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BEVEZETES

A fotoszintézis alapvetd biofizikai és biokémiai folyamat, amelynek soran a napfény
energiaja az élethez nélkiilozhetetlen kémiai energiava alakul at. A cianobaktériumok a legdsibb
ismert oxigéntermeld, fotoszintetizald szervezetek, melyek az endoszimbidzis elmélete szerint a
novényi kloroplasztisz 6sének tekinthetok.

A cianobaktériumok igen ellenalld, a kornyezeti valtozasokhoz jol alkalmazkodoé szer-
vezetek, melyek hatékonyan védekeznek a reaktiv oxigéngyokok (ROS) fotoszintetikus aktivitast
csokkentd, fotoinhibiciot eredményez6 fotooxidativ karositd hatasai ellen is. A karotinoidok mii-
kodése nélkiilozhetetlen a védekezéshez. A fénykarosodastol azaltal védik a sejtet, hogy képesek
kioltani a gerjesztett szinglet és triplet allapotu klorofillt, valamint befogni a szinglet oxigént,
amely rendkiviil karos hatasit ROS. Nélkiilozhetetlen véddszerepiik mellett a karotinoidok jarulé-
kos fénybegyiijté pigmentként is mikodnek és részt vesznek a membranok felépitésében is.

A crtB gén altal kodolt fitoén-szintaz enzim katalizalja a karotinoidok bioszintézisének
elsé Iépését, a fitoén kialakitasat. A fitoénbdl tovabbi enzimek kozremiikodésével kiilonbozo
karotin- ¢és xantofillmolekulak képzddnek.

Az egyik legintenzivebben tanulmanyozott cianobaktérium, a Synechocystis sp. PCC
6803 (Synechocystis) jellemzd karotinoidjai a kovetkezok: B-karotin, hidroxiszarmazéka a
zeaxantin, ketoszarmazékai az echinenon és a 3’-hidroxiechinenon, valamint a mixoxantofill,
amely egy karotinoid glikozid. Az ujabb rontgenkrisztallografias analizisek feltartdk, hogy a
cianobakterialis fotoszintetikus komplexekben a B-karotin az egyetlen karotinoidfajta, de az osz-
szes tobbi karotinoid is megtaldlhatdé a cianobaktériumok tilakoidmembranjdban, a
citoplazmamembranban ¢és a citoszolban. Kiilonboz stresszkoriilmények hatasara mennyiségiik
megnd a sejtben. A B-karotin-molekulan levd szubsztituensek kémiai természete meghatarozza a
molekula antioxidativ tulajdonsagat, szerepét a fénykarosodas elleni védelemben. A hidroxi-
karotinoidok 4ltalaban jok a peroxidgyokok inaktivalasaban, mig a ketoszarmazékok hatékonyab-
bak a reaktiv szinglet oxigén kioltasaban, és legstabilabbnak bizonyultak a peroxidgyokok és a
fotooxidacio karositasaval szemben.

Rontgenkrisztallografias analizissel 12 karotinoidot azonositottak a
Thermosynechococcus elongatus PSII komplexében monomerenként. A PSII a fotooxidativ
stresszel szemben a leginkabb érzékeny fotoszintetikus komplex, amelynek oka valdsziniileg a
kozponti antenna komplex hianya. Korabbi tanulméanyok arra engednek kovetkeztetni, hogy a B-
karotin elengedhetetleniil sziikséges a D1 fehérje felhalmozdédasahoz Chlamydomonas reinhardtii
z01d algéban és Synechocystis cianobaktériumban is. Tehat a karotinoidok jelenléte fontos a mii-

kodoképes PSII felépiiléséhez.



A T. elongatus PSI komplexek szerkezetében 22 karotinoidmolekulat azonositottak monomeren-
ként. A PSI altalaban kevésbé érzékeny a fénystresszre, és a karotinoidok részvétele a fénykaro-
sodas elleni védelemben a PSI esetén kevéssé ismert. A fitoén-szintaz gatld norflurazonnal tortént
kezelés hatasara karotinoidmentessé valt Scenedesmus obliquus sejtek még tartalmaztak PSI
komplexeket, melyekben toltésszeparaciot is megfigyeltek. Ha a tilakoid membranokbol szerves
oldoszerrel kivontak a karotinoidokat €s a kinonokat, még ezutan is megtortént az elektronszalli-
tas a P700 és az A0 kozott.

