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Roviditések

16:0 zsirsav palmitinsav

16:1 zsirsav palmitoilsav
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ACP »acil carrier-protein” (acilcsoportot szallitd fehérje)
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CP43 és CP47 klorofill-protein komplexek

D1 és D2 a PSII reakciécentrum fehérjealegységei

DCMU diklorfenil-dimetil-urea (herbicid)
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G3P glicerin-3-foszféat

[M-H] molekulaion

MS tdmegspektrometria

MS/MS tandem tOmegspektrometria
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P680 a 2. fotokémiai rendszer elsddleges elektrondonorja

P700 az 1. fotokémiai rendszer els6dleges elektrondonorja

PA foszfatidsav

PAL A Synechocystis sp. PCC6803 fikobiliszomahidnyos mutans
torzse

PG foszfatidil-glicerin

PG(14:0/14:0) 1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfo-(1'-rac-glicerin)
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1-(92,12Z-oktadekadienoil)-2-hexadekanoil-sn-glicero-3-foszfo-
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1-(92,12Z-oktadekadienoil)-2-oktadekanoil-sn-glicero-3-foszfo-
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1. Bevezetés

A fotoszintetikus szervezeteknek tulajdonithatdé az, hogy a Foldon
felhalmozddik és hasznosul a Napbol érkezé fényenergia, mely a fotoszintézis soran
szerves anyagokba épllve élteti a foldi él6lényeket, biztositva élelmiket és kbzvetve az
emberi tarsadalom energiaforrasanak nagy részét.

A cianobaktériumok a legésibb prokariota szervezetek, amelyek oxigéntermeld
fotoszintézisre képesek, a foldtorténet soran jelentOs szerepet toltottek be a légkor
oxigénnel val6 dusitdsdban. A FoOld eredeti reduktiv légkorét ezek az ¢él6lények
alakitottdk &t oxidativ 1égkorré. A cianobaktériumok membranfelépitése hasonl6 a
magasabbrendll novények ¢€s algak kloroplasztiszaihoz, hiszen rendelkeznek kiilsé és
bels6 membrannal, illetve tilakoid membranrendszerrel, mint a novények
kloroplasztiszai. Az endoszimbidzis elmélet szerint a cianobaktériumokat a
kloroplasztisz dsének tekinthetjiik. Egyszerii felépitésiiek, gyorsan szaporodnak, egyes
fajok teljes genomszekvencidja ismert, konnyen transzformalhatok, lehetévé téve
mutansok eldallitasat, melyek segitségével in vivo tanulméanyozhat6 a kiillonb6z6 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
kolcsonhatasban vannak az oket koriilvevd lipidmolekuldkkal. Eppen ezért a
fehérjemolekuldk mellett a lipideknek igen fontos szerepik van a sejtfunkciok
szabalyozésaban. A cianobaktériumok tilakoid- és citoplazmamembranjanak lipidjei
foként glikolipidek, mellettiik kis mennyiségben taldlhaté a foszfatidil-glicerin (PG), az
egyetlen foszfolipid. A PG semleges pH-an negativ toltéssel rendelkezik, amely
biztositja a hidrofil fehérjék beépilését a membran hidroféb régidiban. A PG-
molekulanak, amely nélkilozhetetlennek bizonyult a fotoszintetikus szervezetek
szamara, fontos szerepe van a fotoszintetikus fehérjekomplexek 6sszeszereléseben,
valamint ezek miikdésében, de még szdmos specifikus szerepét, részletes biokémiajat,
hatohelyét, a kiilonb6z6 lipid-fehérje kdlcsonhatdsokat nem ismerjiuk, igy ezek

felderitésre varnak. A PG-molekula élettani szerepének megértése érdekes kihivas.



2. lIrodalmi attekintés

2.1. A cianobaktériumok mint modellszervezetek a fotoszintézis tanulményozasara

A cianobaktériumok Gram-negativ baktériumok, amelyek lehetnek egysejtesek
vagy fonalasak. A Synechocystis sp. PCC6803 egysejtes, hdmérsékleti igényét tekintve
mezofil cianobaktérium. A tovdbbiakban Synechocystis-ként jel6ldm. Fotoheterotrof
életmodu: életfolyamatai  fotoszintézisen alapulnak, de képes szaporodni glikéoz
szénforrason sotétben is, napi 6t perc megvildgitds mellett. Ez utdbbi tulajdonséga
lehet6séget ad arra, hogy a fotoszintetikus apparatus kulcsfontossagu enzimeit is
inaktivaljuk. Tehdt a Synechocystist felhasznalhatjuk a fotoszintézis olyan
részfolyamatainak tanulményozésara, amelyeket a novényi sejtekben igen bonyolult
lenne vizsgalni. Nagyon jo modellszervezetek a fotoszintézis tanulméanyozéséra, hiszen
szamos elonyos tulajdonsaggal rendelkeznek, amelyeket mar a bevezetében emlitettem,
éppen ezért valasztottuk  kisérleteinkhez. A novényekkel ellentétben a
cianobaktériumok képesek felvenni a PG-molekulakat a nevelési médiumbdl, igy a PG-
hianyos mutansok életben tarthatok, hiszen az életbenmaradédshoz a PG

elengedhetetlennek bizonyult.

2.1.1. A cianobaktériumok membranszervezodése

A cianobaktériumok membranfelépitése hasonldé a magasabbrendii névények és
algék kloroplasztiszaiéhoz. Membranrendszeriiket hAiromféle membran alkotja: a kiils6
membran, a citoplazmamembran, valamint a tilakoidmembran. A Synechocystis

cianobaktérium részletes szerkezetét az 1. abra mutatja be.



1. &bra. A Synechocystis sejt elektronmikroszképos szerkezete

B és C panelek: az A panelen bekeretezett részek kinagyitasa. Az abran hasznalt
jelolések a kovetkezok: T: tilakoidmembran, C: karboxiszéma, CP: cianoficinszemcse,
g: glikogénszemcse, r: riboszémak, PM: plazmamembran, OM: kiilsé membran, PD:
peptidoglikan réteg. Lépték: 100 nm. Az abra Liberton és mtsai (2006) k6zleményébol
szarmazik.

A kiils6 membran, amely a sejtfal része, foként fehérjékb6l és
lipopoliszacharidokbdl all, lipideket és karotinoidokat kisebb aranyban tartalmaz. A
kiils6 membranban sokféle transzporter fehérje talalhatd, amelyek passziv, illetve
“facilitalt” diffaziot lehetdvé tevé csatornak, valamint aktivtranszport-komplexek,
melyek 0Osszekotik a kiills6 membrant a citoplazmamembrannal, atnyalva a rigid
peptidoglikdn réteg poérusain (Gantt, 1994). A kiils6 membranban talalhatok
karotinoidkotd fehérjék is, amelyek valoszinlileg 6vjdk a sejtet a tul erds fénytdl
(Jurgens és Mantele, 1991).

A sejtfalon belll talalhaté citoplazmas és tilakoidmembran lipiddsszetétele
hasonld, mely féként glikolipidekb6l és fehérjékbdl épiil fel, de nem hasonlit a
baktériumok foként foszfolipidekbdl all6 membranjara. A citoplazmamembran fehérjéi
kozott taldlunk transzport fehérjéket, pl. nitrat- és nitritspecifikus aktivtranszport-
rendszereket (Maeda és mtsai, 1998), valamint a légzési elektrontranszportlanc és az
oxidativ foszforilacié fehérjeit (Peschek, 1987; Schmetterer, 1994).



Az  intracellularis  elhelyezkedésti  tilakoidmembran  keresztmetszeti
elektronmikroszképos felvételeken a sejtfallal parhuzamosan futd rétegek formajaban
jelenik meg, melyek nem tapadnak 6ssze, egymaéstél 60-70 nm tavolsagra, parosaval
helyezkednek el, ellentétben a novények kloroplasztiszaiban taldlhaté granum és
sztroma membranszervezOdéssel (Gantt, 1994). A  Synechocystis esetében
megfigyelhet6, hogy a tilakoidmembranok tobbsége koncentrikusan helyezkedik el a
sejtfal szomszédsagaban. Egyes helyeken azonban a tilakoidmembran szintjén
befliz6déseket lathatunk. Mas helyeken a tilakoidmembranok egymas kozotti tavolsaga
50 nm, ami megegyezik a fikobiliszomak méretével is, amelyek a tilakoidmembréan
felszinéhez tapado fénybegyiijt6-komplexek (Anderson és Toole, 1998). A
tilakoidmembranban talalhatok a fotoszintetikus elektrontranszportlanc
fehérjekomplexei (2. &bra): a 2. fotokémiai rendszer (PSIl), a hozza kapcsol6dd
vizbontd komplex, a fénybegyiijté antenna, amely lehet kiilsé (a fikobiliszoma),
valamint bels6 (klorofill-protein komplexek: CP43, CP47), a citkrom be/f komplex, az

1. fotokémiai rendszer (PSI) és az ATP-szintaz komplex.
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2. abra. A fotoszintetikus készlilék komponensei cianobaktérium
sejtekben

A tilakoidmembran fobb abrdzolt fehérjekomplexei: PSII, citokrdm bef, PSI és
ATP szintdz. A membran kiils6 felszinéhez kapcsolddik a fikobiliszoma. Az &brat
Kovacs Laszl6 készitette Bryant (2009) alapjan.



A tilakoidmembran tartalmazza a 1égzési elektrontranszportlanc komponenseit is, mivel
a cianobaktériumok sajatossaga, hogy ugyanabban a sejtkompartmentumban képesek

oxigéntermeld fotoszintézisre és légzésre is.

2.1.2. Cianobaktériumok 2. fotokémiai rendszerének szerkezete

A rontgenkrisztallografias modszerek felbontoképessége (2.9 A) lehet6vé tette a

PSII reakciocentrum (RC)-nak (3. &bra) részletesebb tanulményozasat (Guskov és
mtsai, 2009).

3. abra. A PSII dimer szerkezeti modellje a citoszol fel6l nézve

A monomerek kapcsolodasi felszinét szaggatott vonal jelzi. A transzmembran ao-
helixek kiilonb6z6 szinli hengerként vannak abrazolva. D1: sarga, D2: narancs, CP43:
lila, CP47: piros, cyt b-559: kék, kis alegységek: sziirke. Az dbra Guskov és mtsai
(2009) kozleményébdl szarmazik.

A Thermosynechococcus elongatus és a Thermosynechococcus vulcanus PSII RC-
nak rontgenkrisztallogréfids vizsgalata kimutatta, hogy monomerenként mintegy 20
fehérjealegység, 35 klorofill molekula, 12 B-karotin és 25 membranba &gyazott
lipidmolekula, valamint az elektrontranszportlanc kofaktorai figyelhetok meg (Loll és
mtsai, 2005; Guskov és mtsai, 2009). Ez a szerkezeti vizsgalat azt suggalja, hogy a
lipidmolekulaknak igen fontos szerkezeti és miikodési szerep jut mind a PSII
Osszeszerelésében, mind a flexibilitasaban.

A PSII kdzponti részét a D1-D2 polipeptid heterodimer képezi, amely 5
transzmembran-helixet alkot (Zouni és mtsai, 2001; Kamiya és Shen, 2003). Mindkét

polipeptid tartalmaz egy-egy tirozint, a Tyr Z-t a D1 és a Tyr D-t a D2, de csak az
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elobbi vesz részt a fotoszintetikus elektronszallitdsban a vizbontd komplex feldl.
Mindkét polipeptidhez kotédik a P680, a RC-ot alkotd sajétos klorofill-a (Chl a) dimer.
Mind a D1, mind a D2 még megkot egy-egy feofitin-a (Pheo) molekulat, a sztroma
feloli oldalon pedig mindketté tartalmaz egy specidlis kinonk6td helyet. A D2
polipeptid stabilan koti az els6dleges kinonakceptort, a Qa-t. A D1 labilisan, lazan kéti
a mésodlagos kinonakceptort, a Qg-t, amely két elektron felvétele utan, kétszeresen
redukalt allapotban kilép a tilakoidmembréan lipidrétegébe és helyébe egy oxidalt
plasztokinon, egy masik Qg kotédik be. A Qa és a Qg k0z0tt egy nem hem-tipusu vas
talalhat6, mely nem vesz részt az elektronszallitasban. A Qa viszonylag er6sen kotodik
a D2 polipeptidhez és csak egy-egy elektront képes fogadni a RC fel6l. A Qg egymas
utdn ket elektront tud felvenni. Egyszeresen redukalt Qg™ allapotban nagyon stabil,
megvarja egy Gjabb elektron érkezését a Qa-felél, majd a Qg felvesz két protont a
sztroma felél, és igy levalik a D1-r61. A levalt Qs* oldaliranyba kidiffundal a tilakoid
lipidrétegének szabad plasztokinon allomanyaba. A legljabb rontgenkrisztallogréfias
vizsgalatok (Loll és mtsai, 2005; Guskov és mtsai, 2009) harom illetve 2,9 A
felbontassal mutatjak, hogy a Qg kotéhelynél van egy Un. elékamra, amelynek az
uregét kitolti a kinon fejcsoportja, mig izoprenoid lanca az ureg fala mentén csavarodik.
Ez a fajta elrendez6dés azt suggalja, hogy az ureg egy flexibilis, lipofil kozeget tud
biztositani a PQ/PQH, diffuzidjanak. A D1 polipeptidet nagyon gyors ,turnover”
jellemzi, melynek sebessége fligg a fényintenzitastol.

A RC tovabbi komponenseit képezi sz&mos kis molekulastlya fehérje,
amelyeknek nem ismert még pontos szereplk, valamint a heterodimer citokrém b-559
(PSbE és PsbF) és a bels6 antennafehérjék (CP43 és CP47).. A cianobaktérium PSII
komplexében hdrom membrénon kivili fehérje talalhato, amelyek a lumendlis oldalhoz
kapcsolodnak: PsbhO(33kDa), PshU(12kDa) és PsbV(cyt c550). Ezek a fehérjék a PSII
egy masik alkotérésze, a Mn-klaszter, kozelében a PSII donor oldalan helyezkednek el,
és résztvesznek a vizbontd komplex stabilizaldsaban.

A citokrdbm b-559 heterodimer mindegyike két-két fehérjealegységbdl All,
amelyek atérik a tilakoidmembrant, és amelyekhez k6z6s hemcsoport kapcsolodik. A
citokrom b-559 a PSII teljesitményét segiti, taltelit6 erds fényben fotoprotektiv szerepet
tolt be azaltal, hogy ciklizalja az elektronszallitast a PSII koril, igy az elektronok nem
jutnak tovabb a PSI felé.
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A belsé antennat alkoto CP43 és CP47 klorofilltartalmu fehérjék, amelyek a
reakciocentrum core-komplexnek (RCC) alkotorészei, hat a-helixet tartalmaznak, ide
kotédik a PSIT RCC klorofillok tobbsége és a B-karotinok egy része. A karotinoidoknak
védd szerepiik van a fotooxidacid kérositdé hatdsaival szemben (Masamoto és
Furukawa, 1997; Varkonyi és mtsai, 2002; Schafer és mtsai, 2005).

A CP47 mintegy 16, a CP43 13 Chl-a molekulat két meg (Barber, 2003). A
CP43 a D1 fehérje szomszédsagdban helyezkedik el, mig a CP47 a D2 fehérje

kozelében talalhato (4. &bra).

4. &bra. A CP43 és CP47 klorofill-fehérje komplexek elhelyezkedése a PSII
dimerben

A transzmembrén-fehérjék helixei kiilonboz6 szinli hengerekként vannak abrazolva.
D1: sarga, D2: narancs, CP43: zold, CP47: piros, cyt b559: lila, kis alegységek: sziirke
Az 4bra Barber (2003) kzleményébdl szarmazik.

A Kklorofill-proteinek f6 szerepe a gerjesztett energia tovabbadasa a RC-nak, amely
beinditja a toltésszétvalast (Vangrondelle és mtsai, 1994). A ndvényekben a PSII-hoz
mobilisan kapcsolddik az LHCII, e helyett cianobaktériumokban a membran felszinén
elhelyezkedd, kiils¢ antenna-komplex, a fikobiliszoma segiti a fénybegytjtést (Sidler,
1994).
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2.1.3. Elektrontraszport-folyamatok a PSII-ben

2.1.3.1. A PSII elektrondonor oldala

A PSII donor oldalat (5. &bra) a vizbontdé komplex képviseli az itt zajlo
folyamatok révén, melynek soran egy oxigénmolekula négy elektron egymés uténi
leadasa soran keletkezik két vizmolekulab6l, mik6zben a lumenben négy proton (H")
gyulik fel, a képzodott oxigén pedig a lumenbdl a sztromaba diffundal.

Nem- hem
vas

“Qg” oldal

Akceptor] & %=

oldal L4 ) Elektron-

transzport

Donor
oldal

Y (2H20 Og+4H*)4

5. &bra. A PSIl elektrondonor és -akceptor oldalanak véazlatos
abrazolasa
OEC, vizbont6 komplex; P680, reakciécentrum-klorofill; Phe, feofitin; D1 és
D2, polipeptidek; Qa és Qg; kinon elektronakceptorok; PQ, plasztokinon.

A rontgenkrisztallografias szerkezet részletes informéciot nyujt a vizbontd
komplexrél (Loll és mtsai, 2005; Guskov és mtsai, 2009). A vizbonté komplex
tartalmaz legalabb négy mangan iont, két klorid iont és egy kalcium iont. A legujabb
rontgenkrisztallogréfids vizsgalat azt mutatja, hogy a négy mangan ion egy Y alakra
emlékeztet6 “hurok” formajdban rendezédik el (Loll és mtsai, 2005). A négy Mn atom
koziil kettd jelenléte nélkiilozhetetlen a vizbontashoz azaltal, hogy egy-egy elektront
tovabbit, a masik kettd pedig karosodas nélkiil kicserélhetd cink vagy réz ionokkal. A
Ca?*, amely a Mn és a TyrZ kozott helyezkedik el, stabilizalé szerepet télt be, a CI
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valdszinlileg segit a mangan redukcioés folyamataiban. A rontgenkrisztallogréfias
vizsgélat informécidt ad arrdl is, hogy milyen csoportokon keresztiil kapcsolddik a Mn—
klaszter a PSII fehérjéihez.

A vizmolekula egy nagyon gyenge elektrondonor. Ahhoz, hogy a viz
oxidalédjon, sziikség van egy joval er6sebb oxidaloszerre, ami nem mas, mint a PSII
RC oxidalt klorofillja, a P680". Az elektronok, amelyek redukalni tudjak a P680*-at a
vizb6l szarmaznak. A vizbontd komplexnek 6t redoxallapota van: SO, S1, S2, S3 és S4
(6. &bra),, melyek ciklikusan kdvetik egymast egy négylépéses folyamatsorban (Kok-
ciklus) (Kok és mtsai, 1970). Az S4 spontan visszaalakul SO allapotba és a ciklus
ujrakezdédik. Az SO—S1 és az S2—S3 atmenetekben egy-egy, az S4—S0 atmenetben
pedig két H+ képzddik, és az S0—S1—S2—S3—S4 atmenetek minden 1épésénél
atadodik egy-egy elektron a vizb6l a TyrZ-nek. A TyrZ (Yz) teremti meg a kapcsolatot

a vizbont6é komplex és a P680 kdzott (6.abra).

P680 Fsg0  P6s0 P680
Tyrz Tyrz Tyrz Ty1‘z+ Ty1z Tyrz Tyrz TyrzJr
H— p— & 7N\
e FA—_,::’S ; e
S1 &5 TT0pas' 2

0 .
S0P (Mn3H) (Mndt) A Ca+

So )(Mn2™) (Sa) (M)

1.5 ms (spontan)

(o 2H* 2H,0

6. abra. A vizbonto komplex miikodése
A Mn redoxallapotainak véltozasa sematikusan abrazolva. A TyrZ kapcsolja 0ssze a
vizbonté komplexet a P680-nal. Az abra Fodorpataki (2004) konyvébél szarmazik.
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2.1.3.2. A PSII elektronakceptor oldala

A PSII akceptor oldalat (5. abra) pedig azok az alkotorészek képviselik,
amelyek az elsédleges toltésszétvalas soran keletkezett elektronokat tovabbadjak a
plasztokinonoknak, onnan tovabbitva a citokrom b6/f komplexnek, amely kapcsolatot
teremt a PSlI és a PSI kozott .

A PSII antenna-pigmentjei altal elnyelt fotonok energidja a PSII elsddleges
elektrondonorjéra, a P680 RC klorofillra jut, ahol megtorténik az elsddleges fotokémiai
reakcid, vagyis a gerjesztett P680 (P680*) néhany pikoszekundum alatt lead egy
energizalt elektront a D1-hez kapcsolt Pheo elsédleges akceptornak. Ezaltal a
fényenergia felhasznalddott arra, hogy a RC klorofilljéb6él (P680*) egy nagyon erds
oxidalo vegyiilet (P680") jojjon létre, és megtorténik az elsddleges toltésszétvalas
(P680" Pheo’). A PSII elsddleges fotokémiai reakcioja tehat: P680* + Pheo—P680"
+Pheo”. Ahhoz, hogy a toltésszétvalas stabilizalodjék, a Pheo™ -rél ne kerlljon vissza az
elektron a P680" -ra, a Pheo gyorsan leadja (néhany szaz pikoszekundum alatt) az
éppen felvett elektront a Qa-nak: Pheo™ + Qa P QA QA pedig az elektront a D1
proteinhez kapcsolddd Qg-nek juttatja tovabb milliszekundumos idé alatt. Egy masodik
fotokémiai 4talakulas soran a Qg redukalédik Qg® -vé. A Qg protonalddik és
plasztokinol forméjaban levéalik a D1-r61 és a lipid-kettsrétegbe diffundal. Innen
tovabb oxidalodik a PSI &ltal, a citokrdm bef komplex segitségével. Az elektronhidnyos
P680" annyira erds oxidalo vegyiilet (redox potencialja nagyobb, mint 1V), hogy képes
a gyenge elektronleadd képességli, kis energiatartalmu vizmolekuldbdl elektront
elvonni. A vizbonté komplextdl az elektront a D1 polipeptid 161-es tirozinja, a TyrZ
veszi 4t és juttatja kozvetlenil a P680*-ra (TyrZ + P680"—TyrZ +P680) 200
nanoszekundum alatt. Ekdzben az oxidalt, fény hatasara felbomlott vizb6l visszamarad
a lumenbe keriild H" és az O,. Tehat az oxigén a vizbdl szarmazik, a fényszakasz
melléktermékekeént.

