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BEVEZETES

A fotoszintetikus szervezetek a Napbol érkezé energiat hasznositjak,
amely fotoszintézisiik révén kémiai energiava alakul, amely az ¢letmiikddések
fenntartasahoz sziikséges. A cianobaktériumok a legésibb prokariota szervezetek,
amelyek oxigéntermeld fotoszintézisre képesek, a foldtorténet soran jelentds
szerepet toltottek be a 1égkor oxigénnel vald dusitdsaban. A Fold eredeti reduktiv
légkorét ezek az élélények alakitottak at oxidativ légkdrré. A cianobaktériumok
membranfelépitése  hasonld6 a  magasabbrendi  névények ¢és  algak
kloroplasztiszaihoz, hiszen rendelkeznek kiils6 és bels6 membrannal, illetve
tilakoidmembranrendszerrel, mint a ndvények kloroplasztiszai. Az endoszimbiozis
elmélet szerint a cianobaktériumokat a kloroplasztisz Osének tekinthetjiik.
Egyszert felépitésiiek, gyorsan szaporodnak, egyes fajok teljes genomszekvenciaja
ismert, konnyen transzformalhatok, lehetévé téve mutansok eldallitasat, melyek
segitségével in vivo tanulméanyozhat6 a kiilonb6z6 lipid- és fehérjemolekuldknak a
sejtfunciokban jatszott szerepe.

A tilakoidmembranok f6 komponensei a nagy fehérjekomplexek, amelyek
a lipid kettdsrétegbe vannak beagyazva. A fotoszintetikus apparatus fehérjéi szoros
kolcsonhatisban vannak az oket koriilvevé lipidmolekuldkkal. Eppen ezért a
fehérjemolekulak mellett a lipideknek igen fontos szerepiik van a sejtfunkciok
szabalyozasaban. A cianobaktériumok tilakoid- és citoplazma membranjanak
lipidjei foként glikolipidek, melletiik kis mennyiségben taldlhaté a foszfatidil-
glicerin (PQG), az egyetlen foszfolipid. A PG semleges pH-an negativ toltéssel
rendelkezik, amely biztositja a hidrofil fehérjék beépiilését a membran hidrofob
régidiban. A PG-molekulanak, amely nélkiilozhetetlennek bizonyult a
fotoszintetikus szervezetek szamara, fontos szerepe van a fotoszintetikus
fehérjekomplexek Osszeszerelésében, valamint ezek miikddésében, de még szamos
specifikus szerepét, részletes biokémidjat, hatdhelyét, a kiillonbozd lipid-fehérje
kolesonhatasokat nem ismerjiik, igy ezek felderitésre varnak. A PG-molekula

¢lettani szerepének megértése érdekes kihivas.
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CELKITUZESEK

A PG-nek a fotoszintetikus szervezetek szerkezetében és miikddésében jatszott
szerepe in vivo tanulmdnyozhatod cianobakteridlis PG-mutansok segitségével. A
PG-nek szdmos hatasa nem ismert, ezért tiiztem ki célul a PG sejtfunkcidokban
jatszott szerepének részletesebb tanulméanyozasat. A PG-hianyos mutansok
vizsgélata soran megfigyeltiik a PG-molekuldk kémiai szerkezetének atépiilését,
amelynek révén a sejtek alkalmazkodni tudnak a valtozo kdrnyezeti feltételekhez.

Az atépiilés lényege a PG-ben 1évd zsirsavak megvaltozasa.

Munkam soran a kdvetkezd célokat tiiztem ki:

I. Olyan, a PG-szintézisben gatolt Synechocystis sp. PCC6803 tdrzs létrehozasa,
amely alkalmasabb a PSII vizsgalatara, mint a korabban tanulmanyozott mutansok.
II. A PG szerepének tanulméanyozasa a PSII RC szerkezeti felépitésében, valamint
a PG-kiiiriilés hatasanak vizsgalata a PSII funkciokra.

II. A cianobaktériumhoz kiviilrél adott, szintetikus PG-molekuldk atépiilésének

vizsgalata.

KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK
A Synechocystis sp. PCC6803 PAL/AcdsA és ApgsA nevelési koriilményei

A Synechocystis sp. PCC6803 PAL/AcdsA és ApgsA sejteket BG11
médiumban neveltiik, amely tartalmazott még 5 mM HEPES-NaOH (pH 7,5)
puffert, 20 pg/ml kanamicint és 20 uM PG(18:1/18:1)-t (Sigma, St. Louis). A
sejteket 30 °C-on, folyamatos 30 pmol'm™s™ intenzitasu fehér fényen neveltik. A
kultardkat egy korkords razoval allandoan razattuk (100 rpm), igy biztositva a
kultardk levegéztetését. A PG kiliriilésének vizsgalatdhoz a sejtkulturat
lecentrifugaltuk, a PG-tartalmi médiumot kimostuk, majd a sejteket PG-mentes

BG11 médiumban neveltiik tovabb.