A fotoszintézis folyamatai a PSI- és PSII-reakciocentrumokban jatszodnak le, melyek a
tilakoidmembranba agyazott pigment-fehérje komplexek. A lipid-fehérje és lipid-pigment kol-
csonhatasok fontos szerepet jatszanak a fotoszintézis szabalyozasaban. A cianobaktériumok
tilakoidmembranja jellegzetes lipiddsszetételii, mely glikolipideket és egy foszfolipidet tartalmaz.
A cianobaktériumokban ¢és a magasabbrendi novények tilakoidmembranjaban egyetlen
foszfolipid fordul eld, a foszfatidil-glicerin (PG). A T. elongatus fotoszintetikus komplexeinek
rontgenkrisztallografias szerkezetvizsgalata PG-molekulakat mutatott ki a PSII komplex CP43 és
D1 fehérjéi kozott, valamint a PSI szerkezetében is. A PG eltavolitaisa a sejtekb6l a
klorofilltartalom csokkenését és a fotoszintetikus folyamatok lassulasat okozta. A Qa és Qp kozti
elektrontranszport gatlésa volt megfigyelhetd, ami a Qa tulredukélodasahoz és Qi képzédéséhez

vezet. A PG esszencialis az alacsony hdmérsékleti stressz) és a fénystressz elleni védekezésben.

CELKITUZESEK

A globalis kdrnyezet valtozasa egyre gyakrabban idéz el olyan stresszkoriilményeket,
melyek a fotoszintetizald szervezetekre hatva csokkentik a fotoszintézis hatékonysagat. A
stresszkoriilmények kozott a fotoszintézisben mikodé védekezé mechanimusok megismerésének
igénye a kiillonbozé koriilmények kozott eltérd fejlodési sajatossagokkal rendelkezé novények,
algdk ¢és cianobaktériumok kutatasahoz vezetett. A cianobaktériumok a novényi kloroplasztisz
dsének tekinthet6k, igy kivaldo modellszervezetek a magasabbrendii ndvények fotoszintézisének
tanulmanyozasahoz. Az antioxidans tulajdonsagokkal bird karotinoidok fontos szerepet jatszanak
a stresszkoriilmények elleni harcban, de a védekezésben elengedhetetlen szerkezeti és funkciona-
lis sajatossagaik csak részben felderitettek. A Synechocystis cianobaktérium torzs jol transzfor-
malhatd, genomszekvenciaja ismert, s igy kivalo alany kiilonb6z6 mutansok létrehozasara, ame-
lyek segitségével tanulmanyozhatjuk a karotinoidok szerepét a fotoszintetikus folyamatokban.

Munkam soran a kovetkez6 célokat tiiztem ki:



I Létrehozni az elsd, oxigéntermeld fotoszintézist végzd prokaridta organizmus mutanst amely
nem tartalmaz karotinoidokat. Ezen mutans felhasznalasaval in vivo tanulmanyozzuk a teljes
karotinoid hiany (i) strukturalis és (ii) funkcionalis hatasat a fotoszintetikus folyamatokra.

I Ezenkiviil a karotinoidok védd szerepét tanulmanyozni olyan stresszkoriilmények kozott,

melyet a PG hianya valtott ki a Synechocystis pgsA mutansban.

KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

A felhasznalt torzsek és nevelési koriilményeik

A Synechocystis AcrtH és AcrtH/B torzseket 30 °C-on neveltik 5 mM HEPES-NaOH
pufferrel (pH 7.5), 10 mM glukézzal, 20 pug ml” kanamicinnel (AcrtH, AcrtH/B) és 40 pg ml™
szpektinomicinnel (AcrtH/B) kiegészitett BG11 tapoldatban, fény aktivalta heterotrof ndvesztési
kériilmények kézott (a sejteket sététben tartottuk, naponta tiz percig 35 pmol foton m™s™ intenzi-
tasu fénnyel megvilagitva)