Ezen reakciok mellett mellékreakciok is végbemehetnek bizonyos koriilmények
kozott, mint a citokrdm b-559, egy p-karotin és egy Chl-a molekula (amelyek a PSlI
magjanak alkotdreészei) oxidacidja (Telfer és mtsai, 1991; Hanley és mtsai, 1999;
Tracewell és mtsai, 2001). Ezek a mellékreakciok milliszekundumos id6skalan

kovetkeznek be, ezért nem versenghetnek a f6 -elektrontranszport-folyamatokkal,
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amelyek a viz oxidacidjahoz vezetnek. Ezek a mellékreakciok védé mechanizmust
biztositanak a PSII-nek és akkor fordulnak el6, ha a viz oxidacidja korlatolt és hosszl
¢letil, er6s redukald potenciallal rendelkezé P680 gyok kation keletkezhet (Barber és
Rivas, 1993; Barber, 1994; Stewart és mtsai, 1998).

2.2. A PG biokémiaja

A PG-molekula, amelyet Benson és Maruo (1958) azonositottak 50 évvel
ezel6tt, eléfordul mind a prokariota, mind az eukariota szervezetekben. (Benson és
Maruo, 1958; Benson és Maruo, 1989; Shibuya, 1992; Dowhan, 1997). A
cianobaktériumokban és a magasabbrendii névényekben a PG-molekuldk legnagyobb
része a tilakoidmembranokban talalhat6, amely a fotoszintetikus fényreakciok és az

elektrontranszport szinhelye.

2.2.1. A PG és a zsirsavak kémiai szerkezete

A PG a foszfolipidek csaladjiba tartozik, semleges pH-n a fejcsoport foszfat
része egy negativ toltéssel rendelkezik, ezért az anionos foszfolipidekhez soroljuk.
Alapvazat a glicerinmolekula alkotja, amelynek kozépsé szénatomja egy kiralis
centrum, igy optikailag aktiv sztereoizomerek kialakulasat teszi lehet6vé (Kuksis és
Itabashi, 2005).

A sztereospecifikus szdmozas (sn) egy olyan mddszer, amely a glicerin alapd
lipidek sztereokémigjanak jelolésére szolgal. A glicerinvdz szénatomjainak szdmozésa
az IUPAC-IUB Biokémia Nomenklatlra Bizottsiga (1978) éltal jovahagyott szabalyok
alapjan torténik. E szerint sn-1-el jel6ljuk azt a szénatomot, amely a Fisher levetitéshen
a kozépsé szén folott helyezkedik el, és amelyben a kozépsé szén hidroxilcsoportja

mindig baloldalt van (7. dbra).

(H,=OH
H(}I--(:-IH sn-2
CHy=OH sn3

7. abra. A glicerinmolekula térbeli szerkezete
Az sn-1, sn-2, sn-3 a szénatomok szamozasi sorrendjét jeldli.
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A glicerinvazat sn-1 és sn-2 helyzetben telitett, illetve telitetlen zsirsavak észteresitik,
sn-3 pozicidéban taldlhaté a fent emlitett foszfat fejcsoport, amelyen keresztil egy

glicerinmolekula kapcsolddik, szintén a fejcsoport részét képezve (8. abra).

R, E)-r::ﬂ]—[zclr (%‘HE(:}H
R,OCOHC O CHOH
B | | I

O

8. abra. A PG-molekula szerkezete
R1, Ry az sn-1 illetve sn-2 helyzetekben észteresitett zsirsavakat jeldlik.

A zsirsavak olyan monokarbonsavak, amelyek egy karboxilcsoportot (-COOH)
és egy hosszabb alifds (nem eldgaz6) szénhidrogénlancot tartalmaznak. A
karboxilcsoport a zsirsavak szénlancénak alfa (o)-végén talalhato, a lanc masik végén
1évé szénatomot omega (w)-szénatomnak nevezzik. A telitett zsirsavak nem
tartalmaznak kett6s kotéseket vagy mas funkcids csoportot a karboxilcsoporton kivil.
A telitetlen zsirsavak ezzel ellentétben tartalmaznak legaldbb egy kettés kotést
(-CH=CH-) a lancban. A kettés kotések helyének meghatarozasara alkalmazzak a A
jelolést is, amely a szénlancnak a karboxil végétdl szamitott szénatomjéra vonatkozik.
A ndvényekben és cianobaktériumokban leggyakrabban el6fordulo telitett zsirsavak a
palmitinsav (16:0) és a sztearinsav (18:0), a telitetlen zsirsavak kozul pedig a
palmitoleinsav (16:1), olajsav, mely A9-es helyzetben tartalmaz egy kettds kotést
[18:1(9)], linolsav [18:2(9,12)], a-linolénsav [18:3(9,12,15)] illetve vy-linolénsav
[18:3(6,9,12)]. A 9. abra Osszefoglalja a gilcerinnel észteresitett fobb zsirsavak
szerkezetét, amelyek a  magasabbrendii  novényekben,  algdkban  és

cianobaktériumokban megtalalhatdk.
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HOOC-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,3
Palmitinsav [16:0]

HOOC-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH2-CH2-CH,-CHj,
Sztearinsav [18:0]

HOOC-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH=CH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH2-CH2-CH,-CH3
9
Olajsav [18:1(9)]

HOOC-CHy-CH,-CHy-CH,-CH,-CH,-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH2-CH2-CH,-CH,
9 12

Linolsav [18:2 (9,12)]

HOOC-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH3
9 12 15
a-Linolénsav [18:3 (9,12,15)]

HOOC-CH,-CH,-CH,-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH3
6 9 12
y-Linolénsav [18:3 (6,9,12)]

9. abra. A magasabbrendii noévényekben és cianobaktériumokban
leggyakrabban eléfordulé zsirsavak

A 16:0; 18:0; 18:1; 18:2 és 18:3 a zsirsavakat felépité szénatomok és a kettds kotések
szamat jelolik. A (9); (9,12); (9,12,15) és (6,9,12) a kettds kotések helyét jeldli a
zsirsavlancon beliil a karboxi végt6l szamolva.

Murata és mtsai (1992b) tanulményoztdk a kettds kotések helyét a
cianobaktériumokban el6forduld zsirsavakban, valamint a zsirsavak kapcsolodésat a
glicerinvdz sn-1 illetve sn-2 szénatomjihoz. Tobb térzset is megvizsgaltak és
csoportositottdk a cianobaktériumokat a telitetlen kotések szdma és helye szerint.
Ennek alapjan a cianobaktériumokat négy nagy csoportba sorolhatjuk. Az elsd
csoportba tartozd torzsek csak egy ketts kotést képesek bevinni a zsirsav A9-es
helyzetébe, mind az sn-1, mind az sn-2 pozicidban. A mésodik csoportba tartozo
torzsek kettds kotést tudnak bevinni az sn-1 pozicioban talalhaté C18-as zsirsavba a A9,
A12 és A15(®3) helyekre, valamint az sn-2 poziciéban levé C16-0s zsirsavba a A9, és
A12 helyekre. A harmadik csoportba tartozo torzsek szintén képesek harom kettos kotés
bevitelére, de ezek az sn-1 helyzetében levé C18 zsirsav A6, A9, A12 helyére rakjak a
kettds kotést. A negyedik csoportba tartozd tdrzsek, mint az altalam tanulmanyozott
Synechocystis torzs is, képesek négy kettés kotés bevitelére az sn-1 helyzetben levo
C18 zsirsav A6, A9, A12 és A15(w3) helyére.
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A PG-molekulaknak kiilonb6z6 tipusait kildnboztetjik meg (Murata és mtsai,
1992b) annak fuggveényében, hogy milyen zsirsavak észterez6dnek a glicerinvaz

szénatomjaihoz (10. &bra).

sl 181 1 —18:2 s-1——18:3a
sn2—16:0 2 —146:0 sn2—16:0
~— PG ~ PG ~ PG

10. 4bra. A Synechocystis fobb PG-molekula fajtai

A kiilonb6z6 PG-molekulak zsirsavisszetétele sn-1 és sn-2 pozicidkban. A ,,PG” jeldli
a foszfatidil-glicerin fejcsoportjat, a foszfoglicerint. Az dbra Murata és mtsai (1992b)
kdzleménye alapjan készlilt.

A PG zsirsavainak molszazalékos eloszlasa fajonként eltér, és figg a nevelési
korulményektél is (Wada és Murata, 1990). Az 1. tabldzat a Synechocystis

zsirsaveloszlasat mutatja kiilonb6z6 nevelési korilmeények kozott.

1. téblazat. A Synechocystis sejtekben, valamint a PG-molekulakban eléfordulo
zsirsavak

Lipid nevelési zsirsavak (mol%)
hémérséklet
(6
14:0 141 160 16:1 16:2 18:0 181 18:2 183a 183y 184

Totél
lipid 34 1 0 58 3 0 1 7 12 t 17 t

30 1 0 54 3 0 1 3 9 3 24 2

22 1 0 51 3 0 t 2 6 8 21 8
PG 30 3 0 51 2 0 1 5 17 20 1 ny

A tablazat Murata és mtsai (1992b) alapjan késziilt, ny: nyomokban (<0,5%).

2.2.1.1. Zsirsavak bioszintézise

A zsirsavak bioszintézisének uUtja jol ismert a magasabbrendi novényekben.
Els6 1épésben malonil-CoA képzddik acetil-CoA karboxilaz segitségével. A zsirsavak
reduktdz, B-hidroxiacil-ACP dehidrdz és enoil-ACP reduktaz. Kordbban mar
azonositottak a zsirsavak bioszintézisében résztvevé enzimek génjeit (Facciotti és
Knauf, 1998). Cianobaktériumokbdl (Anabena variabilis, Synechocystis) is sikerilt
tisztitani az ,,acil carrier-proteineket” (acilcsoportot szallito fehérje, ACP), amelyek

fontos szerepet jatszanak a zsirsavak bioszintézisében mind a prokariota, mind az
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eukariota szervezetekben. A cianobaktériumokban talalt ACP-k erdsen savas fehérjék,
¢s nagymértékben hasonlitanak a magasabbrendii novényekben talalt ACP-re
(Ohlorroge, 1987; Froehlich és mtsai, 1990). A cianobaktériumok zsirsav
bioszintézisében szerepet jatszd enzimeket jellemezték az Anabena variabilis nyers
extraktumaibol (Lem és Stumpf, 1984; Stapleton és Jaworski, 1984a; Stapleton és
Jaworski, 1984b) és nagy hasonlésdgot mutatnak a  ndvényekkel.
Cianobaktériumokban, a ndvényekt6l eltéréen, a zsirsav bioszintézis végtermékei
Kizarélag telitett zsirsavak, deszaturalasuk csak azutan torténik meg, miutan a zsirsav
észterkotéssel a glicerinvdzhoz kapcsolodik (Al'Araji és Walton, 1980; Sato és mtsali,
1986).

2.2.1.2. A PG bioszintézise

A PG bioszintézisének Iépései és az abban szerepet jatszo enzimek jol ismertek
mind a mgasabbrendii novényekben (Murata és Siegenthaler, 1998), mind a
prokariotakban (Ohta és mtsai, 1981). A cianobaktériumokban eléfordulo szintézis Gt
(Murata és Nishida, 1987; Wada és Murata, 1998) az E. coli-ban talalthoz hasonlit. A
PG bioszintézisének nem mindegyik enzime ismert cianobaktériumokban.

Szintézisiiket vazlatosan a 11. dbra foglalja dssze.

G3P
Acyl-ACP
ACPQ El
LPA
Acyl-ACP
E2
Acpa ES
CTP PP, G3p CMP  H,0 P,

\ ' 4 \ U 4 Q7
A m’ CDP-DG WPGP —= ,PG

11. 4bra. A PG bioszintézisének Utja cianobaktériumokban

ACP: ,acil carrier-protein”, CDP: citidil-difoszfat, CMP: citidil-monofoszfat, CTP:
citidil-trifoszfat, DG: diacil-glicerid, G3P: glicerin-3-foszfat, LPA: lizofoszfatidsav,
PA: foszfatidsav, PGP: foszfatidil-glicerin-foszfat, cdsA: foszfatidsav-citidiltranszferaz
gén, pgsA: PGP-szintaz gén. Enzimek: E1: G3P-aciltranszferaz, E2: LPA-
aciltranszferaz, E3; foszfatidsav-citidiltranszferaz, E4: PGP-szintaz, E5: PGP-foszfataz.
Az dbra Wada és Murata (1998) kdzleménye alapjan késziilt.
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Az abran lathato, hogy els6 1épésben a glicerin-3-foszfatbol (G3P) 1-acil-
glicerin-foszfat, vagyis lizofoszfatidsav (LPA) keletkezik. Ezt a lépést a G3P-
aciltranszferaz enzim katalizélja, amely egy acilcsoportot visz 4t az ACP-r61 (18:0 ACP
vagy 16:0 ACP) a G3P sn-1 helyzetébe, LPA-at eredményezve. Az igy keletkezett LPA
tovabb acildlodik a LPA-aciltranszferdz segitségével, amelynek génjét sl11848
nemrégiben sikerlt azonositani (Weier és mtsai, 2005). A LPA-aciltranszferdz egy
acilcsoportot visz at a 16:0 ACP-r6l a LPA sn-2 helyzetébe, foszfatidsavat (PA)
eredményezve. Az igy keletkezett PA &talakul citidil-difoszfat diacilglicerinné (CDP-
DG), a foszfatidsav-citidiltranszferaz vagy mas neéven CDP-DG-szintdz enzim
segitségevel, amely atvisz egy citidil-monofoszfatot (CMP-t) a citidil-trifoszfatrdl
(CTP-r6l) a PA-ra. A CDP-DG szintazt kodold gén a cdsA vagy slr1369 (Sato és mtsai,
2000). A keletkezett CDP-DG reagal a G3P-tal foszfatidil-glicerin-foszfatot (PGP) és
CMP-ot eredményezve. Ezt a reakciot a PGP-szintaz katalizalja, amelyet a pgsA vagy
sl11522 gén kdédol (Hagio és mtsai, 2000). A biokémiai folyamat utolso 1épése a foszfat
csoport felszabaditasa a PGP-r6l, amely a PG keletkezéséhez vezet. Ebben a Iépésben a
PGP-foszfataz enzim jatszik szerepet. Az aciltranszferazoknak tehat fontos szereplk
van a glicerolipidek bioszintézisének els6 1épéseiben, amikor is a LPA és PA
keletkezik. Annak kovetkeztében, hogy a kiillonb6z6 aciltranszferazoknak, vagyis a
glicerinfoszfat- és lizofoszfatidsav-aciltranszferazoknak (GPAT és a LPAT) mas a
preferalt szubsztrdtumuk, az Ujonnan szintetizalt PG sn-1 helyzetébe 18:0, 16:0
zsirsavak észterezOdnek, mig az sn-2 helyzetbe 16:0 (Murata és mtsai, 1992b; Weier és
mtsai, 2005; Okazaki és mtsai, 2006). Az aciltranszferdznak egy masik tipusat is
azonositottak cianobaktériumokban, az un. lizofoszfoglicerolipid-aciltranszferazt,
amely katalizalja a zsirsav beépllést a lizofoszfatidil-glicerin molekula sn-2 helyzetébe,
ezéltal igen fontos szerepe van a membrén lipidjeinek &tépitésében (Weier és mtsai,
2005). Az igy keletkezett PG-molekulafajtak csak telitetlen zsirsavakat tartalmaznak
mind az sn-1, mind az sn-2 helyzetben (Sato és Murata, 1982a; 1982b). A telitett
zsirsavak az acil-lipid deszaturazok révén deszaturalédnak.

Az élévilagban haromféle tipust deszaturdz ezimet ismerink: acil-CoA
deszaturdz, acil-ACP deszaturéz és acil-lipid deszaturaz (Murata és Wada, 1995). Az

acil-CoA deszaturazok kettds kotést visznek be azokba a zsirsavakba, amelyek CoA-
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hoz kotottek. Ezen enzimeket megtalaljuk az &llatokban, élesztokben és gombékban.
Az acil-ACP deszaturaz kett6s kotést visz be ACP-hez kapcsolt zsirsavakba, ilyen
enzim talalhaté a novények kloroplasztiszaiban is. Az acil-lipid deszaturdzok pedig
kettés kotést visznek be azon zsirsavakba, amelyek a glicerolipidekhez mér
észterkotéssel kapcsolodtak. Ezt a fajta deszaturaz enzimet megtaléljuk a novenyekben
és a cianobaktériumokban is. A cianobaktériumokban ezen enzimek a citoplazma- és
tilakoidmembréanban lokalizaltak (Mustardy és mtsai, 1996). Miikodésiikhoz redukalt
ferredoxinra van szikseg, amely elektrondonorként szolgdl a zsirsavak
citoplazméjéban taldlhat6 (Matsubara és Wada, 1988), a deszaturdzok azon régioja,
amely a ferredoxinnal kolcsdnhatasba kerll feltételezhetéen a citoplazma- és a
tilakoidmembran citoszol fel6li részén talalhato (Wada és Murata, 1998).

Magasabbrendii novényekben a lipidszintézis harom sejtorganellumban
torténik: a kloroplasztiszban, az endoplazmatikus retikulumban és a mitokondriumban
(Moore, 1974; Mudd és Dezacks, 1981; Moore, 1982; Ohlrogge és Browse, 1995). A
novényekben az aciltranszferaz és deszaturdz enzimeken kivil szamos foszfolipazt és
acil-hidrolazt azonositottak. A leggyakoribbak a foszfolipdz D (PLD), C (PLC), A,
(PLA,), A1 (PLA:). A foszfolipdzok és acil-hidroladzok a foszfolipideket hidrolizéljak.
Osztalyozasuk a hasitasi hely szerint torténik, amelyet a 12. &bra mutat. Ezen
enzimeknek fontos szereplk van a lipidanyagcserében, membranatszervezésben, illetve
jelatvitelben (Wang, 2001; Wang, 2004).

o] (o] PLA,
Acil-hidroléz
0=¢

C=0
e -

12. abra. A foszfolipidek hidrolizisét biztositd enzimek hasitési helyei
novényekben
Enzimek: PLD: foszfolipaz D, PLC: foszfolipaz C, PLA;: foszfolipdz A;:, PLA::
foszfolipaz A, acil-hidrolaz. Az acil-hidrolaz lehasithatja az acilcsoportot mind az sn-1
mind az sn-2 helyzetbdl. Az dbra Wang (2004) kdzleménye alapjan készilt.
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2.2.2. A PG eléfordulasa és mennyiségi eloszlasa a cianobaktériumokban

A cianobaktériumokban négy f6 lipidosztalyt talalunk (Wada és Murata, 1998).
A Synechocystis, amely egy reprezentativ cianobaktérium torzs, tartalmaz
monogalaktozil-diacilglicerint (MGDG-t), digalaktozil-diacilglicerint (DGDG-t),
szulfokvinovozil-diacilglicerint (SQDG-t) és PG-t (Wada és Murata, 1990). Az egyes
lipidosztalyok mennyiségi aranyai fuggnek a cianobaktérium torzstol is.

Az MGDG, amely a legnagyobb mennyiségben eléforduld glikolipid, a
membranszerkezet vazat képezi, mint matrix lipid. A masik gyakran eléfordulod
neutrdlis glikolipid a DGDG, amelynek mennyisége valtozo, fajtol és nevelési
kortlményektol fliggéen. A fotoszintetikus tilakoidmembranokban eléforduld toltéssel
rendelkez6 lipidek az SQDG és a PG. A PG-tartalom a cianobaktériumokban valtozik 8
mol% (Synechocystis) és 20 mol% ( Synechococcus PCC7942) kdzott.

A 2,9 A felbontasu Thermosynechococcus elongatus PSII

rontgenkrisztallogréfias vizsgalata lehet6vé tette 25 bels6 elhelyezkedésii lipidmolekula
helyének azonositasat is, amelyek a fehérjealegyseégek szomszédsagédban taldlhatok. A
RC alegységeit, a D1 illetve D2 fehérjét lipidekbdl allo Ov veszi koril, amely flexibilis
kornyezetet biztosit a D1 fehérje kicserélddéséhez, valamint a fehérjemolekulak
szallitdsahoz. Harom lipidmolekula a dimerizacids taldlkozasi pontnal helyezkedik el,
ezéltal kapcsolatot teremt két PSII monomer kozott. Néhany lipid a Qs
kinonkotéhelyéhez kozel helyezkedik el.

A PSI RC-ban mintegy harom PG-molekulat azonositottak a 2,5 A felbontésu

kristdlyszerkezet alapjan (Jordan és mtsai, 2001). A PSIlI RC-ban pedig két PG-
molekulat talaltak (13. dbra) a D1 fehérje és a CP43 kozott (Loll és mtsai, 2005;
Guskov és mtsai, 2009).
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13. abra. A PG-molekulék elhelyezkedése a PSII RC-ban

A PG-molekuldk jel6lése a rontgenkrisztallografias szerkezetben Guskov és mtsai
(2009) altal azonositott lipidek szamozasa alapjan tortént: PGs és PG,, A PSII abrazolt
fehérjéi és kofaktorai: D1, D2, CP43, CP47, Qa és Qg. Az SQD a szulfokinovozil
lipidmolekulat jeloli. A “B” panel az A panelben bekeretezett részek kinagyitasa.

