz beallitasahoz hasznélt aranycékeék.
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1. 2. 2. ASynechococcus sp. PC7942 membranfehérjéi

Harom kalonb6& tipusi membranban helyezkednek elSgnechococcus sp.
PCC7942 membranba agyazott fehérjei. A harom maemtiptégs funkcionalisan is jol
elkalondl. A legkil$ membran, az un. kilsmembran nagy mennyiségben tartalmaz
fehérjéket és sejtfal elemeket is, mivel ez a Graméjtfal egyik magas lipidtartalmu
alkotérésze. A cianobakterialis sejtfal részbenn@rarészben Gram(+) sajatossagokat is
mutat®® El6bbire a kil membran jelenléte, utdbbira a peptidoglikan rétegtagsaga utal.
A kuls6 membranon kivil bizonyos cianobaktériumokban (@8galt torzsbl 15 esetben)
rendkivil szorosan kapcsolodo fehérj@klipopoliszacharidokbol felépé) parakristalyos
felépités un. S-réteg is elhelyezkedik. Szerepe nem telj¢sztézott, a sejt védelmén
kivul porusos szerkezete kommunikaciot is biztaddtilvilaggal. A citoplazmét hatarolo és
a kil membran kozotti térasi, haldézatos felépitéspeptidoglikan sejtfalelemekkel
atsatt an. periplazmikus tér. A periplazmikus tér éslakoid lumen kapcsolatara utalnak
vizsgélatok, de egyértelien nem bizonyitott tény. A citoplazmas membran hatarolta
intracellularis térben helyezkedik el a bonyoluiiépitéd tilakoid membranrendszer.
Sokkal Osszetettebb szerkezete ellenére kétdimereteéktronmikroszkopos felvételeken
leggyakrabban 2-4 koncentrikusigitként jelennek meg a tilakoid membranok.

A fehérjék szintézisiket kowen an. transzportrendszerek segitségével
szallitodnak rendeltetéssiderhelylikre. Az eubaktériumokra jellethzTat, és Sec
rendszerek szignalpeptid ,matricakat” ismernek &elfrissen szintetizalt fehérjeken.
Korabbi vizsgalatok szerint mindkét ismert transpgmdszer jelen van és tkbdik
cianobaktériumokbafi?® Az emlitett rendszereken kiviBynechococcus sfRCC7942
torzsben egy ismeretlen mechanizmusu transzpodzends szallitja az oldhat6 fehérjéket
a kil membranon kivild valamint a korabban emlitett vezikularis transgpiztositja
a membranfehérjék szallitasat a tilakoid és citopless membranok kozatt.

A cianobaktériumok membranjaiban talalhaté fehém@kyomod része a légzési
illetve a fotoszintetikus folyamatok kulcsfehérjéh tilakoid membranban talalhato
fehérjék tobb mint fele a fotoszintetikus fényb#jtgs és a fotofoszforilacio folyamataiban

vesz részt. Nem csupan membranba agyazott, hanembndehoz kotott fehérjék is
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szerves részét képezik az emlitett folyamatoknakz A&gyik legjelenisebb
membranasszocialt fehérjekomplex az un. fikobilisad A fikobiliszoma tartalmazza a
cianobaktériumokra leginkdbb jellethz fikobilin  kromofér tartalma  fehérjéket
(fikobiliproteinek), melyek sokalegységes, leggyditran félgombszérkomplexei fontos

fénybegyijté funkcidval rendelkeznek.

1. 2. 2. 1. A sejtfal és a kidsmembran fehérjéi

Izolalt sejtfalakon, valamint kiéd membranokon végzett tanulmanyok szerint a
Synechococcus spP.CC7942 sejtfala nagyon hasonl6 mas Gram(-) baktésejtfalhoz.
Izolalt majd szolubilizalt sejtfalak fehérjetartadinB5 gélelektroforézissel azonosithatd
fehérjét tartalmazott. A sejtfal tdbbi komponensedig a tipikus bakteridlis sejtfal
Osszetetit tartalmazta® A sejtfalban tovabba a cianobaktériumok tobbségéitemz
karotinoidkdty fehérjék (P35) is megtalalhatéak, melyek nagy meségi karotinoid
megkotésével valdsditeg a nagy intenzitasu férytovjak a sejtet!

Korabbi mérések Synechococcus spPCC7942 kils sejtfalrendszerének
Osszetételét vizsgaltak vaslimitalt korilmények &ttizA vaslimitacié gyakori fizioldgiai
allapot a cianobaktériumok természetéshélyein. Vaslimitacid soran jellerz/altozason
megy keresztil mind a sejtek ultrastruktaraja, mimdfizioldégidja. Az addig 2-4, a
citoplazméas membrannal parhuzamosan medjeliéetkoid membranok szama lecsokken
1-re, valamint fehérje Osszetételik is jetsen megvaltozik. A sejtfal kilsmembran
frakciojdban azonositott valtozasok olyan fehém@ukalt megjelenésére utalnak, melyek
a vas homeosztazis fenntartasaért felethek. sejtfal és a sejtfalban talalhaté kiils
membran tehat aktiv részese a sejt kornyezethézalkadlmazkodasanak.

Synechocystis sf2CC6803 izolalt, kit membranjaiban 49 féle protein nyomait
sikerllt azonositani 2D-gélelektroforézis és torpegroszkopiai vizsgalatokk&. Az
azonositott fehérjék kozott talalunk porinfehérjgkeABC  transzportrendszerek
komponenseit, szénhidratok exportjaért tedeehérjeket (GumB), pilus komponenseket. A
modern proteomikai médszerek is alatamasztjak tehsdjtfal aktiv szerepvallaladsat nem

csak a sejtek védelmeében, hanem a kilvilaggaln®@kémmunikacioban is.
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1. 2. 2. 2. A citoplazméas membran fehérjéi

Elektronmikroszképos modszerekkel évtizedek Otesgafjdk a cianobaktérium
sejtek bel§ szerkezetét. A legaltalanosabb mddszerek kémiedldt hasznalnak
(glutaraldehid), ami viszont jeleften roncsolja a sejtszerkezetet és rontja a képek
felbontasat is. Az egyik legfejlettebb elektronnoigzkopos képalkotas (,freeze
substitution”) és az immunocitokémia otvozésévelbbi részletek lattak napvilagot az
ismert fehérjék lokalizacigjat tekintve. Immunhisizémiai (,immuno-gold”) eljarasokkal
10 féle ismert membranfehérje intracelluléaris hetgtr hataroztak mef§ynechococcus sp.
PCC7942 esetébéh.

A citoplazmas membranban helyezkednek el a légeésktrontranszportlanc
fehérjéi. Ebben a membranban azonosithatéak valtaitokrom oxidaz, a citokromgth
komplex, valamint az ATP-szintdz fehérjekomplex&s. ,immuno-gold” adatok alapjan,
valamint izolalt, fixalt membranokon végzett vizEgék szerint az ATP-szintaz és a
citokrom oxidaz ellenanyag legmsebben a citoplazmas membrannal reagalt. 1zol&t ki
és a tilakoid membranokkal sokkal keveésbé mutattakciot megéisitve a lokalizacios
kisérletek eredményeit, melyek szerint legnagyoblenmyiségben a citoplazmas
membranban, valamint a kilsilakoid membranokban talalhatéak meg. Ez az eégym
elérevetiti, hogy a citoplazmas membranban a medfelehérjék részvételével teljes
légzési elektrontranszport zajliB.(abra).

1. 2. 2. 3. A tilakoid membranok fehérjéi

Cianobaktériumokban az oxigénterthefotoszintézis és a légzés bizonyos
folyamatai a tilakoid membranokban zajlanak. Szamsgalat iranyult ezeknek a
membranoknak a minél pontosabb izolalasara ésjéebészetételik meghatarozasara. A
tilakoid membranok dominans fehérjekomponensei tofdezforilacié rendszerének
komponensei. A tilakoidban megtalalhaté fehérjekeidelét az I-es és ll-es fotokémiai
rendszer komplexei (PSI, PSIl) és a Citokrérgf tkomplexei teszik ki. Novényi
kloroplasztiszokban ezen komplexekhez kapcsoloéagbiégyijté rendszerek is jeleds
részét képezik a tilakoid membranok fehérjetartalmk& LHCI, LHCII)>?

Cianobaktériumok esetében a tilakoid membranolesdjeliili szerkezete jeléist

eltéréseket mutat a névényi kloroplasztiszokétdlaknellenére, hogysbb tulajdonségaik
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megegyeznek. Adffénybegyijté rendszer nem membranba agyazott, hanem a tilaboidh
lazan koddo fikobiliszOmak végzik el ezt a feladatétA fotoszintetikus elektrontranszport
fehérjéin kivil a légzési lanc bizonyos komponengei megtalalhatéak a tilakoid
membranokban.Synechococcus spPCC7942 cianobaktérium esetében az emlitett
komplexek sugarasan, asszimetrikusan oszlanak rkegeaztmetszeti képen koncentrikus
korokkent latszo tilakoidok kozott. A PSlég a legkils tilakoid membranban dusul fel
az ATP-szintdzzal egyutt. Ezt az eloszlastsled immuncitokémiai, €s
elektronmikroszképos eredmények tamasztjak‘adaPSll és a Citokrom ¢if komplexek

eloszlasa sokkal egyenletesebb a tilakoid membizarok

Nukleoplazma

' PS I R
. el L Thylakoid membranok
[J cvrog
Fikobiliszomak
§ ATP szintaz ikobiliszoma
Citokrom
oxidaz

= Fikobiliszomak
Plazmamembran
Periplazma

Sejtfal
Sherman et al. 1994

3. &bra: Sematikus abrazolasaSynechococcus sP.CC7942 bels membranrendszerének, és a
kilbnb6 membranokban taldlhaté fehérjék eloszladsanak. Ambnénok altal hatarolt térben, a
nukleoplazmaban talalhatéak meg a légkori széndimegkodtésében résztwekarboxiszémak (C), valamint
az elektronmikroszképos képeken gyakran lathat@fébsgranulumok (P). A citoplazmas membranba
agyazva teljes légzési elektrontranszport rendszdétunk, valamint a PSI és ATP-szintdz komplexek
feldusulnak a plazmamembranhoz kozeli, legktilakoid membranokban. Az egys#ieég kedvéért a csak a

fikobiliszomak helyét jeldlték a tilakoid membrankézotti térben.
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A fotoszintetikus apparatus jellethZehérjéin kivil a sejtben talalhat6
karotinoidok szintéziséért fetid enzimek, a nitrogén metabolizmus enzinifeés a lipid

(zsirsav) anyagcsere meghatarozo fehérjéi iskotdanembranokban helyezkednek®gt.

1. 2. 2. 3. 1. A fotoszintetikus elektrontranszportanc

A fotoszintézis fényflgg folyamatainak legfontosabb Iépései a fényenergmidi
energiava tortéh atalakitasanak lépései (fotofoszforilacid). Az eba folyamatban
résztvev fehérjék a fénybedité fikobiliszoma, a PSII, PSI, Citokromy/b és az F-tipusu
ATP-szintaz komplexei, melyek membranba agyazvyez&kednek el a tilakoidban. A
fotofoszforilacié folyamatait membranasszocialt, lamaint vizoldékony fehérjék is
meghatarozzak (ferredoxin, plasztocianin/citokrgjn c

A legfontosabb lépések ebben a folyamatban a fiéojdalt toltésszeétvalasztas
esemenyei, melyek a PSIl és PSI reakciocentrumofdliomolekulain térténnek meg.
Idoben szétvalasztott torténések alapjan ax lélsés a PSII reakciocentrum klorofill dimer
(P680) gerjes#tlése. Ebben a folyamatban a fikobiliszémak a nem@Bhullamhosszon
érkezy fotonok energigjat is képesek a P680-ra csatorndmzelyek segitségével
megtorténik a fényindukalt toltésszétvalasztas 80Pé&s Pheokozott. Ezt koveten a
gerjeszb foton energidjanak felhasznalasaval a gerjeszédtktron a PSIl bets
elektrontranszport-komponensein keresztil (P680oPQe>Qs) adodik a tilakoid
membranban oldott formaban elhelyezkedidrofob plasztokinon molekuladkra (,kinon
pool”). A PSII bel$ elekrontranszport lancaban egy stabilan kotowiki(@Qa) €s egy lazan
kotott kinon (@) jatszik szerepet az elektronok tovabbitasadbatbhita citoplazmabdl
szarmaz6 két proton és aa@®l szarmazd 2 elektron felvételével alakul redukéa
plasztokinolla, disszocial a PSkirés a tilakoid membranba tavozik. Helyét egy akbid
membranbdl szarmazo oxidalt plasztokinon molekelszivat, majd ciklus megismédik.

A P680 elvesztett elektronjanak poétlasa a PSIl arizh komplexében elektrondonorként
protonokra, elektronokra valamint oxigénatomokraitodt vizmolekulakbdl valosul meg.
Ekdzben protonok és molekuldris oxigén szabadulfelk Egy molekula oxigén

felszabadulasahoz a gerjesztett Pe8k 4 elektront kell elvonnia a tirozinzYaminosav
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oldallancon keresztul két vizmolekulatdl, mikdzbdn proton is keletkezik. A viz
bontasabdl szarmazd protonok a tilakoid lumenbdmdmwbddnak fef” A membranban
oldott, redukalt plasztokinol molekuldkrél az elektok tovabbi Gtja potencialjuknak
megfeleben a Citokrom gf komplex vas-kén kockain keresztul a vizoldékony
plasztocianin (citokrom £ molekulakra vezet, melyek a tilakoid lumenbendodt
formaban helyezkednek el. A citokrongftkomplex maga is aktivan részt vesz a protonok
citoplazmébdl (novényekben sztroma) a tilakoid lobee juttatdsaban a redukalt
palsztokinol molekulak oxidalasavél.

Az emlitett folyamatokkal egyiiben a PSI reakcidocentrumban is megtorténik a
fényindukalt toltésszétvalasztas a gerjesztett P#80az el elektronakceptor klorofill
(Ao) kozott, mely oxidalt P700és redukalt & képdéséhez vezet. A PSI reakciocentrum-
klorofill molekularél (P700) az elektron a PSI [elslektrontranszport-komponensein
keresztul (P700>&A>F>FJ/F,) a szolubilis ferredoxin molekulara kerl ahonnan
ferredoxin-NADP-oxidoreduktazon (FNR) keresztiil a végslektronakceptor NADPRra
jut. A P700 leadott elektronja a lumendiela plasztocianin (citokrom & molekulékrél
poétlodik és a ciklus isméitlik.>” A folyamat soran, melyet linearis elektrontransiamak
neveznek protonok halmozdédnak fel a tilakoid lunemb amely elektrokémiai
potencialkilonbséget (pozitiv toltéssel a lumenpevglamint protongradienst, azaz
protonkoncentracié kulonbségében tarolt, kémiai epotlkilonbséget alakit ki a
citoplazma és a tilakoid lumen kozott. Ez protodggas a membranba agyazott, F-tipusu

ATP-szintazokon keresztiil egyefititk ki folyamatos ATP termelése kézbeh @bra)*
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4. 4bra: A cianobakteridlis fotofoszforilacié sematikus dir és a folyamatban résztéev

komplexek alegységeinek elnevezése.

1. 3. ASynechococcus sp. PCC7942 membranok lipidosszetétele

A biolégiai membranok legjellendbb alkotéelemei foszfolipidek és glikolipidek.
Ezen molekuldk hidrofob részének jellginzalapjan glicerolipid, szfingolipid és a
szteranvazat tartalmazo szterol-lipidek a legeltigbb membranalkotok. Baktériumok,
allatok és novények kloroplasztiszon kivdli memimérak talnyomé része

foszfoglicerolipidekidl épul fel 6. abra).
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N— EHE «— §1-3

sn-2 =  CHOCOR,

sn-1 =  CH,OCOR,

5. &bra: A glicerolipidek felépitése. A glicerin molekulan.isn-1 és sn-2 poziciét apolaros zsirsavak
észterezik. Az sn-3 pozicidba a polaris fejcsopotddik.