A Synechocystis pgsA mutans sejteket fotoautotrof koriilmények kozott BG11-5 mM
HEPES-NaOH (pH 7.5) tapoldatban 20 pg ml™” kanamycin és 20 pM dioleoyl-PG (18:1/18:1 PG)
(P-9664, Sigma, St Louis, MO, USA) hozzdadasaval 30°C-on 30 pmol foton m? s™ intenzitast
fénnyel megvilagitva neveltik. A PG kiiiriilés hatasanak vizsgalatahoz a sejteket centrifugalassal
Osszegyijtottiik, a PG-tartalmii tapoldatot kétszeri mosassal eltavolitottuk, majd PG-mentes tap-
folyadékban neveltiik tovabb a fenti koriilmények kozott. A kultirakat korkords razon folyamato-

san kevertettiik (100 rpm).

A Synechocystis AcrtH/B mutans létrehozasa
A Bglll és Notl restrikcios enzimekkel hasitva a ¢s0798 kozmid klont,

(http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase/Synechocystis/map/Chr/orf16), amelyet Dr. S. Tabata

bocsatott rendelkezésiinkre, egy 7.7 kb nagysagu Bglll fragment tartalmazta a fitoén szintazt
kodold crtB gént. Ezt a pMPMA?2 plazmid BamHI helyére ligaltuk. A crtB gén egy darabjat Apal-
Hindlll emésztéssel eltavolitottuk és helyére egy omega kazettat klonoztunk. Ezzel a konstrukci-
oval transzformaltuk a AcrtH Synechocystis mutans sejteket. A transzformansokat fény aktivalta
heterotrof novesztési koriilmények kozott 10 mM glukozt tartalmazé BGll-agar lemezeken

szegregaltattuk egyedi kolonidk egymast kovet szétszélesztésével. A BGll-agar lemezek

gaciojat polimeraz lancreakcios technikaval kovettiik a crtBup (5°-
CGGTGCCCAACTTTTACCTA-3’), ¢és crtBdown (5’-TCACCTAAGGGGAAACATCG-3’)

primerek felhasznalasaval.


http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase/Synechocystis/map/Chr/orf16

Pigment analizis

A Synechocystis sejtekbol és sejtfrakciokbol aceton:metanol 7:2 (v/v) aranyu keveré-
kével vontuk ki a pigmenteket majd centrifugalas (3 perc 4°C-on, Sigma K-18 centrifuga,
20,000xg) utan a feliiluszot nitrogén gaz alatt beparoltuk és a pigmenteket HPLC-mindségi eta-
nolban feloldottuk. A pigmentek elvalasztasara Nucleosil 100 C18 forditott fazist oszlopot (5 um
szemcsemaret, Technokroma, Barcelona, Spain) hasznaltunk egy fotodiddasoros detektorral
(Tidas I, World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) felszerelt Prostar HPLC rendszerbe
(Varian, Miami, FL, USA) kétve. 100 ul térfogatt mintat rozsdamentes acél sziirén (¢ = 0.22 pum)
atsziirve felvittink az A oldattal (acetonitril:viz:trietilamine, 9:1:0.01) ekvilibralt oszlopra. Az
oszloprol a pigmenteket 100%-os etil acetattal (B oldat) elualtuk egy harom Iépcsés gradienssel
(0-40% B 10 percig, 40-60% B 10 percig, 60-100% B 3 percig) amelyet egy izokratikus 1épcsé
(100% B 2 percig) kovetett. Az elvalasztas alatt 1.5 ml perc” konstans aramlasi sebességet tartot-
tunk fenn, és az eluatum abszorpcids spektrumat (380-800 nm) 0,2 masodpercenkét rogzitettiik.

A karotenoid szarmazékok azonositdsa abszorpcids spektrumuk és retencids idejiik
alapjan tortént. Az egyes pigmentek relativ mennyiségét a 440 nm-en rogzitett kromatogramok
cstcsai alatti teriiletek Osszehasonlitasabol szamoltuk. Az egyes karotenoid és klorofill fajtak
specifikus extinkcids koefficienseket felhasznalva. (Az echinenone tartalmat 460 nm szamoltuk).

Az abrazolt értékek legalabb harom fliggetlen kisérlet atlagai + SD.