Az Ujonnan azonositott PG-molekula (Guskov és mtsai, 2009) a PQ/PQH;
kicserélodési tireg kozelében talalhatd, amelyet atér a D2 fehérje egyik hurokja.
Ellentétben a rontgenkrisztallogréfids szerkezetvizsgélatokkal, a biokémiai vizsgalatok
tobb PG jelenlétére utalnak a PSII RC-ban. Mostanaban kozolték kiilonbozd
cianobaktériumok izolalt PSII RC-ainak lipiddsszetételét (Sakurai és mtsai, 2006). A
biokémiai vizsgalatok azt mutatjak, hogy a PSII dimerekben harom-6tszor tobb PG
talalhat6, mint a tilakoidmembranokban. Hasonl6 jelenség fordul €16 a magasabbrendii
ndvények esetében is. A spenot és rizs PSII komplexeiben mintegy kett6-négyszer tobb
PG talalhat6, mint a neki megfeleld tilakoidmembranokban. Lehetséges, hogy néhany
PG-molekula elhelyezkedése a kis felbontdképesség miatt a kristalyszerkezetben még
nem azonositott, vagy az is lehetséges, hogy a PSII RC-ok izolalasa és kristalyositasa

folyaman levalnak (Sakurai és mtsai, 2006).
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2.3. A PG szerepe a fotoszintetizal6 szervezetekben

Kezdetben a PG szerepének tanulményozésa in vitro kisérletekkel tortént.
Droppa és mtsai (1995) foszfolipiz C enzimmel kezeltek borsobdl izolalt
tilakoidmembrant. Az enzim eltadvolitotta a membranban levé PG-molekulak
fejcsoportjat, minek hatasara jelentésen csokkent a PSII aktivitdsa. Foszfolipaz A,
(PLA2)-kezelésnek kitett borsd tilakoidmembranban az enzim hidrolizdlta a
membranban levé PG sn-2 helyzetében észteresitett zsirsavat (Jordan és mtsai, 1983).
Az emésztés eredményeként a PSII aktivitisa csokkent. Fontos megjegyezni, hogy az
in vitro rendszerekben a foszfolipdz kezelés hatésara felszabadul6 szabad zsirsavak
aspecifikus hatasokat valthatnak ki, melyek esetenként téves kovetkeztetések
levonéasihoz vezethetnek.

Szintén in vitro PLA2 kezelésnek tettek ki Kruse és mtsai (2000) spen6tbdl
izolalt PSII dimereket. Két 6ra PLA2-kezelés utan a dimerek monomerekre estek szét,
valamint izolaltak kisebb komplexeket is, melyek tartalmaztdk a D1, D2 és CP47
fehérjéket, de CP43 fehérjét nem. Eredményeiket rekonstrukcids kisérletekkel is
meger6sitették. Megallapitottdk, hogy a PG fontos szerepet jatszik a PSII komplex
szerkezeti integritasanak fenntartdsadban, és valoszinusitették, hogy a PG a CP47-D1-
D2 szubkomplex és a CP43 alegység kapcsolodasi felszinéhez kotédik. In vitro
kisérletekkel mutattak ki a PG szerepét a PSIl komplexhez kapcsolodd fénybegyiijté-
komplex (LHCII) trimerizici6jaban (Nussberger és mtsai, 1993; Kuhlbrandt és mtsai,
1994).

Késobb lehetéség volt a PG szerepének in vivo tanulményozasara Arabidopsis
muténsokban. Arabidopsis thaliana-ban azonositottdk a PGP szintézisében szerepet
jatszd géneket, a PGP1-et és PGP2-t, az elobbi a kloroplasztisz PG szintézisében
szerepet jatsz6 PGP-enzimet kodolja, az utébbi gén pedig az endoplazmatikus
retikulumban (ER) zajlé PG szintézisének enzimét.
amelyben kb 30%-al csokkent a PG szintje a vad tipushoz képest. A teljes PG-hiany a
novények pusztuldsat okozna, melynek oka az, hogy a novények nem képesek a
Kivilr6l adagolt PG felvételére, mint a cianobaktériumok. Alacsony PG-tartalom

mellett csokkent a klorofill pigmentek bioszintézise, a fénybegyiijt6-komplexek, a PSI

25



és PSIl RC-k szama és a fotoszintézis hatékonysaga. A novények lassu novekedésiiek
és halvanyzold szintiek voltak (Xu és mtsai, 2002).

Hagio és mtsai (2002) létrehoztak egy PGP1 teljes funkcidvesztéses muténst T-
DNS-inszercioval, ahol a mutans PG tartalma csak 12%-a volt a vad tipusénak, hiszen
igy a kloroplasztiszban nem képz6dott PG, csak az ER-ban. A PG hianya
szinte atlatszak voltak, a novény nem volt képes autotrdf novekedesre a lecsokkent
fotoszintetikus aktivitds miatt, ezért csak szachar6zzal kiegészitett taptalajon tudott
fennmaradni. A PG hianya nagy hatéassal volt a kloroplasztisz differencidlédasara és a
tilakoidmembranok biogenezisére is. Ez a PG-hianyos mutins egyértelmiien
bizonyitotta, hogy a PG nélkiilozhetetlen a kloroplasztisz fejlédéséhez, foként a tilakoid
kialakuldsahoz.

Cianobaktériumok segitségével szintén in vivo tanulmanyoztak a PG szerepét.
Synechocystis sejtekben inaktivaltdk a cdsA és pgsA géneket, amelyek a CDP-DG-
szintaz és a PGP-szintaz enzimek szintéziséért feleldsek. Ezek az inszercids mutinsok,
vagyis a Synechocystis sp. PCC6803/AcdsA (Sato és mtsai, 2000), valamint a
Synechocystis sp. PCC6803/ApgsA (Hagio és mtsai, 2000) nem képesek PG-t
elballitani, de a novekedésiikhoz nélkildzhetetlen PG-t képesek a tapoldatbdl felvenni.
A PG-t més foszfolipid, mint pl. foszfatidilkolin vagy foszfatidiletanolamin nem képes
hatékonyan helyettesiteni (Hagio és mtsai, 2000).

Sakurai és mtsai (2003) eredményei rdmutattak arra, hogy a ApgsA mutanshan a
PG-hiany a PSII dimerek destabilizicidjahoz vezethet. A PG szerkezeti jelentéségére a
PSI komplexek kialakitdsaban mostandban deriilt fény, in vivo kisérletek segitségével
(Domonkos és mtsai, 2004). A Apgs4 muténsban, amely nem képes PG-t szintetizalni,
PG hianyaban zavart szenvedett a PSI trimerek képzOodése és ez a monomerek
felhalmozddasat indukalta. 21 napos PG-megvonds utan mar nincs kimutathatd
mennyiségli PG a sejtekben, ebben az allapotban a sejtekben nem volt kimutathat6 PSI
trimer komplex. Monomerizacié sordn a PSI trimerek elveszitették a PsalL
fehérjealegyseguket, amelyeknek fontos szerepiik van a PSI trimer képz6désében
(Fromme, 1996). A PG-molekula kapcsolja a PsaL fehérjealegységet a PSI

komplexhez, és ezéltal befolyasolja a trimerek képzodését.
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A PG-nek a PSI miikddésében jatszott szerepét is tanulmanyoztdk in vivo a
ApgsA mutanshan (Hagio és mtsai, 2000; Domonkos és mtsai, 2004). Rovid ideig (hat-
tiz nap) tartd6 PG-megvonds esetén nem észleltek jelent6s valtozast a PSI mitkodésében,
mig a PSll-ben ez id6 alatt stlyos elvaltozasok figyelheték meg. Hosszabb ideig tarto
PG-éhezés esetén csokkent a PSI aktivitdsa, ahogyan a PG kiiiriil a sejtekbdl.
Valoszintileg a PG-molekuldk hatohelye a fillokinonok kdzelében van, hiszen
rontgenkrisztallogréfids  szerkezetmeghatarozassal kimutattdk egy PG-molekula
jelenlétét az elektrontranszportlanc egyik fillokinon komponense kdzelében, egy méasik
PG pedig a monomerek kapcsolodasi felszinén kot egy Chl-a molekulét. Ezek a PG-
molekuldk zart, jol védett helyen kotddnek a PSI RC alegységeihez, ahonnan nehezebb
eltavolitani, mint a PSII komplex felszinérél. Eddig még nem sikeriilt meghatérozni a
PG hatohelyét az energiadtadasban a PSI RC-on belll (Jordan és mtsai, 2001).

A ApgsA, illetve AcdsA mutansokban PG-kivonas hatésara csokkent a
klorofilltartalom és az oxigénfejlodés (Hagio és mtsai, 2000; Sato és mtsai, 2000). A
PSII inaktivacidja a ApgsA mutansban a Qg szuppresszidjanak tulajdonithatd (Gombos
és mtsai, 2002). Ez a hatas hasonld egy tipikus herbicid, a diklorfenil-dimetil-urea
(DCMU) hatasdhoz, amely képes kotédni a Qg plasztokinon kotShelyre,
megakadalyozva ezaltal a Qa reoxidacidjat. Annak ellenére, hogy ezek az eredmények
aldtamasztjak, hogy PG hidnyéaban inhibicio lép fel a PSIl akceptor oldalan, az
elektrontranszport-folyamatokban, Sakurai és mtsai (2006) ugyanezt a ApgsA mutanst
hasznalva a PG-nek a PSIl donor oldalan jatszott szerepét tartottak valdsziniinek.
Eppen ezért szilkség van mas mutansok bevonasara is, hogy tisztazni tudjuk, milyen

funkciondlis szerepe van a PG-nek a PS1I RC-ban.

2.4. A PG-molekula kémiai szerkezetének atépulése és annak szerepe a
stresszreakciok kivédésében

A lipidmolekuldk atépulése az a biokémiai folyamat, melynek soran a lipidek
zsirsavtartalma kicserélédik. A PG-molekulak atépilése fontos szerepet jatszik a
kornyezeti stresszfaktorokkal szembeni védekezésben (Wada és Murata, 1990;
Harwood és mtsai, 1994). A lipidmolekuldk atépilése jol ismert allati sejtekben, de az

atépilés mechanizmusa névenyekben és cianobaktériumokban részleteiben nem ismert.
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Kordbban a PG &tépulését az aciltranszferazok és deszaturdzok genetikai
manipuléldsdval tanulmanyoztak cianobaktériumokban (Wada és Murata, 1990; Wada
és mtsai, 1992; Sakamoto és mtsai, 1994) és novényekben (Murata és mtsai, 1992a)
annak érdekében, hogy feltarjak a kulonb6zé PG-tipusok védd szerepét alacsony és
magas homérsékleti stresszel szemben.

Dohany novényben (Nicotiana tabacum) tultermeltették a tok (Cucurbita
moschata) és Arabidopsis G3P-aciltranszferdzokat, amellyel a dohény PG-
molekulainak zsirsav telitettségi szintjet megvaltoztattak (Wolter és mtsai, 1992;
Murata és mtsai, 1992a). Az Arabidopsis gén heteroldg kifejezése megndvelte a dohany
alacsony homérséklettel szembeni ellenalloképességét, hiszen megndvelte a PG-
molekuldk sn-1 helyzetében a telitetlen zsirsavak aranyat. A tok G3P-aciltranszferaz,
amely er0s preferenciat mutat a palmitoil-ACP irdnt, megndvelte a transzgenikus
dohany hidegérzékenységet (Murata és mtsai, 1992a). A membran glicerolipidjeinek
és ndvényekben (Wada és Murata, 1990; Wada és mtsai, 1992; Tasaka és mtsai, 1996).
A kétszeresen telitetlen glicerolipidek jelenléte a membranban megndvelte a
hidegérzékenységgel szembeni ellendllast, és segitett a fotoszintetikus folyamatok
helyreallitisaban alacsony hémérsékleti fotoinhibiciot kovetéen (Lynch és Thompson,
1984c; Gombos és mtsai, 1997). Homérsékleti stressz altal indukalt PG-atépulést
figyeltek meg a sotiird Dunaliella salina z6ld alga esetében is (Lynch és Thompson,
1984a; 1984b; 1984c), azonban az atépulés mechanizmusa, amelynek
eredményeképpen kiilonb6z6é  zsirsavisszetételli glicerolipidek keletkeztek, nem
tisztazott (Roughan és Slack, 1982; Nishida és Murata, 1996).
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3. Célkitiizések

A PG-nek a fotoszintetikus szervezetek szerkezetében és miikodésében jatszott
szerepe in vivo tanulmanyozhat6 cianobakteridlis PG-mutéansok segitségével. Kordbban
a ApgsA (Hagio és mtsai, 2000) és AcdsA (Sato és mtsai, 2000) muténs torzsek
felhasznalasaval ramutattak a PG nélkilozhetetlen szerepére. Felderitették a PSI
trimerek (Domonkos és mtsai, 2004) és PSIlI dimerek (Sakurai és mtsai, 2003)
kialakitasaban, valamint az elektrontranszport miikodésében jatszott szerepét (Gombos
és mtsai, 2002). A PG-nek szamos hatasa nem ismert, ezért tiiztem ki célul a PG
sejtfunkciokban jatszott szerepének részletesebb tanulmanyozédsat. A PG-hidnyos
muténsok vizsgalata soran megfigyeltik a PG-molekuldk kémiai szerkezetének
atépllését, amelynek révén a sejtek alkalmazkodni tudnak a valtozd kornyezeti

feltételekhez. Az &tépulés Iényege a PG-ben 1év6 zsirsavak megvaltozasa.

Munkam soran a kovetkez6 célokat tiiztem ki:

I. Olyan, a PG-szintézisben gatolt Synechocystis sp. PCC6803 tdrzs létrehozasa, amely
alkalmasabb a PSII vizsgalatara, mint a kordbban tanulményozott mutansok.

Il. A PG szerepének tanulmanyozéasa a PSIl RC szerkezeti felépitésében, valamint a
PG-kilrilés hatdsanak vizsgélata a PSII funkcidkra.

I1l. A cianobaktériumhoz kiviilr6l adott, szintetikus PG-molekulak atépilésének

vizsgalata.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A PAL/AcdsA és ApgsA nevelési korilményei

A PAL/AcdsA és ApgsA (Hagio és mtsai, 2000) sejteket BG11 médiumban
(Allen, 1968) neveltik, 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*

intenzitast fehér fényen neveltik. A kultdrdkat egy
korkoros razoval allanddan rézattuk (100 rpm), igy biztositva a kultirék levegéztetését.
A PG Kkilrilésének vizsgalatdhoz a sejtkulturdt lecentrifugdltuk, a PG-tartalmd

médiumot kimostuk, majd a sejteket PG-mentes BG11 médiumban neveltiik tovabb.

4.2. A PAL/AcdsA mutans létrehozasa

A Synechocystis 1,4 kb genomi szakaszt amplifikiltuk PGF (5'-
AGGTCCGCAACGTGGAGGTG-3') és PGR (5'-CTGGAACGACTTGGGAAGTG-
3’) primerek segitségével. A primerek megvéalasztdsa a Synechocystis ismert teljes

genomi szekvenciaja (http://www.kazusa.or.jp/) alapjan tértént. A cdsA gén Mscl és

Nsil kozti 543 bp hossz( fragmensét kanamicin rezisztencia kazettaval (aphl gént
tartalmazé kazetta) helyettesitettik.

A transzforméansok szelektaldsa BG11-tartalmi agar lemezeken tortént, amelyek
20 uM PG-t és 50 pg/ml kanamicint is tartalmaztak. A muténsok teljes szegregalasat
PCR reakcidval is ellenériztiik, valamint igazoltuk a PG szintézisére képtelen mutans
eloallitasat azzal, hogy PG hozzdadasa nélkil a sejtek nem szaporodtak, illetve a

kultdra nem volt fenntarthat6.

4.3. A sejtek szaporodésanak és pigmenttartalmanak mérése

A folyadékkultirdban a sejtszam ndvekedését az optikai denzitds 750 nm-nél
torténd (OD7so) méresével kovettik. A PAL/AcdsA sejtek pigmenttartalmanak
véltozasat abszorpcids spektrumok felvételével kovettik. A spektrumokat Shimadzu
UV-1601 spektrofotométeren vettiik fel 400-800 nm hulldmhossz tartomanyban. Hogy
a sejtszuszpenzié nagy fenyszorésabdl adodo hibakat csokkentsik, a sejteket 80%

szachar6z oldatban szuszpendaltuk fel. A minték kozel azonos denzitasuak voltak 750
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nm-en. A klorofillkoncentraci6 méréséhez 90%-0os metanollal extrahaltuk a
pigmenteket, majd megmértiik az extraktumok abszorpcidjat 665 nm-en. A szamitashoz
hasznalt extinkcios koefficiens: 78,95 I/g/cm (Lichtenthaler, 1987).

4.4. Morfoldgiai vizsgalatok

Az 0Osszecentrifugalt cianobaktérium sejteket 0,1 M foszfat pufferben (PB,
ph:7,4) oldott 1%-o0s formaldehid és 1%-os glutaraldehid oldatban 4 °C-on négy dran
keresztil fixaltuk. Rovid foszfatpufferes mosas utén az utérdgzités 0,1 M PB-ben oldott
1%-0s ozmium-tetroxiddal tortént. A mintakat novekvé alkohol koncentricioval
viztelenitettilk, majd miigyantaba agyaztuk. A polimerizacié utan a blokkokbodl
Reichert Ultracut E tipusd ultramikrotémmal 85-90 nm-es ultravékony metszeteket
készitettlink, amelyeket uranil-acetattal és Olom-citrattal kontrasztositottunk, majd
Zeiss EM 902 elektonmikroszkoppal tanulményoztunk. A sejtek méretének
dsszehasonlitdsdhoz lemértiik az azonos nagyitasu fotokon Iathaté nem osztdédo sejtek

atmérdjét um-ben.

4.5. A tilakoidmembréanok komponenseinek kétdimenzids gélelektroforézise

45.1. Tilakoidmembran izolalasa

A sejtkultirakat75 pg klorofilltartalomra &llitottuk be és [*°S] metioninnal (>1000
Ci mmol™, 1zotop Intézet, Magyarorszag) jeloltik 60 pmol foton m?s™ fényerésségen
és 29 °C-on, Komenda és mtsai (2004) szerint.

A tilakoidmembranokat Komenda és Barber (1995) mddszere szerint izolaltuk. A
tilakoidok kinyeréséhez az ép sejteket 150-200 um atméréji lveggydngy segitségével
4 °C-on feltartuk, és differencial centrifugalassal a membranfrakciot 6sszegyijtottiik. A
sejtek feltirasa és a tilakoidok felszuszpendéaldsa a kovetkezd Osszetételii pufferben
tortént: 25 mM MES-NaOH, pH 6,5, 10 mM CaCl,, 10 mM MgCly, és 25% (v/v)

glicerin.
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4.5.2. A fehérjék analizise: kétdimenzids gélelektroforézis

Az izolalt tilakoidmembranokat dodecil-p-D-maltoziddal (dodecil-maltozid:
klorofill ardny 20:1, w/w) szolubiliz&ltuk és 5-14%-o0s blue-nativ gélen megfuttattuk
(Schagger és von Jagow, 1991). A blue-nativ gélbél a protein-komplexeknek megfeleld
csikot kivagtuk, inkubaltuk 30 percig 25 mM Tris-HCI (pH 7,5) pufferben, amely
tartalmazott 1% SDS-t, utdna a denaturdld gélre felvittik. A komplexek
fehérjedsszetételét egy masodik dimenzids gélektroforeézis révén allapitottuk meg egy
denaturélé 12-20%-os lineéris gradiens SDS-poliakrilamid gél segitségével, amely 7 M
uredt is tartalmazott (Komenda és mtsai, 2004). A gélben a fehérjéket Coomassie
Brilliant Blue-val festettik meg. A radioaktivan jelolt fehérjékb6l jovo jeleket

rontgenfilmen detektaltuk. Az exponalasi id6 2-3 nap volt, szobahdmérsékleten.

4.6. Fluoreszcenciaemisszios spektrumok felvétele 77 K hémérsékleten

Alacsony hémérsékleti steady-state fluoreszcencia spektrumokat vettink fel
600-780 nm hulldmhossz tartoményban, 437 nm-es gerjesztés utan. A
spektrofluoriméter (Fluorolog-3/Jobin Yvon-Spex Instrument S.A., Inc.) egy adapterrel
volt ellatva, amely lehetdvé tette a folyékony nitrogénben torténd mérést. Az emisszios
spektrumokat a fotomultiplier érzékenységéhez Kkorrigaltuk, és a 700 nm

hullamhossznak megfelel6 fluoreszcenciaintenzitsra normaltuk.

4.7. A fotoszintetikus oxigénfejleszto aktivitas mérése

A sejtek fotoszintetikus oxigénfejlesztését Clark-tipusi oxigénelektrod
segitségevel mértik, Gombos és mtsai (2002) alapjan. A PSII-b6l szarmazo
oxigénfejlodést mértiik a HyO-t61 a kiils6leg adott mesterséges elektronakceptorig (500
uM p-benzokinon). Az oxigénfejlédés méréséhez a sejteket BG11 médiumban mostuk,
majd friss BG11 t&poldatban felszuszpendaltuk. A sejteket voros, PSII-t gerjesztd

fénnyel vilagitottuk meg, melynek eréssége 500 umol foton m’s™ volt.
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4.8. Termolumineszcencia mérések

A termolumineszcencia méréseket Vass és mtsai (1981) alapjan vegeztik,
néhany modositassal. A sejteket lecentrifugdltuk és friss BG11l médiumban
felszuszpendaltuk, majd a sejtszuszpenzidt 10 pg/ml klorofilltartalomra higitottuk ki. A
termoluminszcencia gorbék felvételét -10 °C-t6l +80 °C-ig terjedd hémérséklet-
tartomanyban végeztik. A mintdk altal kibocsatott fényt egy vords érzékenységii
fotomultiplier (Hamamatsu R/2228) segitségével mértiik, az igy kapott felerésitett jelet
szamitogépes program segitsegével értékeltlik ki. A mintatartd6 homérsékletét egy
platina alapti homérével kovettiik, amely a mintdk alatt helyezkedett el. A hiitést
folyékony nitrogén biztositotta. A mintikat a fagyasztast megel6zéen két 5 ps-o0s flash-
el vilagitottuk meg 5 °C-on.

