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Roviditések jegyzéke

AF — alacsony fény

AP - allofikocianin (allophycocyanin)

Chl - klorofill (chlorofill)

Cid - citokrém bd oxidaz / kinol oxidaz

Cit — citokrom

CP43 - 43 kilodaltonos klorofill-koté fehérje, PsbC
CP47 - 47 kilodaltonos klorofill-k6t6 fehérje, PsbB
ctal - citokrém c oxidaz / respiracios terminalis oxidaz
DBMIB - dibromotimokinon

DCMU - 3-(3,4-Diklorofenil)-1, 1-dimetilurea

Fd - ferredoxin

FMN - Flavin mononukleotid

FNR - ferredoxin - NADP" reduktaz

GED - Gene Expression’s Ct Difference

LHC - fénybegyiijté komplex (Light Harvesting Complex)
MF — magas fény

NAD(P)" - nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosztfat
NDH-1 - egyes-tipusit NADH dehidrogenaz / egyes-tipusu respiraciés komplex
NDH-2 - kettes-tipusi NADH dehidrogenaz

NF — nevelési fény

OEC - vizbontd komplex (Oxygen Evolving Centre)
PBP - fikobiliprotein (phycobiliprotein)

PBS - fikobiliszoma (phycobilisome)



PC - fikocianin (phycocyanin)

PE - fikoeritrin (phycoerithrin)

Pp1, Ppz —a D1 és D2 fehérjén kotott kozponti klorofill par (pair of chlorophylls)
Pheo — feofitin (pheofitin)

PQ pool - plasztokinon molekuldk alloménya

PSI — egyes fotokémiai rendszer (Photosystem 1)

PSII — kettes fotokémiai rendszer (Photosystem 11)

Qa — elsédleges kinon akceptor

Qs — masodlagos kinon akceptor

RC — reakci6 centrum

SDH - szukcinat dehidrogenaz



1. Bevezetés

A cianobakteridlis hidrogendzok jelentdsége napjainkban eldtérbe helyez6dott az
alternativ energiaforrdsok kutatdsa kapcsan. Az egyik biotechnolégiai elgondolas szerint
fényenergia felhasznaldsaval a fotoszintézis Gtjan allitanank elé a hidrogénfejlesztéshez
szikséges elektronokat és protonokat. Ahhoz azonban, hogy megvaldsithassuk a fényb6l
nyert energia hidrogénben torténd atmeneti tarolasat, a fotoszintézis és a hidrogénfejlesztés
folyamatar6l rendelkezésiinkre &ll6 ismereteink bévitése elengedhetetlen. Kiilonds
fontossaggal bir a fejlesztésben hasznalt két kulcsenzim: a vizbontasért felelos kettes
fotokémiai rendszer (PSII) és a hidrogenaz enzim mitkodésének tanulmanyozasa. A jelen
dolgozat PSII reakcidcentrumat (RC) valamint a Hox hidrogendzt kodold gének
kifejez6dését vizsgalja Acaryochloris marina (tovabbiakban: A. marina), tengeri
cianobaktérium fajban.

A cianobaktériumok rendkiviil adaptiv él6lények (1); képesek extrém kornyezeti
feltételekhez, szélséségesen kiilonb6z6 pH-, sO koncentracio-, hémérsékleti- (2,3) vagy
fényviszonyokhoz  (4) alkalmazkodni. Fotoautotrof életvitelikb6l addédéoan a
fotoszintézisnek, mint e baktériumok energiaforrasanak a valtoz6 kornyezethez torténd
hangolésa alapvetd fontossagli ezen organizmusok adaptacios folyamataiban. Szamos PSII-
t érintd fotoakklimaciot ismeriink (5-7). Ezek kozé tartozik a PSIl kdzponti heterodimert
kddolo tobb psbA illetve psbD homolog kifejezédése (8,9).

Az A. marina egy olyan cianobaktérium, amely egyedulallo kromatikus
adaptaciojanak  koszonhetéen d-klorofill (Chl) hasznalatdval tavoli vords fény
hasznositasara specializalodott (10). Els6sorban pigment Osszetételének dinamikus
valtoztatasaval a kiillonb6z6 hullamhosszakhoz, illetve fényintenzitasokhoz valod
alkalmazkodés teruletén az A. marina taldn a legadaptivabb cianobaktérium fajnak
tekintheté (11,12). A cianobaktériumok ko6zott kiemelkedéen nagyméretii genomja és
génkészlete (8.36 Mb, 8462 gén), valamint szamos ujkeleti génduplikatuma arra utal hogy
ez az organizmus egy evolucios atalakulas igen aktiv szakaszaban van (13-15).

A 2008-ban elérhet6vé valt genomszekvenciabol (14) ismertté valt, hogy az A.
marina harom psbA, és harom psbD génnel rendelkezik, melyek kettd-kett6 kiilonboz6 D1,
illetve D2 izoformat kodolnak. Ezen kivil a PSII centruménak citokrom (cit) b559

alegységeit kodolo gének két kiilon klaszterbe rendezddnek, és az o alegység génje, a pshE



duplikidtuma is jelen van a genomban. Az A. marina a jelenleg ismert egyetlen olyan
fotoszintetikus organizmus, amely genomjaban kettd psbE, valamint ketté kiilon D2
izoformat kodoldé harom psbD homoldg is megtaldlhatd (13). A prokariéta genomokban
altalaban csak olyan génduplikdtumok maradhatnak fenn, amelyek az adott szelekcids
nyomas alatt az egyedek fennmaradésa szempontjabol elényt jelentenek (16,17). Ezért az
A. marina egyedi génduplikatumainak megjelenése valdsziniileg elényt jelentett az egyed
szamara, igy azok fennmaradhattak a genomban, ¢és kifejezddésiik feltételezhetéen
marina adaptacios képességét, illetve a psbA, psbD és psbE homologok kifejez6dését

tovabba azok feltételezett szerepét vizsgalatuk.



2. lrodalmi attekintés

2.1. Cianobaktériumok

A cianobaktériumok olyan prokariota szervezetek, melyek szénforrasként
széndioxidot hasznositva oxigénfejlesztd fotoszintézist folytatnak. A ma ¢él6 novények ¢€s
fotoszintetikus algak Oseinek tekinthetok, mintegy 2,7 milliard éve jelentek meg a Foldon
(18). A cianobaktériumok voltak az elsé oxigénfejleszto fotoszintézist folytatd él6lények.
Megjelenésiiknek koszonhetd, hogy a 1égkdrben az oxigén felhalmozodott, és UV sugérzas
hatasara 6zonnad alakulva megteremtette bolygonk véddépajzsat, amely az UV sugarzast
kiszlirve lehetové tette a bioszféra kialakulasat. A légkorben felszaporodott oxigén tovabba
fermentacional joval hatékonyabb, ezért az aerob respiracid megjelenése a tobbsejtii
szervezetek kifejlodésének elofeltétele lehetett. A cianobaktériumok korében jelent meg
el6szor a légkori nitrogén megkotésének képessége is, igy bolygonk mai legkorének
kialakitasaban a szén, az oxigén, és a nitrogén korforgasa révén alapvetd fontossagu volt
ezen oxigénfejlesztd baktériumok megjelenése.

Testszervez6désiik altalaban egysejtes, de szamos faj fonalas sejttarsuldst hozhat
létre. A fonalas cianobaktériumok sejtdifferencialodast is mutatnak, €s a vegetativ sejtektdl
eltéré, ugynevezett heterocisztas sejteket, valamint akinétakat hozhatnak létre. A
heterocisztak nem tartalmaznak funkcionalis, oxigénfejleszté PSII-t, tovabba a sejtfaluk a
vegetativ sejtektol eltéré modon a gazok szamara atjarhatatlan, igy az oxigénre érzékeny
nitrogénfixalas idealis helyszinéiil szolgalnak. Az 6ceanokban €16 nagyszamu fitoplankton
alkotd cianobaktérium faj nitrogénfixalo képességének koszonhetd ezen oligotrof vizek
¢lovilaganak kialakulasa. Mezdgazdasagi alkalmazasuk is nitrogénfixald képességiikon
alapszik: a rizs terméshozama nagymértékben megnovelheté nitrogénfixald
cianobaktériumok segitségével.

Osi eredetiik, prokaridta sejtszervezddésiik, valamint fotoautotr6f anyagcseréjitk
kovetkeztében egyediilalldo adaptacios képességekkel rendelkeznek. Ennek kdszonhetden a
Foldon széles korben megtalalhatbak, akar extrém kornyezeti feltételek mellett is
(széls6séges pH, s6 koncentracio, hdmérsékleti viszonyok, stb.) (1). A genomjuk jelentds

része a bakterialis ,,kromoszématol” elkulondlt, attol fuggetlen sokszorozddasra keépes



replikonon talalhat6. Ezek a cirkularis, extrakromoszomalis duplaszald DNS elemek, a
plazmidok gyakran hordoznak kiilonboz6 rezisztenciaval vagy stressz valasszal
tovabba a laterdlis gén transzfer jelensége, amely a prokaridtakra jellemz6 nagyfoka
genomi plaszticitast segiti el6. A dolgozatban vizsgalt A. marina genommérete, plazmid-
és génkészlete a tobbi cianobaktérium fajhoz képest jelent6sen nagyobb. Ez a jelenség e
tengeri faj nagyfok( adaptacios képességét sejteti.