A sejtfrakciok izolalasa

A tilakoid és a citoplazmas membranokat Murata és Omata (1988, Methods Enzymol.
167: 245-251) modszere szerint izolaltuk, médositasokkal. A 0.2% lizozimmal kezelt (37°C, 2
h) és lecentrifugalt sejteket 0.1 mm-es liveggyongyokkel Bead Beater homogenizaloban
(Biospec Products, Bartlesville, OK, USA) 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)
proteazgatld jelenlétében homogenizaltuk, jégen. A feltort sejteket DNaz oldattal kezeltik 15
percig, majd a feltaratlan sejteket és a tormeléket centrifugalassal szeparaltuk (10 min, 7,000xg).
A membran vezikulumokat tartalmazo szuszpenziot 1épcsés cukorgradiensen ultracentrifugalassal
szeparaltuk (130,000xg, 16 h, 4°C). Centrifugalas utan a citoplazma membran sarga frakcioként
gylilt 6ssze a 30%-os cukorrétegben, mig a 39-50%-o0s cukorrétegben kiiloniiltek el a zold szinG

tilakoid membran vezikulumok .

Citoszolikus frakciot izolaltunk kiviilrél hozzaadott PG-t tartalmazé és PG-hianyos kul-

turakbol szarmazo6 sejtekbdl. A sejteket 50 mM MES puffert (pH 6.5), 2 mM e-amino-
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kapronsavat, 5 mM EDTA-t, | mM PMSF-et and 1 mM benzamidint tartalmazé oldatban szusz-
pendaltuk fel, majd feltartuk a fent leirt modon. Az intakt sejteket, sejttormeléket, membranokat
centrifugalassal (45 perc, 145,000% g, 4°C) eltavolitottuk. A feliiliiszot liofilizaltuk és a pigmen-

teket a fentebb leirt modon extrahaltuk.

Fehérje analizis

A sejtek radioaktiv jelolése- 75 pg klorofillt tartalmazé sejtmennyiséget szuszpendaltunk
fel 250 ul BG11-ben egy Eppendorf csében. Ezt 50 pmol foton m™? s™ megvilagitas alatt 15 per-
cig rézattuk majd [**S]Met és [**S]Cys (Trans-label, MP Biochemicals, Irvine, USA) keverékét
adtuk hozza (végs6 specifikus aktivitds: 400 uCi mI™). A szuszpenziot megvilagitottuk 15 percig
50 pmol foton m? s fehér fénnyel (pulse), ezutan kloramfenikolt (1 mg ml” végsd koncentracio)
és jeloletlen Met and Cys (5 mM végs6 koncentracid) keverékét adtuk hozza és tovabb folytattuk
az inkubaciot 15 percig (pulse-chase). Ezutan a sejteket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és
tilakoid membrant izolaltunk beldliik.

Tilakoid membrdn izoldldsa-A tilakoid membrant Komenda and Barber (1995,
Biochemistry 34: 9625-9631) szerint izolaltuk a kovetkezé modositasokkal: a sejteket 25 mM
MES/NaOH (pH 6.5), 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, 25% glicerol &sszetételii oldatban mostuk és
tartuk fel. Az tiveggydngyoket sziiréssel eltavolitottuk és a tilakoid membrant differencil centri-
fugalassal tisztitottuk.

2D gél elektroforézis-Az izolalt membranokat dodecyl-p-D-maltoziddal (dodecil
maltozid: klorofill arany 40:1 w/w) szolubilizaltuk és a membran-fehérje komplexeket 5-14%-o0s
poliakrilamid blue-nativ gélen 4 °C-on futtattuk. Minden minta 6 pg klorofillt tartalmazott. A
komplexek fehérje-Osszetételét egy masodik elektroforézis soran 7M ureat tartalmazo 12-20%-o0s
linearis gradiens poliakrilamid gélen analizaltuk. A nativ gélbdl a megfeleld csikot kivagtuk majd
30 percig inkubaltuk 25 mM Tris/HCI, (pH 7.5), 1% SDS (w/v) dsszetételli oldatban és a denatu-
ralo gél tetejére helyeztik. A gélben a fehérjéket Coomassie Blue-val festettik meg. A
radioaktivan jeldlt proteinekbdl szarmazo jelet szobahdmérsékleten detektaltuk, rontgenfilmen 2-
3 napos expozicios idovel vagy foszforimidzser lemezen (GE Healthcar, Vienna, Austria) egy
éjszakan at. A szignalok mennyiségi kiértékelését ImageQuant 5.2 szoftverrel (GE
Healthcarotenoide, Vienna, Austria) végeztiik.