4.9. Chl-a fluoreszcencia mérése

A sejtkultirékbdl vett mintdk klorofilltartalmat 20 pg/ml koncentraciora
allitottuk be. A sejtek a mérés elott két ordig sotétadaptalva voltak. A fluoreszcencia
méréseket egy Handy-PEA készllék (Hansatech Intruments Ltd, UK) segitségével
végeztik. A 20 pg klorofilltartalmii mintdt Whatman sziirépapir (GF/C) korongra
sziirtiik. A sejteket tartalmaz6 korongot folyamatos 650 nm-es voOrds fénnyel
vilagitottuk meg, amely 3500 pmol foton m?s™ intenzitast volt. A fényforrast harom
LED biztositotta, amelyek fénye egy 5 mm &atmér6ji korbe fokuszalodott. Az els6
megbizhatd mérési pont, ahol a fluoreszcencia tranziens (jel) jelentkezett, 20 us volt.
Ezt az intenzitasértéket vettik Fo-nak a sotétadaptalt sejteknél. A mérések idétartama 3

s volt.

4.10. A lipidtartalom gdzkromatogréafias analizise

A gazkromatografias vizsgalatokhoz el6szor izolaltuk a cianobaktérium
sejtekbdl (kb. OD750=50) a kiilonbozé lipidosztalyokat, majd az elvalasztott PG-
molekulékat észteresitettiik.

A lipideket Bligh és Dyer (1959) altal leirt mddon nyertlik ki intakt sejtekbdl
kloroform és metanol 1:2 arnyl elegyével. A lipidosztalyok elvélasztasat és a

zsirsavak analizisét a Sato és Murata (1988) altal kozolt eljarés alapjan végeztuk. A
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lipidek elvalasztasa szilikagél vékonyréteg lapokon (TLC) (Merck 5721) tortént
kloroform, metanol és 28% ammoénium-hidroxid 65:35:5 terfogataranyd
futtatoelegyben, szobahdmérsékleten. Az elvalasztott lipidfrakciokat ANSA (8-anilino-
1-naftalén-szulfonsav) kezelés utdn UV-fény alatt megjeloltiik, és 50 pg 15:0 zsirsav,
mint belsé kontroll felvitele utan a lemezrél lekapartuk. A lemezrdl lekapart lipideket
5%-0s HCI-t tartalmaz6 metanolban 85 °C-on 2 6ra hosszat észteresitettik. Az igy nyert
zsirsav-metilésztereket hexanba atrazva Supelco SP-2330 kapillarisoszlopon Hewlett

Packard HP6890 gazkromatograffal valasztottuk el.

4.11. Témegspektrometriai analizis

Tomegspektrometriai  analizishez ~ dsszlipidet izolaltunk kb. OD75,=50
mennyiségli sejtb6l Bligh és Dyer (1959) alapjan. A lipidkomponensek 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 el6tt az izolalt lipidmintdkat szézszorosara higitottuk acetonitril/viz elegyével
(1:1). A mintékat (50 ul) direkt infuzioval juttattuk a tomegspektrométer késziilékébe, 5
ul/ml &ramlési sebességgel. A készulék egy FTICR (hibrid lineéris ioncsapdéas Fourier-
transzforméaciés ionciklotron-rezonancia) todmegspektrométer, 7T szupervezetd
magnessel (LTQ-FT; ThermoFisher, San Jose, CA), amely egy elektrospray tipusu
ionforrassal volt ellatva, negativion-modban miikédve. Az elektronsugér (spray)
feszultsége 5 kV-ra volt allitva, a porlasztogaz ardnya 10 egység, a kapillaris
hémérséklete 270 °C volt, az ionoptikai elemek feszilltségét egy beépitett automata
tuningold eljaras alapjan allitottuk be, amelyhez PG(18:1/18:1) standard oldatat
hasznaltuk.

Az egyszeres negativ toltésii molekulaionokat [M-H]™ az FTICR teljes MS
spektruma alapjan azonositottuk, amelyek pontos tomeget szolgaltattak (szerkezeti
inform&cid), az ionintenzitasok pedig mennyiségi elemzést tettek lehetévé. A
spektrumokat 150-2000 Th tartoményban vettiik fel, a késziléket pedig gy allitottuk
be, hogy 400 Th tomeg/tdltésnel (m/z ) a tomegfelbontas (m/Am) érje el az 50 000-et.
Korulbelul 80 spektrumot &tlagoltunk mintdnként. Tovabbi részletes szerkezeti
jellemzés céljabol tandem MS (MS/MS) analizist végeztiink. A molekulaionokat [M-

H]™ elkilonitettiik, Utkdzésindukalt disszocidcionak (CID) vetettik ala, a keletkezett
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fragmensionokat a linearis ioncsapda m/z alapjan azonositottuk (MS/MS spektrum). Az
elkulonitési szélesség 1,0 Th, az utkdzési energia 15%-ra volt bedllitva. A
koncentraciok becsléséhez a kovetkez6 egyszerii kalibracios egyenletet hasznaltuk:

CA/ Cis = kA. (IA/ ||g)

ahol ca az analitikum (analizdland6 molekula) koncentrécidja, cis a belsé standard
[PG(14:0/14:0)] koncentracidja, lIa és lis az analitikum és a belsé standard
tartlamaztak 1, 2, 5, 10, 20 és 50 ug/ml PG(18:1/18:1)-t vagy PG(16:0/18:1) -t (Avanti
Polar Lipids, Alabaster, USA) és 20 pg/ml bels6 standardot. A ca / Cis ardnyokat
abrézoltuk az Ia / lis aranyok fuggvényében. A Kpg(s:1/18:1)€S Kpoas:ons:1) Konstansokat
ugy szémitottuk ki, hogy egyenest illesztettink a pontokra és a zérG lineéris
regresszidju gorbék metszését vettik figyelembe. Az igy kapott konstansokat
felhasznaltuk a biolégiai mintakban taladlhaté PG(18:1/18:1) (m/z 773) és
PG(18:1/16:0) (m/z 747) koncentraciok meghatarozésara. A tobbi PG-tipus, a
PG(18:2/18:1) (m/z 771) és PG(18:2/16:0) (m/z 745) mennyiségének becslésére a

Kpg(s:1/18:1) €S Kpo(ie:018:1) konstansok atlagat hasznaltuk.
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5. Eredmények

5.1. A PAL/AcdsA mutans torzs eléallitasa

A cdsA gént inaktiviltuk a Synechocystis cianobaktérium PAL nevezetil
muténsaban. Cianobaktériumokban a fikobiliproteinek fluoreszcenciaemisszidja
atfedhet mas pigmentekbdl jovo jelekkel, ezért a fluoreszcencia mérések eredményei
nehezebben kiértékelhetok. A PG-nek a sejtfunciokban jatszott szerepének
tanulmanyozdsahoz elényosebb a PAL mutans, hiszen nem rendelkezik
fikobiliszoméaval. Ahhoz, hogy tudja kompenzalni a PSII fénybegylijté antennajanak
hianyat, megndveli a PSII/PSI ardnyat (Ajlani és Vernotte, 1998). A magas PSII/PSI
arény egy tjabb elényos tulajdonsag a PSII vizsgalatokhoz. Ahhoz, hogy létrehozzuk a
PAL/AcdsA mutanst a cdsA gént kédold régiot egy kanamicin-rezisztencia (Km')

kazettéara cseréltlk (14. &bra).

A
PGF
TUERERERRE T Hlte“], .
cobL cdsA urf
slr1368 sIr1369 sll1268
1 kb

B

3 kb >

2kb > < AcdsA::aphIl
1.5 kb >

1 Tk i < CdsA

14. dbra. A cdsA gén inaktivalasa

(A) A Synechocystis genom cdsA korili régidja. Az inaktivalt torzsben az aphl gént
tartalmazo antibiotikumrezisztencia kazetta egy 543 bp hosszlsagu génfragmenst
helyettesit. A fekete kis nyilak a primerek helyét jelélik, amelyeket a PCR reakcio
soran hasznaltunk, hogy megsokszorozzuk a génrégiot, valamint hogy a
muténsizolalasndl leellendrizziik a génkicserélédést. (B) PCR analizise a vad-tipusu
sejteknek (1-es sav) és PAL/AcdsA transzformansoknak (2-4 savok), harom fiiggetlen
minta. A vad tipust és a mutans PCR termékeket jobboldalon abrazoltuk, baloldalon
talalhatok a DNS markerek méretei (M sav).
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A PAL mutans torzs, A PAL/AcdsA mutans fizioldgiai tulajdonsagai hasonldak
voltak a ApgsA-hoz, habar a PAL/AcdsA esetében a PG-hianyos allapot eléréséhez

hosszabb ideig tarto nevelésre volt szilkség.

5.2. A PG kiurulésének hatésa a sejtek szaporodasara és pigmenttartalméra

A mutdns torzs sejtszaménak ndvekedését a folyadékkultira 750 nm-es
hullamhosszon mért abszorpcidjanak kovetésével vizsgaltam. A 15/A &bra mutatja a
PG jelenlétében és PG hidnyaban nevelt sejtkultirak denzitasdnak ndvekedését.
Megfigyelhetd, hogy a PG-vel kiegészitett tapoldatban az osztddas exponencialis volt, a
megkett6z6dési id6 hat-hét nap, az adott nevelési korilmények kozott, vagyis
viszonylag alacsony fényintenzitdson. PG-mentes médiumban nevelt sejtek esetén az
osztodas uteme négy napos PG-éhezés utan fokozatosan lecsokkent, 14 nap elteltével
jelentdsen lelassult. Erdemes megemliteni, hogy a sejtek még 18 napos PG-éhezés utan
is eletben voltak, hiszen mérhet6 oxigénfejlédést mutattak. Ha 18 napos éhezés utan a
PG-t visszaadtam a nevelési médiumhoz, a sejtek ismét osztodni kezdtek.

A PG-hidnyos PAL/AcdsA sejtek klorofilltartalma kissé lecsokkent a PG-éhezés
folyaman (15/B. &bra). Ez a csokkenés kisebb a ApgsA esetében megfigyeltnél. Ez
utébbi mintegy 3 hétig tartd6 PG-megvonas hatasara eredeti klorofilltartalmanak kb
50%-at elveszitette, foként mivel a PSI tartalma jelent6sen lecsokkent (Domonkos és
mtsai, 2004). A PG-éheztetett PAL/AcdsA sejtek abszorpciés spektruma a
karotinoidtartalom jelentés novekedését mutatta a PG jelenlétében nevelt sejtekhez
képest (15/B abra).
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15. dbra. Osztddési gorbék és abszorpcids spektrumok

(A) A PAL/AcdsA mutans sejtek osztodasi gorbéje PG-vel kiegészitett (w) és PG-
mentes (e) tapoldatban. (B) A PAL/AcdsA mutans sejtek abszorpcios spektruma 20
napig PG jelenlétében (-), illetve PG hianyaban (—) nevelve. A spektrumokat ODso-re
normaltuk.

5.3. A PG kiurulésének hatasa a lipidosszetételre

A PAL/AcdsA sejteket kiviilr6l adott, szintetikus PG-molekuldkkal tartottuk
életben. Ez Kkizé&rolag 18:1 zsirsavat tartalmazott, amely nem természetes PG
komponens a cianobaktériumokban. GC-vel megvizsgaltuk a TLC-n elvalasztott PG
zsirsavosszetételét. Megfigyeltiik, hogy négy napig PG jelenlétében nevelt sejtek
esetében a 18:1 zsirsav 40 mol% folott volt, majd mennyisége nyolc napig tarté PG-
éhezés utdn 10 mol%-ra valtozott. Ez a koncentracié kozel volt a PAL sejtekben mért

18:1 zsirsav aranyahoz (2. tablazat).
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2. tdblazat. A PG zsirsavosszetétele

PG-molekulak zsirsavlancai, mol%

Mintak

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
PAL 546 4,1 66 115 220 1.2
PAL cdsA+PG 314 22 149 424 6,7 25

PAL cdsA-PG 8n 551 13 256 101 55 24

A PAL a Synechocystis torzs fikobiliszomahianyos mutansa. A
PAL/AcdsA+PG és —PG sejtek PG jelenlétében illetve 8 napig PG hianyaban
voltak nevelve.

Ez idStartam alatt a PG mennyisége 4,4 nM-r6l 2,1 nM PG/mg fehérje szintre
lecsokkent, ami az eredeti mennyiségnek mintegy felére csokkenését jelenti. Nyolc nap

egy sejtosztoédasnak felel meg, ami a PG mennyiségének a megfelezését jelentette.

5.4. A PG kiurulésének hatdsa a sejt méretére és szerkezetére

A 16/A &rén a PAL mutans sejtek elektronmikroszkopos képe lathatd. A
fikobiliszoma hidnya kovetkeztében a sejtek szorosan, egymashoz kozel elhelyezkedd
tilakoidmembréannal rendelkeztek, granumokhoz hasonld szervezddést hozva létre
(Olive és mtsai, 1997). A PG jelenlétében nevelt PAL/AcdsA sejtek esetében a
tilakoidmembranok szoros elhelyezkedést mutattak, és méretiik is a PAL sejtekhez
hasonl6 volt. A PG hianyaban 20 napig nevelt PAL/AcdsA sejtek esetében azonban a
sejtek mérete joval nagyobb volt, mint a PG-vel kiegészitett tdpoldatban nevelt mutans
sejteké (16/B abra). A nagyobb sejtméret mellett megfigyelhetjuk, hogy a
tilakoidmembréanok kdzott nagyobb hézagok vannak, sok foszfat granulum halmozadik
fel a citoplazméban. Lathatjuk, hogy a PG hianyaban nevelt sejtek tilakoidmembréanjai
kevéshé rendezettek, mint a PG jelenlétében nevelt sejtekéi. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy PG hidnydban a tilakoidmembranok kialakulnak, de a membrén

szervezddése eltér. A megndvekedett sejtek pedig arra utalnak, hogy osztédasuk géatolt.
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16. abra. A PG kiurulésének hatasa a sejtek felépitésére és méretére

(A) A PAL, PAL/AcdsA+PG és PAL/AcdsA-PG  sejtek  reprezentativ
elektronmikroszkopos felvétele. Lépték: 0.25 um. (B) A PAL/AcdsA mutans sejtek
méretbeli kiilonbségei PG jelenlétében (+PG) és 20 napig PG hianyaban (-PG) nevelt
sejtek esetében. A sejtek méretét elektronmikroszkdpos felvételek alapjan hataroztuk
meg (n=80).
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5.4. A PG kilrulésének hatasa PSII szerkezetre

5.4.1. A PG-kilrulés hatdsa a PSI1I fehérjealegységek szintézisere és
dsszeszerelésere

Kétdimenziés  gélelektroforézist (2D-BN/SDS-PAGE) alkalmaztunk a
PAL/AcdsA muténs sejtek tilakoidmembrénjait hasznalva ahhoz, hogy felderitsiik a PG
kiurulésének lehetséges kovetkezményeit a PSII szerkezeti felépitésében. Blue-nativ
elektroforézissel szétvalasztottuk a tilakoidmembrén fehérjekomplexeit, denaturéld
SDS-elektroforézissel pedig az egyes komplexeket felépitd fehérjéket. A PG
jelenlétében nevelt PAL/AcdsA sejtek esetében (17/A &bra) a tilakoidmembranokban a
leggyakrabban el6forduld fehérjekomplexek hasonldéak voltak a vad tipusu
Synechocystis sejtek fehérjekomplexeinek dsszetételéhez (Dobakova és mtsai, 2007). A
PSI RCC-ének monomer és trimer formaja [RCCI(1) és RCCI(3)], valamint monomer
és dimer PSII RCC [RCCII(1) és RCCII(2)] voltak jelen. A PSIl komplex mindkét
esetben tartalmazta mind a négy nagy PSII fehérjealegységet: a D1, D2, CP47 és CP43
proteineket (17/A &bra). Kis mennyiségben jelen volt az an. RC47 komplex, amely
tulajdonképpen a PSII monomer RCC, amelyb6l hianyzik a CP43. A szabad fehérje
frakciokban pedig kis mennyiségii CP47-et és CP43-at taldltunk. A 20 napig PG
hianyaban nevelt PAL/AcdsA mutans sejtek jelentds RCCII(2) mennyiségi csokkenést
mutattak (17/B é&bra). A RCCI(3)-ek destabilizalédtak, monomerekre estek szét.
Ugyanakkor megfigyelhetjiuk az RC47 komplex mennyiségének novekedését. Ebb6l a
komplexb6l hianyzik a CP43 fehérje. Aranyanak ndvekedése azt suggalta, hogy PG
hianyaban a CP43 nem tud stabilan k6t6dni a PSIT RC-hoz.

Radioaktiv metionin felhasznélasdval nyomon kovethettik a fehérjék
szintézisét. HUsz napig tarté PG-megvonas utan (17/D &bra) sem lehet latni szamottevd
kulonbséget a fehérjemintdzatban a PG jelenlétében (17/C &bra), illetve hidnyaban
nevelt sejtek esetében. Ez azt jelentheti, hogy PG hianyaban is megtorténik a komplexet
felépité fehérjék szintézise, azonban a nagy komplexek, mint RCCII(2) és RCCI(3)

0sszeszerelése zavart szenved.
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17. &bra. A PAL/AcdsA sejtek tilakoidmembrénjainak 2D-BN/SDS-PAGE
fehérjemintazata

A sejteket PG jelenlétében (+PG) és hianyaban 20 napig neveltik (-PG 20 nap). A
sejtek [**S]Met-nal voltak jel6lve 500 pmol foton m™ s~ fényerdésségen és 29 °C-on 20
percig. A fels6 (A és B) panelek a Coomassie festett géleket mutatjk, mig az alsé (C
és D) panelek az ezeknek megfelel$ autoradiogramokat. Haszndlt jel6lések: RCCI(3) és
RCCI(1): trimer, illetve monomer PSI core-komplexek; RCCII(2) és RCCII(1): dimer,
illetve monomer PSII core komplexek; RC47: PSII core-komplex, melyb6l hianyzik a
CP43. A PSII fehérjéi: D1, D2, CP43, CP47. A pirossal bekeretezett részek az RC47
mennyiségét hangsulyozzak. Mindegyik minta klorofilltartalma 60 ug volt.

5.4.2. Alacsony hémérsékletii (77K) fluoreszcencia mérések

A PAL/AcdsA sejtek alacsony hémérsékletii fluoreszcenciaemisszids spektruma
két jol elkalonalt csucsot mutat 685 és 695 nm-nél (18. 4bra). Ezek kiz&rdlagosan a
PSIl emisszi6jabol szarmaznak, hiszen a sejtekben nincs fikobiliszoma, amely
hozzéjarulhatna a 685 nm-es csucs emisszidhoz (Ajlani és Vernotte, 1998). A periférias
antennak altal begytijtott fenyt a CP43 és CP47 Chl-a molekulai tovabbitjak a PS1I RC-
ban 1év6 P680-hoz, ahol megtorténik a toltésszétvalds. Ez a fajta energiatovabbitds
azonosnak tlinik a cianobaktériumokban €s a magasabbrendii novényekben (Shen és
Vermaas, 1994; Bricker és Frankel, 2002). Az energianak az a része, amely nem
hasznalddik fel toltésszétvalasra, vagyis a felesleges energia fluoreszcencia forméajaban

sugarzodik ki 685, illetve 695 nm-en. Mig a 685 nm-es cslcs emisszidjdhoz szamos
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antennaklorofill hozzéjarul, addig a 695 nm-es cstcs a CP47-ben 1évé klorofilloktol
szarmazik. A 725 nm-es csucs a PS1 RC emisszidjanak felel meg, amelynek magassaga
a PAL sejtek esetében a PSII emisszidjanak a fele. Ez annak tulajdonithatd, hogy a vad
tipusu sejtekhez keépest a PSII/PSI aranya megnétt (Ajlani és Vernotte, 1998). A PG
jelenlétében nevelt PAL/AcdsA sejtek hasonld fluoreszcenciaemisszids spektrumot
mutattak, mint a kontrollként szamit6 PAL sejtek (Ajlani és Vernotte, 1998). A
PAL/AcdsA sejtek 14 és 21 napig tart6 PG-megvonas hatdséra nagyobb
fluoreszcenciaemissziot mutattak 685 nm-nél, a PG jelenlétében nevelt kontrollénl
(18. &bra).

2.5+
+PG 20 nap
——-PG 14 nap
2.0 ——-PG 20 nap

Fluoreszcencia intenzitas (rel.)

GéO I GEIBO I 7(|)0 I 750 I 7:10 I 7EI‘>0 I 7E|!0
Hulldmhossz (nm)

18. 4bra. Alacsony hémérsékletii fluoreszcenciaemisszids spektrumok
A PG jelenlétében (fekete) és hianyaban 14 (kék) illetve 20 napig (vords) nevelt
PAL/AcdsA mutans sejtek fluoreszcencia spektrumai.

A 685 nm-es fluoreszcenciaemisszidé novekedése valdsziniileg a PSII RCC tobbi
rész¢tdl levalt, szabad CP43-bol szarmazhat. Ez a megfigyelés 6sszhangban van a PSII
szerkezeti vizsgélatokkal, ahol megfigyeltik a CP43 hidnyos RC47 komplex
mennyiségének novekedését a PG-hianyos sejtekben.