A cianobaktériumok dominans képvisel6i az 6ceani fitoplanktonnak, amely a teljes
bioszféra CO, fixald6 kapacitasanak kozel feléért felelés. Ebbol kifolydlag a
cianobakteridlis bioldgiai folyamatok, mint példdul a fotoszintetikus-akkliméacio részletes
tanulméanyozasa kuldnos fontossaggal bir bolygonk bioszférajanak megismerésében. Ezen
kivul a magasabbrendii fotoszintetikus él6lények kloroplasztiszaival vald rokonsagukbodl
eredéen fontos modellszervezetként szolgalnak a fotoszintézis kutatasban, kilonds

tekintettel annak evollcios vonatkozasaira.

2.2.A fotoszintézis folyamata

A fotoszintézis folyamata alapvetéen két f6 részbdl, egy fény- és egy sotét
szakaszbol all. A fényszakasz helyszine a fotoszintetikus membrén, a tilakoid, amely
sajatos, spiralisan egymasra hajtogatott lapjai elektronmikroszkopos felvételen
koncentrikus korokként latszodnak. Az igy meghatarozott koron ,kiviil” és ,,belil” es6
terliletek elnevezése: sztroma, (a cianobaktériumok esetében citoplazma) és lumen. A
fényszakasz, azaz a fotofoszforilacié soran a fényenergia kémiai energiava alakul. Ezen
fényfliggd folyamatban résztvevé membanfehérje-komplexek: a kettes-, és az egyes
fotokémiai rendszer (PSII és PSI), a cit be/f, valamint az F-tipusi ATP-szintetaz. A
folyamatban részt vesznek membrénasszocialt (cianobaktériumoknal leglényegesebb az
ugynevezett fikobiliszoma), és szolubilis komponensek is, ugymint a plasztokinon,
plasztocianin/cit cs, valamint ferredoxin molekuldk. A PSII-t6]1 szekvencidlisan miitk6dé
redox komponenseken keresztul jut el az elektron a fényszakaszbdl a fotoszintézis
sOtétszakaszéba. Ezt az elektrontranszportot nevezzik lineéris elektrontranszportnak (1.1.

abra).
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D. Campbell et al Microbiol. Mol. Biol. Rev. 1998, 62(3):667

1.1. abra: A cianobakterialis fotoszintetikus és respiraciés elektrontranszport a
tilakoid membréanban

A fikobiliszoméakban talalhaté pigment molekuldk: AP, PC, PE. A PSII dimer forméjaban
van jelen. A PSII ,,core”-t a D1/D2 heterodimer, a cit b559 (cytb559), és a CP43, CP47
alkotja. Ehhez kapcsolodik a vizbontd komplex (Mn4), melyet a lumen felél a 9 és 33
kiloDaltonos fehérjékbdl allo regulald sapka takar. Az elektron utja a PSII komplexen
belul: P680, Pheo, Qa, Qs. Elsésorban a PSII és az NDH komplex juttatja az elektronokat a
plasztokinon (PQ) molekulak alloméanyéaba. Az elektronok innen jutnak tovéabb a cit bef cyt
be alegységére, amely alacsony (LP) vagy magas potenciallal (HP) rendelkezhet. A vas-kén
fehérjér6l (FeS) a cyt f alegységen keresztul juthat az elektron a szolubilis komponensekre
(cyt c553/PC), melyek a cit ¢ terminalis oxidaz (Cyt 0x), vagy a PSI irdnyaba kozvetitenek.
PSl-en beluli elektrontranszport: P700, A0, Al, Fx, Fa, Fs. Az &bran feltiintetett PSI
alegységek: PsaA, PsaB, PsaD, PsaE. Az elektrontranszportban résztvevd vizoldékony
komponensek: Flvd (flavo-diiron) fehérje, Fd, FNR, PC, cit ¢553 (cyt ¢553). Az F-tipusu
ATP-szintetazt (ATP-ase) két f6 funkcionalis részbdl all: a transzmembran domén CF, és
az ehhez kapcsolédd CFi-bél, amely harom a, harom B, és egy-egy e, 9, y alegységekbol
tevodik Ossze. A fotofoszforilaciora épiil a sejt nitrogén és szénhidrat metabolizmusa,
melyek szoros kapcsolatban allnak egymassal és tilakoid membranban zajlé

elektrontranszporttal (Campbell és munkatarsai nyoman (19)).
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2.2.1. Fotoszintetikus fénybegyiijtési méodok

A fotoszintézis elsé lépése a fényenergia antennakkal torténd begyijtése. A
fotoszintetikus antennak sajatos szerkezetii pigment-fehérje komplexek. Ez aldl csak egy
kivételt ismerlink, a zOld keénbaktériumok kloroszdmait, amelyekben a pigment-pigment
szerkezetek domindlnak. Az antenndk két fo csoportra: periférialis és integralis antenndkra
oszthatok. A periférialis antenndk membranba &gyazott fehérje komponensekhez
kapcsolodnak, de 6k maguk nem olvadnak bele a poszfolipid rétegbe. Ilyenek a zold
kénbaktériumok kloroszomai, a péancélos ostorosok peridinin-Chl komplexei, és a
cianobaktériumok fikobiliszomai (PBS), melyet az eukariota voros algdkban is
megfigyeltek. Az integrélis antennak fehérjéi a fotoszintetikus membrénban (lnek.
Ezeknek harom f6 csoportjat kiilonithetjiik el: (i) Fuzionalt RC-antenna komplexek,
melyekben az antenna és a RC biokémiailag nem elvalaszthatoak egymastol. Ide tartoznak
a zold kénbaktériumok és heliobaktériumok RC-ai, valamint a PSI. (ii) Kdzponti antennék,
amelyek a RC magjihoz kapcsolddnak, de biokémiailag levélaszthatdak. Ilyen az anaerob
baktériumok LH1 komplexe, vagy a PSII CP43 és CP47 bels6 antenna alegységei. (iii)
Kisér6 antennak, amelyek mindig vagy fuzionalt, vagy kozponti antenndk mellett, de soha
nem helyett fordulnak el6. Ide tartoznak a biborbakterialis LH2, valamint a novények a- és
b-Chl tartalmu fénybegyiijté6 komplexei (LHC), az LHCII és LHCI (20). A PSII kdzponti
részét korbedleld LHCII belsé és mobilis (LHCIIm) antennabdl all, az utdobbi mérete
fényviszonyoktol fliggden valtozhat.

A cianobaktériumok nagy részénél a mobilis, periférialis fénybegyiijté komplex a
PBS fikobiliprotein (PBP) oligomerekbdl, valamint e fehérjékhez kovalensen kotott
fikobilin pigment molekulakbol épiil fel. A PBS legfobb szerkezeti alegységei a mag, és az
arrol sugarasan elagazé rudak, melyek szdma leggyakrabban 6. Ezen alegységek
felépitésében harom féle PBP vehet részt, melyek elrendezddése a PBS szerkezetben
szisztematikus. A mag allofikocianint (APC), a rudak pedig fikocianint (PC) és fikoeritrint
(PE) tartalmaznak, melyek koziil az utdbbi a rudak periférias részében talalhatd (1.1. &bra).
A kiilonb6z6 PBP oligomerek eltéré hullamhosszon képesek fényelnyelésre: az APC 652
nm, a PC és PE molekuldk pedig 618 nm, illetve 560-575 nm hulldamhosszu fényt
abszorbedlnak (21). A PBS antenndk mérete fényviszonyoktol illetve fajtol fliggéen
véltozhat, vagy akéar a teljes antenna hianyozhat (22,23). A periférialis antenndkrdl a

gerjesztési energia a belsé pigment-fehérje komplexekre jut. A cianobaktériumok tilakoid
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membranba agyazott belsé antenndi egy 6 transzmembran helix-domén fehérjecsalad tagjai
(24). Ebbe a fehérjecsaladba sorolandé a PSII legfobb belsé Chl-kotd fehérjéje a CP43 és
CP47, amelyek minden oxigénfejlesztd fotoszintézist folytatdé organizmusban
megtalalhatoak, valamint a vaséheztetés hatasara a PSI koril megjelend IsiA fehérjékbol
felépiild a-klorofillt kotd szerkezeti egységek (25). A belsé antenna transzmembran
fehérjecsaldd tovabbi tagjaiként azonositottak az egyes PBS-t nem tartalmazd tengeri
cianobaktériumokndl, a Proklorofitdknal megfigyelt a- és b-klorofillt k6td, tigynevezett

Pcb pigment-fehérje komplexeket (26).