A cianobaktériumok eft lényegesen eltér jellemzen konzervalt lipidosszetétellel
rendelkeznek. A tdbbi baktériumtdl ekién, melyeknek membranjaiban dominélnak a
foszfoglicerolipidek a cianobakterialis membranéled glikoglicerolipidekidl epitkeznek
és egyetlen foszfolipidként foszfatidilglicerint@ tartalmaznak. Glikoglicerolipidekb—
molszazalékokban kifejezve - a semleges galaktblipfdGDG (monogalaktozil-
diacilglicerol) kdzel 50%-ban, a DGDG (digalaktedifcilglicerol) 30%-ban, valamint
negativ  toltés szulfolipidként SQDG (szulfokinovozil-diacilglicel) 5%-ban,
foszfoglicerolipidek kozil egyeduiliként a foszfaligicerin 10%-os aranyban forduléeh
fotoszintézis szempontjadbdl legfontosabb, tilakoi@mbranokban6( abra). Ez a fajta
lipidosszetételdleg az oxigén termélfotoszintézist végr cianobaktériumokra, az algakra
(melyekben jellem#en magasabb az SQDG aranya) és a novények klozrtptasra
jellemz5.%> A Synechococcus sPCC7942 sejtek membranjai MGDGH54%-ot, DGDG-
b6l 16%-ot, SQDG-BI 11%-ot és PG-tl 19%-0s mennyiséget tartalmazrfak.
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6. abra: Cianobaktériumok glicerolipidjei. DGDG: digalaktbdiacilglicerin, MGDG: monogalaktozil-
diacilglicerin, PG: foszfatidil-glicerin, SQDG: dfokinovozil-diacilglicerin; R1 és R2: acilcsopokio

1. 3. 1. Neutrdlis glikoglicerolipidek a fotoszintekus membranokban

A neutrdlis (éllandd toltéssel nem rendetRezglikoglicerolipidek tként
oxigénterme fotoszintetikus élények tilakoid membranjanak tzerkezeti lipidjei. A két
legelterjedtebb galaktolipid (MGDG, DGDG) szerkézés funkcionalis szempontbdl is
nagyon hasonld szerepet tolt be cianobaktériumoldsantvényi tilakoid membranokban
egyarant. A megfel8l aranyl és szerkefetgalaktolipid tartalom befolyasolja a
membranokban ,keisréteg”- ,nem-ketisréteg” szerkezeti alegysége&fardulasat’’ Az
MGDG, mely egyetlen cukormolekulat tartalmaz fesaként az Gun. nem-kégréteg
képa lipidek csoportjaba tartozik, mig DGDG és az SQR% un. ketisréteg képz
csoportba tartoznak, a PG-vel egyutt. A két kil@dblipid csoport aranya tehatdésen
befolydsolja az A&ltaluk alkotott membranok fizik&ilajdonsagait. A lipidek acil

oldallancainak telitettségi foka a masik legjelsebb tényaz amely befolydsolja a
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membranok fizikai paramétereit, de ebben a novérggela cianobaktériumok (egymas
kozott is) nagy valtozatossagot mutatffdk. Mindezek a fizikai paraméterek nem
magyarazzak meg, hogy a fotoszintetikus membranokddalhato glikolipidek miértdleg
galakt6zmolekulakat tartalmaznak glikézmolekulakéte A galaktoglicerolipidek ilyen
nagyaranyu elterjedtsége az oxigéntetmfdtoszintézist végy elblények kozott nem
magyarazhaté csak filogenetikai szempontbdl, harfankciondlis tulajdonsagaik is
fontossa teszik jelenlétiket (nem oxigén tefimébtoszintézist védgz organizmusok
esetében messze nem ilyen elterjedtek).

MGDG esetében a galaktdz fejcsoport sn-3 pozicidkatbdik a diacilglicerin
molekulahozp-kétéssel. A DGDG molekulara egy tovabbi, wegsgalaktézmolekula is
raépul aGal(1-63Gal formaban. Fotoszintetikus membranokban a mdakgeil és
digalaktozil fejcsoportok konzervéltak, a galakpadek kozott ugyanakkor az sn-1 é€s sn-2
pozicbéban észtere§itzsirsavmolekulak hossza és telitettségi allap&&ttoé kotések
pozicioja, és szama tekintetében) rendkivili valtogsagot mutat, és dinamikusan valtozik

a koérnyezethez val6é adaptacio soréndpra).

1. 3. 1. 1. A galaktolipidek bioszintézise

Novényekben a galaktolipid bioszintézis helye ardplasztisz an. ,envelop”
membranja. Perkurzoraik azonban nem mindig plasz#seddiek. Az U(jonnan
szintetizal6dd galaktolipidek a tilakoid membranakbzallitddnak, valamint bizonyos
novekedési korilmények kozott akar a kloroplasatiszkivilre is eljuthatnak
(foszfatéhezés). A ndvényi galaktolipid bioszingétehat az intracellularis organellumok
kozotti 6sszehangolt transzportfolyamatokra tamadikk

Az MGDG szintézis elslépéseként egy galaktozil csoport kertl diaciégtin (DAG)
sn-3 pozicidjara. Ezt a l1épést egy MGDG szintaarerkatalizélja, mely uridin difoszfo-
galaktozt hasznal szubsztratként. Masodik Iépésleérkotott a-galaktozil csoportp-
galaktozil fejcsoportta izomerizalodik. A DGDG st#nmise folyaman galaktozil transzferaz
enzimek (DGD1, DGD?2) tovabbi glikozilaciés Iépésekatalizalnak, melyek eredménye a
DGDG, valamint kulonféle oligo-galaktoglicerolipkléehetnek. Ezek az enzimek MGDG-

t hasznalnak szubsztratkéht.
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A novények kloroplasztiszanak és a cianobaktériunipkiosszetétele nagyon hasonlo,
azonban a galaktolipid bioszintézis markans kilégbket mutat?. abra). A szintézis
elss Iépése nem az MGDG termidése DG-BlI és UDP-galakt6zbdl, hanem radioaktiv
jelolések alapjan egy masik glikolipid, a monogliikaliacilglicerin (Glc-DG) szintézise
UDP-glilkz felhasznalasaval.Egy masodik, epimerizaciés 1épés soran jon léze a
MGDG.* A monoglikozil-diacilglicerin aranya nem éri el 4%-ot a cianobakterialis
membranokban, viszont kilonkbHxornyezeti feltételek mellett akar akkumulalodieat
(12%Y'. A Glc-DG szintéziséért felé enzimet komparativ genomikai modszerekkel
azonositottak ugyan, de az epimerizacios lépésneny ismeretlen enzim katalizaffaA
DGDG szintézise soran egy galaktozil csoport kexzil MGDG-re. Synechocystisp.
PCC6803 esetében a DGDG szintéziséértdelegdA gén kiltése nem okozott jeléat

valtozasokaf®*°

R,
LIJP

acil-ACE
ACP

\E:;

HO CDP-DG Pf_rp i"f:
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R epimenzicia R, R
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7. abra: A lipidek bioszintézise cianobaktériumokban.
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1. 3. 1. 2. A galaktolipidek szerepe fotoszintetilkimembranokban

A lipidek elsgidleges feladata egy biologiai membran esetében tié@sképidréteg
struktdra kialakitasa és fenntartdsa. A membraikaiizulajdonsagai a ,keisréteg” és
nem-ketbsréteget formald lipidek aranyatdl, ezek telitetbyi fokatdl, valamint a
membran fehérje 6sszetétéléhagymértékben fligg. Cianobaktériumokban és a mgvé
kloroplasztiszok tilakoid membranjdban az egyetiem-ketésréteget formalo lipid az
MGDG. Novényekben a plasztiszon kivili membranokadaoszfatidil-etanolamin (PE) és
kardiolipin (CL) rendelkezik hasonl6 tulajdonsagekkazonban ezek a lipidek nem
talalhatéak cianobaktériumokb&n.

A membranban taldlhato lipidek specifikus kapcdzat lehetnek fehérje
komplexekkef****2 A galaktolipidek szerepét leginkabb noévényi mosleth
tanulmanyoztak Arabidopsismutdnsokban a DGDG és MGDG lecstkkent mennyisége
novekedési problémakat okozott, megvaltoztatta aroklasztisz tilakoid membran
szerkezetét, gatolta a klorofill termidEsét, valamint a fotoszintetikus elektrontransizpor
hatékonysaga csokkettt! A galaktolipidek edfordulasa fotoszintetikus komplexekben,
valamint elterjedtségiik mas glikoglicerolipidek #&sdara egyérteltn jele specifikus
szerepuknek az oxigén terrelotoszintézis folyamataiban. A fejcsoport ségének
fontossagara ramutatott az is, hogy mesterségesgvattoztatott glikolipid osszetétel
esetén, transzgenikus, lecsokkent DGDG mennyigégeimazoArabidopsismutansban
sikerllt nehany hatast kompenzalni. Ebben a mugmsthloroflexus auranticupol
szarmazo glukoziltranszferazt expresszaltattak DGExhtézisében zavart hattéren. A
felhalmozédd glukozilgalaktozil-diacilglicerin hatira a mutans novekedési problémai
megs#intek, viszont a gatolt klorofill szintézist és adékkent hatékonysagu fotoszintézis
hatasat nem sikerult teliesen komplement&fiMindezek a tények arra utalnak, hogy
specifikus és funkcionalis tulajdonsagaik révénatakfolipidek elédleges fontossaggal

birnak fotoszintetikus membranokban.
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1. 3. 2. Anionos glicerolipidek fotoszintetikus metmranokban.

Az anionos foszfatidilglicerin (PG) és a foszforenm tartalmazé szulfokinovozil-
diacilglicerin (SQDG) a tilakoid membranok alacsomgennyiségben megtalalhaté
(kettosréteget kép® komponensei, melyek negativ toltéseket biztoakam ketbs
membranoknak. Az SQDG kizarélag a novények és akJakoplasztiszanak tilakoid
membranjaban talalhat6, mig a PG mas eukaridta rékampota membranokban is
megtaldlhatdé komponens. A névényi tilakoid membkdnam, a kloroplasztiszok béls
burkoldomembranjaban (,envelop”) és a cianobaktsrigéjtmembranokban azonban a PG
az egyetlen foszfoglicerolipil.A fotoszintézis helyszinéul szolgalé6 membranolalmaas
fellletiek, létrehozasukkor a ndvényi és a cianobaktergditek a lehét legkevesebb
foszfat felhasznalasara torekednek, hiszen a légglgban eiforduld tapanyaglimitacio a
foszfatéhezés. Foszfatéhezés soran a novényi sejtekben talafioaidolipidek jelends
része kicserédik glikoglicerolipidekre?® Leggyakrabban az SQDG és a DGDG
mennyisége novekedik a normalis erték folé, ezzebjha jelends mennyiséf foszfatot
takarit meg mas folyamatok szamara. Foszfatéhemds & membranok lipidosszetétele
agy valtozik meg, hogy a PG és SQDG altal meghatdtodsszes negativ toltés
mennyisége allandé marad. Ez arra utalhat, hog$@PG képes bizonyos mértékben

helyettesiteni a PG szerepét a fotoszintetikus ménabibart?

1.3.2.1. APG és az SQDG bioszintézise

A PG bioszintézise mind prokariotdkban, mind eikakban hasonl6 mdédon
zajlik. Foszfatidsav intermedieren keresztil CEhdisznalasaval keletkezik citozin 5'-
difoszfat (CDP)-diacil-glicerin. Ezt a folyamatot @sA gén kddolta enzim a CDP-
diglicerin-szintaz katalizalja. Ez a fehérje 8 wamembran régioval rendelkez
membranfehérje, Escherichia coli baktériumban régéta ismert kulcsenzime a
foszfoglicerolipidek szintézisénék. Ezt koveben CDP-diacil-glicerinen talalhaté CDP-

fejcsoporot gpgsAgén kddolta foszfatidilglicerin-foszfat-szintazzean cseréli le foszfatidil
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csoportra. A PgsA fehérje szintén membranfehérgly i. coli esetében a citoplazmas
membranban talalhatd mé&g. A keletked foszfatidilglicerin-foszfat (PGP) a
foszfatidilglicerin-foszfat-foszfatdz enzim seggéeel alakul végsformajaba 7. bra). A
vég® lépést katalizaldé enzimet eddig csAkabenasp. PCC7120 cianobaktériumban
sikertilt azonositartt. Arabidopsis thalianaesetében két géiPGP1 és PGP2, legalabb
harom féle izoenzimet kédol, melyek kulonBokompartmentekben felidek a PG
szintéziséért. Mindkét gén a magban kédolt, de rfebéEnten a PGP2 felid a
mikroszoma frakcioban, a PGP1 pedig a kloroplaszgavelop” és a mitokondrium béls
membranjaban megtalalhaté enzimaktivitasérB@P1ésPGP2gének magas homolégiat
mutatnak a bakterialipgsA génekkel, de ésen kiulonboznek az eéd és éles#st
mitokondriumokban talalhaté foszfatidilglicerin-stazok génjeitl.®®* Arabidopsis thaliana
részlegesen inaktivalEGP1 mutans vizsgalata soran kiderult, hd@§P1 kodolta enzim
esszencialis a kloroplasztiszban talalhatdé PG ézisdben, ugyanakkor a mitokondrialis
PG mennyisége nem valtozott a mutacio hatasatehédlen az ER-ben szintetizalédé PG
transzportja miatt (PGP2).

Novenyi sejtekben az SQDG egyedul a kloroplasztéisziszintetizalodik. Ets
l[épésként a bakteridlissqdB homolég SQD1 kédolta uridin 5’-difoszfat (UDP)
szulfokinovéz szintdz enzim egy aktivalt cukorszargkot készit UDP-glikézbdl és
szulfit ionbol®® Az igy keletkezett szulfokinovozil csoportot a teidlis sqdX homoldg
SQD2 kodolta SQDG-szintaz UDP-szulfokinovézrél diadiegrinre (DG) mozgatja ™.
abra).® A glikoziltranszferaz enzim nagy valtozatossagottah névények, és prokariotak
kozott, viszont a szulfokinovoz cukorszarmazék wdéohese, és az ezért falsl enzim
széles korben konzervalt.

A Kkloroplasztiszban talalhaté PGP-szintaz csak aganoott termdldé CDP-
diacilglicerint hasznalja szubsztratként, azonban SQDG szintdzok a ndvényi sejt
kulonféle eredét DG molekulait is felhasznaljak. Valos#lag ennek kdszonh&t hogy
foszfatéhezés soran a ndvényi sejtek nagyon gysdgaesek alkalmazkodni felhasznélva a
kloroplasztisz és a kloroplasztiszon kivili fosgimlek bontasadbdl szarmazé DG-t. Az
ilyen médon termédé neutrélis glikoglicerolipidek, valamint az SQDGejetos szereppel

birnak a foszfatéhezés soran végbehfamioldgiai valaszreakciokbafi.
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1. 3. 2. 2. Az SQDG és PG szerepe fotoszintetikugmbranokban

A PG és SQDG fiziolégiai szerepét szamos mutanskasgaltak. Az SQDG
bioszintézisében mutakgabidopsis®, Synechococcusp. PCC794%5%¢ ésSynechocystis
sp. PCC680%, Chlamydomonas reinhardti’®, Rhodobacter sphaeroide®
modellszervezetek tanulmanyozasa soran egyéttdiogy a toltéssel rendelkedipidek
elengedhetetlen komponensei a tilakoid membranokaatotoszintézis folyamatainak
szempontjabdl. Kulondsen fontos a két anionos lipgymast helyettesitképessége
foszfatéehezés soran. Mutansok melyek SQDG szidiéeis zavart szenvednek
(sqdB/SQD1, sqdX/SQD2) megemelkedett PG mennyiséggmpenzalni tudjdk az
SQDG hianyat ennek megfaleh nem mutatnak jelefg ndvekedési problémakat egészen
addig, amig foszfatlimitalo koérulmények kozé nenrikeek. Foszfatéhezés soran az
eredeti SQDG tartalom megemelkedik, és képes kormdeina lecsdkkent foszfolipid
hianya miatt kialakulé problémak&t.Ugyanakkor az SQDG hianyat megemelkedett PG
mennyisége képes kompenz&yinechococcusp. PCC7942, Geinhardtii ésArabidopsis
thaliana mutansok esetéb&h®® Ez a megemelkedett PG mennyiség nem csokken le
jelentbsen foszfatéhezés soran, de a mutansok esetébeszfatiiiAny negativ hatésai
korabban jelentkeznek, mint a megfélebad tipusok esetében. Az adatok alapjan
egyertelnti, hogy a tilakoid membranokban az 6sszes negdtéstinennyisége (melyet az
SQDG és PG egyitt hataroz meg) finoman szabalyegytnsulyra torekszikB( abra).
Synechocystisp. PCC6803 esetében az sqdB/sqdX génekbenddartataciok letlisnak
bizonyultak, ami ramutat a kulonb®zanionos lipidek elté fontossagara meg a

cianobaktériumokon belil f&.
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8. abra: SQDG szintézisében mutéd@s reinhardtii, Arabidopsis thaliang&ynechococcus spCC7942
€s Synechocystis sfPCC6803 torzsek lipidosszetétele, és novekedésitifausa normal, illetve foszfat
limitalé koriimények k6zott a megfetelad tipusokkal dsszehasonlitga) A mutans sejtek és levelek PG
és SQDG szazalékos é@rdulasi aranya az 6sszlipidre vonatkoztatva nbori¥ korilmények és
foszfatéhezés (-) sorafn) A mutans sejtek ndvekedése agar lemezeken 20uMSE@RDG+) jelenlétében,
illetve nélkile (SGDG-).

Arabidopsis thaliana SQD1/SQD2 mutansatél eltéen kloroplasztisz PG
szintéziséért felés PGP1 génben bekdvetkéz mutaciok sulyos kovetkezményeket
okoznak még normal névekedési koriilmények koz$t3A PGP1génben pontmutaciot
hordoz6 PGP1-1 mutans Arabidopsis thalianaesetében a kloroplasztisz PG tartalma
mindossze 20%-kal cstkken. Ez a kulbénbség eleégedhoz, hogy a mutans tilakoid
membranok sulyos szerkezeti karosodast szenvedjevedkmint ezekben a tilakoid
membranokban taldlhaté PSIl fotoszintetikus akisdét jelertisen csokkenjeft.
Ugyanezen gén deléciés mutans valtozatabdl (T-DN&xercid) teljesen hianyzik a
plasztisz eredétPG. Ez a mutans nem képes fotoautotr6f mododdiej] ndvekedéséhez
cukorforrasra van sziikséffe.