5.5. A PG-kiurulés hatasanak vizsgalata a PSII funkciokra

5.5.1. Fotoszintetikus oxigénfejlodés

Megmértuk a PG jelenlétében és hidnydban nevelt PAL/AcdsA sejtek
oxigénfejlesztd aktivitasdt. HUsz napig tartd6 PG-éhezés hatdsdra a teljes

elektontranszportot jelentd fotoszintézis (H,O-CO;) értéke fokozatosan csokkent (19.
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abra). Még 18 napig tart0 PG-éhezés utan is kimutathatd mennyiségii oxigén
termel6dott. Megmértik a PSII-b6l szarmazo oxigénfejlodést is a viztél egy
mesterséges kinonakceptorig, az 1,4-p-benzokinonig (H.O-pBQ). Itt az oxigénfejlodés
gyorsan csokkent, majd teljesen ledllt a PG-éhezés sordn. Ez megegyezik a
korabbiakban a ApgsA sejteken tapasztaltakkal (Hagio és mtsai, 2000).
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19. abra. A PG kilrulésének hatasa a PAL/AcdsA mutans sejtek
oxigénfejlesztésére (H,O-CO,)

A 100 % aktivitis megfelel 430 pmol O, mg' Chl h™ mennyiségnek. A sejtek
klorofilltartalma 5 pg/ml volt. Az aktivitas-értékek harom kiilonb6zé mérés atlagabol
szarmaznak.

5.5.2. Termolumineszcencia

Ahhoz, hogy részletesebben tanulmanyozzuk a PSIl  akceptoroldali
elektrontranszport-folyamatokat, —megmértik a  sejtek  PSII-bdl  szarmazd
termolumineszcencidjat. A PG jelenlétében nevelt sejtek esetében a TL-gorbe 27 °C-nél
mutatott egy csicsot (20. dbra). Ez a TL cslcs megfelel az an. B tipust TL savnak,
amely a Qg™ és az S, allapotok kdzotti toltesrekombindciobol szarmazik. A 7 napig tartd
PG-éhezés hatdséra a B sav (Qg” S2) hasonlé volt a PG jelenlétében nevelt sejtekéhez.
Ez arra utal, hogy nem volt szammotevé valtozas sem az Sy, Sem a Qg redox
allapotaiban.

14 napig tartd PG-éhezés hatdsara a B sdv cslcsa 19 °C-nal jelent meg, ami az
Un. Q-sav iranyaba torténd eltolodast jelenti (20/A &bra). A 14 napig PG-éheztetett
sejtek esetében észlelt alacsony hémérsékletli TL csucs helyzete hasonlé volt a

diklorfenil-dimetil-urea (DCMU)-kezelt vad tipusu (Gombos és mtsai, 2002) valamint a
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DCMU-kezelt, PG jelenlétében, illetve hidnyaban nevelt PAL/AcdsA sejtéhez (20/B.
abra). A Q sav a Qa és az S; allapot kdzotti toltésrekombinacidbdl szarmazik.

Ha a 14 napig éheztetett sejtekhez visszaadjuk a PG-t, visszaall a 27 °C-os TL
sdv, és a 19 °C-nal 1év6 sav eltlinik. A DCMU egy akceptoroldali kinongatloszer. A
kapott eredmények azt suggaljak, hogy hosszabb ideig tartd6 PG-éhezés hatésara a Qa
és Qg koOzotti elektrontranszport lelassul. Ez aldtamasztja, hogy PG hianydban az

akceptoroldal sérul.
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20. abra. A PG  kilrulésének hatasa a PAL/AcdsA sejtek
termolumineszcencidjara

(A) A PG jelenlétében nevelt sejtek (a) PG-mentes médiumba voltak attéve 7 (b) illetve
14 (c) napig. A recovery eléréséhez (d) a 14 napig PG-mentes médiumban nevelt
sejtekhez visszaadtuk a PG-t. A Q és a B sav toltésrekombinaciot jeldlnek, Qa és S,
illetve Qg ~ €s S, kozétt. (B) A 10 uM DCMU-val kezelt sejtek termolumiszcencidja,
PG jelenlétében (e) és 14 napig PG hianyaban nevelt sejtek (f) esetében. Pirossal
jeléltem a Q sav iranyaba eltolddott gorbéket.

5.5.3. Chl-a fluoreszcenciaindukcio kinetikai mérések

Megmértik a sejtek OJIP fluoreszcencidjat, amely informaciot ad az

=z

fazist fotokémiai résznek nevezziik, mivel erésen fényintenzitas-fiiggd (Neubauer és
Schreiber, 1987). A 2-30 ms-os JI fazis a PQ pool redukcidjat tukrozi (Schreiber és
mtsai, 1989). A 30-300 ms-os IP fazis a PSI aktivitasatol fugg, és a ferredoxin (Fd)
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redukcidjat tiikr6zi az inaktiv ferredoxin-NADP*-reduktaz jelenlétében (FNR)
(Munday, Jr. és Govindjee, 1969; Schansker és mtsai, 2005; Schansker és mtsai, 2006).
Cianobaktériumokban a klorofill fluoreszcencia-kinetikai gorbe kiilonb6z6 fazisai jelen
vannak, de nehezen megkiilonboztethetéek (Stamatakis és mtsai, 2007), alacsony
Fv/Fm (~0.2-0.4) értéket mutatnak, ezért nehezen kiértékelhetéek. A PG jelenlétében
nevelt PAL/AcdsA sejtek esetében az OJIP fluoreszcenciagérbe lefutdsa hasonld a
magasabbrendii novényekéhez, azzal a kiilonbséggel, hogy a cianobaktériumokban az I
fazis (30 ms) nem kulonil el élesen (21/A &bra). Az Fv/Fm értéke is viszonylag magas
volt (0.73), amely a fikobiliszoma hidnyanak valamint a magas PSII/PSI ar&nynak
tulajdonithaté. DCMU jelenlétében az Fm értéket 2 ms korul érte el (J fazis).

Kiilonb6z6 ideig tarto PG-megvonas hatasara a PAL/AcdsA sejtek J fazisanak
fluoreszcencia intenzitisa fokozatosan megndtt. 14 napig tarté PG-éhezést kovetden a
fluoreszcenciagorbe hasonl6 volt a DCMU-kezelt sejtek gérbéjehez (21/A &bra). Ez azt
jelenti, hogy a PG-megvonés gétolta vagy lelasitotta az elektrontraszport-folyamatokat
a PSII akceptor oldalan. Korulbelil 10%-o0s Fm csokkenést észleltiink a PG hianyaban
nevelt sejtek esetében. Az OJIP gorbék dsszehasonlithatosiga erdekében a 21/A abra
gorbéit Fm értékre normalizaltuk. A 21/B abra gorbéi nincsenek Fm értekre
normalizalva. Itt lathatjuk, hogy a 11 napig PG hidnyaban nevelt sejtek esetében az Fm
érték megegyezett a DCMU-kezelt sejtek Fm értékével, ami azt mutatja, hogy az Fm
értéknél a RC-ok mind z&rva voltak. Tehat ez a 10%-0s Fm csokkenés a fotokeémiailag
aktiv RC-ok csokkenését jelenti. Az Fo értéke fokozatosan ndtt a PG-megvonas
hat&sara, 14 napos PG-éhezés utan mintegy 20% korili névekedest eszleltiink a PG
jelenlétében nevelt sejtekhez viszonyitva. Ez szdrmazhat a CP43-nak a RC-tdl valo
részleges leszakaddsa miatt. A CP43-nak levaldsat a alacsony hoémérsékletii
fluoreszcencia eredmények is alatdmaszjék (18. dbra).

Megnéztiik, hogy PG hianyaban a PSII donor oldala sériil-e, mint azt Sakurai és
mtsai (2007) feltételezték a ApgsA sejtek esetében. A donoroldali és az akceptoroldali
gatlass megkilonbeztetése céljabdl hokezeléssel részlegesen inaktivaltuk az
oxigénfejlédést (10 percig, 50 °C fokon). Ennek eredményeképpen a fluoreszcencia
intenzitasa a J szakaszban lecsokkent, a fluoreszcencia névekedése a J-t61 a P fazisig
lassabban kovetkezett be, és egy joval kisebb Fm értéket ért el (21/C abra). Az Fm

értéke nagymértékben visszaallithatdé volt DCMU hozzaadasaval, de ilyenkor a
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fluoreszcencia novekedése lassubb volt, akarcsak a hékezelt arpa leveleknél (Toth és
mtsai, 2007), amit a 21/B és C abrak 6sszehasonlitasa mutat. Ebben az esetben az Fm
csokkenése a PSII donor oldalardl jovo elektronok hidnyanak volt tulajdonithato. A
hokezelés kb. 15%-0s Fy novekedést idézett el6, ami azt mutatja, hogy a PSII RC-ban
nem tortént massziv antennakomplex-levalas, valamint a RC-ok sem degradalodtak. A
fent emlitett hokezelt sejtek fluoreszcencia tulajdonsdgai jol lathatéan eltértek a PG-
éheztetett sejtekétdl. Eppen ezért ugy tint, hogy a PSII elektrontranszport-
folyamatainak a gatlasa annak tulajdonithat6, hogy a Qa™ Ujra oxidalasa lelassul vagy
gatlodik, és valoszinii, hogy a PSII donoroldali gatlasa elhanyagolhatd, vagy csupan

mésodlagos.
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21. &bra. Fluoreszcencia (OJIP) atmenetek

(A) A PG-megvonas hatdsa a PAL/AcdsA mutans sejtek fluoreszcencia atmeneteire,
valamint a DCMU hatasa a PG jelenlétében nevelt sejtekre. A fluoreszcencia gorbék
Fm (F/Fr) értékre vannak normalizalva. (B) A DCMU hatasa a PG hianyaban 11 napig
nevelt sejtek fluoreszcencia atmeneteire. A goérbéket normalizalas nélkiil abrazoltam
(C) A hékezelt (50 °C, 10 perc) PG jelenlétében nevelt sejtek OJIP fluoreszcencija,
DCMU jelenlétében (A), illetve hianyaban (A). Mindegyik fluoreszcencia atmenet
logaritmikus skalan van abrazolva.
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5.6. A PG atalakitdsdnak tanulmanyozasa

A PG éatalakitidsanak részletes felderitésehez a ApgsA cianobakterialis torzset
hasznéltuk. Elonyos tulajdonsaga, hogy csak a PG bioszintézisében gatolt muténs,
2000; Sakurai és mtsai, 2003; Domonkos és mtsai, 2004). 21 napig PG-mentes
tpoldatban neveltem a ApgsA sejteket, melyekben ez id6 alatt a PG-tartalom jelentésen
lecsokkent. A PG nem iiriil ki teljesen a sejtekb6l, hiszen PG teljes hidnyaban azok nem
maradnénak életben. A PG-hidnyos sejteknek dioleoil-PG-t [PG(18:1/18:1)] adtam

nagy feleslegben. A beépiilt PG-tipusokat 1 nap inkublas utin kezdtem merni.

5.6.1. A PG-atalakitas tanulményozasa gdzkromatografia méodszerével

A PG jelenlétében nevelt ApgsA sejtek gazkromatografias eredményei a
PAL/AcdsA sejtekhez hasonld PG zsirsavisszetétel-valtozast mutattak. Ez arra utalt,
hogy a szintetikus PG 0j PG-tipusokka alakult, megjelent a vad tipusban el6fordulo
természetes PG-re jellemzd zsirsavosszetétel (Murata és mtsai, 1992b; Okazaki €és
mtsai, 2006)(Murata 1992, Okazaki 2006). Egy napig PG jelenlétében nevelt ApgsA
sejtek (ApgsA+PG 1n) esetében az olajsav volt a legnagyobb gyakorisaggal eléforduld
zsirsav. A 21 napig PG jelenlétében nevelt ApgsA sejtek (ApgsA+PG 21n) esetében az
olajsav tartalom lecsokkent 60%-rdl 11%-ra. A palmitinsav tartalom az olajsav

rovaséra pedig megnétt 19%-r6l 57%-ra (3. tdblazat).

3. tblazat. A ApgsA muténs sejtek zsirsavosszetétele

PG-molekulak zsirsavlancai (mol%)

Mintak

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
ApgsA +PG 1n 19 2 10 60 7 2
ApgsA +PG 21n 57 4 20 11 8 n.d.

A mutans sejteket PG jelenlétében neveltiik 1 és 21 napig (ApgsA+PG 1n
illetve ApgsA +PG 21n); n.d : nem kimutathatd. Az értékek harom
fliggetlen mérés atlaganak felelnek meg.
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5.6.2. A PG-atalakitas tanulményozasa tomegspektrometria modszerével

A PG biokémiai atéplilését tomegspektrometria (MS) segitségével kovettik
nyomon. A 22/A &bra mutatja a negativion-mddban készilt PG(18:1/18:1) standard
tdmegspektrumat, a 22/B-E abrék a PG(18:1/18:1) visszaadasa utan 1, 12, 18, illetve 21

napig nevelt sejtek lipid extraktuméanak tdmegspektrumat.
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22. &bra. A negativion-médban kapott FTICR tdmegspektrum “PG
tartoménya”

A jelzett csicsok mutatjdk a PG-b6él szarmazo [M-H] ™ ionokat: (A), szintetikus
PG(18:1/18:1) (B), ApgsA+PG 1n (C), ApgsA+PG 12n (D), ApgsA+PG 18n és (E),
ApgsA+PG 21n lipid extraktumai.
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A dioleoil-PG monoizotopikus ionja m/z 773,5339-nél jelent meg (22/A éabra).
Megfigyelhetjik, hogy a dioleoil-PG visszaadasa utan 12 napig nevelt sejtek esetében
Uj PG-molekulatipusok (m/z 771,5159; 747,5164 és 745,5004 értékeknél) jelennek meg
(22/C ébra). A molekulaionok pontos m/z aranyaibdl (22/E é&bra), amelyek az ESI-
FTICR tomegspektrumbdl szarmaznak, feltételezhetjuk az Gj PG-tipusokat, mivel
tomegik utal a PG-molekuldk szénatomszéméra és a zsirsavlancokban levé
kettéskotések szamara (4. tablézat ). A mért m/z (22/E &bra) pontossaga minden

esetben 5 ppm hibahatéaron belil volt.

4. tablazat. A feltételezett PG-tipusok molekulaionjai (m/z)

Feltételezhetd

Elméleti Meért Hiba . . Kettdskotések ibusok
) () (opm) Szénatomszam s7Ama PG-tipuso
(sn-1/sn-2)

18:1/18:1

7735338 773,5325 1,7 ca2 9 18:2/18:0
18:2/18:1

7715201 771,5164 48 cao 3 18:3/180
18:1/16:0

7475182  747,5167  -1,93 16:0/18:1
C40 1 16:1/18:0

18:2/16:0

7455025 7455007  -2,37 c40 5 16-1/181

12 napnél tovdbb tart6 PG-éhezés utdn nem jelentek meg Ujabb PG-
szarmazékok, ennek ellenére a 21 napig tart6 PG-ehezés alatt az Uj PG-szarmazekok
mennyisége folyamatosan ndtt, mig ezzel egyidében a dioleoil-PG mennyisége
fokozatosan csokkent (22/E &bra).

A mesterséges és az Ujonnan képz6dott PG-molekulak pontos kémiali
szerkezetét a 21 napig PG jelenlétében nevelt Gn. ApgsA+PG 21n sejtek teljes
spektruméban megfigyelt [M-H]™ molekulaionok segitségével hataroztam meg. Az itt
megfigyelt molekulaionokat elkllonitettik és tandem MS-sel tovabb vizsgaltuk. Az
MS/MS  spektrumok részletes analizisével sikerilt megkilonbdztetni olyan
acilcsoportokat, amelyek az sn-1, illetve sn-2 helyzetben taldlhatok. A PG-tipusok
azonositasdhoz felhasznaltam Hsu és Turk (2001) kilonbozé mesterséges PG-

molekulatipusokkal kapott korabbi eredményeit. Az a modszer, amelyet alkalmaztak,
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megbizhatd volt a zsirsav komponensek és azok glicerinvazon beluli helyzetének
meghatérozésara. Szerkezeti informéaciokat nyertem foként a fobb fragmensionokbdl,
amelyek Kkarakterisztikusak voltak az egyes PG-tipusokra, és amelyek kulonboz6
fragmentéacio Utjan keletkeztek: szabad zsirsavkent ([M-H-RyCO,H]"), vagy keténként
(IM-H-R’xCH=C=0]") torténé neutralis vesztés Utjan, egyidejii zsirsav és glicerin
fejcsoport ([M-HRxCOOH-C3sHgsO,]") vesztése Utjan, valamint zsirsav-karboxilanionok
([RxCO2]) képzbdése utjan, ahol x =1,2 és Ry = R’xCH,. Ugyanakkor felhasznaltuk azt
a tulajdonsagot, hogy az sn-2 helyzetb6l neutralis vesztéssel leszakadt szabad zsirsav
[M-H-R,CO,H]™ vagy ketén [M-H-R’,CH=C=0]" tipasu fragmensionok mennyisége
altalaban nagyobb, mint az sn-1 helyzetbdl ugyanolyan neutrdlis vesztés Utjan leszakadt
fragmensionoké. Ez annak tulajdonithatd, hogy nukleofil tamadas torténik az anionos
foszfatcsoport, valamint a glicerinvaz C1, vagy C2 szénatomja kozott, amelyekhez a
kiilonbozé zsirsavak észterezddnek. Altalaban nagyobb gyakorisaggal torténik az sn-2
helyzetb6l a szabad zsirsav-karboxilanion (R,CO,") leszakadasa, mint az sn-1(R;CO;")
helyzetbdl (Hsu és Turk, 2001). Nem zéarhatjuk ki annak a lehet6ségét sem, hogy a
kisebb mennyiségben jelen levé helyzeti izomereket elfedik a nagyobb mennyiségben
jelen levo izomerek. Azonban a PG izomerek azonositasa a fragmensionok intenzitasa
alapjan tortént, figyelembe véve Hsu és Turk (2001) modszerét.

A 23/A dbra mutatja a nevelési médiumhoz adott szintetikus PG(18:1/18:1)
molekula MS/MS spektrumét, amely referenciaként szolgal. Azonositottam az m/z 491,
509 és 417 fragmensionokat, amelyek tiikrozik a 18:1 zsirsav neutralis leszakadésat
mint sav, ketén, valamint sav és glicerin fejcsoport egyidejii neutralis vesztését. Csak
egy tipusu zsirsav-karboxianion jelent meg, (m/z 281), hiszen a PG(18:1/18:1)

molekula ugyanazt a 18:1 zsirsavat tartalmazta az sn-1és sn-2 helyzetekben.

5.6.2.1. A PG(18:2/18:0) molekula azonositasa
A 23/B abrén lathat6 az m/z 773 [M-H]™ ion MS/MS témegspektruma, amely a

21 napig PG(18:1/18:1) jelenlétében nevelt sejtek lipid extraktumabdl sz&rmazik. A
PG(18:1/18:1) esetében megfigyelt fragmensionokon kivil azonositottuk, az m/z 493 és
489 ionokat is, amelyek a 18:2 és 18:0 zsirsavak neutrdlis vesztésére utalnak. Az m/z
419 és 415 ionok a zsirsav és a glicerin fejcsoport egyidejii leszakadasabol szarmaznak,
az m/z 511 és 507 ionok pedig a ketének neutrélis vesztésének feleltek meg. A

leszakadt zsirsav-karboxilanionok az m/z 279 és 283 értékeknek feleltek meg. A
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spektrum mutatta, hogy az m/z 489, 415, 507 és 283 ionok intenzitasa nagyobb volt,
mint az m/z 493, 419, 511 és 279 ionoké. Az ionintenzitasok arra utaltak,, hogy a 18:2
zsirsav féként az sn-1 helyzetben észterez6dott, mig a 18:0 zsirsav foként a glicerinvaz
sn-2 helyzetében. Tehat, az MS/MS spektrum a hozzéadott mesterséges PG(18:1/18:1)
mellett a PG(18:2/18:0) jelenlétét is mutatta.
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23. abra. Az m/z 773 prekurzorok CID termékion spektrumai

A kinagyitott régiok fragmensionjai: (A), a szintetikus PG(18:1/18:1) standardnak (B),
a ApgsA+PG 21n mintakbol kivont PG(18:1/18:1) és PG(18:2/18:0) izoformaknak
felelnek meg.

5.6.2.2. APG(18:2/18:1) és PG(18:3/18:0) izoforméak azonositasa

Az m/z 771 [M-H]" termékion spektrumaban (24. dbra) megfigyeltik az m/z 491 és 489
ionokat, amelyek a 18:2 illetve 18:1 zsirsavak neutralis vesztése révén keletkeztek. A
zsirsavak és a glicerin fejcsoport egyidejii leszakadasa az m/z 417 és 415 ionokat
eredményezte. A spektrum tartalmazott m/z 509 és 507 ionokat is, amelyek az acil-
komponensek keténként vald neutralis vesztésére utaltak. Az m/z 489 ion mennyisege

nagyobb volt mint az m/z 491 ion mennyisége, ugyanakkor az m/z 415 mennyisége

52



nagyobb volt, mint az m/z 417 ion mennyisége. Az m/z 507 ion intenzitasa szintén
nagyobb volt mint az m/z 509 ionné. A zsirsav-karboxilanionok kézll az m/z 281 ion
intenzitdsa nagyobb volt, mint az ugyanolyan leszakadés Gtjan keletkezett m/z 279
zsirsav-karboxilanion intenzitasa. A fragmensionok intenzitasabél arra kovetkeztettiink,
hogy a 18:2, illetve a 18:1 zsirsavak a glicerinvdz sn-1, illetve sn-2 helyzetében
¢észeterezddtek. Ebben az MS/MS spektrumban, ami az m/z 771 prekurzorionbdl
szarmazik, azonositottunk mas, joval kisebb intenzitdst fragmensionokat is. Azonban
jOl elkiilonithetd, hogy az m/z 487, 413, 505 és 283 ionok intenzitasa nagyobb volt mint
az m/z 493, 419, 511 és 277 fragmensionok intenzitasa. Eppen ezért az elébbi felsorolt
fragmensionokat a 18:0 az utdbbiakat a 18:3 acilcsoportok leszakadasanak
tulajdonitottuk. A 18:3 zsirsav az, sn-1, mig a 18:0 az sn-2 helyzetekben
¢észeterez6dtek. Megéllapithatjuk, hogy az m/z 771 ion MS/MS spektruma (24. abra) két
PG-szadrmazéknak, a PG(18:2/18:1) és PG(18:3/18:0) az egyittes jelenlétét jelezte.
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24. dbra. A ApgsA+PG 21n mintakbdl kivont m/z 771 prekurzor CID termékion
spektruma

A kinagyitott régiok fragmensionjai a PG(18:2/18:1) és PG(18:3/18:0) izoformaknak
felelnek meg.