2.2.2. A fotoszintetikus membranban zajld6 elektrontranszport

folyamatok

A fotofoszforilacid végsoé elektrondonora a viz, melynek oxidacidja a PSII
komplexben zajlik. A PSII felépitésében és funkcidjaban a kdzponti D1 és D2 fehérjék
alkotta heterodimer kulcsfontossagl szerepet tolt be. A periférias fénybegyiijté rendszerbdl
a fényenergia a membranba &gyazott kdzponti antenndk kozvetitésével végul a RC
kozpontjaban talalhaté fotoaktiv pigmenteket gerjeszti. A PSIl fotoaktiv pigmentjei a
D1/D2 heterodimeren kotott négy Chl és kettd feofitin (Pheo) molekula (Ppi1, Pp2, Chlps,
Chlpz, Pheops, Pheopy). Az elektrosztatikusan kapcsolt négy fotoaktiv Chl gerjesztett
allapotban 680 nm-nél jelentkezd in vivo abszorpciés maximummal rendelkezik, ebbol
kifolyolag szokésos elnevezése a P680. A négy fotoaktiv Chl kozil kettd szorosabban
kapcsolt, ezért ezeket pigment parnak tekinthetjik. A kdzponti pigment par Chl-jait a D1
és D2 fehérje koti, ebbdl kifolyolag Pp; illetve Pp—vel jeloljik. A gerjesztési energia
elnyelésekor a kozponti hat pigmentmolekula alkotta aromas gylritk rendszerén
toltésszétvalasok sorozata megy végbe az elsé néhany ps leforgasa alatt (27). A Ppp-t6l
disztalisan elhelyezkedé Chlp;-r6l, mint elsddleges donorrdl az elektron az elsédleges
akceptorra, Pheops-re jut el, és megtorténik az elsddleges toltésszétvalas (Chlps" Pheop:)
(28). Korilbelil 20 ps-al késébb 1étrejon a mésodlagos toltéspar (Pp;* Pheop:), amely
lehetévé teszi az elsédleges fotokémiai reakciot, melynek sordn a fényenergia kémiai
energiava alakul: A Pp;™-on megjelené viszonylag stabil pozitiv toltés 1étrehoz egy
rendkiviil erds oxidaloszert (redox potencidlja +1200 mV), amely képes a viztdl elektront
elvonni, mikdzben molekularis oxigén keletkezik és proton (H*) szabadul fel a lumenbe.

Egy oxigénmolekula felszabadulasahoz kettd vizmolekulabdl négy elektron egymas utani
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leadasa sziikséges, ezért a folyamathoz a toltések tarolaséra, stabilizalasara van szikség.
Ezért a vizbonté komplex (OEC) a felel8s, amely a PSII lumen fel6li oldalan talalhato, és
legalabb harom hidrofil polipeptidbdl (regulald sapka), valamint négy manganionbol, kettd
kloridionbol, és egy kalciumionbdl all. A kalcium és a négy mangan 6t oxigénatommal egy
szék alakzatba rendezddik (29) (megtekintheté tovabbéa az 1.4. &bran), amelyben a Ca**
stabilizalo szerepet tolt be, a Cl" pedig feltételezhetéen a Mn ionok redox atmeneteit segiti.
A vizbont6é komplextdl az elektront a D1 protein 161-es tirozinja (TyrZ) veszi at, melyr6l
kozvetlen potlodik a Pp;*-on létrejott elektronhiany (TyrZ + Pp;" — TyrZ + Pp). Az
elsddleges toltésszétvalasztas soran a Pheop; molekulara kertlt elektron tovabbadodik egy
kinon molekulara, a Qa—ra, amely a D2 polipeptiden stabilan kotétt kinon molekula. Az
elsédleges kinon akceptor az elektront a D1 polipeptiden lazan kotott masodlagos kinon
akceptornak, Qg—nek adja at néhany szaz ps alatt.

Amikor a D2 fehérjén lazan kotott Qg megkapja els6é elektronjat a Qa™-tdl
szemikinonna alakul, amely erésebb affinitassal kotédik a D2 kinon-kdté zsebébe, igy
addig marad ott, amig meg nem kapja masodik elektronjat, ekkor protonalddik. A
sztromabol (citoplazmabdl) szarmazo két proton felvétele sordn kinolld alakulva kotési
affinitasa lecsokken, és a PSI1-rél a tilakoid membran lipid allomanyaba disszocial, helyére
pedig egy oxidalt kinon molekula kertil. Ez a kételektronos redox lépés a komplexen belili
elektrontranszportnal mér joval lassabban, milliszekundumos tartoményban megy végbe. A
PSII belsd elektrontranszportjan keresztiiljutott elektronok tehat a tilakoid membran lipid
rétegében szabadon mozgd hidrofob plasztokinon molekulakra kerlilnek. A plasztokinon
molekulak redox Iépései sordn Ujabb protonok kerlilnek &t a sztroméabdl a lumenbe, tovabb
novelve ott a vizbontasbdl szdrmazd protondlloményt. Az oldott, redukalt plasztokinol
molekularél a protonok lumenbe keriilésekor az elektronok a cit be/f membranfehérje
komplex vas-kén kockain keresztil Gjra szolubilis molekulara, a lumenben talalhatd
hidrofil plasztocianinra (vagy a cit ce-ra) kerulnek.

A lineéris elektrontranszport I&nchan a mésik fényindukalt toltésszétvalasztas a PSI
gerjesztett kozponti Chl-ja (P700%) és annak els6dleges elektron akceptor Chl-ja, az Ao
kozott jon létre (P700" + Ay — P700* + Ag). A P700%-on jelentkez$ elektronhiany a
plasztocianin molekulakrol potlodik. A gerjesztett elektron a PSI belso elektrontranszport-
komponensein (P700 — Ay — A; — Fx — FJ/ Fp) keresztul a szolubilis ferredoxin (Fd)
molekulara keriil, ahonnan a ferredoxin/flavodoxin-NADP*-reduktaz (FNR) juttatja el a
fényszakasz végsd elektron akceptorara, a NADP*-ra. A fotofoszforilacié soran a

lumenben protonok halmozddnak fel, kemiai potencialkiilonbséget alakitva ki a tilakoid
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membrén két oldala kozott. A proton gradiens a membrénba &gyazott F-tipust ATP-
szintetazon keresztiil egyenlitddik ki ATP termelése kozben. A fényszakaszban keletkezett
ATP és NADPH" hasznalodik fel a CO, megkotéséhez és a szénhidratok asszimilaciojahoz
a sOtétszakaszban, melyet leirdi utan Calvin—Benson ciklusnak neveziink (30)(1.1. abra).

Egy CO; molekula megkdtéséhez 2 NADPH és 3 ATP molekula szlikséges. Ezen
kivul tovabbi ATP igényes folyamatok is lejatszddnak a fotoautotrof sejtekben, mint
példaul az energiaigényes stressz valaszok, kijavito mechanizmusok, keményit6 és fehérjék
fokozott képz6dése, vagy példaul cianobaktériumok esetében a CO, koncentrald
mechanizmus vagy a nitrogénfixalas. Ezért a fotoszintetikus sejtek kifejlesztettek egy PSI
koruli ciklikus fotofoszforilaciot, amely a linearis elektrontranszporttal ellentétben
NADPH-t nem, csak elektrokémiai potencialkiilonbséget, azaz végsé soron ATP-t allit el
(1.1. dbra). A ciklikus elektrontranszportnak tobb Utvonalat azonositottak, ezek kdzul a PSI
— ferredoxin — cit b559 — plasztocianin — PSI ut bizonyult dominansnak (31). A
kornyezeti hatasok, illetve a sejtek energia igényének fliggvényében képesek valtoztatni a
lineéris és ciklikus elektrontranszportjuk aranyat.