Western blot analizis-1 pg klorofillt tartalmazé mintdkat futtattunk denaturalo
poliakrilamid gélen (lasd fent) majd a szeparalt fehérjéket PVDF membranra rogzitettik. A
membranokat specifikus elsddleges antitesttel majd tormaperoxidazzal konjugalt masodlagos
antitestekkel inkubaltuk (Sigma, St. Louis, USA).
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A fotoszintetikus oxigénfejleszto aktivitas mérése

A sejtek oxigénfejlesztését Clark-tipusu oxigénelektroddal (Hansatech Instruments,
Kings Lynn, U.K.) mértiik. A PSII-bdl szarmazo oxigénfejlédést a H,O-t6l a kiviilr6l hozzaadott
mesterséges elektronakceptorig (500 pM parabenzokinon) mértiik. A méréshez a sejteket BG11
tapfolyadékkal mostuk majd friss BG11-ben felszuszpendaltuk. A sejteket voros PSII-t gerjesztd
500 pmol foton m™ s erdsségii telitd fénnyel vilagitottuk meg. Mindegyik minta mennyiségét 5

g ml” klorofill koncentracidra egészitettiik ki.

A Kklorofill 2 molekulak fluoreszcenciajanak és a P700 redox allapot valtozasainak
mérése

A P700 fényindukalt abszorpciovaltozasat és a klorofill a molekulak fluoreszcenciajat
DUAL-E méréfejjel (830 és 875 nm-en mért intenzitasok kiilonbsége), P700 Near Infra Red
Emitter-rel (720 nm) és DUAL-DR (voros) méréfejjel (620 nm) felszerelt Dual-PAM-100
Measuring System (Heinz Walz GmbH, Germany) késziilékkel mértiik. 20 pg klorofillnak megfe-
lel6 mennyiségii sejtet szlrtiink r4 Whatman GF\C szlir6korongra és minden méréshez 3 fligget-
len mintat hasznaltunk.

A maximalis PSII hatasfokot (Fv/Fm) 20 perces sotét adaptacio utan hataroztuk meg,
hogy a fotoszintetikus apparatus kioltott allapotba keriiljon és a nyitott PSII reakciécentrumok
fluoreszcenciaja (Fo) mérhetd legyen. A maximalis fluoreszcencia értéket (Fm) 2000 pmol foton
m™ s intenzitast telitd fényimpulzussal értiik el. Ezen paramétereket felhasznalva, sotét adaptalt
allapotban, a PSII maximalis kvantum hatasfoka: Fv/Fm=(Fm-Fo)/Fm, ahol Fv a valtozo fluo-
reszcencia, a sotétadaptalt sejtek maximalis fluoreszcenciaja.

A P700 maximalis abszorpcio-valtozasanak (Pm-Po) meghatarozasahoz a sejtkultirat
20 percig sotétben tartottuk, ezalatt a P700 teljesen redukalt allapotba kertilt (Py). Ezutan a P700-
at tavoli voros fénnyel 10 masodpercig megvilagitva oxidaltuk, majd a maximalis jelintenzitast
(Pm), a voros fény jelenlétében, aktinikus tavoli vords fénnyel megvilagitva értiik el. A jelintenzi-
tasokat milliszekundumos idéskalan rogzitettik.

A P700 oxidacios-redukcios kinetikajat 20 perces sotét adaptacio utan, 53 umol foton
m? s er6sségii folyamatos aktinikus voros fénnyel megvilagitva, szobahémérsékleten mértiik. A
P700 abszopcio-valtozasat folyamatos aktinikus fénnyel megvilagitva milliszekundumos idéska-
lan rogzitettiik. A linearis elektrontranszportot 100 pM 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea
(DCMU) hozzaadasaval eliminaltuk.