Cianobaktériumok esetében a PG fontossaga hasomdéki. Szerepének
tanulmanyozésa PG szintézisére képtelen mutansidktémt. Mind acdsA mint apgsA

gént azonositottak, mint a PG bioszintézisébenskmhitossagu enzimeket kddolé géneket.
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Esetikben a mutansok a tapoldathoz hozzaadotdépiéletben tarthatdak voltak annak
ellenére, hogy mindkét gén esszencialis m8yhechocystisp. PCC6803, mind pedig
Synechococcusp. PCC7942 sejtekbéh’® a PG szintézisére képtelen cianobaktériumok
vizsgélata ramutatott, hogy a PG a fotoszintetigpparatus strukturalis szeregdesén
kivil a fotoszintetikus elektrontranszport hibatlanikédéséhez is elengedhetetlen
membrankomponens, azaz funkciondlis szerepet idalva PSIl és PSI bdis
elektrontranszportjabasynechocystisp. PCC680&pgsAésAcdsAmutansok esetében a
kiviilrsl adagolt PG megvonasa a tapoldatbdl PG kilrilésteert’>’* A PG kilriilés
kinetikaja e6sen flugg a kultirak ndvekedési sebességée korai fazisban egyértetian
0sszefliggésbe hozhaté a sejtek klorofill tartalrkanabkkenésével, valamint a PSII
oxigénfejleszt aktivitas csOkkenésével. A PG kilrulésének ebbefazisdban a PSI
aktivitasa nem valtozik> ™

A PSII oxigénfejles#t aktivitasanak gyors csokkenése oOsszefliggésbe tdozha
PSII bel$ elektrontranszportjanak gatlasaval, amelyet anmb&rmineszcencia adatok
alapjan a masodlagos kinon elektronakceptog, i@dukcidjanak gatlodasa okozhat
Synechocystisp. PCC680&pgsAmutansbar® Hasonl6 eredményre vezettek a klorofill-a
fluoreszcencia indukcié mérésén alapuld kisérlateddyek soran a PG éhezgejtekben a
megemelkedett a oF értékét a PSII dimerek monomerizalédasa, vagy & Qs
elektronatmenet gatlédasa okozh&jmechocystisp. PCC680&cdsAmutans esetébéen.
Ezek az eredmények a PG hatéhelyét a PSIl kompleakh a D1 alegység gkothelye
kozelében lokalizaltdBynechocystisp. PCC60803 cianobaktériumban.

A PSI esetében a PG szerepe nem ennyire egyért€mnobaktériumokban a
novenyekkel ellentétben a PSI reakciécentrum &ead&rimer, vagy monomer formaban
talalhaté meg a tilakoid membranban. A trimerekré@somerek ardnya szabdalyozas alatt
all, de a PSI trimer formaci6 pontos szerepe istteré’ A PG megvonas hataséasra a PSI
trimerek aradnya lecsbkken, azaz a PSI monomerigaloz a hatas a PSlI
reakciocentrumon észlelt hatasoknalddsjelentkezikSynechocystisp. PCC680&pgsA
mutansok esetében, 14-18 nap PG éhezéstdaivet

33



1. 4. A lipidek szerepe a PSII szerkezeti integrigdban és funkcionalis
miikddésében

Az oxigéntermel fotoszintézis szamos membranintegralt fehérjekemjilenlétét
igényli a novények kloroplasztiszaban, és a ciakigmmok tilakoidmembranjaban. Ezek
kozul a PSIl hibatlan @kodése kulondsen nagy jelésédi, hiszen a vizmolekulak
oxidaci6jabol elektronok, protonok és molekularisgén fejlesztését véga. Szerkezeti
felépitésatl rontgenkrisztallografiai eljarasokkal @jyenek adatokat, leggyakrabban
konnyen kristalyosithatd, hipertermofil cianobaktgrok PSII izolatumait felhasznéalva
(Thermosynechococcuselongatus, Thermosynechococcus vulcpiti®t A PSII
bonyolult felépitéé membrankomplex, melynek membranba agyazott fedléggségei a
CP43, CP47 Klorofill tartalmu, fénybedjyo (antenna) fehérjék, a kodzponti D1/D2
alegységek, 13 kismétetlegység (citokromdgs, PsSbE, PsbF). Ezeken az alegységeken
kivil még harom alegység (PsbV, PsbO, PsbU) kapdi#ohozza a tilakoid lumen f@li
oldalan, melyek nem membranba agyazott fehérjeaégpk. A CP43 és CP47
alegységekhez  kotott  klorofill-a  molekuldk csatazék a fényenergiat a
reakciocentrumban talalhato P680-ra ezaltal oxaléhzt. A P680-rol levald elektron
tovabbhalad a fotoszintetikus elekrontranszport rabbi allomésain. A PSll-ben kétféle
plasztokinon-9 (PQ) molekulatipust kilonitenek a, egyik a Q kotohelyen, rogzitett
pozicidban talalhaté és egyszerre egy elektronbtot@sara képes a P680 és g Q
kotohelyen taldlhatd masik fajta plasztokinon molekigée. Utdbbi a @ koétdhelyre
bekotdve két elektron és két proton felvételét kdeet, plasztokinolként (PQMtavozik a
tilakoid membranban oldott plasztokinon készletb&inkét plasztokinon molekula a
tilakoidba agyazott PSII citoplazmahoz kézelebbériehelyezkedik el. A mobilis kinon
0sszekottetést teremt a PSIl és a citokr@frkbzott. A citokrom komplexhez kédve a
redukalt plasztokinol Gjraoxidalodik és visszatéP@all-hoz. A plasztokinolbdl szarmazo
elektronok tovabbitédnak a PSI felé, a protonokigadilakoid Gregébe kertlnek.

Thermosynechococcuslongatus izolalt PSIl komplexéll szarmazé kristalyok
rontgendiffrakciés adataibdl arra lehet kdvetkexrtettogy a PSII komplexek homodimer
formaban taldlhatoak meg a tilakoid membranban.okték fehérje-fehérje kdlcsonhatast
csak a két monomer PsbM alegységei kozott sikknititatni. A PSllin vivo megjelenési

formajat tekintve egyre tobb adat utal arra, hogy@ll komplexek izolaldsa soran
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alkalmazott detergensekéskgitik a dimerizacio folyamatat, ezaltal azt adtégugallva,
hogy a PSII természetesstrdulasi formaja dimerizalt form%:®® Valésziriisitheten a
dimerizaciot valoban ésegitik a tisztitas soran felhasznalt detergerdelg PSII in vivo
eléfordulasi formaja a lazan kotott dimer formaciédehmelyre fluoreszcencia adatok is
utalnak®® Mivel a két PSIl monomer kozott a kdzvetlen febdghérje koélcsdnhatasok
ritkak (PsbM-PsbM*), ezeért PSII tovabbi dsszéiefkarotinoid molekulak) és a tilakoid
membran lipidjei jelerdis szerepet jatszanak a PSII dimeriziciéjaban. Hake a PSII
viszonylag magas lipid tartalma (25 lipidmolekulamomerenként) és a két monomer
kozotti térben talalhatd 14 lipid molekula (7-7 whikét PSII monomei#), valamint a 8db
3-DM (B-dodecil-maltozid) detergensmolekula, melyek valdszitheten lipidek helyét
foglaltak el a kristalyositas soré® @bra). %
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9. Abra: A PSII monomer-monomer felszinének oldalnézetieképelill a citoplazmas, alul a
tilakoid lumen talalhat6. A fehérjék szirke, az mggsal kbzvetlen kapcsolatba dépsbM transzmembran
helix vilagoskék szinben lathatd. A monomerek ktizéret kitol6 lipid és detergens molekuldk térkitdlt
forméban lathatdéak (szén:sarga, oxigén:piros). rdobbkét kapcsolatba l@@PsbM és PsbM* (*, a masik
monomerldl szarmazo) fehérjék egymassal kétéshé l@minosav oldallancai lathatéak (C, N terminalisok
jelolve). A kdzvetlen kapcsolatot Iétesaminosavak oldallancai kdrokkel, Bitlei sargaval jeloltek.
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A maradék 18 lipidmolekula nem a monomer-monomapckolodéasi felllet
kozelében helyezkedik el. Harom a KiiRSII régiokban talalhatd, hét lipidmolekula 6vet
formalva veszi korbe a D1 és D2 alegységeket olgang hogy a DGDG1, DGDG2 a
D1/CP43 kozott X0b. &bra, I-es ellipszis), az MGDG9-10-11 egyltt az SQDGL&s
DGDGS8-al a D2/CP47 kozétt helyezkedik &Db. &bra, II-1ll-as ellipszis).®® A tovabbi 8
azonositott lipid (PG3, PG22, SQDG4, MGDG18 a dammahoz kozeli oldalon az
MGDG7-19, DGDG5-6 a lumen @l oldalon) egy ketisréted szigetet képezlQb. abra,
kék négyzet éslQc. abrg. Ezt a lipid szigetet veszik kdrbe a D1, CP43HEPsbF, PsbJ
és PsbK alegységek megformalva ezzel a PQ-PK)tserébdéséhez szikséges Ureget
(10d. &bra).
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Gruskov et al. 2000

10. Abra: Lipidek a PSll-ben(a) A PSIl oldalnézeti képe a membran sikjanakopéntjaban feliill a
citoplazma alul a tilakoid lumen. A monomerenkémgtalalhaté 25 lipidmolekula és 7 detergens mobekul
térkitdlts médon lathatd (szénatomok:sarga, oxigénatomolspid® membranba agyazott fehérjealegységek
szilrke, a membranasszocialt alegységek kék (Péit/§PsbU), zdld (PsbO) szinnel lathatoék) A PSII
homodimerben talalhat6 lipidek elhelyezkedése a Inémsikjara méteges néépontbdl ahol a fehérjék
szirke a lipidek sarga (szén), piros (oxigén) sditithatéak. A 3 piros ellipszis lipidszigeteketdj (1, 1,

IIl) a kék négyzet dc) abran lathaté kinagyitvdc) A b abran lathatd kék négyzettel jelolt Ketteted
membranformacié oldalnézeti képe, amely a PQ-PRieberébdési zsebet tolti ki. A toltétt PG3, PG22 és
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SQDG4, valamint a neutrdlis MGDG18 a citoplazmadlifebldalon lathaté (felll, szénatomok:séarga,
oxigénatomok:piros). A neutralis MGDG19, DGDG5-6GMG7 a lumen félli oldalon helyezkedik el (alul,
szénatomok:zoéld, oxigénatomok:piro§)) a Q (vilagoskék) kozelében taldlhaté lipidek. A kémemdltott
PG3, PG22 (bibor) és SQDG (zold), a neuralis MGD@i&irke) a nem-heme ereiildie’* (kék gémb),
valamint a D1 (sarga, QB kitrégid) és D2 (narancs) alegységek részletei @ahatA D1 konzervalt
aszparaginsav oldallanca (D1-Asn266) hidrogénkdééssit a PG22 glicerinvazaval.

Annak ellenére, hogy irodalmi adatok alapjan afB@os szerepet jatszik a PSlI
dimerizaci6jaban, a PSI komplex trimeziaciojabanlavént az eukariéta LHCII
oligomerizacioban a Thermosynechococcuselongatus PSII  monomer-monomer
kapcsolédasi feliilet kozelében nem azonositottakr®@kulakat>®*#’SQDG molekulak
azonban talalhatdak az emlitett pozicidban arrvajithogy az SQDG-nek szerepe lehet a
PSIl  dimerizécié disegitésében, legalabbis Thermosynechococcus elongatus
cianobaktériumban. A PG szerepet jatszhat a D1 é8P43 alegység egymashoz
kapcsoldédasaban, erre utalnak Sgnechocystissp. PCC6803 vizsgéalatabol szarmazoé
eredményeR? A kirdlyszerkezeti adatok alapjan a két alegysépokt helyezkednek el a
PG3 és PG22 lipidmolekulak, melyek valositég a magas fényintenzitason tapasztalhaté
fotoinhibicié soran mas lipidekkel egyitt kbénnyitileg a sérult D1 fehérje javitasa soran a
CP43 alegység mozgata&at.

Synechocystisp. PCC6803 mutansok vizsgalata ramutatott, hogyQaPQH
kicserébdési pont kornyékén talalhaté PG molekula szergptdzik a PSIl bels
elektrontranszportjanak szabalyozasdban. A korBi@8 és a legujabb krisalyszerkezeti
modell alapjan azonositott PG22 molekula valobazekdelyezkedik el a PSIl £
MGDG18 és SQDG4 molekulaval dugodmm hatarolja a kinonkéthely kornyékét,
ezaltal segitve a plasztokinon molekulak kodzlekétlésgyfajta hidroféb kapcsolaton
keresztiil {0d. &bra).®°

A PSIlI vég$ elektronakceptoraként agChelyre kodds plasztokinon molekula
redukalt form4janak (PQhkicserébdése friss plasztokinon molekulédra esszencialiSla P
normalis enzimatikus tikédése szempontjabdl. A legujabb kristalyszerkenatidell
alapjan egy harmadik kinonkit hely is talalhaté a PSII komplexen {Q A

kristdlyszerkezeti modell plasztokinon molekuldinakbelép és kijarati csatornakhoz
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viszonyitott térbeli helyzete a PQ-P@Hicserébdés harom kilonbdéz modelljét
feltételezi. A ,valtakoz6”, ,kigy6zd” és ,egycsatars” modellek kézil a dolgozat a

legutébbi modellt hasznalja f&1.
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2. Célkitiizések

A novények és cianobaktériumok tilakoid membraaldlipidosszetétele jelefgen
hat a fotoszintézis fényreakcioira. A cianobaktéak lipidésszetétele hasonléo a
magasabbreridfotoszintetizalé organizmusok kloroplasztiszanaidbsszetételéheZ. Ez
a konzervalt lipidosszetétel és a fotoszintézismgmmtjabdl kulcsfontossagu gének
konzervaltsaga teszi a cianobaktériumokat kivalodeliezervezetekké a fotoszintézis
tanulmanyozdsa szempontjdbdl. Ugyanakkor egyes oleé@tériumok lipidosztalyok
szempontjabdl valdban hasonlitanak ugyan a nov&lyoplasztiszokra, de a lipidek
zsirsavoldallancainak telitetlenségi foka jefenkiilonbségeket mutét.A Synechocystis
sp. PCC6803 és 8ynechococcusp. PCC7942 kozotti egyik legjelésebb kiulonbség,
hogy az utdbbi lipidjeiben csupan egyszeresenetkdit zsirsavak talalhatéak, mig az
elébbi esetében a zsirsavosszetétel sokkal jobbannlitaso névényi kloroplasztiszok
zsirsavosszetételére (2-3 szorosan telitetlerawsiky*?

Cianobakteridlis modellszerevezetekben a toltésmmiielked lipidkomponensek
szerepének vizsgélata széles korben kutatott. ADG@s PG fizioldgiai szerepének
tanulmanyozasahozSynechocystissp. PCC6803 cianobaktérium szolgalt kisérleti
objektumként>"* Ebben a térzsben azonban hasonléan a névényi loagelizmusokhoz
az SQDG esszencidlis szerepet tolt be, valamirdasgisszetétele is jelésen kilonbodzik
a Synechococcusp. PCC7942 cianobaktériumétdf’ A zsirsavisszetétel lényeges
kilonbségén kivilSynechococcusp. PCC7942 cianobaktériumban az SQDG nem
eszencialis lipid. AzqdBgén kiltését kdvéen csak foszfat limitald kérilmények kozott
mértek valtozasokat a vad tipushoz kéPesiz PG esetleges fajspecifikus fizioldgiai

szerepének tanulmanyozasa szempontjabdl a dolgddatetke# célokat jeloli meg:
1. Egy obligat fotoautotrof Synechococcussp. PCC7942icds4 sejtvonal

létrehozasa, mely modellrendszer jebsen kilonbdzik a korabbBSynechocystisp.

PCC6803 modelit zsirsavosszetétel tekintetében.
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2. A PG kivonas hatasanak vizsgalata a lipid tamiah és a zsirsav tartalom

atalakitasara

3: A PG Kkiurulés fiziolégids hatdsanak oOsszehatmdi a Synechocystissp.
PCC6803ApgsA PAL/AcdsA és Synechococcusp. PCC7942cdsA sejtekben. A PG
torzsspecifikus szerepének meghatarozasa a foteskius komplexek oligomerizacios

folyamataiban &ynechocystisp. PCC680&pgsAés PALAcdsAmutans tikrében.
4: A PG auxotroéf, obligat fotoautotréf mutansbaP@ jelenlétében és hianyaban

mérhet alapvet fotoszintetikus folyamatok  aktivitAsanak (oxigéntelés)

0sszehasonlitasa.
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3. Kisérleti anyagok és modszerek

3.1. Novekedési feltételek.

A Synechococcusp. PCC7942cdsA sejteket szilard, BG11l agar lemezeken
neveltem 500 uM natrium acetat jelenétében. Ezeket a lemezekegfaied
antibiotikumokkal kiegészitve késziltek a mutansékvad tipusi és mutans sejtek a
fiziologiai karakterizalas soran BG11 folyadék tap&gben novekedtek, puffer hozzaadasa
nélkil, 500 puM natrium acetat jelenlétében (ahol szikség volt aamegfelel
antibiotikumokkal kiegészitve). A fotoautotrof nieelési feltételek megteremtéséhez a
150 ml-es lombikokban 50 ml mennyigékultirak megvilagitasara 30-3Bnol foton m?
st fénydiriséget alkalmaztam. A kultirdk razatasahoz 100 rpbességgel porgetett,
vizszintes razot hasznaltam normal széndioxid mieagyjelenlétében.

A Synechococccusp. PCC7942cdsA mutans kultdrakat 2QuM dioleoil-PG
(18:1/18:1 PG, P-9664, Sigma, St. Louis), p@/ml kanamycin, vagy 8ug/ml
kloramfenikol jelenlétében tartottam fent. A PG ridiéisét a sejtek centrifugalasaval, PG
mentes tapoldattal tortémosassal, majd PG nélkili tapoldatba helyezésgptatem.

A Synechocystissp. PCC6802IpgsA mutans sejtvonal fotoautotr6f maédon,
20ug/ml kanamycin, valamint 5mM HEPES puffer (pH 7jélenlétében novekedett. A
tovabbi nevelési kortilmények megegyeztekyaechococccusp. PCC7942cdsAmutans

novekedési feltételeivel.