5.6.2.3. APG(18:1/16:0) és PG(16:1/18:0) izoforméak azonositasa

A 25. dbra mutatja az m/z 747 tomegli [M-H] ion MS/MS spektrumét. A 18:1

¢s 16:1 zsirsavak leszakadasat jelezték a képz6dott m/z 465 és 491 fragmensionok. Az
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m/z 391 és 417 ionok a zsirsav és a glicerin fejcsoport egyidejii leszakadasabol
keletkeztek. Més, nagyobb mennyiségben jelenlévé ionok, az m/z 483 és 509 is
leszakadtak, amelyek a zsirsav szubsztituensek keténként valé vesztésébdl jottek létre.
Megfigyeltik, hogy az m/z 491 ion mennyisége nagyobb volt mint az m/z 465. Az m/z
417 ion esetében szintén nagyobb mennyiséget figyeltem meg mint az m/z 391 ion
esetében. Az m/z 509 ion gyakorisiga szintén nagyobb volt mint az m/z 483-é. Az m/z
255 tomegh zsirsav-karboxilanion intenzitasa alacsonyabb volt mint a hasonlé6 médon
leszakadt m/z 281 ioné. A fent emlitett fragmensionoknak relativ mennyisége azt
valészintsitette, hogy a 18:1 és 16:0 zsirsavak az sn-1, illetve sn-2 helyzetb6l
szarmaztak. Ebben az m/z 747 ionspektrumban megfigyeltem maés, joval kisebb
intenzitasu fragmensionok jelenlétét is. Az acil-komponensek leszakaddsabdl szarmazo
m/z 463, 389, 481 és 283 ionok mennyisége nagyobb volt mint az m/z 493, 419, 511 és
253 ionoké, ami arra utalt, hogy a 16:1 és 18:0 zsirsav komponensek a glicerinmolekula
sn-1, illetve sn-2 helyzetébdl szakadtak le. Ezért az m/z 747 ion spektruma (25. abra)
két PG-tipus, a PG(18:1/16:0) és a PG(16:1/18:0) jelenlétére utalt.
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25. dbra. A ApgsA+PG 21n mintakbol kivont m/z 747 prekurzor CID termékion
spektruma

A kinagyitott régiok fragmensionjai PG(18:1/16:0) és PG(16:1/18:0) izoformaknak
felelnek meg.
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5.6.2.4. A PG(18:2/16:0) és PG(16:1/18:1) izoformék azonositasa

Amikor az m/z 745 tomegl sziil6ionokat [M-H]™ fragmentéltuk (25. &bra) a
keletkezett fragmensionok lehet6vé tették az acilcsoportok azonositasat és helyzetiik
meghatérozésat a glicerinvdzon belll. Az MS/MS fragmentaciobdl keletkezett ionok
m/z 465 és 489, a 18:2 illetve, a 16:0 zsirsavak neutrélis vesztését tikrozték. Az m/z
391 és 415 ionok pedig a zsirsav és a glicerin fejcsoport egyidejii leszakadasat jelezték.
Mas ionok, mint az m/z 483 és 507 a zsirsavak keténként valé leszakadasabol
szarmaztak. Az m/z 489 ion mennyisége nagyobb volt mint az m/z 465 ion mennyisége,
és az m/z 415 ion mennyisége szintén nagyobb volt mint az m/z 391 ioné. Az m/z 507
tomegll ion esetében is nagyobb mennyiséget észleltiink, dsszehasonlitva az m/z 483
ionnal. Az m/z 255 tomegii zsirsav-karboxilanion intenzitdsa nagyobb volt, mint a
hasonld fragmentaciés folyamat soran keletkezett m/z 279 ion intenzitasa. A
fragmensionok intenzitasbeli kuldnbsége arra utalt, hogy a 18:2 zsirsav sn-1
helyzetben, mig a 16:0 zsirsav az sn-2 helyzetben észterez6dott [PG(18:2/16:0)]. Az
m/z 745 tomegii prekurzor ion MS/MS spektruméban (26. dbra) észrevettink mas
fragmensionokat is, amelyek a 16:1 és 18:1 zsirsav szubsztituenseknek felelnek meg.
Az m/z 463, 389, 481 és 281 ionok relativ intenzitasa nagyobb volt, mint az m/z 491,
509, 417 és 253 ionoké. Ezért az azonositott fragmensionok két PG-tipus, a
PG(18:2/16:0) és PG(16:1/18:1) izomerjének egyidejii jelenlétét jelezték.
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26. dbra. A ApgsA+PG 21n mintakbdl kivont m/z 745 prekurzor CID termékion
spektruma

A kinagyitott régiok fragmensionjai a PG(18:2/16:0) és PG(16:1/18:1) izoformaknak
felelnek meg.

5.6.2.5. A PG-molekulatipusok szemikvantitativ tomegspektrometrias analizise

A PG-atépilés dinamikajanak nyomon kovetése érdekében elvégeztem a PG-
tipusok szemikvantitativ analizisét. A vizsgéalatokhoz PG(14:0/14:0) belsé standardot
hasznéltam, mivel ez nem természetes foszfolipid. Masik el6nyos tulajdonsaga, hogy a
az ESI spektrumban a molekulaionja (m/z 665) nem fed &t a tObbi természetesen
eléforduld molekulatipuséval. A mennyiségi analizishez az FT-ICR teljes
spektruméban megfigyelt relativ ionintenzitdsokat hasznaltam fel, ezért nem tudtam a
PG-izomerek pontos ardnyat meghatarozni. Az m/z 773, 771, 747 és 745 ionok relativ
intenzitasdnak 0Osszehasonlitdsa alapjan megfigyeltem, hogy a tapoldathoz adott
mesterséges (18:1/18:1)PG molekula (m/z 773) mennyiseége folyamatosan csokkent a
nevelési id6 (1, 14 és 21 nap) flggvényében (27/A. 4bra). Ezzel egyidében a tobbi PG-
tipus, m/z 771 (27/B é&bra), 747 (27/C &bra) es 745 (27/D é&bra) koncentracidja

fokozatosan nétt az m/z 773 rovasara. Ez a PG-molekulatipusok atépitését jelezte.
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27. abra . A PG-tipusok ionintenzitdsainak valtozasai

(A), PG(18:1/18:1) (m/z 773); (B), PG(18:2/18:1) (m/z 771); (C), PG(18:1/16:0) (m/z
747) és (D), PG(18:2/16:0) (m/z 745), ez utdbbi PG-tipus nem volt kimutathat6 a PG
visszaaddsa utani elsé napon. Az intenzitas értékeket az 1, 14 és 21 napig PG
jelenlétében nevelt sejtek lipid extraktumainak teljes MS spektrumabol olvastuk le.
Viszonyitasként a PG(14:0/14:0) (m/z 665) belsé standard intenzitasa szolgalt.

V4

is

megbecsultik. A PG(18:1/18:1) koncentrécidja mintegy hadrom hét alatt 1,77-r61 0,77

uM-ra csokkent. Ezzel parhuzamosan a tobbi nagyobb gyakorisaggal eléforduldo PG-

molekulatipus koncentraciéja fokozatosan nétt (5. tablazat). A koncentracidbeli

véaltozasok hasonlé tendenciat mutattak, mint a 27-es abran.

erer

Molekulatipusok

18:1/18:1  18:2/18:1 igf;ﬁgfg 18:2/16:0
Mintak 18:2/18:0 18:3/18:0 16:1/18:0 16:1/18:1
Molekulaion (m/z)
773 771 147 745
Molkoncentracio (uM)
ApgsA
+PG 1n 1,77 0,12 0,17 n.d.
ApgsA
+PG 21n 0,77 1,47 0,67 0,88

A mintékat a 3-as tablazatndl leirtak szerint jelSltem (48. oldal), d6lt karakterekkel
emeltem ki a leggyakrabban el6fordult PG-tipusokat; n.d.:nem kimutathat6.
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6. Az eredmeények megvitatasa

6.1. A PG szerepe a fotoszintézis folyamataiban és més sejtfunkciokban

A novenyek kloroplasztiszanak és a cianobaktériumok tilakoidmembranjainak
egy jellegzetes, jol konzervalt lipidmatrixa van. A PG nélkilozhetetlen alkotdrésze
ezeknek a membranoknak. A ApgsA PG-hidnyos muténs segitségével korébban is
tanulmanyoztak a PG-nek a fotoszintézisben jatszott szerepét (Hagio és mtsai, 2000;
Gombos és mtsai, 2002; Sakurai és mtsai, 2003; Domonkos és mtsai, 2004). Hogy
jobban megérthessiik ennek a foszfolipid molekulanak a PSII szerkezetében és
miikodésében jatszott szerepét, a Synechocystis  fikobiliszomahianyos (PAL)
muténsaban inaktivaltuk a PG bioszintézisének kulcsenzimét kodold cdsA gént. A PAL
sejtek kompenzalni igyekeznek a fénybegyiijtd fehérjekomplexek, a fikobiliszomak
hianyat, ezért a mutansban nagyobb a PSII/PSI ardnya. A PAL mutans masik elénye,
hogy lehetévé teszi a PSII fluoreszcencia jeleinek kdnnyebb értelmezését, hiszen itt a
klorofill-fehérje komplexb6él szarmazd jelek nem fednek &t a fikobiliszomabol
szarmazokkal. A sejtekbdl kapott magas Fv/Fm érték a magasabbrendii ndvényekéhez
hasonld, ami biztositja az OJIP fluoreszcencia gérbék konnyebb értelmezését.

A PAL/AcdsA sejtek életben tartasdhoz PG-hozzéadés volt szlikséges, amelyet a
sejtek felvettek a kiilsé tapoldatbol, lehet6vé téve ndvekedésiiket. HosszU ideig tarto
PG-éhezés (20 nap) hatdsara sem valtozott jelentésen a PAL/AcdsA sejtek
klorofilltartalma, amit az abszorpcios spektrumaik is mutatnak. Ezek az eredmények
ellentétesek a ApgsA sejtek esetében észleltekkel, ahol hosszabb ideig tart6 PG-éhezés
hat&sara a sejtek klorofilltartalma mintegy 30%-kal lecsokkent (Hagio és mtsai, 2000).
A PAL/AcdsA muténs esetében észlelt jelentéktelen valtozas annak is tulajdonithato,
hogy ebben a mutinsban nagyobb a PSII/PSI ardny mint a ApgsA-ban. Ez utébbiban
kimutattdk, hogy 20 napig tart6 PG-éhezés hatdsara a PSl-tartalom jelentdsen
lecsokkent (Domonkos és mtsai, 2004). Mivel a PAL/AcdsA sejtek PSl-tartalma mar
eleve kisebb, igy a PSI-tartalom tovabbi csokkenése nem valoszintisithets. A CP43 és
CP47 Chl-a molekulékat tartalmaznak, melyek a PAL/AcdsA sejtekben a kizar6lagos
fénybegylijté pigmentek. Ez indokolhatja, hogy a mutans sejtek PG-éhezés

korulményei kozott is megorzik Klorofilltartalmukat. Egy mésik magyardzat a két
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mutans hosszantartdé PG-hiany okozta kilonbségeire, hogy a PAL/AcdsA sejtek
lassabban osztddnak, mint a ApgsA sejtek.

PG hidnyéban a sejtek osztdédasa gatolt, hasonldéan a ApgsA (Hagio és mtsai,
2000) és a AcdsA (Sato és mtsai, 2000) esetében észleltekhez. Az
elektronmikroszkopos felvételek (16. d&bra) PG hianyaban két-haromszoros
sejtméretbeli novekedest mutatnak és szamos morfologiai rendellenesség is
megfigyelheté volt. Nagyon sok az 0sztodd sejt annak ellenére, hogy a sejtszdm nem
novekedik. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PG-nek szerepe lehet a
cianobaktérium sejtek osztédasaban, hasonléan, mint a kardiolipinnek egyes
baktériumok esetében (Mileykovskaya és Dowhan, 2005). Negativ toltése révén a PG
segitheti az osztodasi gyirii kialakitisaban szerepet jatszo specialis membranfehérjék
elrendezését a sejt kozponti részén, illetve polusan. Ennek révén a PG részt vehet az
osztédasi gyliri helyének meghatdrozasdban. Ezen lipid-fehérje kolcsdnhatdsok
feltrdsa igen hasznos lenne, hiszen akkor jobban megérthetnénk, hogyan torténik a
kloroplasztiszok osztddésa.

A 2D-BN/SDS-PAGE fehérjeanalizis eredményei megerdsitették azokat a
megfigyeléseket, amelyeket kordbban a ApgsA sejtekben kimutattak. A PG-megvonas
mind a PSII dimerek, mind a PSI trimerek destabilizaci6jahoz vezetett (Sakurai és
mtsai, 2003; Domonkos és mtsai, 2004). Mindamellett sikeriilt a PG-megvonast egy Uj
szempontbdl vizsgélni, amely eddig még ismeretlen volt. Nevezetesen, a CP43
levalasat/destabilizalodasat a PSII RCC-rél. A monomer PSII RCC szerkezetében
megfigyelhetjuk, hogy a CP43 a D1 oldalan, a CP47 pedig a D2 oldalan
szimmetrikusan helyezkednek el (Zouni és mtsai, 2001). Ismert, hogy a CP43
kdnnyebben levalik a PSII RCC-rél mint a CP47 (Akabori és mtsai, 1988; Yamaguchi
és mtsai, 1988). A Synechocystis sejtekben mindig talalunk olyan PSIlI RCC frakcidt,
amely nem tartalmaz CP43-at (RC47). Feltételezziik, hogy a CP43 levalasat eddig azért
nem detektaltak, mert a 2D-BN/SDS-PAGE-nek sokkal nagyobb a felbontoképessége,
mint a cukorgradiens centrifugilasos izolalasé, amit korabban hasznaltak. Nagy a
valdszinlisége annak, hogy a monomer PSII RCC frakcioja, amelyet centrifugélassal
kaptak, nem csak eredeti RCCII(1)-ket, hanem CP43-hianyos komplexeket (RC47) is
tartalmazott. Ezt az elképzelésinket tdmasztja al4 az, hogy Sakurai és mtsai (2003)

ebben a frakcioban kimutattak a Psb28 fehérjét, amely inkdbb a RC47 komponense,
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mint az RCCII(1)-¢é. Ugy tiinik, hogy a PG-nek szerepe van a CP43-nak a PSII RCC-ba
hozz4jarulhat a PSII RCC dimerek destabilizaciojahoz is. A CP43 részt vesz a vizbonto
komplex periférias fehérjeinek a RC-hoz torténé kétédésében (lsogai és mtsai, 1985;
Zouni és mtsai, 2001). A dimer PSII RCC szerkezetének stabilizalasaban a 33 kDa
fehérjének kiilondsen nagy jelent6sége van. Figyelembe véve azt, hogy a CP43 az
oxigénfejlesztd komplex MnsCa Klaszterének a rogzitésében vesz részt, a CP43
levalasa lehet a felelés a PG-hiany PSII donor oldalan észlelt hatasaiért (Sakurai és
mtsai, 2007).

A PSII fehérjék szintézisét és azok beépiilését a RCC-ba [*°S]-el jel6lt metionint
hasznalva kovettik nyomon. Az eredmények megerésitik Sakurai és mtsai (2003)
megfigyeléseit, hogy a PG-kilrulésnek nincs hatasa a PSIl fehérjealegységek
szintézisére és a D1 fehérje szelektiv kicserélddésére. Eredményeink arra utalnak, hogy
a PG fontos szerepet jatszik a CP43-nak a PSII RCC-ba val6 beépiilésében. A legujabb
PSII rontgenkrisztallografias szerkezet (Guskov és mtsai, 2009) két PG-molekula

jelenlétét igazolta a D1 és CP43 fehérjék kozott.
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28. abra. A PG-molekuldk szerepe a PSI11 RC-ok felépulésében
A lipidmolekula szines rajza mutatja a PG feltételezett helyét a CP43 szomszédsagaban
az [RCCII(1)]-ben, valamint a CP47—-en keresztiil kapcsolodd dimerek kialakitasaban,
az [RCCII(2)]-ben; pD1, pre-D1 polipeptid; iD1, inaktiv D1 intermedier.



A 2D-BN/SDS-PAGE alapjan nem lehet egyértelmiien eldonteni, hogy a CP43
in vivo valik le, vagy nagyon lazan kotott, és a nativ gélelektroforézishez sziikséges
detergenskezelés okozza a levalasat. Ahhoz, hogy meggy6zddjiink a CP43 in vivo
levalasardl megmertik a sejtek alacsony hémérsékletii fluoreszcenciajat. A PG-
éheztetett PAL/AcdsA sejtek alacsony homérsékletti fluoreszcenciaemisszids spektruma
jelentds novekedést mutatott a 685 nm-es cslcsnal (Fess), 0sszehasonlitva a
kontrollként szolgal6, PG jelenlétében nevelt sejtekéhez. A fikobiliszoma még a 440
nm-es gerjesztésnél is jelentdsen hozzajarul az Fegs emisszidjahoz (Sakurai és mtsai,
2007), azonban ennek hianyaban az Fegs novekedés kimondottan a Chl-a molekulat
koté proteineknek, foként a CP43-nak tulajdonithatd (Andrizhiyevskaya és mtsai,
2005). Az Fggs csucs novekedese szarmazhat a CP43 megnovekedett mennyiségébdl,
vagy a fluoreszcenciaemisszio novekedésébol, amely a CP43-nak a RC tobbi részétél
val6 levaldsanak tulajdonithat6. A kétdimenzios gélelektroforézises adatok nem utalnak
a CP43 abszolut mennyiségének megndvekedesére (17. dbra), igy az elobbi feltételezés
nem valoszinii. Azonban a fehérjeanalizis eredménye ramutatott arra, hogy jelentds
mennyisége a CP43-nak a RCCII-rél levalt. Ugy gondoljuk, hogy a CP43 in vivo
levalasa lehet a legvalosziniibb oka az Fegs ndvekedésének.

Kordbban kimutattak, hogy PG-éhezés hatdsara a ApgsA sejtekben a PSII
elektrontranszport-folyamatai jelent6sen lelassultak (Hagio és mtsai, 2000). Az
elektrontranszport-folyamat lelassulasat észlelték a AcdsA esetében is (Sato és mtsai,
2000), a PAL/AcdsA sejtek pedig ugynanezt megerdsitették. Gombos és mtsai (2002) a
flash indukalt fluoreszcencia gorbék valtozésai, valamint a TL eredményei alapjan
kimutattak, hogy a PG-kilrilés az elektrontranszport-folyamatok gatlasaval jart. Ennek
okaként a Qa és Qg koOzOtti elektrontranszport lelassulasat valdszintisitették. A PG
kinonmolekulak bekotédésében jatszott szerepét tamasztjék ala Guskov és mtsai (2009)
rontgenkrisztallogréfias vizsgélatai, amelyek egy PG-molekulat mutattak ki a Qg
kotéhelyen. Sakurai és mtsai (2007) nemrégiben feltételezték, hogy PG hidnyaban a
PSIlI donor oldala is séril. Feltételezésuket, a fluoreszcenciaindukcié valamint
oxigénfejlodés mérésekkel tdmasztottdk ala. Azonban az oxigénfejlédést mesterséges
elektrondonor és -akceptor segitségével mérték, izolalt tilakoidmembranokon, ezért
nem Osszehasonlithatoak az altalunk alkalmazott oxigénfejlodési mérésekkel,

amelyeket egész sejteken mértiink.
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A B és a Q TL savok pozicidja tiikrozik az S;Qs €s S;Qa akceptor-donor
parok kozotti toltésrekombinaciok aktivaldsi energiait (Vass és mtsai, 1981), A PG
jelenlétében nevelt PAL/AcdsA sejtek esetében a TL cslcs 27 °C-nél jelent meg. Ez a
homeérsékleti cstics hasonld volt a vad tipusu sejteknél azonos koriilmények kdzott mért
B sdvhoz (Gombos és mtsai, 2002). Ez az eredmény azt jelenti, hogy a PG jelenlétében
nevelt sejtekben az elektrontranszport a Qg kornyezetében zavartalan. A PG-hianyos
sejtekben a TL csucs 19 °C-nél jelentkezik, hasonl6an a DCMU-val kezelt sejtekben
megjelené Q sav helyzetéhez (Vass és mtsai, 1981).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a Qa’, Qs és S, energiaszintekre a PG
rovid ideig tart6 megvonasa nem volt hatassal. Hét napig tartd6 PG-megvonas hataséra a
TL sav pozicidja (B cstcs) nem valtozott meg, ugyanazon a hémérsékleten jelenik meg,
mint a PG-kezelt sejtek esetében. 14 napos PG-éhezes hatasira a B sdvhoz tartozo
homérsékleti érték a Q sdv irdnyaba tolddott el. Ez azt jelenti, hogy az elektronatadas a
Qa-rél a Qg-re zavart szenvedett. Ha a PG-t visszaadtuk a nevelési médiumhoz, a B
sdv teljesen helyredllt. A kapott eredmények a TL-gorbe alapjan (20. &bra) méasok
voltak, mint amit olyan izolalt tilakoidmembranokbdl kaptak, ahol a PG-t foszfolipaz
kezeléssel tavolitottak el (Droppa és mtsai, 1995). Ez utobbi kezelés a Qg"gyors
oxidaciojat okozta, valamint a B és Q sav intenzitasanak a cstkkenéséhez vezetett,
ezzel egyidében pedig a C sav intenzitasa nétt. Ez a PSII donor oldalalanak stlyos
sérilésére utal. A PAL/AcdsA sejtek esetében észlelt termolumineszcencia mintazatban
a B sav eltolodott a Q sav iranyaba, de a B sdv amplituddja 6sszehasonlithat6 volt a Q
sdvéval. Ez azt mutatja, hogy PG hidnyaban a PSII donor oldala nem kéarosodott.