EREDMENYEK

A fitoén-szintaz enzimet kodold crtB gént inaktivaltuk a részlegesen karotinoidhianyos
AcrtH mutansban. Igy létrejott egy teljes mértékben karotinoidmentes kettés muténs, a AcrtH/B,
amely csak sotétben, gliikdztartalmu tapoldatban volt fenntarthato. HPLC analizissel igazoltuk,
hogy a AcrtH/B sejtek semmilyen karotinoid szarmazékot nem tartalmaznak. A AcrtH/B sejtkul-
tura kékes szine arra utalt, hogy a sejtekben a fikobilinek a dominans pigmentek. A karotinoidok
hianya nem érintette szignifikdnsan a fikobiliproteinek szintézisét és felhalmozodasat, a klorofill
kifehéredtek, elvesztették pigmentaciojukat és elpusztultak, igazolva, hogy a karotinoidok nélkii-
16zhetetlen elemei a fotoprotekcionak.

Western blot analizissel kimutattuk, hogy LAHG koriilmények kozott a
karotinoidmentes AcrtH/B mutansban a PSII nagy fehérjealegységeinek szintje igen alacsony,
mig a PSI és a citokrom-bef fehérjéinek mennyisége nem csokkent a vad tipushoz viszonyitva.
Miutan a sejteket megvilagitottuk, a D1 és D2 fehérjék mennyisége tovabb csokkent, jelezve a
karotinoidok hianyaban bekovetkezd fotooxidaciot. A CPP47 és kiilondsen a CP43 klorofillkotd
antennaalegységek szintje volt a leginkabb érintett. Ez a megfigyelés 6sszhangban van a PSII
legutobbi rontgenkrisztallografias szerkezeti modelljével, mely szerint a B-karotin molekulak
tobbsége a CP47 és CP43 alegységek transzmembran a-hélixeinek kozelében helyezkedik el. A
AcrtH/B sejtek fehérje alegységeinek 2D-gélanalizise radioaktiv ,,pulse-chase” jel6léssel kombi-
nalva megadta a kulcsot annak magyarazatdhoz, hogy miért nem épiilnek fel aktiv PSII komple-
xek a mutdnsban. Az eredmények megmutattak, hogy PSII-dimerek nem képesek kialakulni B-
karotin hianyaban, s6t még a nagyon instabil PSII-monomerek is csak radioaktiv jeldléssel voltak
detektalhatoak. A CP43 alegységek nem kotddtek stabilan a PSII komplexben, ezért csak egy
intermedier PSII komplex, az RC47 (melybdl a CP43 hianyzik) volt képes felhalmozddni
Coomassi Blue-val detektalhaté mennyiségben. A AcrtH/B sejtek tilakoidjaban a D1 fehérje volt
a radioaktivan leginkabb jelol6dott fehérje, ami jelzi, hogy a D1 fehérje ,,steady state turnovere”
karotinoidok hianyaban is fennmaradt. A radioaktivan jel6l6dott D1 fehérje leginkabb az RC47
komplexben volt detektalhatd, valamint a monomer PSII-ben és az RCa-ban, amely egy olyan
intermedier PSII komplex, ahonnan a CP43 ¢és a CP47 is hianyzik. f-karotin hidnyaban azoknak a
kis fehérje alegységeknek a kapcsolodasa sem stabil, amelyek a nagy PSll-alegységekhez kotod-
nek a komplexek Osszeszerelodése soran, s igy ezek a szubkomplexek destabilizalodnak. A PSII
komplexszel ellentétben, a PSI és a citokrom-bef komplexek felépiilnek, bar a trimer/monomer

PSI aranya szignifikansan csokkent karotinoidok hianyaban.