3. 2. A mutansok létrehozasa, transzformacio.

A Synechococcusp. PCC7942ZcdsA mutans létrehozaséat altalanosan hasznalt
molekularis bioldgiai modszerekkel vegeztdracherichiacoli DH5a és XL1-Blue sejtek a
megfeleb mddszerek szerint szolgaltak a transzformal6 koksiok Iétrehozasakor (LB
gazdag tapoldatban, 376n nevelvef* A cdsAlékusz PCR amplifikaciéjahoz RCU1: 5'-
CTCGAGCAACGCTTGCTTAT-3' és RCD1: 5-AATTCGCATTGCCGGAGG-3'

primerpéart hasznaltam. A primereket Synechococcusp. PCC7942 cianobaktérium
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elérhed, nyers genomszekvencijja alapjan terveztem meg

(http://genome.ornl.gov/microbial/syn PCC794Z Synechocystisp. PCC6803 genomja

alapjan [ttp://genome.kazusa.or.jp/cyanobase& cdsA gén kodold szekvencigjanak

azonositdsa homologiakereséssel tortént. A priknsegitségével amplifikalt 1596 bp
hosszisagl genomi DNS szakasz a pMPM:ABefogadévektorba klénoztam. A
szekvencia helyességét automata szekvenatorrahéetiem. A klonozott fragment
Munl/Hincll szakaszat a pZE31, vagy pZE21 vektorok klorankigkanamycin
rezisztenciat kédold génjeivel helyettesitettén Synechococcusp. PCC7942 sejtek
transzformalasahoz @sAgén elrontasa) inszercios mutagenezist hasznalteamamycin
rezisztenciat hordoz6 pRC5K1, vagy a kloramfeniketisztenciat hordoz6 pRC5C1
plazmidok felhasznalasaval optimalizalt kériilménkekott> A vad tipusu sejteket korai
logaritmikus fazisig neveltem (OD750: 0.6-0.8), thajekoncentraltam. 2-3 ml kultdrat,
centrifugalast kovéen 200-300ul friss BG11l-ben szuszpendaltam és g tisztitott
DNS hozzaadasaval transzforméltam. A DNS jelen&téb oOran keresztil, optimalis
novekedési feltételek kdzott inkubaltam (6rank@mtaizva), majd szelekcié nélkuli BG11
agar lemezre szélesztettem. 24 ora elteltével amleagez szélét felemelve, gatld
koncentracioju antibiotikumot juttattam sejtekhAz. antibiotikum diffaz6 segitségével jut
el az agarlemezen ndvekedejtekig. 10-15 nap elteltével lathatéak az aotibium
rezisztens transzformans sejtek altal képzett kékonmelyek ezt kdvéen 2-3 hét
szegregaciés folyamaton mennek keresztil. Az eitedsz mutacié szegregacios
allapotanak felméréséhez (a merodiploid, ,hetexzy allapot kdvetése) adsA ldkusz

PCR amplifikacidjat hasznaltam.

3. 3. Lipid analizis

A lipidek extrakciéjahoz egész sejteket tartalmdadtarakat hasznaltam. A
lipidextrakciot a Blight-Dyer mddszerrel végeztdih mg fehérjét tartalmazé mintakat
felhasznalva® A lipidosztalyok elvalasztasara vékonyréteg kragedfia adott lehéséget
(szilikagél vékonyréteg lapok, Merck 5721). A fafteelegy Osszetétele 65:35:5 aranyu
kloroform:metanol:ammaonium-hidroxid (28%) miatt ipidlek szétvalasztasat kdven a
lipidosztalyok sorrendje a szilikagél lapokon (féhtefelé) MGDG-DGDG-SQDG-PG. A
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kvalitativ analizis soran béls kontrollt (15:0) alkalmaztam. A lipidosztalyokat a
vékonyrétegen ANSA (8-anilino-1-naftalén-szulfonsametanolos oldatanak a lemezre
permetezésével, UV megvilagitassal tettem lathatdvéemezen bejeldlve, majd 50y
15:0 zsirsav betls kontroll felvitelét kdveten a vékonyréteg lemezérlekapartam az
elvalasztott MGDG, DGDG, SQDG, PG savokban talélhpideket. *° Az izolalt
lipideket 5% soOsavat tartalmaz6 metanolban ésitetiesn, majd ezt kbvéen a keletke¥
zsirsav metilésztereket hexanba atrdzva HewlettkdPdc HP689 gazkromatogréffal
Supelco SP2330 kapillaris oszlopon mértem le. Aresdipidosztalyok 6sszmennyiségét a
hozzdadott bets kontroll mennyiségére normaltam, majd a relativIsrézalékok
kiszamitasat kovéen a PG jelenlétében és PG hozzaadasa nélkil nenmetkbal

szarmaz6 adatokat 6sszehasonlitottam.

3. 4. A sejtdiriiség, fehérjekoncentraco és pigment tartalom vizsgith

spektroszkopiai moédszerekkel

Meghatarozott mennyiség sejt fényszordsat (750 nm hulldamhossza fényt
alkalmazva), megfel8l higitasban Shimadzu UV-3000 spektrofotométerreblf@bia,
MD) mértem meg. A fényszords meghatarozasat kévea sejteket lecentrifugalva, 7:2
aranyl aceton:metanol keverékkel extrahaltam, @zditonhaté a klorofill-a tartalorf. A
feloldott klorofill koncentraciojat annak abszomgi maximuman mérve (7:2
aceton:metanol oldészerben 663 nm), 82 ‘mMm' extinkciés allandét hasznalva
szamoltam ki. A szinanyagok kivonasat kéest az aceton:metanolban nem old6do
sejttdrmeléket fehérjekoncentracié meghatarozashhsznaltam fel (Lowry médszef)A
kalibracids egyenest BSA (borju szérum albuminjthgy sor mérésével hataroztam meg.
Minden leoltas soran a PG jelenlétében nevelt B&Sanélkil inditott kultdrak 5@ug/ml
kezds fehérjekoncentracioval rendelkeztek. A kulturakeikedését fényszorasuk alapjan
kovettem, valamint kiegésditmérésekként minden 24 oOra nevelést kémeta kulturak
fényszérasan kiviul fehérje és pigment tartalmameghataroztam egyetlen mintavétel

soran. Minden meérési pont 3 fliggetlen nevelésitira adataibdl teéddik dssze. Minden
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kultdra esetében 2 mintavétel kiértékelése toméeg 24 éranként. A PG jelenlétében és
PG hianyaban nevelt kulturdk egyazon inditokultar&zarmaztak.

A kultarak abszorpcios spektrumat Shimadzu UV-1§pédktrofotométerrel és 3ml-
es kvarckuvettdk alkalmazasaval vettem fel. A gpekok alapvonalat két Ures
tapfolyadékkal (BG11) feltoltétt kivettaval korriggm oly modon, hogy a kilvettak
homalyos oldalukkal estek a fényutba. A spektrurhokianden emlitett idpontban 3-3
fuggetlen, fehérjekoncentraciora normalizalt mitéenérése szolgaltatta (200g/ml),
melyeket normal mérési sebesség mellett mértem. elett spektrumokat tovabb

normaltam a sejtek fikobiliprotein tartalmanak edtési maximumahoz (625 nrt).

3. 5. A fotoszintetikus oxigénfejles#t aktivitds mérése

A kultardk oxigénfejles#t aktivitasat intakt sejteken, Clark-tipust oxigé&kélod
alkalmazasaval mértem meg (Instruments, Kings Lynd.K).'® A teljes
elektrontranszportlanc aktivitasa BH—~CO, vegs$ akceptorig), valamint a PSIl sajat
aktivitasa hozzéadott, mesterséges elektronakcefith©—500 pM p-benzokinon)
alkalmazasaval hataroztam meg. A méréseket téiftydiriség mellett (50uM foton mi?

s%), voros ebsziréssel, Sug/ml normalizalt klorofilltartalom beéllitasaval géztem. A
megfeleb meértéki oxigénfejlesztés méréséhez szikséges volt a sejiekasa friss
tapoldatban a meérést megrien. Az oxigén elektrodot minden méréssorozatot

megebzéen glikdz-oxidazzal kalibraltam.

3. 6. Flash-indukalt fluoreszcencia lecsengés méeés

A flash-indukalt fluoreszcencia lecsengésének thkiagt 150us és 100 s kozotti
idétartomanyban dupla modulaciés PAM fluoriméter sagjével mértik (PS instruments,

Brno) !

A 200 pg/ml fehérjetartalmd mintdkat hasznaltunk a meréshegorbek alakjat,
a fluoreszcencia lecsengés kinetikajat 6sszehastink a PG éheztetett és PG jelenlétében

nevelt mintak kozott. A mintak.kx értékét 1-re normaltuk.
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3. 7. Fehérje analizis

75ug Osszklorofillt tartalmazé sejtmennyiséget radibadn jeloltink f°S]Met
(>1,000 Ci mmol* 1z6tép Intézet Kft, Magyarorszag) hozzaadasaval®ol foton m? s*
fénydiriség mellett, 28-on. 20 perc jelolést kovin a fotoszintetikus membranokat a
kordbban ismertetett modszerek alapjan izoldftikA cianobakteridlis membranok
kinyerése érdekében a sejteket 150-200 mikron &finéiveggyongyok alkalmazésaval
tartuk fel!%

Az izolalt membranok fehérje komplexeinek elvatasa dodeciB-D- maltozid
szolubilizaciot koveten, 4 °C -on inkubalt, 5-14% akril-amidot tartaldamtiv gradiens
tortént (BN-PAGE)'™ A masodik dimenzi6 (SDS-PAGE) futtatdsahoz a sefjativ gél
savjat izolaltuk, Tris-HCI (pH 7.5) pufferben, 1%DS jelenlétében 30 percig aztatva
denaturdltuk, majd a gélcsikot a denaturalo, mésgdi tetejére rétegeztik. A masodik
futtatas 12-20% poliakrilamid gradienst alkalmaziM Urea jelenlétében. A gélfuttatast
koveten a fehérjefoltok kimutatdsa Coomassie festéggélnt, illetve a radioaktiv jelolést

koveten a rontgenfilmet 2-3 napig exponéltuk, majd mét ebhivtuk.
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4. Eredmények

4. 1. ASynechococcus sp. PCC794ZdsA génjének inaktivalasa

A CDP-diacilglicerin szintéziséért feted cdsAgén esszencialis génjeSgnechococcusp.
PCC7942 cianobaktériumnak. Inaktivalasdhoz mindeligk azonositani kellett a
hozzéaférhet nyers genomi adatok alapjan. HomolbgiakereségéalapSynechocystisp.
PCC6803cdsA génjének szekvencigjat felhasznélva sikerllt azibaoi a feltételezett
célgént. A Synechocystisp. PCC6803 sIr1963 kddnévvel ellatottsA génje 77%-os
homoldgiat mutatott, valamint fehérjeszinten a Kb@minosavak tobb mint fele (62%)
azonos volt aSynechococcussp. PCC7942 Synpcc7942_0394 kbédnegeénjével.
Synechococcdsan a gén két hipotetikus ORF kdzé éKé, es azokkal ellentétes
irAnyban irodik at. A kodolt fehérjeszekvencia dhmazza a citidil-csoport transzferéhez
sziikséges konzervalt domént, tehat a feltételergiimaktivitas is arra utalt, hogy a gén
valéban CDP-diacil-glicerin szintéziséért fékel fehérjét kddoljaSynechococcussp.
PCC7942 cianobaktériumban. A magas homoldgia, éfeltatelezett enzimaktivitas
azonositasat kovetn az RCU1/RCD1 PCR primerekkel klénoztarSymechococcusp.
PCC7942 cianobaktérium kromoszémajandkAgént tartalmazo 16kuszat, mely szakasz a
1232339-as bazispartol a 1233934-as bazispéarigedterj1595 bp nagysagu
kromoszémaszakaszt jelenti. Inszercids mutagenezechnikdjat felhasznalva
kloramfenikol (Cm), vagy kanamycin (Km) reziszteitcikédolé gént sikerllt a
kromoszéma cdsA gént kdédolé szakaszara juttatni oly mddon, hogyh@moldg
rekombinacio eredményeképpen cdsA gén révid Munl/Hincll genomi szakasza az

antibiotikum kazettara cseéélott (11. abra).
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11. abra: A kromoszoman talalhatidsAgén inaktivacidja. (a) AdsAgén kromoszémalis részletének fizikai
térképe. AAcdsAmutansban a 209bp mére¥lunl/Hincll szakasz kicserédlik a transzformal6 antibiotikum
rezisztenciat kodol6 génre. A Grkloramfenikol, a Krft kanamycin rezisztenciat kddol. Mindkét gén mogott
erds transzkripcios terminatorok talalhatdéak (t0). ékdte nyilak a klénozashoz, illetve a szegregacié
ellersrzéséhez hasznalt primerpért jeldlik. (b) Az RCUIIR primerparral végzett elléreé PCR-ek
elektroforetikus képe. (1) Vad tipust kromoszémarég2) Kanamycin rezisztens transzformans
kromoszomajardl feliréd6 DNS szakasz, amely nagyabkad tipusndl lathatd szakasznal a béék
antibiotikumkazetta miatt. (3) Kloramfenikol rezisas transzformans ellérzése. A feliroddé DNS szakaszok

mérete ugyanazon gélen futtateti restrikcids enzimmel hasitod-DNS alapjan hatarozhaté meg (M).

Mivel a Synechococcusp. PCC7942 sejtekben ndvekedési fazistdl aggtobb
kopiaban (8-10) van jelen a kromoszémalis DNS, tezéitranszformalas eredménye
minden esetben egy olyan un. merodiploid sejtvdest, mely egyarant tartalmazza a
az allapotdban a\cdsA mutans antibiotikum rezisztens fenotipust mutaiazaképes
ndvekedni a tapoldathoz adott megfélehntibiotikumok jelenlétében, ellenben PG
szintézisére is képes mindaddig, amig a vad tipuetnoszomak el nemimnek egy
hosszadalmas szegregéaciés folyamat soran. A szZemipegoran a PG auxotréf fenotipus
elérése érdekében dioleoil-PG (18:1/18:1) hozz@&adagkséges. Ugyanezt a szintetikus
PG szarmazékot &ynechocystisp. PCC680&pgsA mutans esetében is alkalmazték,
miutdn bebizonyosodott, hogy ez a fajta zsirsawiétal megfelél a sejtek életben
tartdsdhoz és a normalis fotoszintetikudikiiéshez?® A szelektalé antibiotikum

koncentraciojanak emelése réven kontraszelekcéngesil a vad tipust kromoszomakkal
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szemben. A szegregacio allapotat PCR reakciokssagivel kbvethetjik folyamatos BG11
agar lemezekre tortén tovabboltds mellett egyedi kol6nidkbol szarmazd SN
ellendrizve. A szegregéacios folyamat atlagosan 1 hongpicattdl figden, hogy mennyire
er6s a mutacio miatt kialakulo @ytelen fenotipus. Sok esetben csupan a merodiploid
allapot rogzul, és az esszencialis gén kittésetslk@ marad. AA\cdsAmutansok esetében

a gén elvesztésével jar6 PG szintézisére képtelenotipus részben/teljesen
komplementalhaté a tapoldatba adagolt PG hozzaaalas&nnek megfeléen a
,-homozigéta” mutans éAllithatd, azaz adsAgén kiuthet a torzsil. A gén kicserélésére
hasznélt antibiotikum rezisztencia rég®ge nem befolyasolja a kialakult fenotipust, azaz
kloramfenikol, és kanamycin jelenlétében nevtisA mutansok vizsgalt fenotipusdban
nem mutatkoztak jeleés kulonbségek a kisérletek soran. Annak érdekéhegy a
kromoszémdra juttatott antibiotikum rezisztenciéd&l6 gén sajat promoétere révén ne
befolydsolja a kornyezete expressziés mintazatatais hatds) minden esetbensser

transzkripcios terminatorok talalhatéak rezisztagének mogotti(l. abra).

4. 2. A PG kilurulés hatdsa &ynechococcus sp. PCC7942AcdsA mutans sejtek

novekedésére €s pigmentdsszetételére.

A AcdsA mutans sejtek novekedéséhez mind folyadék tapgmdatmind pedig
BG11 agar lemezeken sziikség volt kiegészitéskqmvl Z0G jelenlétére. A mutans sejtek
képesek voltak felvenni a koérnyezetiikben talalhpé@molekulakat ezéltal a letalis
fenotipust sikertlt komplementalni, valamint a nmstandvekedését tekintve nagyon
hasonlo tulajdonsadgokat mutatott a kiinduldsi vdpudsal. A teljesen szegregalt
transzformansok PG hozzaadasa mellett képesekvudeekedni BG11 agar lemezeken,

ellenben PG hianyaban letélis fenotipust mutati@k ébra).
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Bogos et al. 2010

12. abra: Synechococcusp. PCC7942 vad tipus (1), kloramfenikol rezisg#&odsA mutans (2) valamint
kanamycin reziszten&cdsAmutans (3) ndvekedése BG11 agarlemezen PG hozeaadkul (b) illetve PG

kiegészités mellett (a).