A prokaridta rendszerekre jellemz6é membran-kompartmentalizacié hidnya miatt a
szamos metabolikus Ut elektrontranszport folyamata egy térben zajlik. A cianobaktériumok
esetében szamos membrankotott elektrontranszport folyamat osztozik a fotoszintetikus
membrénon, igy a tilakoid nem csak a fotofoszforilacids elektrontranszport Ianc, hanem
egy joval komplexebb elektrontranszport héal6zat helyszinéll szolgdl. A respiracios
utvonalak, és azok komponensei, mint példaul a szukcindt dehidrogendz (SDH), a
termindlis oxidazok, kinol oxidazok és az egyes- és a kettes-tipusi NADH dehidrogenéz
(NDH) is megtalélhatdk a tilakoid membrénban (1.2. &bra). Az NDH komplexek, valamint
a SDH a PSII-hdz hasonld6 mddon plasztokinon (PQ) molekulakat redukalnak. A PQ-t
kozvetlenul oxidalhatjak a kinol oxidazok, illetve a PQ-tdl a cit bgf-en keresztiil a cit c-re
jutott elektronokért a PSI és a termindlis oxiddz verseng (1.2. 4&bra). A
plasztokinon/plasztokinol (PQ/PQH;) ar&ny kulcsfontossagu szerepet tolt be szamos
folyamat — els6sorban fotoszintetikus folyamatok — szab&lyozasiban (32-36), ezért a
cianobaktériumok esetében a respiracio jelentés mértékben és tobb szinten (kozvetve és

kozvetlenul) befolyasolja a fotoszintézist (37).
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Matthias Schultze et al. 2009

1.2. &bra: A plasztokinon molekuldk &lloményéat redukald és oxidalé komplexek a
Synechocystis PCC 6803 tilakoid membréanjéban

A plasztokinon molekulak alloméanyaban (PQ pool) talalhaté kinonokat a PSII, az egyes- és
kettes-tipusi NADH dehidrogendz (NDH-1, NDH-2) és a szukcinat dehidrogendz (SDH)
redukélja. Az pool-ban talalhat6 redukalt kinol molekulak oxidalaséat a cit bd oxidaz / kinol
oxidéz (Cyd), valamint cit bef (cyt bef) komplexen keresztil, a cit ¢ (Cyt. C) kdzvetitésével
a PSI és a cit c oxidaz / respir&cids terminalis oxidaz (cox ctal) végzi. A PSIl, az NDH-1, a
cyt bef, és a cox ctal komplexek miikodésiik soran H'-t juttatnak a lumenbe. A membran
két oldala kozott létrejott H' gradiens kiegyenlitését az ATP-szintetdz (ATP-ase) végzi,
melynek mitkodése révén az elektrokémiai potencidl ATP szintézisére forditodik. Az
elektrontranszport utakat piros, a proton transzlokécios lépéseket pedig kék nyilak jelzik

(Schultze és munkatarsai nyoman (38)).

2.3. A PSII kdzponti heterodimer és a cit b559

A funkcionalis PSII elengedhetetlen alkotdrésze a kozponti D1/D2 heterodimer,
amely szdmos Chl, Pheo és B-karotin kotése mellett a kdzponti fotoaktiv pigmentek és az
akceptor oldali kinonok kotéséért is felelés. A D2 fehérje a stabilan kotott elsédleges (Qa),
a D1 pedig a masodlagos (Qg) kinon akceptort koti. A D1 fehérje tehat részt vesz az
akceptor-, valamint a 161-es redoxaktiv tirozinja és 190-es hisztidinje révén a donor oldali
elektrontranszportban is. Ezen kivil a D1 fehérje kulcsfontossagu szerepet tolt be a PSII
katalitikus egységének, a viz oxidalasaért felelds Mny,CaOs fém klaszternek (OEC) a

kotésében. Az OEC stabilizaldsa hidrogenkotésekkel torténik, melyet tiz aminosav
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oldallanc biztosit; ezek kozil 2 a CP43, 8 pedig a D1 fehérjéhez tartozik (29).
Mindemellett a D1 alegység kiemelkedd szerepet tolt be a PSII és a fotoszintetikus
elektrontranszport védelmében. A PSII komplexben torténd vizbontds egy rendkiviil erds
oxidativ folyamat, amely reaktiv oxigén képzddését idézheti eld és karosithatja a komplex
alegységeit. Azért, hogy a PSII fénykarosodasa ellenére tovabb mikddhessen, egy

specifikus javitd mechanizmus révén a D1 fehérje gyakran lecserélédik (1.3. &bra).

PSII inaktivacié

D1 fénykarosodas
S Részleges PSI|
Dimerizacio szétszerelgdés D1
OEC ligalas proteolizis
PSII aktivacio

D1 C-terminalis psbA mRNA
emésztés
Poszt-transzlaciés

0sszeszerelgdés

Ko-transzlacios beépuilés Paula Mulo et al. 2009,
1.3. &bra: A PSII fotoaktivitas helyreallitdsdnak folyamata

Az OEC ligalasaban résztvevd D1 fehérje fénykarosoddsa esetén az FtsH protedz
specifikusan lebontja azt. Ezt kdvetéen a D1 fehérje ujraszintetizalodik a transzmembran
komplexben, és poszt-ranszlaciés modositason megy keresztil. A PSII ,core” Ujra
0sszerendezodik, majd a komplex az OEC kotése €és dimerizacid utjan nyeri el aktiv

forméjat.
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Ez az ugynevezett ,D1-turnover” a novények esetében peldaul optimalis
fényviszonyok alatt korllbelll fél 6ra. Azonban szdmos stressz hatas befolyédsolja a D1
fehérje lecserélédésének gyakorisagat. A D1 ,turn-over” aktudlis sebessége a transzkript
allomany méretének valtozasaval is nyomon kovethetd. A D1 fehérje folyamatos, gyakori
ujraszintetizalasa egy stabil, viszonylag nagyméreti mRNS allomanyt igényel, amely
cianobaktériumok esetében tobb psbA génr6l irodik at. Az eddig ismertté valt
cianobakteridlis genomok nagy részében a PSII alegységek kozill a kozponti heterodimert
kddol6 gének duplikdtumai fennmaradtak. Ezen psbA és psbD geénduplikatumok kozil a
genomonkenti tébb psbA homoldg bizonyul a legelterjedtebbnek. Néhany Prochlorococcus
faj kivételével minden cianobaktérium tartalmaz egy vagy tébb psbA génduplikatumot,
tantsitva a szelekcios elényt, amit egy psbA géncsaladdal rendelkezé cianobaktérium
élvezhet. Ezt bizonyitja a Prochlorococcus sp. és tengeri Synechococcus sp. fajok
genomonkeénti tdbb psbA génje is. Ezek az oligotrof vizekben é16 fitoplankton alkotok
drasztikusan redukalt genommal rendelkeznek, melynek eredményeként mindegyik faj
egyetlen psbD kopiaval rendelkezik, emellett hianyoznak a mas fajokban esszencialisnak
bizonyult PSII alegységek génjei is, mint példaul a cit ¢550. A hidnyos PSII
alegységkészlete ellenére szamos redukalt genomu faj rendelkezik akér tébb mint 2 psbA
homoldggal (39). Ez a megfigyelés is aldtamasztja a psbA géncsaladok nyujtotta szelekcios
elonyt, amelynek koszonhetéen a cianobaktériumok evolicidja soran kevés olyan faj

maradhatott fenn, amely ne rendelkezne legalabb 2 psbA homoldggal.

2.3.1. A cianobakterialis psbA géncsaladok és D1 izoforméak

A magasabbrendli novények és algak esetében a D1 fehérjét egyetlen psbA gén
kddolja. Ezzel szemben a cianobaktériumok genomjaban &ltalaban tébb psbA kdpia fordul
eld, melyek segitségével ezen fotoszintetizald baktériumok szélesebb spektrumd D1-en
alapul¢ fotoszintetikus védelemre képesek.

Az egyik D1 fehérjén alapuld védémechanizmus kvantitativ jellegli: a genom tobb
psbA homolégot tartalmaz, melyek ugyanazt a fehérje izoforméat kodoljak. Optimalis
novekedési korilmények alatt egy psbA gén kifejez6dése dominal. Stressz hatasara
azonban induk&lddnak az extra kopiak is, igy megndvelve a psbA mRNS allomanyt, amely
igy hatékonyabban képes fedezni a stressz hatasara felgyorsult ,,D1-turnover” sziikségletét.

Ezt a jelenséget részletesen jellemezték a Synechocystis PCC 6803 (tovabbiakban:
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Synechocystis) torzsének esetében, ahol két, azonos D1 izoformét kodolo psbA gén koziil
az egyik magas fényintenzitds, UV-B sugarzas, illetve mérsékelt hémérsékleti ingadozas
hatdsara indukalodik (40,41).

A masik fajta védémechanizmus soran kiilonbozo elsddleges szerkezetii Dl
fehérjék cserélédnek le a PSII-ben, megvaltoztatva ezzel annak redox tulajdonségait, igy
optimalizdlva a PSII fotoszintézist valtozé kornyezeti viszonyok alatt. A D1:1 és D1:2
izoformak kiilonb6z6 stressz valaszokban jelentkezd cseréjét Synechococcus PCC 7942
(tovabbiakban: Synechococcus) (42-46), Anabaena PCC 7120 (40), Gloeobacter violaceus
PCC 7421 (47) és Thermosynechococcus elongatus (48,49) estében irtdk le. A
kozelmultban egy harmadik D1 izoformét, a D1’-ot is azonositottak, melynek feltételezett
szerepe az anaerob koriilmények hatasara eldallt eltéré redox kornyezetben torténd
fotoszintetikus elektrontranszport optimalizaldsa. A D1’-ot kddold psbA génrédl sokaig azt
gondoltak, hogy egy funkcidjat vesztett pszeudogén, melyrél nem torténik atiras (50).
Késébb azonban szamos fajban, (Thermosynechococcus elongatus, Synechocystis,
Anabaena PCC 7120, and Cyanothece ATCC 51142) mutattak ki anaerob indukcidjat (51-
53).