A PAL/AcdsA mutans sejteknek magas a PSII/PSI arénya, ennek kovetkeztében
magas az Fv/Fm értékiik. Ez lehet6vé teszi a Chl-a fluoreszcencia (,,Kautsky effektus”;
(Kautsky és mtsai, 1960) és foként a gyors OJIP fazis atmenetek jobb értelmezését. A
Qa redukcidja, valamint az elektrontranszportlanc redukcidja alatt megné a
fluoreszcencia intenzitasa (Duysens és Sweers, 1963; Murata és mtsai, 1966; Malkin és
Kok, 1966; Schansker és mtsai, 2005; Lazar, 2006). A PAL/AcdsA sejtek PG-éhezése
alatt megfigyelhettiik a fluoreszcencia J fazisdnak fokozatos novekedését, hasonl6an a
(Schansker és mtsai, 2005). Eppen ezért a J-fazisban megfigyelt novekedés két okra is

visszavezethetd. Vagy teljesen aktiv RC-ok és olyan RC-ok keverékébdl ered, ahol a
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Qa és Qg kozotti atmenet teljesen gatolt, vagy csak olyan RC-bdl, amelyekben a Qa” és
Qs koz6tti elektrontranszport-folyamat lelassult. A TL méréseknél a B sav eltol6désa a
Q sav irdnydban azt jelzi, hogy nem teljes gatlasrol van sz6, hanem az
elektrontranszport-folyamatok lelassulasérol a PSIlI RC-ok akceptor oldalan.

Hogy megvizsgaljuk annak lehet6ségét, hogy PG-megvonas hatdsara a PSII
gatlasa elsésorban a PSII donor oldalan jelentkezik, ahogy azt Sakurai és mtsai (2007)
javasoltak, dsszehasonlitottuk a PG-éheztetett PAL/AcdsA sejtek OJIP fluoreszcenciajat
a PG jelenlétében nevelt, hékezelt sejtekével, melyekben részben inaktivaltuk az
oxigénfejlédést (Enami és mtsai, 1994; Yamane és mtsai, 1998). Ezek a sejtek alacsony
J és Fm érékeket mutattak, az értékek DCMU hozzdadasaval nagymértékben
visszaallithatok voltak (21/C &bra). Mivel ez a jelenség jol lathatdan kildnbdzott a PG-
éhezetett sejtekben megfigyelttél, megallapithattuk, hogy a vizbonté komplex géatlésa
elhanyagolhatd. Ezt megerdsiti az a tény is, hogy a B és Q TL s&vok intenzitdsa meg 14
napig tarté PG-éhezes hatasara sem csokkent (20. &bra). A PG-eheztetett PAL/AcdsA
sejtek esetében észlelt magasabb F, érték (21/A &bra) dsszefligésbe hozhatd az alacsony
hémérsékleti fluoreszcencianal is észlelt Fggs ndvekedéssel, amely a CP43 részleges

levalasaboél adodik.

6.2. A PG-molekula atéptilése

A GC vizsgalatok jelezték a PG(18:1/18:1) atépulését a ApgsA sejtekben,
hasonléan a PAL/AcdsA sejtek esetében megfigyeltekhez. Ezt a tapoldathoz adott
szintetikus PG-t a cianobaktériumok sziikségleteiknek megfeleléen atalakitottak. Az
atépulés soran természetes PG-molekulak képzddtek a sejtekben, amelyek
esszencialisak egyes sejtfunkciok fenntartdésahoz. Korabbi tanulméanyok rdmutattak a
PG(18:2/16:0) jelentdségére, amely sziikséges az alacsony hémérsékleti fotoinhibicd
kivédéséhez (Gombos és mtsai, 1994; Tasaka és mtsai, 1996). Ez adhat magyarézatot
arra, hogy a PG atapiilése foként a PG(18:2/16:0) molekulatipus képzodését
eredményezi, tovabbi deszaturaci6é nagyon ritkan fordul eld. Annak ellenére, hogy a GC
vizsgélatok jelezték a PG-molekuldk atépilését, a PG-tipusok pontos szerkezeti
azonositasat, és ezaltal az atalakitasi folyamatok felderitését a nagyérzékenységli MS

modszerek tették lehetévé. Az eredmények megbizhatosaga érdekében fontos volt
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ellenérizni a 21 napig tartd PG-éhezés utin a ApgsA sejtek életképessegét. Kordbban
kimutattak, hogy PG-éhezés hatésara a fotoszintetikus aktivitas lecsokkent, de a PG
visszaadasa az eredeti aktivitast helyreallitotta (Hagio és mtsai, 2000; Gombos és mtsai,
2002). A sejtek életképességét minden mintavételi pontnal ellenériztlik az életképes
kolonidk szamlalaséval.

Az MS analizis eredményei alapjan a PG-atépulést a 29. &bran dsszefoglalt
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jeloli a foszfatidil-glicerin fejcsoportjat, a foszfoglicerint.

Az els6 lehetséges enzimatikus reakcio (sotét nyil) a sejtekhez adott PG(18:1/18:1)
molekuldbdl kiindulva az 1-es, amely egy acil-lipid deszaturdci6. Ennek
eredményeképpen olajsavbdl egy linolsav képzédik. Az acil-lipid deszaturaz, amely ezt
a reakciot katalizalja (30. dbra) jol ismert és jellemzett a cianobaktériumokban (Wada
és Murata, 1989; Murata és mtsai, 1992b). Cianobaktériumokban a lipidek

A 2-, 3-,4 és 8-as Utvonalak (29. &bra, vildgos nyilak) olyan szintetikus utakat
jelolnek, amelyhez legalabb két kiilonbozé enzim altal katalizalt 1épésre van szikség.

Ezen reakciok soran olyan PG-tipusok keletkeznek, amelyek a kiinduldsi 18:1-t61
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eltérd, 16:0 és 18:0 zsirsavakat tartlamaznak. Az els6 1épésben a zsirsavak lehasitodnak
az sn-1, vagy az sn-2 helyzetbdl, amihez PLAl-re és PLA2-re van szilkség. Egy
alternativ bioszintetikus Ut lehet az acil-hidrolazok altal katalizlt reakcio is (Mignery
és mtsai, 1984; Matos és Pham-Thi, 2009). A 3-as és 4-es enzimatikus 1épésekhez a
sejteknek PLA2-re van szlksége (30. &bra), amely egy acilcsoportot tud lehasitani az
sn-2 helyzetbdl. A 2-vel és 8-sal jelolt reakcié PLAL-et igényel (30. &bra), amely az
észter kotést sn-1 helyzetben tudja hasitani. Az acil-hidrolazok nem specifikusak: mind
az sn-1, mind az sn-2-ben 1évé zsirsavat képesek hidrolizalni (Wang, 2004). A
Synechocystis cianobaktériumokban a foszfolipdzokat, acil-hidroldzokat, és azok
génjeit még nem sikerilt azonositani. A homol6g szekvenciak keresése nem hozott
pozitiv eredményeket. Ez azt mutatja, ha a Synechocystis cianobaktériumban vannak
foszfolipdzok és acil-hidrolazok, akkor azok lényegesen eltéréek a magasabbrendii
novényekben ismert megfelel6ikto].

A masodik 1épés az acilcsoportok beépitése, amihez aciltranszferaz enzimekre
van szikség (30. dbra). Ezek specfikus “acil carrier” tulajdonsaggal rendelkeznek, és
képesek az Uj zsirsavakat a glicerinvdzba beépiteni, vagyis az észterezesi reakciot
katalizalni. A cianobaktériumokban nemrégiben azonositottdk a 16:0 specifikus LGP-
aciltranszferazt (Weier és mtsai, 2005), amely fontos szerepet jatszhat az 4ltalam észlelt
f6 termék a PG(18:1/16:0) létrehozasdban. A  Kkicserélt zsirsavak tovabb
deszaturalodhatnak (29. &bra, 5, 6, 7 és 9-es (t). Zsirsav kicseré¢lddés torténhet a PG és
masfajta lipidmolekuldk kozott is (30. abra, 2-es ut). Cianobaktériumokban ismert az
acil-ACP: lyso-MGDG-aciltranszferdz (Chen és mtsai, 1988), igy feltételezhetjik, hogy
a 18:2 zsirsav beépulhet a lizo-PG molekula sn-2 helyzetébe.

Egy nappal a PG(18:1/18:1) visszaadasa utan a leggyakoribb ez a PG-tipus volt,
amely a PG-tartalomnak mintegy 90%-at képviselte. Ennek ellenére nagyon Kkis
mennyiségben kimutathatok a 18:2 és 16:0 tartalmu PG-formék, amelyek a 21 napos
PG-éhezés utdn még a sejtekben maradtak, biztositva életben maraddsukat. A
deszaturacio termékei mar egy nappal a dioleoil-PG visszaadasa utdn megjelentek. A
két hétig dioleoil-PG jelenlétében nevelt sejtek esetében a teljes PG-tartalomnak
mintegy 50%-a tartalmazott 18:2-t, amely a leggyakoribb deszaturécios termék volt. A
18:2 az sn-1 helyzetben észterez6dott. 21 nappal a dioleoil-PG visszaadasa utan egy
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jelentds 16:0 felhalmozodast is megfigyeltiink. Ez a zsirsav a PG-molekuldinak foként
sn-2 helyzetébe észterez6dott.

A fenti enzimatikus reakciok képesek a PG-molekula atépitésére, biztositva egy
olyan szabalyoz6 rendszert, amely lehetévé teszi a valtozo kornyezeti feltételekhez valo
alkalmazkodast (Murata és mtsai, 1982; Wada és Murata, 1990). Az altalunk javasolt
PG-atépitési séma (30. abra.) elkészitésében alapul szolgaltak a cianobaktériumokban
¢s a magasbbrendii novényekben eddig megismert, a lipidszintézisben szerepet jatszo
enzimreakciok (Wang, 2001; Wada és Murata, 2007; Yang és mtsai, 2007). Az altalam
kapott eredmények rédmutatnak olyan enzimreakciok létére, amelyek eddig csak

magasabbrendii ndvényekben voltak ismertek, cianobaktériumokban nem.
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30. abra. Zsirsavak atépulése sn-2 és sn-1 helyzetekben

A szamok ugyanazokat az enzimatikus reakciokat jeldlik, mint a 29-es abran. A
hasznalt szimbdlumok a kicserélédést (‘) és a deszaturaciot (*) jel6lik, mind az sn-1,
mind az sn-2 helyzetekben. Az atépuilt zsirsavak (R1, Ry) és az ismert enzimek vastagon
vannak szedve. A ,PG” jeldli a foszfatidil-glicerin fejcsoportjat, a foszfoglicerint.
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7. Osszefoglalas

Munk&m soran célul tiiztem ki olyan PG-hianyos mutans eléallitasat, amelyben
kdnnyebben tanulmanyozhaté a PG-nek a PSII szerkezetében és funkcidjaban betdltott
szerepe, mint a kordbban mar vizsgalt muténs torzseken. Vizsgalni kivantam tovabba
azokat az enzimatikus folyamatokat, amelyek lehetdvé teszik a kiviilrél adott
szintetikus PG &tépitését a cianobaktériumok szaméra optimalis PG-molekuldkka.

Kisérleteimet az altalunk létrehozott PAL/AcdsA, valamint a mar kordbban is
tanulmanyozott ApgsA (Hagio és mtsai, 2000) mutans torzseken végeztem, amelyek
nem keépesek PG-t szintetizalni. Az autotrof mutinsokat a PG kiviilrél torténd
potlésaval tartottuk fenn. Korabban kimutattdk, hogy a PG-nek fontos szerepe van a
fotoszintetikus apparatus felépitésében és mitkodésében (Wada és Murata, 2007), de
pontos funkcidja nem volt ismert.

Kutatésaim eredmenyeit roviden, pontokban szedve a kovetkez6kben foglalom dssze:

I. Létrehoztuk a PAL/AcdsA mutans torzset, amelyben inaktivaltuk a cdsA gént,
amely a CDP-DG szintaz nevii enzimet kddolja, mely a PG-szintézis egyik enzime. A
cdsA gén inaktivalasat a fikobiliszoma-mentes PAL muténsban hajtottuk végre, hiszen
a fikobiliszoma hidnya kdvetkeztében szdmos elényos tulajdonsdga van: a PSI RC-hoz
képest tobb PSII RC-ot tartalmaz, mint a vad tipust sejtek, ezért a fluoreszcencia
adatok konnyebben értelmezhet6k, hiszen a PSII-b6l szarmazo jelek nem fednek &t a
fikobiliszomabol jové jelekkel. Ha a nevelési médiumbdél a PG-t elvontam,
nyomonkdvethettem a PG-megvonas kdvetkezmenyeit

Il. A sejtek osztodasénak sebessége a PG-megvonas hatdsdra fokozatosan
csokkent, majd ledllt. A sejtek mérete nétt, hiszen PG hidnyaban a sejtek megrekedtek
az osztodas 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.

I1l. A PAL/AcdsA mutéans idedlis kisérleti rendszer a PSII szerkezetének és
miikodésének tanulmanyozasara. Kétdimenzids gélelektroforézist alkalmazva, PG-
megvonas hatasara a PSII RCC-ok szerkezetének destabilizacidjat figyelhetjik meg,
amely a CP43 levalasanak koszonhetd (az RC47 tartalom megndvekedett). Tehat a PG-
molekula, mintegy ragasztoként a CP43 klorofill-protein antennat a PSII RCC-hoz

67



kapcsolja. A PSI RCC trimerek és PSII RCC dimerek lecsokkenése is megfigyelhetd,
hiszen a PG-nek szerepe van a trimerizacioban és a dimerizicidban egyarant. A
fehérjeszintézist a [*°S] metionin fehérjékbe torténd beépiilésével kovettik. A jellt
metionin beépllése a f6bb PSI és PSII fehérjékbe PG hidnydban is folyamatosan
megtortént.

Az alcsony hémérsékletii fluoreszcencia mérések is aladtamasztjak a CP43
levalasat a PSII RCC-bol. PG hidnydban az Fess nm-es csics megndvekedett, hiszen
gatolt az energia hatékony tovabbadasa a CP43-r6l a CP47 iranyaba, amit a CP43
levalasa magyarazhat.

PG-megvonds hatdsara az elektrontranszport-folymatok zavart szenvedtek.
Fo6ként a PSII akceptor oldala sériilt. Ezt timasztja ala az oxigénfejlédés inaktivalodasa,
amely a Qg kdrnyezetében torténd valtozasra utal. A TL-gdrbe megvaltozésa, vagyis a
B-sadvnak Q-sav iranyaba vald eltolodasa, szintén az elsédleges és masodlagos kinon
akceptorok kozotti elektrontranszportban torténé zavart jelez, ami szintén altamasztja
az akceptoroldali gatlast. Az OJIP fluoreszcenciaindukcid is megvaltozik PG-megvonés
hataséara, ami szintén a Qa és Qg koz6tti elektrontranszport-folyamatok lassuldsara utal.

A PG-megvonas a donoroldalt is karosithatja, valosziniileg egy kés6bbi
stddiumban. Ezt bizonyitja a hokezelt mintak OJIP fluoreszcenciaja. Ez a hatas nagyon
kicsinek tlinik, és feltételezhetd, hogy a CP43-nak a PSII RCC-bdl val6 levalasaval
hozhatd 6sszefliggésbe, mivel ez a klorofill-fehérje antenna kdzvetlenll részt vesz a
Mn,Ca klaszter RC-hoz torténé kapcsolédasaban.

IV. A ApgsA és PAL/AcdsA sejteket kiviilrél adott PG(18:1/18:1)-el tartottuk
életben. GC vizsgélataink soran megfigyeltilk, hogy a mutans sejtek PG-molekulai a
18:1 zsirsavon kivul mas zsirsavakat is tartalmaztak. Ez bizonyitja, hogy a szintetikus
PG in vivo atépllt, szdmos természetes PG-molekulatipust hozva létre. Az &tépilés
soran képz6dott PG-molekuldkat nagyérzékenységli tomegspektrometria modszerével
azonositottuk. Az &tépités termékei bizonyitékul szolgalnak arra, hogy a vizsgalt
Synechocystis cianobaktérium rendelkezik azzal az enzimkészlettel, amely képes
atépiteni a PG-molekulat.

Az atépuléshez szilkséges enzimek a kovetkezok: a PLAL és PLA2, acil-
hidrolazok, amelyek sziikségesek a zsirsavaknak a glicerinvazrdl valé lehasitasahoz; a

LPG-aciltranszferdzok, melyek beépitik az Gjabb zsirsavakat és az acil-deszaturdzok,
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amelyek a kettés kotéseket alakitjak ki a zsirsavlancban. Ezen enzimeket €s génjeiket

Synechocystis cianobaktériumban eddig még nem siker(ilt azonositani.

//////

folyamatok zajlanak, amelyek biztositjak a sejek valtozd kdrnyezeti feltételekhez vald

alkalmazkodasat.
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Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani mindazon munkatarsaknak, akik az MTA
Szegedi Biologiai Kdzpont Novénybioldgiai Intézetében segitségemre voltak és
munkémat tdmogattak.

Megkiilonboztetett kdszonettel tartozom csoport- és témavezetémnek, Gombos
Zoltannak sokoldalu és értékes segitségeért és thmogatasaért. Csoportunk, a Novényi
lipid szerkezet és funkcid csoport tagjainak tiamogatasat is kdszonom, koziiliik is foként
Sallai Anna, Ughy Bettina és Domonkos Ildiké segitsege jelentett szamomra sokat.

Kdszonettel tartozom a Tilakoidmembran energetizicids csoport tagjainak, a
fluoreszcencia mérésekben nyujtott segitségukért Toth Szilvidnak és Zsiros Ottonak, a
termolumineszcencids Kkiserletek esetében Kovécs Laszlonak. Kdszonom a Biofizika
Intézetben Parducz Arpadnak a morfoldgiai vizsgalatokhoz nyujtott segitségét. Josef
Komendanak (Csehorszag) kdszonettel tartozom a gélelektroforézisben nyujtott
hasznos segitségéért. Kdszondm a tdmegspektrometriai mérésekben nyujtott értékes
segitséget Prokai Laszlonak (USA) és Petr Fry¢aknak (USA).

Koszonet illeti Solymosy Ferencet és Szekeres Miklost az angol nyelvi
kozleményeim lektorélasaert.

Kdszondm edesanyamnak és csaladomnak tdmogatésat, bardtaimnak pedig

segitséguket.
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A foszfatidil-glicerin meghatarozo szerepe a fotoszintetikus szervezetek
sejtfunkcidiban

Osszefoglald

A fotoszintetikus szervezetek a Napbol érkezd energiat hasznositjak, amely
fotoszintézisiik révén kémiai energiava alakul, amely az ¢életmiikodések fenntartdsdhoz
sziikséges. A legdsibb oxigéntermelé fotoszintetizald szervezetek a cianobaktériumok,
amelyek mintegy 3.5 milliard évvel ezelott alakultak ki és vizbontasbol szarmazd
oxigénfejlesztésiikkel atalakitottdk bolygonk légkorét. Az endoszimbidta elmélet
szerint a novényi kloroplasztisz &sének a cianobaktériumokat tekintjuk. A
cianobaktériumok kitlind modellszervezetek a fotoszintézis tanulmanyozasara, éppen
ezért valasztottam kisérleteimhez. Szamos elényds tulajdonsaggal rendelkeznek.
Egyszeriibb felépitésiiek a bonyolultabb, sok sejtorganellumot tartalmazd névényekkel
szemben. Sok faj teljes genomszekvenciaja ismert, kdnnyen transzforméalhatok, gyorsan
osztodnak.