A PG novekedésre gyakorolt hatasa folyadék kuttlesetében is lemérlietA
Synechococcussp. PCC7942cdsA mutdnsok novekedése fotoautotrof korilmények
kozott, PG jelenlétében folyamatos, akar 13 napeelés utan is ndvekédendenciat
mutat (3a. abra). A kultira sejtszamanak noévekedédaz optikai denzitas 750nm-en
tortérd kdvetése ad informaciot. PG jelenlétébesneVelt kultirakat a korai névekedési
fazisukban PG-mentes tapoldatba helyezve at fiem@iltozasok lathatbak a mutans
ndvekedését tekintve. A mutans novekedése 3 nagraddpst koveten lelassul, majd 5
nap elteltével az optikai denzitds alapjan becsgjliszam eléri a maximuméat. Az 5 napos
inkubé&ciot kovaten a sejtek optikai denzitdsa a kezdeti 0&@5r50nm) 1.65-re @tt,
majd a kovetkeZ 5-6 napos perioduson keresztil ezen az értékgmatall napos PG
megvonast kovéen az 1.65-6s OD lecsOkken 1.35-24. abra). Az optikai denzitas
onmagaban a kultirakban talalhatdé fényszord rékekcgiriségébl fligg, de nem tesz
kilonbséget él illetve halott sejtek kozott. Annak érdekében, yhoaz éb sejtek
hozzaveileges aranya a PG éléekultiraban kdvethétlegyen kis mennyisdginokulum
(atoltd kacs altal felvett folyadékmennyiség) PGtaianta, BG11l agar lemezre oltdsa

szikséges. Ugyanazon PG éhekulturabdl 9-13 napos dgontokban kioltott
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inokulumokban az életképes sejtek szamis estkkenést mutat. Ez arra utalhat, hogy
ilyen tartés PG megvonas a sejtek tObbségére detditassal bir1@b. abra). Az
eredményekdl az is kdvetkezik, hogy a kultiraban talalhatdedejulnyomé tébbsége nem

éli tal a 13 napos, vagy anndl tartésabb PG megtona

0D7Sl)

() T T T T T T T T T . =
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 910 11 1213
Bogos el al. 2010 1do (I[lap) idé ('nap)

13. dbra: (a) A Synechococcusp. PCC7942cdsAmutans novekedési goérbéje PG jelenlétéenéé annak
megvonasakom). A gorbék a kultirak 750nm-en mért fényszéraapjah készultek. (b) Egy reprezentativ,

PG éhe# AcdsAmutans kultdraban talalhat@éejtek mennyisége 9-13napos PG éhezés soran.

A Synechococcusp. PCC7942cdsAmutans nbvekedeési paraméterei hasonlitanak
ugyan a koradbban kozt8ynechocystisp. PCC6803ApgsA mutanséra, de ugyanakkor
markéns kiilénbségek is megfigyeleit.”* Mindkét mutéacié a PG bioszintézisében okoz
maradand6 karosodast, azonbapgaAgén kodolta foszfatidilglicerin-foszfat-szintazyeg
késsbbi enzimatikus lépést katalizal, mintcdsAgén kodolta CDP-diacilglicerin-szintaz
(7. abra). Mindkét mutans képtelen PG hianyaban fotoautotrd@dom novekedni. A
torzsek kozotti Iényeges kulonbség#ka dolgozat kordbbi fejezeteiben esett mar sz6. A
Synechocystisp. PCC680&cdsA mutansrol ugyan rendelkezésre allnak adatok, de a
kozolt/eltés nevelési feltételeldd addddéan ezek nem hasonlithatbak 0ssze a
Synechococcusp. PCC7942 mutans jelletiizel.”* A Synechocystisp. PCC6803IpgsA
mutansnak ugyanazon nevelési korilmények kozottj@énlétére van sziksége. PG
jelenlétében és hianyaban is azonban kisséseftévekedési gorbék méridek ennél a

mutansnal 14a. abra). A Synechocystianutans PG jelenlétében 21 napos nevelési
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periddus alatt folyamatos ndévekedést mutat, visears ndvekedés lassabb Gemint a
SynechococcuAcdsA mutans novekedése. PG éhdalturdk esetében Synechocystis
mutans nagyobb optikai denzitast ér el, novekedggpan 11 nap PG megvonast kdeet
lassul le, majd 15 napos éhezést kéertteljesen ledll. A kilénbézéhezési staddiumban
levé Synechocystisejtek PG tartalmui tdpoldatba athelyezve még p9éhazést kovéen
is képesek Ujra novekedni (azé &ejtek aranya ezesetben ismeretlel)b( abra). A
kalonbd® novekedési gorbék PG tartalmu tapoldatban valGkxina leoltasok eltér
élésejtszambol  kovetkezik, vagy a sejtek ditéalkalmazkodo-képessédgib egyre
sulyosabb PG éhezés miatt. Synechocystif\pgsA mutans esetében azéstjtszam

becslése sikertelen volt PG tartalmi BG11 agar zeme
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]_
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°© 0.5 7
0 ) I I I ) I I L) | I ) 0 1 T T
0 2 4 o6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6
Bogos et. al. 2010 ldO (nap) ldO (nap)

14. abra: (a) A Synechocystisp. PCC680&pgsA kultirak névekedési gorbéje PG jelenlétében (...) és
hianyaban (—). (b) Ujra leoltott PG éléekultirak névekedési gorbéje 1€)( 19 @), 21 (A) és 23 ¢) PG

éhezést kovéen.
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Amig aSynechocystisp. PCC6803 sejtek 21 napos PG megvonas utampéséde
voltak ndvekedni PG tartalmu tapfolyadékban, addgynechococcusp. PCC7942cdsA
mutans kultirakban a sejtek tobbsége nem éli B mapos PG éhezést, valamint eleve
alacsonyabb optikai denzitas elérésére képes P@ydban. Lathatdban &ynechocystis
mutansok kevésbé érzékenyek a PG megvonas negatitkkzményeire, ugyanakkor nem
hagyhaté figyelmen kivil az eltéerndvekedési sebesség, a torzsek kulonbsége, és a
mutacidk kuldnbdésége a két torzs dsszehasonlitasakor.

4. 3. A PG kilrulés hatdsa a&ynechococcus sp. PCC7942AcdsA mutans sejtek

klorofill és fehérjetartalmara.

A pigment tartalom hozzaugeges becslésére kivald moédszer a kultarak abs@spc
spektruménak felvétele. ASynechococcusp. PCC7942cdsA kulturdk abszorpcios
spektruma jellegzetes valtozasokat mutat PG élsrés. 6 napos PG éhezést kéeata
spektrumok 680nm-nél mért abszorpcid értéke (kibay jelentssen csokkent a sejtek
fikobiliprotein tartalmahoz képest (625nm)5( &bra). A spektrumokat a sejtek
fikobiliprotein tartalmanak elnyelési maximumaramaltam. A normalizacio elvégezlbet
mivel a kulturdk fehérje/fikobiliprotein aradnya ¢efbsen nem valtozik éhezés soran

(azonos fehérjetartalomra beallitott mintak 625miéetérd elnyelése).
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15. abra: Synechococcusp. PCC7942cdsA kultirdk abszorpcios spektrumap@®® PG jelenlétében
(—), valamint 6 nap (-~ — =) és 10 nap (...) PG megebv koveien. A spektrumok 20Qug/ml
fehérjetartalomra bedllitott kultirak adatait mijdtat melyeket tovabb normaltam a 625nm-es cslcsra

(fikobiliproteinek).

Részletesebb adatok nyedek a kultirak teljes fehérjetartalmanak, és kldirafi
tartalmanak meghatarozasaval PG jelenlétébenyall®G megvonas soran. A kultlrak
klorofilltartalma PG éhezés soran a 3. napig folgtya ndvekedést mutat, hasonldéan a PG
jelenlétében nevelt mutans kultardkéhoz. A 3. nagoveten a Kklorofilltartalom
ndvekedése megtorpan, majd az 5. napot kéwelOug/ml koncentraciénal megall. Ez a
jellemz lassulds egybeesik a sejtek optikai denzitdsahiletke adatokkal. A
klorofillszintézis gatlasa egybeesik a mutans kékindvekedésének megtorpanasaval PG
éhezés soranlBa. és 16b. abra)PG jelenlétében a kulturdk klorofilltartalma 13 oap
nevelést kovéen elérheti akar az 5@ g/ml koncentraciét is. Ezzel ellentétben PG
megvonas soran a Kirofilltartalom 31®/ml koncentracional stagnal az 5. és a 10. nap
kozotti idsszakban. A 10. napot kovetn a kultlrak klorofilltartalma meredek zuhanasba
kezd, majd a 13 nap PG éhezést kdertaz & sejtekkel egyiitt a detektalhatdésagi szint
ala csokken a kulturdkbath3b. és 16b. abra).
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16. abra: Synechococcusp. PCC7942ccdsAkultarak (a) dsszfehérje tartalma, (b) klorofdktalma illetve
(c) a klorofill/protein aranya PG jelenlétében és PG éhezés soram (

A kultardk fehérjetartalma alapjan meghatarozhatéotoautotrof modon nevelt
biomassza duplazddasi ideje PG jelenlétében ésifydban. A modositott Lowry-teszt
alapjan meért fehérje adatok szerint mind PG jetébkén, mind pedig hianyaban a teljes
fehérjetartalom 36-38 6Ora alatt duplazédik nSygechococcusp. PCC7942cdsAmutans
sejtekben16a. 4bra).A biomassza ilyen sebességovekedése egészen a 4. napig tarthatd

PG nélkil nevelt kultirakban (2-3 duplazédas). Eatetben a 4. és a 9. nap kozott a
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fehérjetartalom névekedése lelassul, majd a 9.tiap@ten a csokkehtendenciat mutat.
Ez a csokkenés Osszefligg a kultdrakban talalhétéeflek szamanak csokkenésével a 9-
13. nap kozotti iiszakban, és valéstileg a halott sejtek fehérjetartalmanak lassu
Az adatokbdl az is kdvetkezik, hogy a kulturakdahato klorofilltartalma sokkal
gyorsabban kezd el csokkeni 10 napos PG éhezéstokiiv A kultdrak karotintartalma
azonos novekedési, telitési és csOkkenési tulafdmbat mutat, mint a mért
klorofilltartalom. Feltételezhéen a sejtek tobbségének haldla utan a felszabaduld
pigmentek sokkal gyorsabban degradaldédnak, minel&@rfetartalmuk. Az egységnyi
fehérjére vonatkoztatott klorofilltartalom szamé&a&oveben ez a relativ csokkenés még
szembdindbb (L6c¢. &bra).

4. 4. A PG megvonas hatasa @ynechococcus sp. PCC7942AcdsA lipid és

zsirsavosszetételére

A PG megvonasanak dramai hatasai vannak a setdkeks zsirsavosszetételére. A
PG kezdeti mennyisége Synechococcusp. PCC7942lcdsAmutans esetében 8% kordl
van, ami jéval alacsonyabb a vad tipusu sejtek B@lmanal (14-19%%. Ez a PG
tartalom nagyon gyorsan csokketendenciat mutat PG hianyaban és ez a csokkenés
latvanyosan koveti az osztédasok szamat is. A besme két duplazédasi idején beldl a
sejtek PG tartalma a kezdeti 8% negyedére, azaza2®sOkkent. Ez egyértelmjele
annak, hogy a\cdsA mutans sejtek képtelenek a PG szintézisére, azgmadelécidja
teljesen szegregalt. Tovabbi PG éhezést Kévet sejtek PG tartalma 6 nap alatt 2% ala

csokken(17a. abra).
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Bogos et. al. 2010 1d6 (nap)

17. &bra: A PG kilrulés hatasa a sejtek anionos glicerolipitalmara(a) A mutans sejtek PG tartalméanak
(a), valamint SQDG tartalmanale)( valtozasa a PG éhezéséeB napos periddusabath) A mutans

sejtekidl izolalt PG 18:1 (x) és 16:@) zsirsavkomponenseinek aranyvaltozasa 6 nap Pfegkeran.

A PG kilrulésével egyiiben a sejtek SQDG tartalma 6%-rol tébb mint 12%éraEz
arra utal, hogy a membranok teljes negativ tolelsémennyisége allandd értékének
kozeleben maradsynechococcusp. PCC7942 esetében kordbban megallapitottaly, dog
megemelkedett SQDG tartalom képes részben atvem® aszerepét a membranokban.
Erre utalhat az is, hogy a sejtek a megemelked@R tartalom mellett meg kozel 4-5
napig életképesek maradnak. Ugyanakkor fontos ¢gsz, hogy az SQDG nem képes
teliesen helyettesiteni a kiePG miatt séridl funkcidkat, hiszen a mutans elpusztul 13 nap
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PG éhezést kovéen (L7a. és 13b 4bra) A Synechocystisp. PCC680&pgsA mutans
esetében nem észeleltek hasonlé SQDG mennyiségeagsi

A mutans kultarakbadl izolalt PG zsirsavisszetéhédominans részben talalhato
18:1 (olajsav). Ez a dominans olajsav mennyiség él&zést kovéen markans
csokkenésbe kezd és a kezdeti tobb mint 50%-rélptatatt 10% ald csokken az izolalt PG
frakcioban. Az olajsav gyors csokkenése mellets:® {palmitinsav) mennyisége a kezdeti
30%-r6l a duplgjarad (17b. abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a mutans
sejtek képesek felvenni a tdpoldathoz adagolt dibRG-t, majd azt egy lassu folyamat
részeként atalakitva a vad tipusu zsirsavosszetélakitasara torekednek a PG esetében.
Ezt a vad tipushoz kozeli zsirsavosszetetelt padtg molekuldk aktiv atalakitasaval érik
el. A lipidmolekulak aktiv atalakitasanak folyantatéddig csak Synechocystissp.

PCC6803 cianobaktérium esetében irtak le a fotwzisre képes organizmusok koZifl.

4. 5. A PG szerepe a PSIl fehérje alegységek sziris&ben, és

Osszeszerédésében

A tilakoidban talalhaté nagymeétetehérjekomplexek tanulmanyozaséra kivalé modszer a
kétdimenzids gélelektroforézis. A megfélelmodon izolalt tilakoid membranok
fehérjekomplexeit ets Iépésben egy alacsony detergens tartalommal (dedaltozid)
szolubilizalva, ,nativ’ gélen valé futtatassal \e#fak el egymastdl, majd a masodik
lépésben egy denaturald gélben az elvalasztott lexalp fehérje alegységei is lathatova
valnak. A gélek hagyomanyos festési modszerekkdmint radioaktivan jelolt metionin
beépllése révén rontgenfilmek segitségéveblsidhatdak.

A PG jelenlétben nevelSynechococcusp. PCC7942cdsA mutansbdl izolalt
tilakoid membranok esetében a nagyobb nfiétetmplexek, mint a PSII dimerek, vagy PSI
trimerek, illetve ezek monomer formai egyértéén elkilonilnek a géleken. A modszer
sajatsagaibol fakadéan a PSIl monomer formai kdaidlhatoak PsbO két és anélkiili
formak is. Ugyanezekben a mintakban a masodik dmekdveten a PSII komplexek
alegyseégei kozul a legfontosabbak is lathatéakyekeh CP43, CP47, D1, D2§a. abra).

A fehérjék egy jelerdis része szabad, komplexbe be nem épiilt frakciot,aikely a nativ

gél aljan gyilik 6ssze. A PG jelenlétben nevelt mutansok eseté&zreautoradiogrammon
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lathatd szabad fehérjék kozott nem taldlhatdak mdSll legfontosabb alegységei (D1,
D2), valamint a PSIlI dimerekben/monomerekben jdhdéban jeldddnek az Ujonnan

szintetizalt fehérjék a hozzaadott radioaktiv nétidoeépulése miati8c. abra).

—
=

Bogos et al. 20

5 822.2. s 8c2. .26
P TP Dig: Gy S7abad fehérjefrakeis » DLDIDIAE pG. szabad fehériefrakeid
ENY —L I\ S S
F - =—— — - | —
) & « - b
- ‘ - - e S
CP47— - . - - -
CP43—{1 48 ) = ~ . - E
D2 — - —lly; | — -
DI — & —
.
‘\ | (I 1 I [ -
- -
- c d
2
g
CP47— | g
g (=]
CP43— — &
.
D2— || _ 2
DI— —

‘-‘

18. abra: 2 dimenziés BN-SDS/poliakrilamid gélelektroforézalioaktivan jelélt, maj@&ynechococcusp.
PCC7942AcdsAmutanshbdl izolalt tilakoid membranokon PG jelegiétn (PG+) és 5 napos PG megvonast
kovetten (PG-). A fel§ panelek Coomassie festett géleket (a,b), az als@ganazon gélek
autoradiogrammijait mutatja be. (c, d) RoviditédeRI(3), PSI(1) a PSI kdzponti komplexének trimietie
monomer formait jeldli. PSII(2), PSII(1) a PSII ddm illetve monomer formajat jel6li. Minden esettfjg

klorofillt tartalmazé mintak keriiltek a gélekre.

5 nap PG éhezeést kdgeh a mutansbdl izolélt tilakoid membranban jelent
mértékben csokken a PSI trimerek, és a PSIl dimeneknyisége. A PSI monomerek
mennyisége med illetve a PSII monomerek kozoétt is megjelenik eglyan valtozat,
mely sem PsbO, sem pedig CP43/47 alegységeketartaintaz {8b. abra). Az 5 napos
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PG éheztetett mintdkbdl készilt autoradiogrammaisesr jelobdik a PSII monomer
formdja, valamint a D1 fehérje egy felhalmoz6d6 mesége, amely nem képes beépulni a
PSII komplexekbe 18c. abra). Mindez arra utal, hogy 5 nap PG megvonast kinret
Gjonnan szintetizadlodé D1 fehérje mutathatd ki gtekbol, viszont ez az alegység
felhalmozédik a mintakban és koulonvalik az Osszedaddtt komplexekil. Az
Osszeszerétiott PSII komplexek esetében pedig csak monomemHtalhatoak a
membranbdl 18d. abra). A PG-nek tehat jeleis szerepe van a PSI és a PSII komplexek

oligomerizacéjaban, valamint a D1 fehérje beéptéséa PSIl komplexbe.