A PAL/AcdsA mutans létrehozasa

A Synechocystis 1,4 kb genomi szakaszt amplifikaltuk PGF (5'-
AGGTCCGCAACGTGGAGGTG-3") és PGR (5'-
CTGGAACGACTTGGGAAGTG-3') primerek segitségével. A  primerek
megvalasztasa a  Symechocystis  ismert teljes genomi szekvencidja

(http://www.kazusa.or.jp/) alapjan tortént. A cdsA gén Mscl és Nsil kozti 543bp

hosszl fragmensét kanamicnrezisztencia kazettaval ( aphl gént tartalmazo kazetta)
helyettesitettiik. A transzformansok szelektdlasa BG11-tartalmi agar lemezeken
tortént, amelyek 20 pM PG-t és 50 pg/ml kanamicint is tartalmaztak. A mutansok
teljes szegregalasat PCR reakcioval is ellendriztiik, valamint igazoltuk a PG
szintézisére képtelen mutans eldallitasat azzal, hogy PG hozzaadésa nélkiil a sejtek

nem szaporodtak, illetve a kultiira nem volt fenntarthato.

A sejtek szaporodasanak és pigmentartalmanak mérése

A folyadékkultaraban sejtszdmnovekedést az optikai denzitds 750 nm-nél
torténd (OD75p) mérésével kovettiik. A sejtek pigmenttartalmanak valtozasat
abszorpcios spektrumok felvételével kovettiikk. A mintak kozel azonos denzitasuak
voltak 750 nm-en. A klorofillkoncentracidé méréséhez 90%-os metanollal
extrahaltuk a pigmenteket, majd megmértiik az extraktumok abszorpcidjat 665 nm-

en. A szamitashoz hasznalt extinkcids koefficiens: 78,95 1/g/cm.

Morfolégiai vizsgalatok

Az dsszecentrifugalt cianobaktérium sejteket 0,1 M foszfat pufferben (PB,
ph:7,4) oldott 1%-o0s formaldehid és 1%-o0s glutaraldehid oldatban 4 °C-on négy
oran keresztiil fixaltuk. Rovid foszfatpufferes mosas utan az utérogzités 0,1 M PB-
ben oldott 1%-o0os ozmium-tetroxiddal tortént. A mintdkat ndvekvd alkohol
koncentracidval viztelenitettilk, majd miigyantaba agyaztuk. A polimerizaci6 utan
a blokkokbol Reichert Ultracut E tipusu ultramikrotommal 85-90 nm-es

ultravékony metszeteket készitettiink, amelyeket uranil-acetattal és 6lom-citrattal
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kontrasztositottunk, majd Zeiss EM 902 elektonmikroszkoppal tanulmanyoztunk.
A sejtek méretének Osszehasonlitasahoz lemértiik az azonos nagyitasu fotokon

lathato nem o0sztodo sejtek atmérdjét pm-ben.

Tilakoidmembran izolalasa

A sejtkultardkat 75 pg klorofilltartalomra allitottuk be és [*°S] metioninnal
(>1000 Ci mmol™, Izdtop Intézet, Magyarorszag) jeloltiik 60 umol foton m™s™
fényerdsségen és 29 °C-on. A tilakoidok kinyeréséhez az ép sejteket 150-200 pm
atméréjli  iiveggyongy segitségével 4 °C-on feltartuk, ¢és differencial
centrifugédlassal a membranfrakciot Osszegyljtottik. A sejtek feltdrasa és a
tilakoidok felszuszpendalasa a kovetkezd Osszetételli pufferben tortént: 25 mM
MES-NaOH, pH 6,5, 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, és 25% (v/v) glicerint
[Biochemistry 34 (1995) 9625-9631].