A fotoszintézis fényreakcidinak szinhelye a tilakoidmembranok, amelyek lipid-
kettosrétegbe agyazva fehérjekomplexeket tartalmaznak. Ezért a lipid-fehérje
kolcsonhatasoknak igen fontos szerepe van a fotoszintézis szabalyozdsaban. A
cianobaktériumok tilakoidmembranjainak jellegzetes a lipidosszetétele, mely foként
glikolipidekb6l  all: a  monogalaktozil-diacilglicerin, digalaktozil-diacilglicerin,
szulfokinovozil-diacilglicerin, melletiik kis mennyiségben talalhatd a foszfatidil-
glicerin (PG) (Wada és Murata, 1998). A nem fotoszintetizal6 baktériumok és az
eukariota sejtek membranjait foként foszfolipidek alkotjak, a cianobaktériumokban €s a
novényi tilakoidban azonban a PG az egyetlen foszfolipid. A PG a
cianobaktériumokban az @sszlipidtartalomnak kb. 8-15%-4t teszi ki, mely
eszencialisnak bizonyult az életfolyamatok fenntartasaban (Hagio és mtsai, 2000; Wada
és Murata, 2007). A PG-molekula zsirsavosszetétele valtozo, telitett és telitetlen
zsirsavak észteresitik a glicerinvazat. A PG-molekulak tipusa fugg a fajtol, nevelési
koriilményektél (Wada és Murata, 1990). A rontgenkrisztallografias modszerek

kimutattak a PG-molekuléak jelenlétét a PSII-ben (Loll és mtsai, 2005; Guskov és mtsai,
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2009) és a PSl-ben (Jordan és mtsai, 2001) egyarant. A legujabb kristalyszerkezet
vizsgélat alapjan a Thermosynechococcus elongatus PS1I-ben két PG-molekulét talaltak
a CP43 és D1 fehérje kozott. (Guskov es mtsai, 2009). A PG fotoszintetikus
funkciokban betoltott szerepét korabban elsésorban in vitro kisérletekben vizsgaltak.
Foszfolipdz A,-t alkalmaztak a PG sn-2 zsirsavjanak eltavolitasara, ami 16:1(A3t),
borsé novény izolalt tilakoidmembréanjain, és kimutattdk, hogy a PSII aktivitisa
csokkent (Jordan és mtsai, 1983). A PG szerepét in vivo is tanulméanyoztdk Arabidopsis
thaliana mutansokban. Xu és mtsai (2002), Hagio és mtsai (2002) és Babiychuk és
mtsai (2003) kimutattik, hogy a PG esszenciélis a kloroplasztiszok kialakulaséban és a
tilakoidmembranok felépitésében. A ndvényekben nem sikeriilt eddig olyan PG-
mutanst eldallitani, amely egyaltalan nem képes PG szintézisére, hiszen a ndvényekben
két kompartmentbe is zajlik a PG szintézise, valamint nem képesek a kiilsé médiumbol
a PG felvételére.

A lipidek szerepének és biokémidjanak tanulméanyozasanal igen fontos
szempont, hogy a cianobaktériumok, a novényekkel ellentétben, képesek a kiilsd
nevelési tapoldatbol felvenni és membréanjaikba beépiteni a PG-t. A modern
molekularis bioldgiai technikak, valamint a Synechocystis sp. PCC6803 teljes
genomszekvenciajanak ismerete lehetévé tette olyan PG-mutansok el6allitasat, mint a
ApgsA (Hagio és mtsai, 2000) és AcdsA (Sato és mtsai, 2000), amelyek nem képesek
PG-t el6allitani. Ezekben a mutansokban a PG bioszintézisének kulcsenzimeit, a PGP-
szintazt, vagy a CDP-DG szintazt inaktivaltak. Ezen mutansokat alkalmazva korébban
kimutattak, hogy a PG-nek szerepe van a PSII dimerek (Sakurai és mtsai, 2003) s a
PSI trimerek (Domonkos és mtsai, 2004) kialakitdsdban, valamint az
elektrontranszport-folyamatok szabélyozasaban a mésodlagos kinon elektronakceptor, a
Qs kozelében kifejtve hatasukat (Gombos és mtsai, 2002).

A PG-nek szamos hatasa nem ismert, ezért tiiztem ki célul a PG sejtfunkciokban
tartalmara gyakorolt hatasat, a PSII szerkezetében és mitkodésében betdltott szerepét. A
PG-hidnyos mutansok vizsgalata soran megfigyeltuk a PG-molekuldk kémiai
kornyezeti feltételekhez. Az atépilés lényege a PG-ben 1év6 zsirsavak megvaltozasa.

Célunk volt a PG-atépilés enzimatikus Iépéseinek felderitése. A PG szerepének
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tanulmanyozasahoz létrehoztunk egy PG-bioszintézisben gatolt mutanst, a
Synechocystis sp. PCC6803 PAL/AcdsA. A PG bioszintézisének a génjét a PAL
muténsban inaktivaltuk, mivel el6nyds tulajdonsagai vannak. Ilyen el6nyds
tulajdonsaga, hogy nem rendelkezik fikobiliszdmaval, ezért konnyebben értelmezhetok
a fluoreszcenciaemisszios jelek valtozésa a PG kilrllése folyaman, mivel a PSII-bdl
jovo fluoreszcencia jelek nem fednek at a fikobiliszomabol jové jelekkel A
fikobiliszOma hidnyat a sejtek a CP43 és CP47 belsé klorofill-protein antennak
mennyiségének megnovelésével kompenzalja, igy magas a PSII/PSI ardnyuk. Ez egy
ujabb elényt jelent a PG-nek a PSII tanulmanyozéasahoz. Ha a nevelési médiumbol a
PG-t elvontuk, nyomonkdvethettik a PG-megvonas kovetkezményeit a mutans
sejtekben.

A sejtek szaporodasa a PG-megvonds hatdsara fokozatosan lassult, és 14 nap
elteltével majdnem teljesen ledllt a kultira novekedése. Az elektronmikroszképos
morfologiai vizsgdlatok a sejtméret ndvekedését, a sejtszerkezet torzulasét,
tilakoidszerkezet felbomlasat mutattak a PG kilrulése sordn. A sejtek térfogatdnak
megnovekedése kdvetkezmeénye lehet annak, hogy a sejtek felkésziltek az osztddésra,
de nem képesek azt végrehajtani. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PG-nek a
baktériumok kardiolipinjéhez hasonlé szerepe lehet a sejtek osztédasaban
(Mileykovskaya és Dowhan, 2000), vagyis résztvehet az osztodasi gyiiri
kialakitasaban.

Kétdimenzids blue-nativ gélelektroforézis segitségével nyomon kovettik a
tilakoidmembranok PSII és PSI komplexeinek Osszeszerel6dését PG-megvonas alatt. A
PSI RCC trimerek és PSII RCC dimerek mennyiségének lecsokkenését figyeltiik meg.
Ezen tapasztalatok 6sszhangban vannak a kordbbi kutatasokkal, amikor is ramutattak,
hogy a PG-nek szerepe van a trimerizacioban és dimerizacidban egyarant (Hagio és
mtsai, 2000; Sakurai és mtsai, 2003; Domonkos és mtsai, 2004). Megfigyeltik, hogy
PG-megvonas hatasara a PSII RCC-ok szerkezete destabilizalodik, amely a CP43
levalasanak koszonhetd (az RC47 tartalom megnovekedett). Tehat a PG-molekula,
mintegy ragasztoként viselkedve, a CP43 klorofill-protein antennat a PSII RCC-hoz
kapcsolja. A muténs sejtekben radioaktiv izotopos jeloléssel kovettik a fehérjék
bioszintézisét. A [**S] Met beépiilése a fehérjékbe arra utal, hogy PG hianyéban is a

fobb PSI és PSIT fehérjék bioszintézise megtorténik, csak a komplexek
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Osszeszerelédésében 1ép fel zavar. A 2D-BN/SDS-PAGE alapjan nem lehet
egyértelmiien eldonteni, hogy az RC47-bél in vivo vélik le a CP43, vagy nagyon lazan
kotott, és a nativ gélelektroforézishez szilkséges detergenskezelés okozza-e a levalasat.
Az alacsony homérsékletli fluoreszcencia mérések eredményei arra utalnak, hogy a
CP43 in vivo valik le, mivel a 685 nm-es fluoreszcencia csics megnovekedett PG
hianyaban. Az emisszi6 novekedése arra utal, hogy a CP43 nem tudott bek6tédni, igy
nem tortént meg az energia hatékony tovabbadasa a CP47 irdnyéba. ez is utal a CP43 in
vivo levélasara. A fluoreszcencia méréseket egész sejteken végeztiik, nem izolalt
tilakoidmembranokon, ez is utal a CP43 in vivo levalasara.

Kivancsiak voltunk, hogy PG hidnyéaban a PSII akceptor vagy donor oldala séril-e.
Eppen ezért megmértiik a PAL/AcdsA sejtek oxigénfejlddését, termolumineszcenciajat
és OJIP  fluoreszcenciaemisszié  kinetikgjat. ~PG-megvonds  hataséra az
elektrontranszport-folymatok zavart szenvedtek. Ennek okaként a Qa és Qg kozotti
elektrontranszport lelassuldsat valdszinisitették. Foként a PSII akceptor oldala sériilt.
Ezt tamasztja alda az oxigénfejlodés inaktivalodasa. A termolumineszcencia gorbe
megvaltozasa, vagyis a B-savnak Q-sav irdnyaba valo eltolodasa, szintén az elsddleges
és masodlagos kinon elektronakceptorok kozotti elektrontranszport-folyamatok szintjén
zavart jelez, vagyis szintén alatdmasztja az akceptoroldali gatlast. Az OJIP
fluoreszcenciaindukcié mérések esetében a A PAL/AcdsA sejtek PG éhezése alatt
megfigyelhettik a fluoreszcencia J fazisanak fokozatos ndvekedését, hasonléan a
(Schansker és mtsai, 2005). Ez szintén utal a Qa €és Qg koOz6tti elektrontranszport-
folyamatok lelassuldsara. A PG-megvonas a donoroldalt is karosithatja, valdsziniileg a
PG-megvonas egy késobbi stadiumaban, ezt bizonyitja a hoékezelt mintak OJIP
fluoreszcenciaja. Ez a hatas nagyon kicsinek tlinik, és feltételezhetd, hogy a CP43-nak
a PSIl RCC-bol val6 levélasaval hozhatd dsszefuiggésbe, mivel ez a klorofill-fehérje
antenna kdzvetlenil résztvesz a Mn,Ca klaszter kapcsolaséban (Loll és mtsai, 2005).

Gézkromatogréfids vizsgélataink sordn megfigyeltik, hogy a PAL/AcdsA
mutans sejtek életben tartasahoz kiviilrél adagolt szintetikus PG-molekula atépul,
megvaltozik zsirsavosszetétele. Célul tliztiik ki annak az enzimatikus folyamatnak a
felderitését, amely képes &tépiteni a PG-t, hiszen ennek a biokémidja nem teljesen

ismert. Kisérleteimhez a ApgsA mar jellemzett torzsét hasznéltam, mivel csak PG-
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bioszintézisben gatolt mutdns és kordbban méar részletesen tanulmanyoztak
médiumhoz és nyomon kovettiikk az PG idObeni atépiilését. Az atépités termékeit, a
kiilonb6z6 zsirsavosszetételit PG-molekuldt FTICR (hibrid lineéris ioncsapdas-Fourier
transzformaciés  ionciklotron  rezonancia  tdmegspektrométer)  segitségével
azonositottuk.

Kisérleteink igazoljak, hogy a szintetikus PG in vivo atépult szamos természetes
PG-tipust hozva létre. Az atépités termékei bizonyitékul szolgélnak arra, hogy a
Synechocystis rendelkezik azzal az enzimkészlettel (foszfolipazok, acil-hidrolazok,
aciltranszferdzok, deszaturdzok), amely képes 4&tépiteni a PG-molekulat. A
Synechocystis cianobaktériumokban a foszfolipazokat, acil-hidrolazokat és azok génjeit
még nem sikerllt azonositani. A homoldg szekvenciak keresése nem hozott pozitiv
eredményeket, ami azt valosziniisiti, hogy ha a cianobaktériumokban vannak is
foszfolipdzok és acil-hidrolazok akkor azok lényegesen eltér6ek a magasabbrendii
novények megfelel6iétél. Erdekes jovébeni kihivas lehet ezen géneknek és enzimeknek
az azonositasa is.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a PG-molekulanak fontos szerepe
van a CP43-nak a PSII RCC-ba val6 beépulésében. Ramutattunk a foszfolipdzok és
acil-hidrolazok  valdszinii  jelenlétére a cianobaktériumokban, amelyek az
aciltranszferdzokkal és deszaturazokkal egytt résztvesznek a PG atépitésében. Eddigi
ismereteink alapjan ez az els6 kisérlet, amely bizonyitja egy szintetikus lipidmolekula

atéplilését természetes tipussa egy prokariota szervezetben.
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Role of phosphatidylglycerol in cellular functions of photosynthetic organisms

Summary

Photosynthetic organisms capture solar energy and store it to be used in a series of
biochemical reactions that convert pure energy of light into biochemical energy needed
for life. Cyanobacteria are among the oldest prokaryotic photosynthetic organisms. The
oldest known cyanobacterium fossils emerged 3.5 billion years ago. Photosynthetic
oxygen production by cyanobactaria changed the reductive atmosphere to an oxidative
one, opening the way for the emergence of new types of life. According to the
endosymbiotic theory cyanobacteria are the ancestors of chloroplasts.

Cyanobacteria are ideal model organisms for the investigation of oxygenic
photosynthetic processes, therefore we have chosen a cyanobacterial strain for our
experiments. Their simple cell structure, easy culturing potential, and the natural
transforming competence of some strains make them attractive subjects for
photosynthesis research. Photosynthetic reactions occur in pigment-protein complexes
embedded in a lipid bilayer, the thylakoid membrane.

This shows that lipid-protein interactions play an important role in the regulation of
photosynthetic processes. Thylakoid membranes of cyanobacteria possess a
characteristic membrane lipid composition that consists of glycolipids such as:
monogalactosyldiacylglycerol, digalactosyldiacylglycerol, and
sulfoquinovosyldiacylglycerol as major components. The anionic phospholipid,
phosphatidylglycerol (PG) is a minor component of photosynthetic membranes (Wada
and Muratal998). In non-photosynthetic bacteria and eukaryotic cells the membranes
contain mainly various forms of phospholipids. In cyanobacteria and in thylakoids of
higher plants, however, PG is the only phospholipid. In cyanobacteria PG represents 8-
15% of the total lipid content, but it is an indispensable molecule to keep the cells alive
(Hagio et al., 2000; Wada and Murata, 2007). The glycerol backbone of PG is esterified
with saturated or unsaturated fatty acids whose proportion depends on the strain and on
the growing temperature (Wada and Murata, 1990; Domonkos et al., 2008).

X-ray crystallographic studies revealed the presence of PG molecules both in PSII
(Loll et al., 2005; Guskov et al., 2009) and in PSI (Jordan et al., 2001) reaction centers

(RCs) of cyanobacteria. The most recent X-ray cristallography structure of
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Thermosynechococcus elongatus showed the presence of two PG molecules between
protein CP43 and protein D1 in PSII (Guskov et al., 2009). The role of PG synthesis
has previously been studied in vitro, by treating thylakoid membranes of pea with
phospholipase A, known to remove the fatty acid of PG from sn-1 position. It has been
shown that PSII activity decreased in the absence of PG (Jordan et al., 1983). The role
of PG has been studied in vivo using Arabidopsis thaliana PG mutants. Xu et al (2002),
Hagio et al (2002) and Babiychuk et al (2003) showed that PG was indispensable for
the biosynthesis of chloroplasts and also needed for the formation of thylakoid
membrane structure.

Cyanobacteria provide a unique system for studying the remodeling of this lipid
since, unlike higher plants, they can take up PG from the medium by passive transport.

The availability of the complete genome sequence of the cyanobacterium
Synechocystis sp. PCC6803 opened the way for studying the structural and functional
role of PG in vivo: by creating PG-deficient mutants, ApgsA (Hagio et al., 2000) and
AcdsA (Sato et al., 2000), molecular genetic approaches could be employed. These
mutants are not able to synthesize PG because the genes encoding certain key enzymes
of PG biosynthesis have been inactivated. Genes pgsA and cdsA encode PGP synthase
and CDP-DG synthase, respectively. Using these mutants it has been shown that PG
plays an important role in PSII dimer (Sakurai et al., 2003) and PSI trimer formation
(Domonkos et al., 2004), and in the regulation of electron transport processes on the
acceptor side of PSII, in the vicinity of Qg (Gombos et al., 2002). Both prokaryotes and
eukaryotes respond to a variety of environmental stress (Harwood1998) by altering the
fatty acid composition of their membrane lipids. The extent of unsaturation or the chain
length of fatty acids in thylakoid membranes is affected by environmental temperatures.
Previously, for PG remodeling studies genetic manipulation of acyltransferases and
desaturases have been used to reveal the protective role of various PG molecular
species in resistance to low and high temperature stress in both higher plants and
cyanobacteria (Wada and Murata, 1990; Wada et al., 1992; Wolter et al., 1992; Murata
etal., 1992; Tasaka et al., 1996).

A variety of specific roles of PG has not been revealed yet. My aim was to study the
role of PG in these hitherto neglected fields such as: cell morphology, pigment

composition, PSII structure and function and also to unravel some of the PG
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remodeling enzymatic processes. For studying the role of PG in cellular functions we
created a Synechocystis sp. PCC6803 PAL/AcdsA mutant, which has a lot of advantage
in understanding the multi-faceted role of PG molecules. The PAL/AcdsA is a mutant
that does not have phycobilisomes and cannot synthesize PG. In this phycobilisomeless
mutant the cells use intrinsic chlorophyll-protein complexes for light harvesting and
they increase the PSII/PSI ratio (Ajlani and Vernotte, 1998). This strain allows quite an
easy interpretation of PSII fluorescence emission spectra and decay kinetics without the
contribution of phycobilisomes.

The PAL/AcdsA mutant provided a unique experimental system for detailed studies
of the function of PG in PSII. The mutant required supplementation of PG in the culture
medium for growth. By PG depletion we were able to follow the changes caused by a
gradual depletion of PG. In the PG-depleted medium the growth rate decreased
gradually from the 4th day, and almost stopped on the 14th day of the PG depletion
period. Morphological investigations by electron microscopy revealed a deformation of
the PG-depleted cells. The PG-depleted cells had a unstructured cell interior with
deformed thylakoid membranes. The volume of the cells increased. This latter finding
suggests that the cells were ready for division which, however, did not take place. We
think that PG might have the same role in cell division in Synechocystis as cardiolipin
has in other bacteria (Mileykovskaya and Dowhan, 2000), in which lipid accumulates in
the mid-cell membrane and takes part in the formation of the Z-ring of cell division.

In order to reveal the assembly of main proteins into PSII and PSI RCs we analyzed
the protein composition of the thylakoid membranes of PG-depleted and PG-
supplemented PAL/AcdsA mutant cells by two dimensional gelelectrophoresis. Our
analyses confirmed the earlier conclusions obtained from analyses of PSII complexes
of the ApgsA strain: PG depletion led to the destabilization of both dimeric PSII and
trimeric PSI complexes (Hagio et al., 2000; Sakurai et al., 2003; Domonkos et al.,
2004). However, we also demonstrated a new aspect of PG depletion, which was not
identified before, namely, detachment/destabilization of binding of CP43 to PSII
reaction center core-complex (PSIl RCC). PG served like as a glue required for the
binding of CP43 to RCII.

By using [*S]-labeled methionine we also followed the synthesis of PSII protein

subunits and their incorporation into PSII complexes. We confirmed that PG depletion
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does not inhibit the synthesis of the large PSII subunits. Low temperature fluorescence
data also confirmed the detachment of CP43 from RCII upon PG depletion. The
increase of the 685 nm peak seems to indicate an increase in fluorescence yield owing
to detachment of CP43 antenna protein from RCII. This supports the data obtained by
gelelectrophoresis.

To clarify whether PG depletion affected the donor or acceptor side of PSII, we
measured the oxygen-evolving activity, thermoluminescence and OJIP fluorescence of
the PAL/AcdsA mutant cells. PG depletion severely affected the electron transport
processes and a damage occurred mainly on the acceptor side. This was confirmed by
inactivation of oxygen-evolution, and by a slowing down of electron transport from the
Qa to the Qg site. Due to PG depletion a shift of the B TL band toward the Q band has
been demonstrated by thermoluminescence measurements. This underlined inhibition
on the acceptor side. Changes in OJIP fluorescence curve Kinetics also revealed
suppression of electron transport processes between Q4 and Qg.

PG depletion may also affect the donor side of PSII but at a later stage, as suggested
by the thermoluminescence and OJIP fluorescence of heat-treated cells. This effect,
however, seems to be small and might be associated with the release of CP43 from PSII
RCC, as this antenna chlorophyll protein is directly involved in liganding the MnsCan
cluster (Loll et al., 2005).

Gas chromatographic analyses showed that the exogenously added artificial PG was
remodeled, fatty acid content was modified in the PAL/AcdsA mutant cells. This
remodeling of lipids is an intensive studied phenomenon in mammalian systems,
however, it is not well known in photosynthetic organisms. Therefore our aim was to
reveal the enzymatic processes, which can lead to the remodeling of PG in a prokaryote
organism. For this purpose we used a well characterized PG-deficient mutant, ApgsA.
We induced PG depletion of the cells, then we re-added the PG to the medium and we
followed the remodeling process. We confirmed the formation of new, retailored PG
species by using negative-ion electrospray ionization—Fourier-transform ion cyclotron
resonance and ion trap tandem mass spectrometry. Our experiments with these mutant
cells demonstrated remodeling of lipids in a prokaryotic photosynthetic bacterium and
implicated a biosynthetic pathway involving phospholipase A; and Az, acyl-hydrolase,

lysophosphatidylglycerol acyltransferase and acyl-lipid desaturases for such a
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remodeling of diacylphosphatidylglycerol molecules. In Synechocystis, the
phospholipases, acyl-hydrolase and their genes have not yet been identified. Sequence
homology search did not provide positive results, suggesting that if there are
phospholipases and acyl-hydrolase in Synechocystis, these are substantially different
from the known phospholipases, acyl hydrolase of higher plants. Identification of these
genes and enzymes would be an interesting challenge in the future.

To conclude, our results demonstrated that PG plays an important role in the
binding of CP43 antenna-protein to PSIl RCC and is also important in electron
transport processes, mainly at the acceptor side of PSII. Our data provide evidence that
cyanobacteria possess the enzymatic machinery for PG remodeling and point to the
existence of yet unknown enzymes that mediate this process. To our knowledge, this is

the first direct demonstration of PG remodeling in a photosynthetic prokaryote.
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