4. 6. A PG szerepe &ynechococcus sp. PCC7942AcdsA mutans oxigén fejlesai

aktivitdsaban

A mutans oxigénfejlesgtaktivitasa jeleriisen csoékken PG megvonas hatasara. Az
elss 4 nap PG éhezés sordn mind a teljes oxigénfejlestivitas (viz~C0O2), mind pedig
a PSIl sajat aktivitasa (wWzpBQ-mesterséges kinonszamazék) a PG-vel kiegészitet
tapoldatban noévekédsejtekéhez hasonld, nem mutat jebsntdefektust. Az 5. naptol
kezdbdéen mindkét karakterisztikus aktivitds csokkenni ke PSIl sajat aktivitasara
komolyabb hatassal van a PG hidny, mint a teljegéofejleszé képességre. Az 5. napot
kovetben az oxigénfejlesétaktivitasok folyamatosan csokkennek a PG jeleh&iénevelt
kultirakhoz képest. 11 napos PG megvonas hatasén@dkén jellems oxigénfejleszi
aktvitds drdmai kulonbségeket mutat a PG-vel dtl&ontrollokhoz képest (a kiindulasi
10%-a), ami arra utal, hogy a PG elengedhetetldtiofa a normalisan tkods

fotoszintetikus apparatusnakd( abra).
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19. &bra: A Synechococcusp. PCC7942cdsAkultirak oxigénfejlesst aktivitasanak kdvetése a PG éhezés
soran. A fejlest aktivitds mérése soran az elektronok (a) a teljektrontranszport lancon végighaladnak
(viz—CG0,), valamint (b) mesterséges elektronakceptor halésfval a PSIl QB helyére be&dt pBQ-ig
jutnak el. A PG éhezést medeb 100%-0s aktivitas abszolit értéke: 1ol O, mg Chi* h',

4. 7. A PG megvonas hatasa a flash-indukalt fluoresencia lecsengés

kinetikjara

Sotét adaptalt mintdkban egyetlen, &eliglvillandsnyi megvilagitas elegefica
PSII el$dleges elektronakceptor kinonjanak gyors redukd&adéz (Q). A mintakbol

felszabadul6 fluoreszcencia mérésekor ez a redwgyonagyon gyorsan megjetedn.
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valtozé fluoreszcencia emisszi6 megjelenéséhez tvegenek a valtozo intenzitasu
fluoreszcencia emissziénak a lecsengési kinetikk{tetve meghatarozhatéak a, Q
visszaoxidalédasanak modozatai, azaz kovétéetalik a fotoszintetikus elektronok PSII
komplexen bellli haladasa. Ha ebben a relaxacidgetikban barmilyen valtozas
észlelhed PG megvonas hatasara, az egyéfielgle annak, hogy a PG nem csak
strukturalis szempontbol fontos szabalyozdeleme Sl Rornyezetének. Vad tipusu
Synechocystissp. PCC6803 esetében részletesen meghatarozhatofiésh-indukalt
fluoreszcencia lecsengés jellefnz®’

Synechocystisp. PCC680&pgsAmutans kultirak esetében PG jelenlétében és PG
eéhezés soran kimértik vajon van-e a PG hianyankmigen hatasa a flash-indukalt
fluoreszcencia lecsengési kinetikajara. PG jeldmadténevelt kultirak esetében a lecsengés
kinetikaja a vad tipusu mintdkhoz hasonlit, azaze@sengési gorbét az 500s-0s
féléletideji, gyors komponens dominalja, ami a @s(Qs’ kinonakceptoron keresztil
megvaldsuld reoxidaciojanak felel meg. A kdozefss ms-os tartomany fluoreszcenciaja
olyan reakciécentrumokbdl szarmazik, melyek nendtték plasztokinon molekulat (PQ) a
fényfelvillanas idpontjaban, ezért a Qreoxidacidja ditt a plasztokinon készletbegy
PQ molekula kdtdésére van szikség. Végll a lassu fazis fluores#éan olyan
reakcidkhoz kothéta PSII komplexen belil, ahol a mar redukdiQ@-rol az elektron
visszafelé egy @QQg egyensulyi fazison keresztil a vizbonté komplex f&2isaval
rekombinalédik 20a. abra). A PG hidnyaban nevelt sejtek esetében a kilonbség
szembedtl. 7 nap PG éhezést kdieh a lecsengés kdzépkzisa jelenisen lelassul, ami
a Qi Qg elektronatmenet jeletd gatlasanak tudhatdo b&0@. abra). Egy gyakran
alkalmazott herbicid molekula, 3-(3, 4-diklérfenll) 1'-dimetilurea (DCMU) jelenlétében
a PG éheztetett mintakbdl szarmazd gorbéken netmattatjelends eltérés a PG
jelenlétében neveltekéhez képest. Ez az eredményutal, hogy a PG megvonas nem
befolyasolja jeleritsen a PSII elektrondonor oldalanakkiidését20a. abra).

Ugyanez a meérésynechococcusp. PCC7942cdsA mutdns esetében eléér
eredményeket mutat. 7 nap PG éhezést Kéwved lecsengés gyors fazisa nemhogy lelassul
a mutansban, hanem éppenhogy felgyorsul a PG jéles@ nevelt mintakhoz képe&0p.
abra). A gorbék lassu fazisa esetében a PG hianyos miihiédkeszcencia amplitiddja

magasabb volt kontrollhoz képest, valamint a legésnideje révidebbnek mutatkozott.
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Ezek az eredmények agQkodtbhelyének modosulasaval magyarazhatéak, amelynek
eredményeképpen a redukalh Gelhalmozdédik, és a fQs/QaQs egyensulyi allando
jelentsen eltolodik a @Qg allapot iranyaba. DCMU jelenlétében a lecsengédi@iben
nem mutatkozott jeleis kulonbség, ami szintén a PSIl donor oldalnak @tiem

mukodésére utal mind a PG éheztetett, mint a PGl@tdren nevelt mintdk esetéb&k.
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20. abra: A flash-indukalt Klorofill fluoreszcencia lecsersgdek kinetikdja (a)Synechocystissp.
PCC6803ApgsAés (b)Synechococcusp. PCC7942cdsAmutans kultirdk esetében. A mérések egyszeri,
telits felvillandssal tértéh gerjesztést kévéen PG jelenlétében nevelt kultiraknadl DCMU hozzaadal

(A), illetve nélkile ¢), valamint 7 nap PG éhezést kdert DCMU jelenlétéber), vagy nélkiile késziiltek
(0).
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5. Az eredmények megvitatasa

A PG szerepének altalanosabb megértése érdekébenblagat fotoautotrof
Synechococcusp. PCC7942cdsA cianobaktériumban az alabb kovetkefizioldgiai
karakterizaci6 tortént meg. A Kkorabbi cianobaktexiamodellekkel 6sszevettiet
eredmények szilettek, de a megallapitott kulonbségeilagitanak a PG szerepének
fajspecifikus aspektusaira. A korabbi, szinte azszés fotoszintetikus organizmusra
extrapolalt eredmények tukrében megallapithatd, yhog Synechococcus sp.
PCC7942AcdsA mutans esetében mind altalanos, mind specifikuekciokat sikerult
leirni. Az altalanos aspektusok kozott a PG essabksiszerepe ebben a cianobaktériumban
is bizonyitott az SQDG-vel ellentétben. A specifikbiatdsok hétterében valostéy a
fotoszintetikus apparatus olyan apro, szerkezekigtinbségei huzédhatnak, meg melyek
eddig ismeretlenek voltak, hiszen a legnagyoblofetist PSII kristalyszerkezeti modellek
is egy hipertermofil cianobaktérium alkalmazasawilettek. Ezek a szerkezeti
kilonbségek pedig adddhatnak a cianobakteridlizsédr nagymeérték filogenetikai
diverzitasdbdl is, melyek egy-egy torzs, vagy akddtipus esetén is jelenthetnek
szekvencia kulonbségeket a vizsgalt gének kodehiarjék esetebe® Synechocystisp.
PCC6803 zsirsavosszetétele a  magasabbrendovények  kloroplasztiszainak
zsirsavosszetételéhez nagyon hasonlo, ugyanak&gnechococcusp. PCC7942 lipidjei
inkdbb baktériumokra jellentz egyszeresen telitetlen zsirsavoldallancokkal elxednek.
Ez a markans kulonbség a deszaturacios jetigben, valamint az SQDG esszencidlis
szerepeSynechocystisp. PCC6803 cianobaktériumban megkfézheti az anionos

lipidek szerepének altalanositasat fotoszintetiagsvezetekben.
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5. 1. A PG kiurtlés hatasai aSynechococcus sp. PCC7942AcdsA mutans

novekedeési tulajdonsagaira és pigment 0sszetételére

A Synechococcusp. PCC794ZdsAgénjenek inszerciés mutagenezise egy olyan
mutans torzs létrejottét eredményezte, amely nepekd®G szintézisére. A tapoldathoz
mesterségesen adagolt dioleoil-PG (18:1) képesavigitalis mutacié hatasat kompenzalni,
jelenlétében a torzs novekedése a vad tipusu Kbrntmzshtz nagyon hasonlo volt.
Hasonl6 mutadnsokban kordbban is vizsgaltak a kililrdagolt PG kilrtlésének
jellegzetes hatasaiBynechocystissp. PCC6803AcdsA ApgsA PAL AcdsA torzsek
esetébed®’*® A PG hozzdadasa a tapfolyadékhoz ezekben az beaték képes volt
kompenzalni a letalis mutacié hataséat, ami arrd, biagy a vizsgalt cianobaktériumok
esetében a fotoautotrof nbvekedéshez elengedimetess jelenléte a membranokbag.(
abra)

Hasonl6éan aSynechocystisnutansokhoz aynechococcusp. PCC7942cdsA
mutans klorofilltartalma is jelefs valtozasokon megy keresztil PG éhezés hataséra.
Leglatvanyosabban spektroszképiai modszerek alkaséval felind, hogy PG éhezés
hatdsara a sejtekben talalhato fikobiliproteineklésofill relativ aranya az intracellularis
Klorofilltartalom jelents cstkkenésére utal, mig koradbbi mérések alapjan a
fikobiliproteinek mennyisége nem valtozik jelésén rovid tavu PG éhezés hatasdia (
abra).”” A Synechococcusp. PCC7942cdsAmutans névekedése korabban gatlédik PG
megvonas hatasara, mintSynechocystisp. PCC680&pgsA mutansé, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy azonos nevelési feltételek atella PG hidnya sulyosabb
kovetkezmeényekkel jar az &lbi mutans fiziologiai folyamataibanl3. és 14. abra).
Korabban é&ynechocystisp. PCC680&cdsAmutans ndvekedési tulajdonsagait vizsgéalva
hasonlé eredmények szllettek, viszont a nevelésilk@nyek nagymeértékkulonbsége
nem engedte meg a két térzs ilyen sridsszehasonlitas4t’® A sejtek szaporodasanak
teljes gatlasa is &bb jelentkezik aSynechococcusp. PCC7942cdsA mutans esetében,
mint a Synechocystisp. PCC680&pgsAmutans PG éhezése soran. Ez a tény még akkor

is igaz, ha a két mutans novekedési sebessége), eli&azen aSynechocystissp.
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PCC6803ApgsA mutans kultirak PG éhezés soran tobb duplazédégrasek, mint a
Synechococcussp. PCC7942ZcdsA kultirdak. A PG Ujbdli hozzdadasa az éhez
kultirdkhoz aSynechocystisnutans esetében visszaforditotta a PG kiurlléerzibilis
negativ hatasait 21 napja éBdaultirak esetében is, ellenbenSgnechococcumutans
eéhe® kulturaibol eltinnek az & sejtek 13 napos PG megvonast kdeat (L3. és 14.

abra).

5. 2. A PG éhezés hatdsa &ynechococcus sp. PCC7942AcdsA mutans

lipidosszetételére és a lipidek zsirsavtartalmara

A PG mennyiségének valtozasa gazkromatografiassmedekkel kovethét a
Synechococcusp. PCC7942cdsA mutans PG éhézkulturaiban. Két sejtosztodast
koveten (a kultara fehérje tartalmanak két duplazodas®G tartalom negyedére esett
vissza az izolalt lipid frakcioban. Ezt a csokkeregy jelents SQDG novekedés kovette,
amely valoszitileg a PG kie$ funkcioit potolta egy ideig PG éhezés sorai. (abra).
Korabbi eredmények alapjan feltételezhetogy a PG mennyiségének csokkenése
természetes foszfatéhezés soran kompenzalédik amedigedett SQDG mennyiségével
Arabidopsis thalianaesetében, mely a membranok teljes negativ tokisémegrzése
érdekében torténil® UgyanakkorChlamydomonas reinhardtiizulfat éhezése soran a PG
mennyiségének enyhe ndvekedése figyélnetg, ami tovabbra is arra utal, hogy a PG és
SQDG képesek egymas szerepét részlegesen atvessiiftetikus membranokbaft.

A zsirsavisszetétel elemzése soran kiderdlt, lrogivull a tapoldatba adagolt
dioleoil-PG (18:1) olajsavtartalma fokozatosan Ukilla sejtekBl és a PG éheztetett
kultarakbdl kivont PG-Bl. Az olajsav helyett végul palmitinsav (16:0) halnddik fel az
izolalt PG-ben mig az 6sszes tobbi lipidosztalyédsen nem figyelhétmeg ez a folyamat.

A membranban talalhat6 lipidek zsirsavosszetétiléigen mértéki valtozasat korabban
Synechococcuglongatusnitrat éhezése soran irtédk le, illetve a legujabbdmények
alapjanSynechocystisp. PCC680&pgsAmutansban is megtalalhaté a lipidek ilyen szint
atalakitasanak képesség®!®®A folyamat okara még nem sikeriilt magyarazatailna|

valamint az enzimkészlet, amely a biologiai katslizvégzi még nem teljesen
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feltérképezett, de a lipidek ilyen mértéktalakitasanak képessége a két cianobakterialis
torzsben is ramutat a jelenség fontossagéara. Aamady hatterében valosilag az all,
hogy a kivulél adagolt dioleoil-PG (18:1) egyszeresen telitetdajsav oldallancai nem
teljesen megfeléek a sejtekben a PG-t észter@siermészetes formaban jelen desn-2
(16:0), sn-1 (18:0) zsirsavakkal szembeEnnek megfelélen egy viszonylag lassu, aktiv
enzimatikus lépések soran az sn-2 poziciéban tdtalblajsav kicserétlik palimitinsavra,
valamint az sn-1 pozicidban talalhato olajsav siseara. Az ilyen modon - szerkezeti
szempontbol - vad tipushoz kozelebbi PG kerul aksirdlis szempontbdl fontos
hatéhelyekre.

5. 3. A PG hatasa a PSIl alegységeinek szintéziséés Osszeszer@ésére
Synechococcus sp. PCC7942AcdsA cianobaktériumban

A Synechococcussp. PCC7942hcdsA izolalt tilakoid membranok
kétdimenzids elektroforetikus vizsgalata alapjarsdméd eredmeények szilettek, mint
kordbban aSynechocystisp. PCC6803/PALAcdsA mutans vizsgalata sor&h.A PG
hianyaban nevelt sejte&bizolalt tilakoidokban az oligomerizacio merték&nesokkenése
mindkét torzs esetében megfigyethetalamint a monomerizacié kordbban jelentkezik a
Synechococcusp. PCC7942cdsAmutans esetében ramutatva, hogy a PG ebben tiirzsbe
vélheten sokkal fontosabb strukturalis elem a fotokémeaidszerek Osszeszémése és
stabilizacioja soran. Ezeken tulndem nagy mennyiségbe nem épilt D1 fehérje
halmozdédik fel a PG éhezteteBynechococcusnutdnsban, azaz a PG nem csak a
reakciokomplexek oligomer struktirgjanak stabiitashanem az Ujonnan szintetizalt
membranfehérjék tilakoidba épuilését is befolyadfdh@8. abra).

Jelends kiulonbség viszont, hogySynechocystisp. PCC6803 PAWcdsAmutans
izolalt tilakoid mintaiban inkabb a CP43 leszakaddgyelhet meg 20 napos PG
megvonas hataséra. Ez a leszakadas a PSIl reakirigoedl magyarazhaté a réntgen
krisztalografias vizsgalatokban a CP43 és D1 feléepységek kozott azonositott PG
molekula, a PG kiuriilést kéviehianyara® A levalasin vivois kimutathaté fluoreszcencia

indukciés spektrumok alapjan, viszont nem teljegyamis az izolalt tilakoid
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membranokban nem mindegyik PSII reakciokomgiketdgrténik meg a CP43 leszakadasa.
Inkdbb a teljes PSII és a CP43 alegység nélkulR@v¥7 aranya valtozik meg PG éhezés
hataséara a PG jelenlétében nevelt sejtekben atoti@diapothoz képest.

A tilakoid nagymérdt fehérjekomplexeit tekintve mindkét mutansnal a IPSI
dimerek és PSI trimerek @& monomerizacioja figyelh&tmeg, ami a reakcibkomplexek
altalanos destabilizacidjanak a jel3( abra)A legujabb eredmények megkéjelezik azt
az altalanosan elfogadott tényt, hogy a ASIVivo dimer formaban van jelen a tilakoid
membranokban, valamint a PSII stabil dimerek |&ttégrt az izoldlasuk soran hozzaadott
detergens molekulakat (dodecil-maltozid) teszilelfedsé. Ezekben a kisérletekben a PSlI
izolalasa soran megallapithat6 volt a detergensieklgtének és koncentracidjanak hatasa
az izolalt PSIl oligomerizacios fokanak kialakuldaa. A meglef konklizié szerint a
PSII dimerizacié disen fugg az izolalas soran alkalmazott detergemsieksegébl és
koncentraciojatof?® A tilakoid izoldlasa kozben alkalmazott detergénseehat
mesterségesen fokozhatjdk a PSII dimerizaciét. R®G ehezést kovetn (5 nap) a
Synechococcusp. PCC7942cdsA mutansban azonban még a detergensek jelenléte

ellenére sem mutathato ki PSII dimer.