A kiilonb6z6 psbA homoldgok, és az Aaltaluk kdédolt D1 izoformék in silico
vizsgalatok alapjan torténd csoportositasa nehézkes. Az egyes psbA gének kifejez6dési
mintazata kozott azonban parhuzam vonhatd, amely funkcionalis nevezektan (9)
bevezetését tette lehetové:

(1.) D1n (m= ,major”, f6) névvel latjuk el azokat az izoformakat, amelyek az
optimélis  ndvekedési (kontroll)  korilmeények kozdtt nagymértékben
kifejezédnek, ugyanakkor stressz hatasokra is indukdlédnak, tehat mindig a
dominéans D1 fehérjét képviselik.

(2.) A D1:1 szintén kontroll kérilmények kdzott domindnsan jelen van, azonban
stressz hatdsokra represszalédik.

(3.) A D1:2 kontroll kérilmények kodzott alacsonyan expresszalodik, stressz valasz
esetén azonban indukalodik, és felvaltja a D1:1 szerepét a sejtben.

(4.) A DY’ kontroll koriilmények kozott gyakorlatilag nem fejezédik ki, azonban az
oxigénhianyos kornyezet indukalja. A funkcionalis nevezéktan alkalmazasat a
leggyakrabban hasznalt cianobakterialis modellrendszerekre az 1.1. t&blazat

foglalja Ossze.
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D1 izoformale DI, DI1:1 D1:2 D1"
Synechocystis sp. PCC 6803 1 feherje | fehérje
psbA2 psbA |
psbA3
Anabaena sp. PCC 7120 1 fehére | fehérje | fehérje
psbAl psbA2 psbA3 psbA4 psbAO
Thermosynechococcus 1 fehérje 1 fehéne | feheérje
elongatus BP-1 psbAl psbA3 psbA2
Synechococcus sp. PCC 7942 | fehérje | feheérje
psbA 1 psbA2
psbA3
Gloeobacter violacens PCC 7421 | fehérje | vagy 2 fehere
psbAl psbAd psbhAS
psbA2
psiA3 Faula Mido et al. 2008.

1.1. tdblazat: A D1 izoformak funkcionalis nevezéktana

A D1 izoformédk nomenklatirajat a Synechocystis,

Anabaena sp. PCC 7120,

Thermosynechococcus elongatus BP-1, Synechococcus sp. PCC 7942 és a Gloeobacter

violaceus PCC 7421 tdrzsekben megfigyelt psbA gének kifejez6dése alapjan allitottak fel.

A kozelmultban a D1” izoformakat sikeriilt az elsédleges szerkezetiikben jelentkezo

hasonldsag alapjan elkuloniteni. Cosmin Sicora és munkatarsai azonositottak azt a harom

konzervativ aminosav cserét, amely minden egyes D1’ fehérjében konzekvensen el6fordul,

azonban mas D1 izoformara nem jellemz6 (52). James Murray a kdzelmultban részletes

szekvencia analizist végzett a kiilonb6z6 D1 izoformakon, és azon D1 szekvenciakat,

melyek lényegesen eltérnek a konszenzustdl egy kulon izoformaként azonositotta, €s

»rough” D1 (rD1) névvel illette (54). A D1 fehérje nagymértékben hozzajarul az OEC

ligilasdhoz (29). A rD1 izoformék esetében sz&mos OEC ligalésban kulcsfontossagu

aminosav mutalodott (1.4. abra), ezért megkérddjelezhetd ezen izoformdk miikddése,

melyet eddig még kisérletesen nem bizonyitottak.
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Murray et al. 2011,

1.4. abra: Aminosav oldalldncok a vizbont6 komplex kérul a D1 és rD1 izoformak
szerkezetében

A konszenzus D1 (a) és a rD1 (b) aminosav szekvenciak alapjan felallitott in silico modell
szerint az OEC miikodésében szerepet jatszd aminosav cserék kovetkeztében jelentds
térszerkezetbeli kilonbség adodik a két D1 izoforma kdzott. A drasztikusan megvaltozott
fehérjekdrnyezet az rD1 izoformat tartalmaz6 PSIl komplexekben az OEC

miikod6képességét, illetve annak a PSII-h0z ligalasat megkérddjelezi.

James Murray fogalmazta meg elészor azt a feltevést, hogy a rD1 fehérje funkciodja
az, hogy mukddésképtelen legyen. Ezen felvetés azon alapul, hogy az oxigénfejlesztd
fotoszintézis evollcidja anaerob kornyezetben indult, amely folyamat tt6r6i, a
cianobaktériumok, a mai napig tartalmaznak olyan enzimeket, amelyek csak oxigénhianyos
kornyezetben mitkodéképesek. Ezen enzimek kozott talalunk olyanokat is, példaul egyes
nitrogenazok, amelyek bizonyos cianobaktériumok szamara alapvet6 fontossaggal birnak.
Elképzelheto tehat, hogy amikor az anaerob kornyezetet igényldé enzim miikodésére van
igény, akkor a PSII oxigénfejlesztd képességét gyorsan és hatékonyan leallitani képes
azéltal, hogy elveszi a vizbontd komplex tartopilléreit, azaz a kozponti D1 fehérjét egy
olyan izoforméra cseréli ki, amely az OEC ligélast biztositd aminosav oldalldncokban
hidnyos. Ez els6 megkdzelitésben egy abszurd otletnek hangzik, azonban ha mérlegeljiik,
hogy a cianobaktériumok a D1 cserére milyen jol berendezkedtek, méar sokkal

megalapozottabb felvetésnek tiinik. A cianobakterialis sejt szamos stressz valasz soran
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gyors és hatékony D1 cserével optimalizalja fotoszintézisét, amely folyamat specialis
protedzokat és chaperonokat igényel, amelyeket kiillon erre a célra tart fent a sejt. A D1
cseréhez szikséges fehérjekészlet folyamatosan rendelkezésre 4&ll, igy a PSll
inaktiviciohoz szlikséges egyeb fehérjek koltséges szintetiz&lasa szikségtelen.
Elképzelhetd tehat, hogy nemcsak PSII optimalizalds, hanem inaktivalas esetén is kevésbé
energiaigényes, hatékony és biztonsdgos megoldas a PSlI-t csak részlegesen szétszerelni,
és csak a D1 alegységet kicserélni benne. A rD1 izoforma funkcioja, illetve, hogy képes
lenne-e miikod6képes PSII alegységként funkcionalni azonban tovabbra is nyitott kérdes

marad.

2.3.2. A cianobakterialis psbD gének

A PSIl RC heterodimer mésik tagjat, a D2 fehérjét a novényeknél egyetlen
kloroplasztisz gén (psbD) kodolja, amely egyitt irodik at a CP43 Chl-kot6 fehérjét kodold
psbC génnel. Cianobaktérimoknal is ilyen bicisztronos mRNS forméjaban irddik at a psbD
gen, azonban szdmos faj tartalmaz egy monocisztronos pshD transzkriptet is, amelyr6l
ugyanaz a D2 izoforma transzlalodik. A psbD-psbhC mRNS konstitutivan, minden
fényviszony alatt kifejez6dik. Ezzel szemben a psbC nélkul &tir6dé psbD homoldg
promotere fényintenzitas szabalyozéasa alatt all: gyenge megvilagitas alatt alacsonyan, erds
intenzitasi fényben magasan expresszal (55), ugyanakkor UV-B sugarzas hataséra is
indukalddik (56). A fényintenzitas-fiiggé psbD transzkripcidt részletesen jellemezték a
Synechococcus modellben, amelyben azonositottak a psbD génduplikatum szerepét (55). A
cianobakteridlis psbD gének duplikdtuma tehat a psbA génekhez hasonldan szelekcids
elonyt jelentett, igy fennmaradhatott a genomban és az adott fajban.