A fehérjék analizise: kétdimenzios gélelektroforézis

Az izolalt tilakoidmembranokat dodecil-B-D-maltoziddal (dodecil-
maltozid: klorofill arany 20:1, w/w) szolubilizaltuk és 5-14%-os blue-nativ gélen
megfutattuk. A blue-nativ gélb6l a protein-komplexeknek megfeleld csikot
kivagtuk, inkubaltuk 30 percig 25 mM Tris-HCI (pH 7,5) pufferben, amely
tartalmazott 1% SDS-t, utana a denaturald gélre felvittiik. A komplexek
fehérjedsszetételét egy masodik dimenzids gélektroforézis révén allapitottuk meg
egy denaturdlo 12-20%-os linedris gradiens SDS-poliakrilamid gél segitségével,
amely 7 M uredt is tartalmazott [Anal. Biochem 199 (1991) 223-231]. A gélben a
fehérjéket Coommasie Brilliant Blue-val festettiik meg. A radioaktivan jelolt

rrrrrr

szobah6mérsékleten.



Fluoreszcencia emisszios spektrumok felvétele 77 °K hémérsékleten

Alacsony hémérsékletii steady-state fluoreszcencia spektrumokat vettiink
fel 600-780 nm hulldmhossztartomanyban, 437 nm-es gerjesztés utdn. A
spektrofluoriméter (Fluorolog-3/Jobin Yvon-Spex Instrument S.A., Inc.) egy
adapterrel volt ellatva, amely lehetévé tette a folyékony nitrogénben torténd
mérést. Az emisszios spektrumokat a fotomultiplier érzékenységéhez korrigaltuk,

¢és a 700 nm hullamhossznak megfeleld fluoreszcenciaintenzitasra normaltuk.

A fotoszintetikus oxigénfejleszto aktivitas mérése

A sejtek fotoszintetikus oxigénfejlesztését Clark-tipusu oxigénelektrod
segitségével mértiik. A PSII-bdl szarmazd oxigénfejlodést mértik a H,O-t6l a
kiils6leg adott mesterséges elektronakceptorig (500 puM p-benzokinon). Az
oxigénfejlédés méréséhez a sejteket BG11 médiumban mostuk, majd friss BG11
tapoldatban felszuszpendaltuk. A sejteket vords, PSII-t gerjesztd fénnyel

vilagitottuk meg, melynek eréssége 500 umol foton m?s™ volt.

Termolumineszcencia mérések

A termolumineszcencia mérésekhez a sejteket lecentrifugéltuk és friss
BG11 médiumban felszuszpendaltuk, majd a sejtszuszpenziot 10 pg/ml
klorofilltartalomra higitottuk ki. A termoluminszcencia gorbék felvételét -10 °C tol
+80 °C-ig terjedd hémérséklet- tartomanyban végeztiik. A mintak altal kibocsatott
fényt egy vords érzékenységii fotomultiplier (Hamamatsu R/2228) segitségével
mértiik, az igy kapott felerdsitett jelet szamitogépes program segitségével
értékeltik ki. A mintatarto homérsékletét egy platina alapia homérdvel kovettiik,
amely a mintdk alatt helyezkedett el. A hiitést folyékony nitrogén biztositotta. A

mintékat a fagyasztast megel6zéen két 5 pus-os flash-el vildgitottuk meg 5 °C-on.



Klorofill-a fluoreszcencia mérése

A sejtkulturakbdl vett mintak klorofilltartalmat 20 pg/ml koncentracidra
allitottuk be. A sejtek a mérés eldtt két ordig sotétadaptdlva voltak. A
fluoreszcencia méréseket egy Handy-PEA késziilék (Hansatech Intruments Ltd,
UK) segitségével végeztiik. A 20 pg klorofilltartalmu mintat Whatman sztirépapir
(GF/C) korongra sziirtiik. A sejteket tartalmazo korongot folyamatos 650 nm-es
vords fénnyel vilagitottuk meg, amely 3500 umol foton m™s™ intenzitas volt. A
fényforrast harom LED biztositotta, amelyek fénye egy 5 mm atmérdjii korbe
fokuszalddott. Az elsé megbizhatd mérési pont, ahol a fluoreszcencia tranziens
(jel) jelentkezett, 20 us volt. Ezt az intenzitasértéket vettiik Fy-nak a sotétadaptalt

sejteknél. A mérések idétartama 3 s volt.