5. 4. A PG Kkilrulés hatdsa aSynechococcus sp. PCC7942AcdsA mutans

fotoszintetikus aktivitasara

A PG kilrlilése mindegyik PG szintézisére képteatamans cianobaktériumban
hatadssal volt a sejtek fotoszintetikus aktivitas&@Bgnechocystissp. PCC680&pgsA
esetében 9 nap PG éhezést kémeta fotoszintetikus oxigéntermelés a kiindulagioedra
esett vissz&® Synechococcusp. PCC7942cdsAmutans esetében a PG megvonas hatasa
még sulyosabbnak mutatkozott, hiszen 11 nap PGééhddveben a fotoszintetikus
oxigéntermelés aktivitasa a kiindulasi 10%-at sete @l (9. abra). A Synechocystis
mutans esetében a PG hidnyanak hatasai 21 nap@hd2@st kovéen is reverzibilisek
voltak, mig aSynechococcuacdsAmutans 13 nap alatt visszafordithatatlanul elvetei
életképességét és a PG visszaadasat déivesem talalhato @lsejt a kultirakbanl@b. és

14b. &bra). A PG megvonas ilyen drasztikus hatésait tekintv&yaechococcusp.
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PCC7942AcdsA mutédns sok tekintetben hasonléSgnechocystisp. PCC6802cdsA
mutansra annak ellenére, hogy a nevelési korulmémgzotti 1ényeges kildnbségek
megnehezitik a két térzs azonos mutacidjanak daspelitasaf’

Flash indukalt fluoreszcencia mérésekkel bizomtyikp hogy aSynechococcusp.
PCC7942AcdsAmutansok PSII szerkezete olyan valtozasokat steR¢& éhezés soran,
amely megvaltoztatja a elektrontranszport komposlensgyensulyi allandoit, azonban
kozvetlen géatlast nem okoznak. Az elektronatmeriieletikajanak megvaltozasa pedig
gatlasként jelentkezik mind az oxigénfejlesztésbmimd pedig a DCMU nélkul mért,
valtozo fluoreszcencia intenzitdsok lecsengéséb@h, (20b. abra). Mivel DCMU nélkdl
a gyors fazis féléletideje nem valtozik jelesen, ezért a Qés @ kozotti kozvetlen géatlas
nem magyarazza a kapott lecsengési gorbéket. Sukl@zirtibb, hogy a Q-Qs €s Q-
Qs- atmeneti allapotok kozotti egyensulyi allandd (RE€enlétében 1:10 ardnyban
talalhatok meg ezek az allapotok &a-Qs. javara) csokken le, amely a redukals. Q
visszaoxidalédasanak atvonalat forditja meg. Ezisszaoxidalodas veégul a vizbontod
komplex $ allapotaval tortééh rekombinaciéval valosul meg, mely folyamat sokkal
lassabban megy végbe, mint a-Qg elektronatmenet, megnodvelve ezzel a kdéégs
lassu fazis fluoreszcencigjanak féléletidejét (20@bra). DCMU hozzaadasaval
mesterségesen gatolhatd aQs elektronatmenet. A DCMU jelenlétében mért lecsengé
gorbék PG hidnyaban és jelenlétében is ugyananietikat kovették. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a PSII donor oldalan nem kowetlebe destabilizald valtozas 7 nap PG
éhezést kovéen, hiszen a fluoreszcencia lecsengés féléletsi@l sem csokken a PG
jelenlétében mért mintahoz képe2dlf. abra).

Synechocystisp. PCC680&pgsA mutansban a PSII bélselektrontranszportja
erésen gatolt Z0a. abrg. A fluoreszcencia lecsengés gorbéjén a gyorstegpgé fazis
lecsengésének féléletidejé meg, amely a Qés @ elektronakceptorok kdzotti atmenet
kozvetlen géatlaséra utal. Az elektronatmenet kdexegatlasa a Q visszaoxidacidjanak
Gtvonalat csak a vizbonté komplex S2 allapotavaétd rekombinacidval teszi lehté,
megnovelve ezzel a DCMU nélkili fluoreszcencia éeggs mindharom fazisanak
féléletidejét pOa. abrg. DCMU jelenlétében aSynechocystissp. PCC680&pgsA
mutansnal nagyon enyhe csokkenést észleltiink arlgés féléletidejébe2@a. abrg. Ezt

a csokkenést a PSII donor oldaldnak enyhe destatifija okozhatja, mivel a DCMU-val
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gatolt Q.-Qg elektronatmenet kovetkeztében a. @eoxidacidja nem csak a vizbontd
komplex S2 &llapotaval torténtoltésrekombinécioval valosul meg, hanem a vizbont
komplex mas, destabilizalt komponensei felé is léeileet a reoxidacié uGtvonala.
Synechocystissp. PCC680&pgsA mutans cianobaktériumban korabbi mérések is
bizonyitottak a @-Qg elektronatmenet gatlasat PG hianyaban.

A tilakoid membran galaktolipidtartalma az aniotipgdektsl eltérben befolyasolja
a PSIlI fotoszintetikus elektrontranszportjat. A DGDszerepét a flash-indukalt
fluoreszcencia mérésével kordbban részletesenntanybztdk a DGDG szintézisében
mutansArabidopsisthaliana esetében. A mutans névényekben a plasztisz érédebG
90%-a hianyzik a rendeltetési hel§ier aminek kovetkeztében a flash-indukalt
fluoreszcencia kvantumhatasfok jekésgn romlott. A DGDG hidnya ezekben a
mutansokban jeleés strukturalis kovetkezményekkel jaildg a PSIl donor oldalan,
aminek kovetkeztében a mutans novényéekdzarmazé levelek sokkal érzékenyebbek
voltak histressz kezelésre, mint a vad tipust kontrollndeknyJgyanakkor a PSII
akceptor régidiban nem kovetkezik be jetsnvaltozas, azaz a PSllhQelektronakceptor
killénféle visszaoxidalédasi folyamatait a DGDG lygmem befolyasoljid* A DGDG
szintézisére képteleBynechocystisp. PCC680&dgdA mutans vizsgalata soran is a PSlI
donor oldal destabilizaciojat figyelték meg, tebabeutralis DGDG inkabb a PSIl donor
oldalanak szerkezeti integritdsanak fenntartasgiiank szerepet.

Korabbi informéaciok alapjan a tilakoidban talathabasik anionos lipid, az SQDG
nem esszencidlis komponense a fotoszintetikus apsamak.®®®® Annak ellenére, hogy
mennyisége megemelkedik PG éhezés soran, nem képgmenzalni teljes meértékben a
kiess PG miatt kialakuld karos hatasokat. Ennek medfelekijelenthet, hogy a tilakoid
PG tartalma esszencialis a fotoszintetikus appsratagfelad mikodése szempontjabol
Synechococcusp. PCC7942cdsAmutans esetében. Az eredmények tikrében belathatd,
hogy a tilakoid membranok teljes negativ t0ltéseBIDG+PG altal meghatarozott érteke
allandd. A PG hianyt a sejt az SQDG koncentracaifaemelésével kompenzalja, de ez

nem elegenéla sejtek fotoautotrof névekedésének fenntartasahoz
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6. Osszefoglalas

A munka eredményei alapjan a kovetk&onkliziok vonhatdak le.

1. Létrehoztuk aSynechococcusp. PCC7942cdsA mutanst, mely képtelen a PG
szintézisére és esetében a PG megvonas sulyosabtkédményekkel jar, mint a

Synechocystisp. PCC6803ApgsA illetve PAL/AcdsAmutans esetében.

2. A PG kilrulés jelertisen megvaltoztatja a sejtek lipidosszetételét. AnREgvonas
hatdsara az SQDG mennyisége szaméttevnegnovekszik, valamint a kivéilra
kultirakhoz adagolt szintetikus dioleoil-PG (18&talakul a sejtekben eredetileg
megtalalhatdé zsirsavakkal észteresitett, vad tguusidzelebbi PG molekulakka.
Azonban sem a megemelkedett SQDG tartalom, semg padPG atalakitott
zsirsavtartalma nem képes kompenzalni a PG memny#yis& drasztikus
csokkenésél fakadd negativ hatasokat.

3. A PG kiurulés jelerits hatassal van a tilakoid membranokban taldlhato
fotoszintetikus reakciocentrumok (PSI, PSIl) oligmiracidjara. Rovidtava PG
megvonas hatasdra az eredetileg dimer, trimer fomma jelen led
szuperkomplexek esetében jetent monomerizacié figyelhét meg. A
fehérjeszintézis ilyen rovidtavu PG éhezés hatdséra gatlodik ugyan, de az
gjonnan megszintetizalédott reakciécentrum aleggkéisszeszer@lése jelerits
gatlast szenved,éleg a PSIl esetében. Igen valészitehat, hogy a tilakoid
membranban megtalalhatd PG aktiv szerepet vallalija@nan szintetizalodott

fehérjék membranba dgyazodasaban.

4. Synechococcusp. PCC7942cdsAsejtek esetében a fotoszintetikus aktivitas gyors
csokkenése figyelhétmeg PG megvonas hatdsara. Ez a csokkenés jor&st a
akceptor oldali gatlasanak kdszorthemig a PSIl donor oldalan nem figyelbiet

meg jelends valtozds a PG jelenlétében nevelt kontrollokhégelst. Ugyanakkor
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Synechocystissp. PCC680&pgsA mutanssal ellentétben az oxigénfejlészt
aktivitds nem a PSII daldleges és masodlagos A/Qgs) kinon akceptorai kozotti

elektronatmenet gatlasaval valosul meg. Sokkalbbk& lecstkkent egyensulyi
allanddnak koszonhét Qu Qg és QQg’ elektronallapotok kdzott.
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Magyar nyelvii 6sszefoglalas

A cianobaktériumok jelefis szerepet jatszottak a FOld mai arculatdnak
kialakitasdban. Oxigén terndefotoszintézisuk révén rendkivil fontos szerepetzgnak
ma is az 6ceanok biomassza és oxigéntermelésébkrcianobaktériumok rendszertani
csoportjai rendkivili morfolégiai és genetikai dixigdst mutatnak, melyben a fonalas,
nitrogénkod cianobaktériumok inkabb monofiletikus, mig az ejis cianobaktériumok
polifiletikus csoportokat alkotnak.Az oxigén termel fotoszintézis tanulmanyozasa
szempontjabdl rendkivil fontos, hogy a cianobaltédk rendelkeznek egy un. ,kulcsgén-
csaladdal” amely gének mas bakteridlis térzsekbem,ncsupan az oxigénterrael
fotoszintézist végz cianobaktériumokban és magasabbtier@blények kloroplasztisz
genomjaban rendelkeznek ortoldgokkal A kulcsgének kozoétt tobbségében a
fotoszintézishez kapcsolddd gének talalhatoak.eSzkbrben elfogadott tovabba, hogy a
ma éb, magasabbreridelolények kloroplasztiszési cianobaktériumok endoszimbiotikus
bekebelezésének eredménye. A koroplasztiszokcimabakterialis sejtek funkcionalis és
strukturalis hasonlésaga nem kétséges. Tobbek tk@ritek a genetikai, funkcionalis
hasonlésagnak kodvetkeztében a cianobaktériumokidkiméodellszervezetek, kozulik a
Synechococcusp. PCC7942 obligat fotoautotrof ésSgnechocystisp. PCC6803 torzsek
kiemelked fontossaggal birnak.

A fotoszintézis fényreakcioi kloroplasztiszok ésanobaktériumok tilakoid
membranjdba &agyazott fehérjekomplexek segitségeakfisulnak meg. Ezek kozul a
komplexek kozul a PSI és PSII kiemelketbntossagu a fotokémiai toltésszétvalasztas
szempontjabdl. A tilakoid membranban talalhat6 dipolekuldk és a PSI, PSII
fehérjekomplexek betsalegységei kozott [étrejéwkolcsonhatas jeleésen befolyasolhatja
a fotoszintézis biologiai folyamatéat, ennek medtada a tilakoid membran lipidosszetétele
funkcionélis jelenisédi.>® Az oxigéntermel cianobaktériumok tobbségében a tilakoid
membranok igen jellendz a tobbi baktériumtdl eltér lipidosszetétellel rendelkeznek.
Ebben a tulajdonsadgukban rendkivil hasonlitanak agasebbrerid nbvények, algak
kloroplasztiszanak tilakoidmembranjéra. A tilakoid membranok dleg neutrdlis
glikolipideket tartalmaznak, melyek szerkezeti ésnktiondlis szempontbdl is a
legfontosabb lipidosztalyok kdzé tartoznak. A gligmlek kézil az MGDG és DGDG
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taldlhatd meg a legnagyobb ardnyban. Mindkét lipisbrkezeti elemként alapgen
befolyasolja a tilakoid membran fizikai tulajdonaéigezzel kdzvetve a fotoszintézis
hatékonysagat. Megjelenésik és elterjedésiuk fhiszit@d koruimények kozotti
elengedhetetlen szerepiknek kdszothés egyérteliren kapcsolddik az oxigénterniel
fotoszintézishe?® A toltéssel rendelkéz lipidek kis mennyiségben talalhatéak meg a
tilakoid membranokban. A semleges pH-n negativesskel rendelkéz SQDG és az
egyetlen foszfolipid PG fehérje-lipid koélcsonhatésan jatszott szerepét szamos
tanulmanyban prébaltak felderiteti.

A membranlipidek fotoszintézis folyamataiban betidl funkcidjanak
tanulmanyozéaséara leggyakrabban alkalmazott modellezetek aSynechocystissp.
PCC6803 éssynechococcusp. PCC7942 cianobaktérium torzsek. Mindkét tdizalo
modellszervezetnek bizonyult, genomszekvencidjukmers, valamint genetikai
médositasaik esetében rengeteg tapasztalat halomzfed™''? A két torzs kozotti
lényeges kulonbségnek tekinthehogy a membranlipidek zsirsavosszetétele jébemt
kilénbozik egymasté? A Synechocystisp. PCC6803 inkabb a névényekre jellémz
tobbszordsen telitetlen zsirsavakat tartalmaz, mi@ynechococcusp. PCC7942 a
baktériumokra jellemz egyszeresen telitetlen zsirsavakat épit be a ndemkat alkotd
lipidekbe. A két torzsben az SQDG szerepe is kidahbehet, hiszerBynechocystisp.
PCC6803-ban ez a lipid létfontossagunak tekidthetig Synechococcusp. PCC7942
esetében az SQDG szintézisére képtelen mutans fiss{atéhezés soran mutat
killénbséget a vad tipushoz képest.

A fotoszintézis szempontjadbol az egyik legintenbben tanulmanyozott
membrankomplex a kettes fotokémiai rendszer (PSlermosynechococcuelongatus
cianobaktériumbdl izolalt PSII kristalyszerkezetapgn mind a PG, mind az SQDG
jelents hatassal lehet a PSii vivo szerkezetér® A 2.9A felbontasu kristalyszerkezet
alapjan PSII monomerenként legalabb 18 lipidmolakalalhatd, melyek kdzil legalabb
két PG molekula a PSII plasztokinon &dtelyének kozelében helyezkedik el, egy pedig a
CP43 és D1 fehérjealegységek kozott talalhato. imrenunkdk alapjan a PG jelésen
befolyasolja a PSIl QQg elektronatmenet kinetikajat ezzel funkcionalisauéfolyasolja

a fotoszintézis folyamatéaz.
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A PG fiziolégias szerepének tanulmanyoz&mechocystisp. PCC6803ApgsA
AcdsA és PALAcdsA mutansok létrehozaséval és karakterizadlasavahfoymaciokkal
gazdagodott’*"*#Ezek a mutansok PG szintézisére képtelen, auxoméénsok, melyek
képesek a PG-t a kiélsdpoldatbdl felvenni és membranjaikba épiteni.idsk tapoldatbol
eltavolitva a PG-t tanulmanyozhatdva valik a kiés@# soran jelentkéz a fotoszintézist
jelentbsen befolyasolé fenotipikus hatasok 6sszessége.uransok PG éhezése soran
gyijtott adatok ravilagitottak, hogy a PG korai ki@sil fazisaban inkdbb PSII-t érik
hatasok, mig hosszl tavu PG éhezés soran csakhragin kéén, a PG tartalom jeletis
csokkenésekor valtozik meg a PSI szerkezete idSaése’’ A PG kilrilés hatasara az
eredetileg trimer szerkezet monomerizalodik éstalzaktivitadsuk is valtozik az emlitett
mutansokban.

Munkam soran céluliztem ki Synechococcusp. PCC7942 PG auxotrof mutans
létrehozasat és tanulmanyozasat. Ez a cianobakiésirsavosszetételét tekintve
jelentsen kulonbozik a kordbbi modelléktvalamint az SQDG szerepe nem esszencialis
a mutans fotoautotrof névekedése szempontjabéSyAechococcusp. PCC7942 csak
obligat fotoautotréf ndvekedésre képes szembeéyrechocystisp. PCC6803 torzzsel,
mely képes fotoheterotr6f modon, glikéz szénforfethasznalva ndvekedni. A PG
szintézisére képteleSBynechococcusp. PCC7942 mutans tanulmanyozasa soran értékes
informaciokhoz juthatunk a PG esetleges torzssiBesifszerepére vonatkozéan. A mutans
jellemzése sordn a PG hatasat leginkabb a PG méagworan bekovetkéavaltozasok
mérésével hataroztuk meg (ndvekedés, fotoszintdipigl Osszetétel) a kozvetett és
kozvetlen hatasok megallapitasaval.