A cianobakterialis psbA géncsaladok akér 2-5 taguak is lehetnek, és legalabb harom
kiilonb6z6 izoformat koédolhatnak (40,40,42,48,57). Ezzel szemben a psbD gének az eddig
leirt fajok mindegyikében maximum két kopiaban van jelen, amelyek csak egyféle
izoforméat kddolnak. A psbA génekkel ellentétben a psbD homologok esetében a
valamelyest eltérd tulajdonsagokkal rendelkezd izoforma hasznalata eddig nem terjedt el,
az eddig ismert cianobaktérium fajokban csupdn a psbD transzkript &llomény

megnovelését szolgald duplikiatum jelent meg.
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2.3.3. A cit b559 alegységei és az azokat kodolé genek

A D1/D2 kozponti heterodimer mellett taldlhat6 a cit b559 molekula, amely o és 8
alegységekbdl épiil fel. Mindkét alegység rendelkezik egy-egy konzervalt hisztidinnel,
amelyek imidazol oldallanca hemcsoport kotésérért felelés. Eddigi ismereteink szerint a
hemcsoport-koté hisztidin a cit b559 mitkodéséhez elengedhetetlen. A cit b559 molekuldk
szilkségesek a funkcionalis PSII komplexek felépitéséhez és szerepet jatszanak az
elektrontranszportban (58). Fontos fotoprotektiv szerepet toltenek be azaltal, hogy tultelito
er0s fényben kicsatoljak a tobblet elektronokat a PSI felé mend transzportbol. Az
elektronokat a PSIl  korul ciklizdlva elterelik az energiafelesleget a lineéris
elektrontranszport Ianct6l (59-63).

Eddigi ismereteink szerint a D1 és D2 heterodimeren kivil a fotoprotektiv szerepet
ellatd cit b559 alegysegei nélkil sem &llhat dssze funkcionalis PSIl. Hasonloképpen, a
komplex kis molekulatomegii alegységei, a PsbJ és PsbL, melyek a PSIT belsd
elektrontranszportjat segitik a Qa korul, is szikségesek a funkcionalis PSII felépitéséhez
(64-66). Minden eddig tanulmanyozott, PSll-vel rendelkezé szervezetben a cit b559 a €s B
alegységeit kodold psbE és psbF gén termékei, a psbhEFLJ policisztronos mRNS-ben
irodnak &t. Ez aldl egyetlen kivetel ismert, az eukariota z6ldalga Chlamydomonas
reinhardtii, amely genomjaban a psbE és psbF gének egymastol szeparéltan, egy psbE, és

egy psbFLJ atir6dasi egységben talalhatéak (67).

2.4. Oxigénfejleszto fotoszintézis a lathaté fénytartomanyon kiviil

Hat féle Chl molekuldt ismeriink, melyek elnevezése felfedezésik id6rendi
sorrendjének megfeleléen abc sorrendben tortént. Koriilbeliil 70 éve Strain és Manning
fedezte fel a negyedik fajta Chl molekulét, a d-Chl-t, melynek prekurzora az a-Chl. Az in
vivo szintézis sordn az a-Chl molekula 1-es gytirtijén talalhato vinilcsoport (CH2=CH-)
helyére egy aldehidcsoport (O=CH-) ker(l. Ehhez a biokémiai folyamathoz minddssze egy
enzim szikséges, a d-Chl szintetaz, és az igy kapott pigmentmolekula egyedi spektrummal
rendelkezik: in vivo abszorpcids tartomanya 700-730 nm-ig terjed, ~720 nm-nél jelentkezd
maximummal (68). Ez az abszorpcids spektrum az eddig azonositott in vivo Chl

abszorpcidk kozil a legtavolabbi tartoméanyban talalhat6. Egyedil az e-bakterioklorofill in
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vivo abszorpcidja fed le hasonld tartoméanyt, azonban az a-, b- és c-Chl molekulak egyike
sem képes 700 nm-nél tavolabbi vorosben torténé fényelnyelésre.

Sokaig azt gondoltdk, hogy az oxigénfejlesztd fotoszintézist folytatd ¢élolények
korében az a-Chl, mint els6dleges fotoaktiv pigmentmolekula hasznalata altalanos. Ma mar
azonban tudjuk, hogy az 6ceéani a-Chl tartalmu elsédleges termel6khoz képest 1-3%-ban
jelen vannak d-Chl tartalma él61ények is (69). A d-Chl eredete azonban nem tisztazott.
Energetikailag és strukturalisan az 0si anaerob fotoszintetizald organizmusok pigmentje, az
a-bakterioklorofill, és a ma ¢l6 oxigénfejlesztd fotoszintézist folytatd ¢élolények f6
pigmentje, az a-Chl kozott helyezkedik el. Ebbdl a megallapitasbol arra lehet
kovetkeztetni, hogy a d-Chl lehetett az a pigment, amely atmenetet képezett az 6si, és a
mai fotoszintézis kdzott (70). A kdzelmultban egy tovabbi Chl fajta Iétezését is kimutattak
a természetben. Cianobaktériumok altal létrehozott jellegzetes szerkezetii tiledékbél,
tengeri sztromatolitbol izolaltdk az f-Chl-t, melynek metanolos extraktuma 706 nm-en
jelentkez6 fényelnyelési maximummal bir (71). Az eddig azonositott tavoli vordsben
elnyel6 d-Chl in vitro abszorpciés maximuma is csak 696 nm, tehat az f-Chl a legtavolabbi
tartomanyban fényelnyelésre képes Chl. Fiziologiai illetve 6koldgiai szerepe azonban még

nem tisztazott (71).

2.4.1. d-klorofill tartalma cianobaktériumok

Az oxigénfejleszté fotoszintézis lathaté fény hianyaban a d-Chl-hoz kothetd.
Napjainkig a bioszféraban globalisan jelenlevé d-Chl jelenléte az Acharyochloris
nemzetségbe tartozo fotoszintetikus baktériumokhoz kothetd, mas d-Chl tartalmu
organizmust egyelére még nem taldltak. A harom ismert Acharyochloris (1.5. dbra) kozil
els6ként az A. marina fajt azonositottdk 1996-ban (10). A proteobaktériumokkal mutatott
filogenetikai kapcsolata ellenére végil az A. marina-t a szamos, cianobaktériumokkal

mutatott hasonl6sagbdl kifolydlag ez utébbiak torzsébe sorolték (1.5. dbra) (72-74).
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1.5. abra: A cianobaktériumok filogramja
A 16S rRNS szekvencia hasonlésagon alapulé filogramot a z61d kénbaktérium,

Chlorobaculum tepidum-ra gyokereztetve allitottak fel (Mohr és munkatarsai nyoman

(75)).



Az A. marina fajt el6szor egy tengeri zsakallat felszinérdl izolaltak, ahol egy
filmréteget képez az &llat hasi oldalan, mikdzben a zsakallat felszinhez kdzelebbi részében
egy ,,a-Chl fotoszintézist” folytat6 cianobaktérium, Prochloron réteg talalhaté (1.6/a, b
abra). Az adott életkoriilményekbdél kifolyolag az A. marina sz&maéra hasznosithat6 fény
intenzitasa és tartomanya limitalt: a zsakallat szdvetein, valamint a a-Chl tartalmd
cianobaktérium rétegen a lathato spektrumbol elsésorban a tavoli vords fény jut keresztiil
(76,77) (1.6/c abra).
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A. W. D. Larkum and M. Kihl 2005
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1.6. abra: Az exoszimbidzisban él6 A. marina el6fordulasa a természetben

A gazdaéllat Trididemnum paracyclops keresztmetszete, felul a zlden lathaté Prochloron
sp. réteg, és a gazdaallat hasi oldalan talalhato sargasszinii A. marina sejtek alkotta
filmréteg (a), és annak kinagyitott képe (b). Az A. marina sejtek abszorpciés spektruma
(kék gorbe), és a gazdaallat testén keresztuljuté fény spektruma szadzalékban kifejezve

(100% = a zsékallat felszinén mért fény) (c).
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2.4.2. Az A. marina fotoszintézise, RC klorofillja

Az A. marina reakciocentrumai egyedi in vivo abszorpciés maximummal
rendelkeznek: PSIl 713 nm (P713), PSI pedig 740 nm (P740) (78). Az A. marina oly
mertékben adaptalodott a tavoli vords fényben gazdag élettérhez, hogy a d-Chl-t nemcsak
fénybegylijté pigmentként hasznalja, hanem a PSI kézponti Chl-jaként is (79).