Kétségteleniil a PSII volt a karotinoidok hianyaban leginkabb érintett fotoszintetikus
membrankomplex a AcrtH/B mutansban. A karotinoidhianyos mutans sejtek valoban nem tartal-
maztak mikodéképes PSII komplexeket, amit a PSII-fiiggd oxigénfejlesztd aktivitas mérésével
igazoltunk. Tovabba a PSII klorofill-a fluoreszcencia mérései és a P700 tranziens redukciokineti-
kajanak mérései megerdsitették, hogy a AcrtH/B sejtekben nem alakultak ki aktiv PSII-
reakciocentrumok. Ezzel szemben a PSI-hez kéthetd toltésszeparacio és ciklikus elektrontransz-
port mitkddik a LAHG-kériilmények kozott nevelt AcrtH/B sejtekben is. Azonban, miutan a sej-
teket megvilagitottuk, az aktiv PSI-reakciécentrumok mennyisége szignifikansan csokkent. Azért,
hogy megértsiik a PSI fotoinhibicidjanak okat a karotinoidmentes és aktiv PSII-mentes AcrtH/B
sejtekben, méréseket végeztiink egy masik PSII-hidanyos mutans torzsben, melyben a D2 és a
CP43 alegységek szintézise gatolt. A karotinoidokat is tartalmazé PSII-hidnyos mutans konstans
PSI-aktivitast mutatott, még akkor is, ha a sejteket folyamatos fényen neveltiik. Az eredmények
arra utalnak, hogy nem a kevésbé hatékony lineéris elektrontranszport, hanem a karotinoidok
hianya vezetett a PSI fotoinhibiciojahoz.

A Synechocystis sp. PCC 6803 pgsA sejtekben a foszfatidil-glicerin kitiritése csokken-
tette a PSII aktivitasat, valosziniileg a ROS fokozott termelddése kdvetkeztében. Ezért megmértiik
a sejtek karotinoidtartalméanak és -Osszetételének valtozasat a PG kiiiritésének ideje alatt. A
karotinoidok analizise és a felhalmozddas helyének meghatarozasa céljabol tilakoid- és
citoplazmamembran-frakciokat izolaltunk mind a PG-vel kiegészitett tdpoldatban nevelt, mind a
PG-hianyos sejtekbdl. A citoplazma- és tilakoidmembranokat 1épcsds cukorgradiensen ultracent-
rifugalassal elvalasztva szemmel lathato volt, hogy a PG-hianyos sejtek tobb karotinoidot tartal-
maztak, mint a PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelt sejtek, kiilondsen a gradiens felsé rétegé-
ben, ahol a sejtek vizoldékony, membrant nem tartalmazé frakcidja gyilt 6ssze. HPLC-vel hata-
roztuk meg a pgsA sejtekbdl és az izolalt membranfrakciokbol extrahalt karotinoidokat. Abszorp-
cios spektrumuk és retencids idejilk alapjan mixoxantofil, zeaxantin, echinenon és B-karotin
karotinoidokat azonositottunk. A PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelt mintakhoz képest a PG-
hianyos mintakban csokkent a B-karotin és a zeaxantin mennyisége. A mixoxantofil mennyisége
kb. haromszorosara nétt a PG-hidnyos mintdkban, mig az echinenon mennyisége kétszer nagyobb
volt a PG-hidnyos tilakoidmembranban ¢s kisebb mértékben nétt az egész sejtben, mint a PG-vel
kiegészitett mintakban. Az egyes karotinoidfajtak aranyat is kiszamitottuk a HPLC-
kromatogramokbol a csucsok teriilete alapjan. A mixoxantofil és echinenon karotinoidok aranya
magasabb volt a PG-hidnyos sejtekben, izolalt membranokban ¢és a citoszolban is mint a PG-vel
kiegészitett mintdkban. Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a PG-kiliriilés

kovetkeztében fellépd fotooxidativ karosodas egyes specifikus karotinoidok szintjének novekedé-
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sét indukalta. Ezt a specifikus novekedést valosziniileg a karotinoidok bioszintézisének a stressz
hatasara megvaltozott regulacioja okozta.

Vizsgalataink alapjan levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a karotinoidok nélkiiloz-
hetetlen résztvevoi a mitkkodoképes fotoszintetikus komplexek felépiilésének, kiilonds tekintettel a
PSII-re. Karotinoidok hianyaban a AcrtH/B sejtek rendkiviil fényérzékenyek, még alacsony inten-
zitast fénykezelés is erds fotoinhibiciot okoz. Masrészt kimutattuk, hogy a karotinoidok védo
szerepe nem csak fénystressz esetén, de masfajta stresszkoriilmények kozott is nélkiilozhetetlen.
A PG-kiiiriilés okozta fotooxidativ karosodas specifikus karotinoidok mennyiségének a megndve-
kedését eredményezte nemcsak a fotoszintetikus membranokban, de a citoplazmamembranban és

a citoszolban is.
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