A Synechococcusp. PCC7942 genomszekvencidja alapjan azonositaitadsA
gént, mely a PG szintézisének egyik kulcsenzimédoka. Inszerciés mutagenezis
technikajaval antibiotikum rezisztencia markerreréiem le a kromoszoman talalhat6 gén
jelentbs részét, majd a létrehozott mutanst jellemeztem. miitans novekedése
egyértelnien PG auxotrof volt, azaz csupan PG jelenlétébéréletképes. PG megvonas
hatdsara a ndvekedése 4 nap utan lelassult, maljtl ds 9 napon keresztil a kultdrak
sejtszama nem valtozott. A 9. naptdl k&déen a kultirakban talalhatocesejtek szama
jelentbsen lecsokkent és 13 nap PG éhezést kéwmetelpusztultak a sejtek. A

Synechococcusp. PCC7942cdsA mutans noévekedése szempontjabol kiulonbozott a
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Synechocystisp. PCC680&pgsA és PALAcdsA mutansoktol, mivel a PG megvonasra
érzékenyebben reagélt, mely a4 stjtek szamanak drasztikus csokkenésével'jai.

A részletesebb jellemzés érdekében a sejtek fehé&sjepigment tartalmét is
végigkovettem PG jelenlétében és PG hianyaban néwdiirdk esetében. A sejtek
klorofill tartalma érzékenyebben reagélt a PG meggo hatdsara, mint a teljes
fehérjetartalom, ami arra utalhat, hogy a pigmergtbilitasat is befolyasolhatja a PG
eéhezés. Spektroszkopiai vizsgélatokkal kimutattanogy a sejtek fikobiliprotein
tartalmahoz képest a klorofill tartalom jelésen csokken 6-10 nap PG €éhezés soran. Ezt a
méresi eredményt alatdmasztja a fehérje, klomfdhy meghatarozésa is.

A AcdsAmutans lipid és zsirsavOosszetétele is megvaltB@kéhezés hatasara. Az
altalunk a sejtekhez adott mesterséges zsirsdmtartaPG mennyisége a sejtek
mennyiségének duplazédasat kovetve fiaddz azaz 6 nap PG éhezést kdest 2 %
korali értekre csokken a kiindulasi 8-10 %-os PGnmyaséghez képest. Ez egyértélm
bizonyitéka a mutans PG auxotrof fenotipusanak, amaak, hogy a mutans képtelen a PG
de novoszintézisére. A PG mennyiségéenek csOkkenésévelldpn a mutans sejtek
SQDG tartalma jeletisen, 6 %-r6l 12 %-ra Gtt, ami arra utalhat, hogy bizonyos
funkcidkban ezek a lipidek képesek egymas szegdpalialni. Korabbi eredmények is arra
utalnak, hogy a PG és SQDG egylttesen hatarozzély, an membranlipidek negativ
toltésének jeleds részeét, valamint mennyiségik egymashoz képesmnéin szabalyozott
egyensulyban vafl. Az egyes lipidosztalyok mennyiségének valtozas@glidsben a
sejtekben talalhaté maradék PG zsirsavosszetétgienbs valtozason megy keresztil. A
mesterséges PG esetébersad éssn-2pozicidban is olajsav észteresitSinechococcus
sp. PCC7942ZcdsA mutansbél PG éhezés soran izolalt PG zsirsavlatdaihoz kotve
feldasul a telitett 16 szénatomszamu (16:0) pahsaty, valamint jeleisen lecstkken az
eredetileg jelen levegyszeresen telitetlen olajsav mennyisége. Ezsetébdés arra utal,
hogy a sejtek ugyan felveszik a mesterséges lipiinsazékot, de azt igyekeznek joéval
természetesebb zsirsav OsszeiételG-vé alakitani. Ezt a folyamatot eddig csupan
eukariétakban irtak le, illetv8ynechocystisp. PCC680&pgsAmutans vizsgalata soran
deritették fel részleteit cianobaktériumokbd&h.

PG éhezés sordn @&ynechococcussp. PCC7942cdsA mutans tilakoid

membranjaban talalhaté fehérjék oligomerizacidapdita is jelerdis valtozasokon megy
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keresztil. A mutansbol izolalt PSI és PSIl komplexasetében megfigyeltik a PSII
dimerek monomerizaciojat, valamint a PSI trimereknmyisége is csokkent 5 nap PG
éhezést kovéen. A PG megvonas egyik legjelésebb kovetkezménye volt a tilakoid
membranban felhalmozodo, de be nem épilt D1 fedléggség mennyiségének komoly
novekedése (PSII). Ez egyértélem arra utal, hogy 6nmagaban zavartalan fehérgegisn
mellett az Gjonnan szintetizdlodé D1 alegységekl-BSItortéd beépillésében is aktiv
szerepet jatszik a PGynechocystisp. PCC6803 PG auxotrof mutansok vizsgalata soran
szintén megfigyelhétvolt a PSII, PSI monomerizacibja , de nem vokis D1 alegység
felhalmozédas, inkdabb a CP43 alegység vivo leszakadasa tortént meg a
reakciécentrumrot?

A Synechococcusp. PCC7942cdsA mutans fotoszintetikus paramétereit PG
€éhezés soran folyamatosan vizsgaltuk. Az oxigédefl aktivitast mesterséges kinon
(pBQ) jelenlétében, amivel kozvetlenil a PSIl akdisat mértem, valamint a teljes
oxigénfejleszt aktivitast is kovettem. A mutans mindkét jellgmoxigénfejleszi
aktivitdsa fokozatosan csokkent PG éhezés sordmil Bra kdvetkeztettem, hogy a PG
elengedhetetlen komponense a fotoszintetikus eletkanszport folyamatoknak. Hasonlé
csokkenésil szamoltak be aSynechocystissp. PCC680&pgsA és AcdsAPAL
mutansokon végzett mérések alapjanig*®* A két torzs kozétti jeless kilonbséget a
Flash-indukalt fluoreszcencia lecsengés meérésen stokumentaltuk Synechocystisp.
PCC6803ApgsA mutans merése soran egyertelmatiodasat figyeltik meg a ,QQs
elektrondtmenetnek, ami a PSIl [gelselektrontranszportjanak gatlasara utal. A
Synechococcusp. PCC7942AcdsAmutans mérése soran azonban inkabh aQ/Qa-Qg”
egyensulyi allando jeleés eltolédasat figyeltik meg an@Qg allapot irdnyaba.

A Synechococcussp. PCC7942cdsA mutans jellemzése soran tehat
megallapitottuk, hogy a PG-nek jeléntszerepe van a sejtekben talalhato fotoszintetikus
komplexek oligomer allapotanak fenntartasdban, meidtkozvetlen hatassal van a PSI|
bels elektrontranszportjara. A fotoszintetikus aktigit@atlasat valésziiteg a PSII
akceptor oldalanak zavara okozza PG hianyaban,|raidonor oldal problémaira utald
jeleket nem sikerllt azonositanunk. Mindezek azlreémyek a PG hidnydban nevelt

cianobaktériumok vizsgalatabol kévetkeznek és &githak arra, hogy a PG esetlegesen
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kilonbo®, torzs specifikus feladatokat lat el kulonféle ébmkon cianobaktériumokban,

illetve magasabbreitichbvények, algak kloroplasztiszaban.

88



English summary

The cyanobacteria played dominant role in shafiaghs face from the distant past
since approximately 3 billion years ago. Due tortlability of oxygenic photosynthesis
they possess still significant role in biologicatygen, and biomass production of the
biospheré:®> The phylogenetic distribution of cyanobacteriataists shows extreme
diversity in which the filamentous strains displapnophyletic and the unicellular strains
show polyphyletic properties based on genetic, rantgphological studie$in the study of
oxygenic photosynthesis it is really important tbganobacterial genomes contain a rather
small fraction of signature genes, which ortholagoeuld be indentified only in oxygenic
photosynthesizer cyanobacteria and in higher pthfdroplast genomes and could not in
other bacterial straifsSAmongst these signature genes the photosynttedaied genes are
not surprisingly abundant. Furthermore it is widabcepted, that higher plant chloroplasts
evolved from ancient, unicellular cyanobacterium as result of one or more
endosymbiothic events. The functional and struttalationship between chloroplasts and
cyanobacteria is evident. As a result of this kinty the cyanobacteria are excellent
model organisms in the study of photosynthetic @sses; amongst them the unicellular,
obligatory photoautothrophi8ynechococcusp. PCC7942 an8ynechocystisp. PCC6803
strains are particularly important.

The light reactions of photosynthesis take place tbe so called thylakoid
membranes of cyanobacteria and chloroplasts usimgnbrane embedded protein
complexes. From the viewpoint of photochemical ghaseparation the PSI and PSII
complexes are particularly important. The biologmacesses of photosynthesis are highly
affected by the lipid composition of thylakoid memabes, therefore the interactions
between lipids and proteins in this membrane hawectional importancg’ In
cyanobacteria the thylakoid membranes have vergarwed lipid composition, which is
rather different from that of bacterial membraned gery similar to the lipid composition
of higher plant chloroplast thylakoid.The majority of thylakoid lipids are neutral
glicoglicerolipids from which the neutral MGDG aBsDG could be found in the largest
amount. As a structural element of the membran#sIipd classes play important roles in
oxygenic photosynthesis, due to determining thesgay properties of thylakoids. They

89



appearance and distribution amongst ancestral bgdewa is the consequence of
adaptation to phosphate limiting environmental dios *® As the minorities of thylakoid
lipids, the anionic SQDG and PG have also impontalats in protein-lipid interactions as it
was shown in previous studiés.

Synechocystisp. PCC6803 an8ynechococcusp. PCC7942 cyanobacterial strains
are the most popular model organisms in researcttiegrole of membrane lipids in
photosynthesis. The genome sequences of thesdraiuassare available and there are lots
of experiences accumulated during the genetic ndatipn of thent>**2In the fatty acid
composition of membrane lipids there is a remaskalifference between the two straffs.
The Synechocystisp. PCC6803 contains polyunsaturated fatty aadsthus it is more
similar to higher plant systems. Howew@ynechococcusp. PCC7942 strain incorporates
only monounsaturated fatty acids into its lipideeTole of SQDG could be different in the
two strains, because SQDG Bynechocystisp. PCC6803 is essential compared to
Synechococcusp. PCC7942 where it is dispensable membrane Gpidponent® The
SQDG mutantSynechococcusp. PCC7942 shows physiological disturbances antjer
phosphate limiting conditions.

In the research of photosynthetic processes thest miotensively studied
photosynthetic complex is the PSII complex. Thedaiming fromThermosynechococcus
elongatusPSII crystal structure suggesting that both SQD@& RG plays important roles
in the stability of PSIl complein vivo. Based on the 2.9A resolution structure thereasire
least 18 lipids per monomer in PSIl. From those&l$phere are two PG molecules in the
vicinity of plastoquinone binding site, the; Qite and one molecule PG is located between
CP43 and D1 subunits of the compféxPrevious studies pointed out, that PG could
functionally affect the internal electron transédrPSIl, due to the displayed influence on
Qa-Qg electron transfer kinetics.

During the past few years many information havesear from the studies of
Synechocystisp. PCC6803\pgsA AcdsAand PALAcdsAmutants”® 48 These mutants
are auxothrophic mutants that are unable to syiziné¥Gde novo but they could take it
up from the growth medium. Removing the PG from ghewth medium causes typical
phenotypic changes that could be followed durirggdtarvation period. These data suggest
that in early phase of PG starvation mainly PShictions are disturbed and defects on PSI
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can only be detected after longer term (14 days)defetion’”” From these results it is
clear that PG has dominant effect on the oligora&da state of thylakoid membrane
protein complexes.

My aim was to construct a PG auxothorophic mutahtSynechococcusp.
PCC7942 and characterize it in detail. This palaicstrain is different fronsynechocystis
sp. PCC6803 in the saturation of its fatty-acyidipidechains. Furthermore the lethality of
SQDG synthetic mutants i8ynechocystisp. PCC6803 suggests that the role of SQDG
could be completely different in the two strainsheT photoautotrophic growth
characteristics are also different between thertvealel organisms. Th8ynehcocystisp.
PCC6803 has the ability to utilize external carlsmurces during photoheterotrophic
growth, however theSynechococcusp. PCC7942 is an obligatory photoautotrophic
cyanobacterium. During the characterization of P@&othrophic Synechococcusp.
PCC7942 mutant there could be novel results oldaimethe possible strain-specific roles
of PG amongst different cyanobacterial strains.imyuthe work direct and indirect effects
of PG depletion were observed on the growth, plyotbesis, lipid composition of the
mutant respectively.

Based on the genom sequencé&whechococcusp. PCC7942 | have identified the
cdsAgene, which encodes a crucial enzyme of PG bibsgig. | have replaced a part of
the gene on the chromosome to an antibiotic cassesihg insertional mutagenesis. The
mutant was viable only in the presence of exogatyoadded PG to the medium. The
mutant growth stopped after 4 days and was viaiel8 days in the absence of GP.
Strong decrease could be identified in the vialelé mumber after 9 days of PG depletion
and after 13 days of PG starvation the cells diéek Synechococcusp. PCC7942cdsA
mutant responded differently to PG starvation caomgato Synechocystissp.
PCC6803ApgsAor PAL/AcdsAmutants. Th&ynechococcusiutant have shown increased
sensitivity to PG starvation and additionally thwsg decrease in viable cell number could
not be observed in latteéBynechocystimutants’>*

Based on the more detailed measurements of taitgip, and pigment content of
the mutant it is clear, that the amount of chlogdbldecreased more rapidly, than the
protein content. This could be the effect of PGnstaon on the stability of cellular
pigments inSynechococcusp. PCC7942. Moreover after 6-10 days of PG starvahe
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ratio of chlorophyll/ficobiliprotein content of theells decreased rapidly as | have shown
by spectroscopic measurements and by determinattiomolorphyll/total protein ratio.

PG starvation has effects on the total lipid aatlyfacid content of the mutant
during starvation. The amount of PG in extractedas of mutants followed the number
of cell duplications and decreased to 2 % from dhiginal 8 — 10 % after 4 days of
starvation evidenced that the mutant is unableytthesize PGle novo Simultaneously
with the depletion of PG the amount of SQDG inceea® 12 % from 6 % suggesting, that
PG and SQDG could partially replace each otherstiom in photosynthetic membranes.
Previous results also suggest that the total negatiarge of the thylakoid membrane is
strictly regulated, and depends on the total balaot PG and SQDG content of the
membrané! In parallel with the changes in lipid compositidwe fatty acid composition of
remaining lipids have also changed significantlyotiB in sn-1 and sn-2 positions
monounsaturated oleic acid (18:1) esterified tlyeaylol backbone in exogenoiusly added,
artificial PG. Strong replacement of the oleic acihtent to saturated palmitic acid (16:0)
have been observed during PG starvatiosynechococcusp. PCC7942cdsA mutant.
This replacement suggests that the mutant celle kelken up the artificial lipid from the
medium, and changed the fatty acid content to amaturally one after they incorporated
it into their membranes. This lipid retailoring pess was previously described in
eukaryotes and only very recent results identitieel same process Bynechocystisp.
PCC6803ApgsAmutant cianobacteriuf?®

During PG starvation the oligomeric state of thgid complexes changed
significantly. We observed strong monomerisatiorP&l compexes in parallel with the
decreasing of PSI trimers in isolated thylakoid rheames after 5 days of PG depletion.
Accumulation of unassembled D1 subunits in the akgid membranes was the most
serious consequence of PG starvation. This sugg¢jestsn the presence of unperturbed
protein synthesis the incorporation of PSIl sulsimito the complex is inhibited by the
decreased amount of PG. Completely different resulere observed in the case of
Synechocystisp. PCC6803 PAIcdsA mutant. The monomerisation of PSI and PSII
complexes was the same, but instead of increasmanssembled D1 protein amount the
detachment of CP43 from the PSIl complex has beerroed*
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The photosynthetic parametersSynechococcusp. PCC7942cdsAmutant were
continuously monitored during PG depletion. The gety evolving activity was measured
in the presence of artificial quinone (pBQ) in arde measure direct @@ to pBQ) PSII
activity and without it in order to measure net f@synthetic activity (HO to CQ). Both
activities were decreasing rapidly during PG staowa suggesting that PG is an
indispensable component of photosynthetic elect@amsport in cyanobacteria. This
phenomenon was similar to that have been obsenvetthe case ofSynechocystisp.
PCC6803 ApgsA AcdsA and PALAcdsA mutants previously®’*3* We observed
significant difference in the flash-induced fluazesce relaxation kinetics between
Synechocystisp. PCC680&pgsAandSynechococcusp. PCC7942AcdsAmutants. In the
latter PG depletion caused a shift of @Qgs/Qa-Qs- equilibrium towards @-Qg. However
in Synechocystisp. PCC680&pgsAmutant the electron transfer betweegn @nd @ is
probably inhibited suggesting a direct effect of ®#GPSII charge transfer kinetics.

During the characterization &ynechococcusp. PCC7942cdsAit is revealed,
that PG has dominant effect on the stability ofa@theric protein complexes and the
internal electron transfer of PSII. There was rgmal of PSII donor side problems during
PG depletion, thus the inhibition of oxygen evotyiactivity is possibly caused by the
disturbances in the acceptor side of PSII. All ¢hdata observed during the starvation of
PG auxothrophic cyanobacteria and suggest that &6 possibly strain specific and

universal functions in photosynthetic organisms.
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Kilon kdszonet é&Synechococcusp. PCC7942 cianobaktériumnak a folyamatos szakmai

kihivasert.
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