A PSII komplexrdl azonban még vitatott, hogy a/a vagy d/d, illetéleg a/d a
kozponti Chl parja (80). A d-Chl gerjesztett &llapota egy alacsonyabb energiat képvisel,
ezért kérdéses, hogy a PSIlI kozponti a-Chl-hoz hasonléan a d-Chl is képes lenne e
eléidézni a vizbontast. Ebbol a kérdésbdl indul ki a PSIT kdzponti Chl parjanak mibenléte,
illetve a komplexben zajlo gerjesztési energia-transzfer mikéntjének vitaja, amelybdl 3
lehetséges modell sziiletett (1.7. dbra). Eddig a b) variaciot, tudtak leginkabb kisérletesen,
illetve a kiillonb6z6 méréseken alapuld modellekkel kozvetve aldtamasztani (81).
Valoszinisithetd tehat, hogy az elsédleges fotoaktiv pigmentmolekula egy d-Chl, a
vizbontashoz sziikséges oxidalo er6t pedig egy a-Chl molekula biztositja. A d-Chl, mint
legfébb pigment mellett az A. marina tartalmaz a-karotint, fikocianint, allofikocianint és a-
Chl-t. Az a-Chl mennyisége nevelési koriilményekt6l fiiggéen valtozik, azonban az 6ssz-
Chl mennyiség 1,6-10 %-at nem haladja meg (10,82). A d-Chl mennyiséghez képest az a-
Chl tartalom alacsony fényen lecstkken, magas fényintenzitas hatisara pedig megné. Ha
az A. marina a-Chl-ja jarulékos pigment lenne, analog példaul egyes algak b-Chl-javal,
akkor a fényintenzitds-fliggd mennyiség valtozasat forditva varnank, mint ahogy az az a-
Chl/b-Chl tartalmu algaknal megfigyelhet6 (83). Az A. marina-ban nyomokban talalhaté a-
Chl szerepe vitatott. Egyes elképzelések szerint a néhany szazalékos a-Chl valtozas annak
tudhatd be, hogy a PSII kdzponti Chl parja valtozik fényintenzitds hatasara, azaz a

vizbontas alacsony fényen d-Chl, magas fényen a-Chl-lal torténik (81).

a) b} &) 1.7. abra: A reakciécentrum Chl par
Q Q e G es a gerjesztési energia Utjanak
T I modellezése az A. marina PSII
Pheo Pheo  Pheo Pheo  Pheo Pheo _
fa 1 komplexeiben. A modellek Tomo et

Chla Chid  Chld Chld Chld Chid al. (84) a), Schldder et al. (85) b) és

Chl diChi d Chl a/Chl d Chl d/Chi d Itoh et al. (86) c) szerint készultek.

27



2.4.3. Az A. marina fénybegyiijto rendszere

Az elsdsorban tavoli vords fényt hasznositd A. marina is tartalmaz PBP-t, amely
lehetéveé teszi szamara az 500-650 nm hulldmhossztartomanyba esé fény (,,green gap”)
hasznositéasat is. A PC és APC tartalmu (PE hianyzik) antenndk azonban nem allnak ssze
a cianobaktériumok nagy részénél megfigyelhetdé makrostruktarakkd. A sugaras
elrendez6désti PBS helyett A. marina PBP-jei kiilonallo palcika alakzatokba rendezddnek
Ossze (1.8. &bra). Ezek a PBP pélcikak négy hexamer alegységet tartalmaznak, amelyekben
a PC és APC molekulak random helyezkednek el, és egy kulon fehérjén (,linker protein”-
en) keresztil kapcsolédnak a reakcié centrumhoz. A pélcika felépitése analdg a
»Klasszikus” fikobiliszomakat alkoto sugarasan elhelyezked6 alegységekkel, a fényenergiat
pedig a PBS-PSII komplexeknél csaknem haromszor gyorsabban juttatjdk el a PSII

centrumokba (81). Kérdéses, hogy ezek a pélcika alaki PBP antenndk egy dsibb eredetre

.....
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1.8. abra: A cianobaktériumokra altalaban, illetve az A. marina-ra jellemzé

fénybegytijto rendszer 6sszehasonlitasa
A cianobaktériumoknal megfigyelt PBS altalaban APC, PC ¢és PE fikobiliproteinekbdl all
(a). Az A. marina APC és PC tartalmd, palcika alakd PBP antenndib6l a PE hianyzik (b).
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Az A. marina bels6, membranba agyazott fénybegyiijtd komplexei a Pcb pigment-
fehérjekoté molekulak. Az A. marina esetében a Pcb antennak nagymennyiségii d-Chl-t
tartalmaznak, és a PSII centrumok fénybegyiijtd hatékonysagat képesek akar 200%-kal
megnovelni (87). Elektronmikroszképos felvételek alapjan levonhat6 az a kdvetkeztetés,
hogy egy PSII centrumhoz egyszerre mindketté fénybegyiijté rendszer, a PBP-k és Pch
antenndk egyarant fizikailag kapcsolédnak (88). PSI-Pcb szuperkomplexet is izolaltak,
amely azonban a mas cianobaktériumokban megfigyelt PSI-IsiA komplexhez hasonl6an

csak vaseheztetés hatdsara jelenik meg (89).

2.5. Biohidrogén termelés cianobakterialis rendszerekben

Az ipar ma 0ridsi mennyiségben hasznal H.-t, és a H,-re alapozott technoldgidk
kifejlesztése egyre inkabb el6térbe helyez6dik. Azonban a felhasznalt hidrogén 99 %-at
f6ldgazbol nyerik, és a legtobb eljaras soran tetemes mennyiségli CO,-0t bocsatanak a
légkdrbe. Ma mér elfogadott tény, hogy az ipari forradalom 6ta az emberiség ugrasszertien
megemelkedett CO,-kibocsatasa erdteljesen hozzajarult a bolygonkat érd iliveghazhatas
exponencialis feler6sddéséhez; melynek kézzelfoghatd eredménye a globalis felmelegedés,
és az egyre gyakoribba valé természeti katasztrofak. Az utdbbi szazdtven év sorén a Fold
hémérséklete 1°C-al emelkedett, amely mar kozvetlenul befolydsolja életteriinket és
gyokeres valtoztatds nélkill ez a folyamat visszafordithatatlanna valik. Kovetkezésképpen a
hagyomanyos  energiahordozokkal —val6 szakitas elsésorban  kornyezetvédelmi
megfontoldsok alapjan indokolt. Kénnyen belathaté tehat, hogy a konvencionalis, fosszilis
energiakon alapuld hidrogén el6allitas helyett alternativ, kornyezetbarat modszerekre van
szilkség. A biotechnoldgiai fejlesztések egyik 4ga a meghjuld forrasokbol nyerheté6 Hp
el6allitasa fotoszintetizald rendszerekben. Ez a vizbontason alapulé modszer magaban rejti
annak lehetdségét, hogy a fotoszintetizalod €lélényekhez hasonldoan mi is képesek legyiink a
nap energidjabdl akar kozvetlenul fedezni energiaigénylinket a fényenergia kémiai
energiava alakitasaval. Ez kilonésen vonz6 megoldads, hiszen ezéltal aktivan
csokkentenénk a légkor jelenleg tul magas CO, tartalmat. Ahhoz azonban, hogy ez a
fejlesztés komoly igéret lehessen a jové hidrogén alapu gazdasaga szaméra, a fotoszintézis,
valamint a hidrogénfejlesztés folyamatardl rendelkezésiinkre allo ismereteink bovitése

elengedhetetlen. Kilonds fontossaggal bir a fejlesztésben hasznalt két kulcsenzim: a
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vizbontasért felelos PSII komplex, és a hidrogendz enzim miikodésének részletes
tanulméanyozasa.

Bolygonkon a hidrogén korforgisaban két enzimcsoport, a nitrogendzok és a
hidrogenazok kulcsfontossagu szerepet toltenek be. A molibdén, esetleg vanadium tartalmu
nitrogenédzok a Iégkori nitrogén fixalasa sordn melléktermékként szabaditanak fel hidrogén
gazt. A nitrogénfixdlas egy rendkivul energiaigényes reakcid, egyetlen molekula N,
ammoniava redukaldsdhoz 16 ATP molekula hidrolizise szlikséges. A nitrogendzok a
hidrogenazokhoz képest joval lassabb, és kevésbe hatékony enzimeknek bizonyulnak, ezért
biotechnoldgiai hidrogénfejlesztés szempontjabol a hidrogenazok alkalmazasa elénydsebb

megoldasnak tiinik.

2.5.1. A cianobakterialis hidrogenazok

A cianobaktériumok dont6 tobbsége rendelkezik hidrogenazzal, amely egy a
hidrogén eléallitas vagy bontds elemi l1épéseit szobahdmérsekleten katalizalni képes redox
enzim. A hidrogenazok a katalitikus centrum fémtartalmatol fliggéen harom f6 csoportra
oszthatok: a Fe-Fe, Ni-Fe, és a fémmentes hidrogendzokra. A cianobakterialis
hidrogenazok Ni-Fe tartalmtiak. Két f6 fajtajuk ismert: az ,uptake” és az ugynevezett
kétiranyu, vagy szolubilis hidrogendz (90). Az elébbi elsésorban nitrogén megkdtésére
képes fajokban taldlhatd, ahol funkcidja jol definidlt: a nitrogendz mikodése utjan
keletkezd mellékterméket, a hidrogént veszi fel, oxidélja és forgatja vissza H* és elektron
formdjaban a sejt energiahdztartasdba (91). A kétiranyu hidrogenaz nevét onnan kapta,
hogy a hidrogént reverzibilisen képes oxidalni, tehat bizonyos korilmények kdzott nem
hidrogénfelvételt, hanem hidrogénfejlesztést végez. Ez az enzim a nitrogenaz jelenlététél
fiiggetleniil fordul eld kiilonb6z6 fajokban. Sejten beliili szerepe nem pontosan definialt,
tobb fiziologiai folyamattal kapcsolatba hoztdk, igymint fermentécio, fotoszintézis, vagy
respiracié (92-95). A szolubilis hidrogenaz két f6 részbdl all: egy diaforaz, amely a
protonna és elektronna torténd reverzibilis atalakitasat végzi. A diaforaz rész a HoxE,
HoxF, HoxU, a hidrogenaz rész pedig a HoxY ¢és a HoxH alegységekbdl épiil fel. Az o6t
strukturalis alegységet a hox gének kodoljak, amelyek elsGsorban cianobaktériumokban