A lipidtartalom gazkromatografias analizise

A géazkromatografias vizsgalatokhoz el6szor izoldltuk a cianobaktérium
sejtekbdl (kb. OD75,=50) a kiilonboz6 lipidosztalyokat, majd az elvalasztott PG-
molekulakat észteresitettiik. A lipideket kloroform és metanol 1:2 aranyu elegyével
vontuk ki intakt sejtekb6l [J. Biochem. Physiol. 37 (1959) 911-917]. A lipidek
elvalasztasa szilikagél vékonyréteg lapokon (TLC) (Merck 5721) tortént
kloroform, metanol ¢és 28% ammonium-hidroxid 65:35:5 térfogataranyu
futtatoelegyben, szobahémérsékleten. Az elvalasztott lipid frakciokat ANSA (8-
anilino-1-naftalén-szulfonsav) kezelés utan UV-fény alatt megjeldltiik, és 50 pg
15:0 zsirsav, mint belsé kontroll felvitele utan a lemezrdl lekapartuk. A lemezrdl
lekapart lipideket 5%-os HCI-t tartalmazé metanolban 85 °C-on 2 6ra hosszat
észteresitettilk. Az igy nyert zsirsav-metilésztereket hexanba atrazva Supelco SP-
2330 kapillarisoszlopon Hewlett Packard HP6890 gazkromatograffal valasztottuk
el [Methods Enzymol. 167 (1988) 251-259].



Tomegspektrometriai analizis

Tomegspektrometriai analizishez 6sszlipidet vontunk ki kb. OD75,=50
mennyiségli sejtbdl, metanol 1:2 aranyu elegyével. A PG-tipusok szemi-kvantitativ
analiziséhez lipidizolalas el6tt a mintdkhoz belsé standardként 20 pg
PG(14:0/14:0)-t  (Avanti  Polar  Lipids,  Alabaster, USA)  adtunk.
Tomegspektrometriai mérés eldtt az izolalt lipid mintakat szazszorosara higitottuk
acetonitril/viz elegyével (1:1). A mintdkat (50 pl) direkt infazidval juttattuk a
tomegspektrométer késziilékébe, 5 pl/ml aramlasi sebességgel. A késziilek egy
FTICR (hibrid linearis ioncsapdas-Fourier transzformacidos ionciklotron
rezonancia) tdmegspektrométer, 7T szupervezet6 —magnessel (LTQ-FT;
ThermoFisher, San Jose, CA), amely egy elektrospray tipusti ionforrassal volt
ellatva, negativion-modban miikddve.

Az egyszeres negativ toltésii molekulaionokat [M-H] az FTICR teljes MS
spektruma alapjan azonositottuk, amelyek pontos tomeget szolgaltattak (szerkezeti
informacio), az ionintenzitasok pedig mennyiségi elemzést tettek lehetdvé.

A spektrumokat 150-2000 Th tartomanyban vettiik fel, a késziiléket pedig ugy
allitottuk be, hogy 400 Th tomeg/toltésnél (m/z ) a tomegfelbontas (m/Am) érje el
az 50 000-et. Koriilbeliil 80 spektrumot atlagoltunk mintanként. Tovabbi részletes
szerkezeti jellemzés céljabol tandem MS (MS/MS) analizist végeztiink. A
molekulaionokat [M-H] elkiilonitettiik, iitkézésindukalt disszociacionak (CID)
vetettilk ald, a keletkezett fragmens ionokat a linearis ioncsapda m/z alapjan
azonositottuk (MS/MS spektrum). Az elkiilonitési szélesség 1,0 Th, az iitkozési
energia 15%-ra volt bedllitva. A koncentraciok becsléséhez a kovetkezd egyszerii
kalibracios egyenletet hasznaltuk:

cal cis=ky. (g L)

ahol ¢, az analitikum (analizalanddé molekula) koncentracioja, c¢;s a belsé standard
[PG(14:0/14:0)] koncentracioja, I, és I[;g az analitikum és a belsé standard

ionintenzitasai.



EREDMENYEK

Kutatasaim eredményeit roviden, pontokban szedve a kovetkezkben foglalom
Ossze:

I. Létrehoztuk a PAL/AcdsA mutans torzset, amelyben inaktivaltuk a cdsA
gént, amely a CDP-DG szintaz nevii enzimet kodolja, mely a PG-szintézis egyik
enzime. A cdsA gén inaktivalasat a fikobiliszOma-mentes PAL mutansban hajtottuk
végre, hiszen a fikobiliszoma hidnya kovetkeztében szdmos elény0s tulajdonsaga
van: a PSI reakciocentrumhoz (RC) képest tobb PSII RC-ot tartalmaz, mint a vad
tipust sejtek, ezért a fluoreszcencia adatok konnyebben értelmezhetdk, hiszen a
PSII-b6l szarmazo jelek nem fednek at a fikobiliszomabol jovo jelekkel. Ha a
nevelési médiumbol a PG-t elvontam, nyomonkdvethettem a PG-megvonas
kovetkezményeit

A sejtek osztoddsdnak sebessége a PG-megvonds hatasara fokozatosan
csokkent, majd ledllt. A sejtek mérete nétt, hiszen PG hidnydban a sejtek
megrekedtek az osztddas egy adott fazisaban, és nem tudtak kettévalni. A
méretndvekedés a PG-nek a sejtosztddas szabalyozasaban jatszott szerepét
valoszinisiti. A sejtek klorofilltartalma jelentésen nem valtozott, de a
tilakoidmembranok rendezettsége felbomlott.

II. A PAL/AcdsA mutans idealis kisérleti rendszer a PSII szerkezetének és
miikddésének tanulmanyozasara. Kétdimenzids gélelektroforézist alkalmazva, PG-
megvonds hatasara a PSII RC core-komplexek (RCC) szerkezetének
destabilizaciojat figyelhetjiik meg, amely a CP43 levalasanak kdszonhetd. Tehat a
PG molekula a CP43 klorofill-protein antennat a PSII RCC-hoz kapcsolja. A PSI
RCC trimerek és PSII RCC dimerek lecsdkkenése is megfigyelhetd, hiszen a PG-
nek szerepe van a trimerizdcidban és a dimerizacioban egyarant. A

fehérjeszintézist a [°S] metionin fehérjékbe torténd beépiilésével kovettiik. A jelolt



metionin beépiilése a fébb PSI és PSII fehérjékbe PG hidnyaban is folyamatosan
megtortént.

Az alacsony hémérsékletli fluoreszcencia mérések is alatamasztjak a
CP43 levalasat a PSII RCC-bol. PG hianyadban a 685 nm-es emisszids csucs
megnovekedett, hiszen gatolt az energia hatékony tovabbadasa a CP43-r6l a CP47
iranyaba, amit a CP43 levalasa magyarazhat.

PG-megvonas  hatdsdra az  elektrontranszport-folymatok  zavart
szenvedtek. Foként a PSII akceptor oldala sériilt. Ezt tamasztja ala az
oxigénfejlédés inaktivalddasa, amely a Qp kdrnyezetében torténd valtozasra utal. A
TL gorbe megvaltozasa, vagyis a B-savnak Q-sav iranyaba valo eltolodasa, szintén
az elsédleges és masodlagos kinonakceptorok kozotti elektrontranszportban torténd
zavart jelez, ami szintén alatdmasztja az akceptoroldali gatlast. Az OIJIP
fluoreszcencia-indukcié is megvaltozik PG-megvonas hatdsara, ami szintén a Qa
és Qg kozotti elektrontranszport-folyamatok lassulasara utal.

A PG-megvonas a donoroldalt is karosithatja, valésziniileg egy késobbi
stadiumban. Ezt bizonyitja a hékezelt mintak OJIP fluoreszcencidja. Ez a hatas
nagyon kicsinek tiinik, és feltételezhetd, hogy a CP43-nak a PSII RCC-bol valo
levalasaval hozhato sszefiiggésbe, mivel ez a klorofill-fehérje antenna kozvetleniil
részt vesz a MnyCa klaszter RC-hoz torténd kapcsolodasaban.

II. A ApgsA és PAL/AcdsA sejteket kiviilrdl adott PG(18:1/18:1)-el
tartottuk életben. GC vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy a mutans sejtek PG
molekulai a 18:1 zsirsavon kiviill més zsirsavakat is tartalmaztak. Ez bizonyitja,
hogy a szintetikus PG in vivo atépiilt, szamos természetes PG molekulatipust hozva
létre. Az atépiilés sordn képzO6dott PG-molekulakat nagyérzékenységii
tomegspektrometria modszerével azonositottuk. Az atépités termékei bizonyitékul
szolgalnak arra, hogy a vizsgalt Synechocystis cianobaktérium rendelkezik azzal az
enzimkészlettel, amely képes atépiteni a PG-molekulat.

Az atépiiléshez sziikséges enzimek a kdvetkezok: a foszfolipaz A és A,,

acil-hidroldzok, amelyek sziikségesek a zsirsavaknak a glicerinvazrél valod
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lehasitasahoz; a LPG-aciltranszferazok, melyek beépitik az ujabb zsirsavakat és az
acil-deszaturazok, amelyek a kett6s kotéseket alakitjak ki a zsirsavlancban. Ezen
enzimeket és génjeiket Synechocystis cianobaktériumban eddig még nem sikeriilt
azonositani.

Kisérleti eredményeim bizonyitjdk, hogy cianobaktériumokban a PG-

rrrrrr

feltételekhez vald alkalmazkodasat.
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