fordulnak el6, ezért cianobakterialis Hox hidrogenaznak is nevezik. A hox gének
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elrendezédése (1.9. abra) és ugyanakkor kifejezédése a kiilonb6zo fajokban lehet hasonld,
vagy eltérd jellegli. Szabalyozasaban azonositottak példaul a nikkel- és nitrogénéheztetés,
vagy a cirkadian ritmus szerepét (96-98). Miitkodését es szabalyozasat legrészletesebben
Synechocystis-ben irtdk le. Ebben a fajban rendkivili részletességgel meghatéroztak a
hidrogenaz aktivitast befolyasolo tényezoket (99). Synechocystis esetében kimutattdk a
hoxEFUYH policisztronos transzkript jelenlétét, valamint azt, hogy a hoxE el6tti promoter
nitrogénéheztetésre aktivalodik. Kimutattdk tovabbd az enzim szubsztratja, a hidrogén
transzkripciot és enzimaktivitast egytttesen indukalé hatasét (100). Azonositottak tovabba
regulatorrdl kiderult, hogy rendkivil sokféle szabalyozasban vesz részt (104-106). A Hox
sejten bellli lokalizacidja fajonként valtozhat: immunhisztokémiai vizsgéalatok kimutattak,
hogy Synechococcus esetében a citoplazmatikus, Anabaena variabilis-ndl pedig a
fotoszintetikus membréannal all kapcsolatban (91).

A Hox enzim diaforaz alegysége elektronokat tovabbit a HoxYH hidrogenaz
dimertsl a NAD(P)*-ig. A Hox(E)FU alegysége jelentés aminosav szekvencia
hasonlésdgot mutat az Escherichia coli-ban talalhatd NADH:ubikinon oxidoreduktdz
NADH-t oxidald6 NuoEFG alegységével, valamint az emlds egyes-tipusl respiracios
komplex (NDH-1) NAD* és FMN kot részével (107). Az NDH-1 14 alegységbdl all,
azonban cianobaktériumokban és kloroplasztiszban csak 11 alegységet tudtak azonositani
(107,108). A hianyzo6 3 alegység, és azok promoter régioi jelentés szekvencia hasonldsagot
mutatnak Hox(E)FU-val (109). Ez az er6s homoldgia szolgal alapul annak a
feltételezésnek, amely szerint a diafordz alegyseg a cianobakteridlis NDH-1 komplex
miikddésében vesz részt (93,107). Ez az elképzelés azonban tovébbra is vita targyat képezi
(108,110).

31



Synechocystis sp. PCC 6803 g

e L] e
r o g - r - —— L B i o ey
F Al B1 ¢ E F vy H L E AZB2 D
~TAZRD
hox hex hyg hyp
B | r T 1 r ey
F E UY HwWae F € D E

Arthrospira platensis FACHB 341
hox
P of ST L e
E F u Y H
unkrewn
Anabaona variabilis ATCC 20413
hyp hox

r 1 r mimm—. o

AMEET akiirsn almfeiarives  al7e? 7
BEIOT4 anTee
Fanla Tamagnin et al. 2007,

1.9. dbra: A hox és a hyp gének genomi szervezédése a Kiilonbozé cianobaktérium
fajokban
A szolubilis hidrogenaz alegységeit kodold hox gének, és az enzim érésehez szilkséges

fehérjéket kddolo hoxW, illetve hyp gének elrendezédése a kiilonb6z6 fajokban.
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2.5.2. Az A. marina Hox hidrogenaza

Oxigénhianyos kornyezetben tartott A. marina kultirdban Boichenko és
munkatarsai foto-hidrogén fejlddését mutattak ki (111). Az A. marina genomjaban eddig
egyetlen hidrogénfejlesztésre képes enzim, a Hox hidrogenaz génjeit azonositotték, igy
nagy valoszintiséggel a fényfliggd hidrogenaz aktvitasért a Hox enzim a felelés. Az A.
marina genomjaban a Hox hidrogenaz ot strukturalis génje a Synechocystis esetében leirt
génelrendezddést koveti (1.10. abra) (13), azonban az utdbbival ellentétben az A. marina
hox génjeinek transzkripcids szabalyozasa nem ismert. A két fajban megfigyelheté analdg
génelrendez6dés ellenére a hox gének genomon beliil elhelyezkedése kiilonbozo:
Synechocystis esetében a hox operon a kromoszéman, amig az A. marina hox génklasztere

egy plazmidon talalhaté (13).

hoxU hoxY
hoxE ‘
ME hod (M g O
Synechocystis  -shmmmn) e Y
hoxU
hoxH

ho<F hqu ’ moxY "
A.marina D) ~2.7kb =) ~2.8kb )

1.10. 4bra: A Hox hidrogenaz strukturalis génjeinek elrendezédése a Synechocystis és
az A. marina genomjaban

A hox gének elrendez6dése a két torzsben analdg, azonban a Synechocystis esetében a hox
operon a kromoszomén, az A. marina hox génklasztere a pREB4-es plazmidjan

helyezkednek el.
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3. Célkitiizések

Az A. marina egy olyan cianobaktérium, amely egyedulallo kromatikus
adaptacionak koszonhetéen d-Chl hasznélataval tavoli vords fény hasznositisara
specializilddott. Ezen felul az A. marina az elsé olyan fotoszintetikus organizmus, amely
genomjaban harom psbA homolog mellett két psbE, valamint két eltéré6 D2 izoformat
kddol6 harom psbD homoldg is megtalalhato (13). A dolgozatban az A. marina adaptacios
képességét, illetve a psbA, psbD és psbE homologok kifejez6dését, tovabba azok
feltételezett szerepét vizsgalatuk. Ezzel kapcsolatban konkrét célkitiizéseink az alabbiak

voltak:

1. A laboratériumi nevelési koriilményektdl eltérd, azonban az A. marina természetes
¢letkoriilményeihez hasonlatos hullamhosszi és intenzitasu fényviszonyokhoz torténd

alkalmazkodas soran a fotoszintézist, elsdsorban a PSII-t érint6 valtozasok jellemzése.

crcr

PSII RC alegységeit kodolo géneket érinti. Ezen homoldgok valtozd kornyezeti
viszonyokra mutatott kifejezOdésének meghatarozasat, és e gének valosziniisithetd

funkcidjanak behatéarolasa volt a f6 célunk.

A megijuld forrasokbdl nyerheté H, eldallitasanak egyik biotechnologiai
lehetésége a vizbontason alapul. Ezen elképzelés szerint a fotofoszforilaciobol szarmazo
elektronok biztositandk az enzimatikus hidrogénfejlesztéshez szikséges energiat és
szubsztratot. A jelen dolgozatban a vizbontasért felelés PSII komplex kdzponti
alegységeinek transzkripcios vizsgalataval parhuzamosan a biotechnoldgiai szempontbol
masik kulcsenzim, a Hox hidrogenaz kifejez6dését is vizsgaltuk az &ltalunk

tanulméanyozott modellszervezetekben, és az alabbi célokat tiiztiik ki:

3. A hox gének kifejezddését befolyasold faktorok azonositdsa kiilonbozo
cianobaktériumokban. Az A. marina-ban taldlhatdé Hox enzim valoszinisithetd
funkcidjanak behatarolasa. A hox génkifejezédés szabalyozdsasnak dsszehasonlitasa harom

kiilonb6z6 fajban (Synechocystis sp., Synechococcus sp. és A. marina sp.).
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4. Kiseérleti anyagok és médszerek

4.1. Nevelési és Kisérleti korilmenyek

Az A. marina sejteket K+ES tapoldatban, levegével buborékoltatva, 25°C—on, 10
umol foton m™ s, a Synechocystis, és Synechococcus kultrékat pedig 30°C—on, 40 pmol
foton m? s' folyamatos megvilagitdss mellett neveltiik. Ezeket a koriilményeket a
tovabbiakban nevelési fenyként (NF) hivjuk. A kisérleti mintavételek a kultarék
novekedésének exponencidlis szakaszaban torténtek, amikor a mintdk teljes Chl
koncentracidja 8 pg ml™ volt. A Chl koncentréaciét etanolos pigment kivonat Shimadzu
szamoltuk d-Chl-ra a (ODeggs'12.0995)-(0ODges'0.2006), a-Chl-ra a (ODgss'11.978)-
(ODggs2.3238) egyenlet alapjan (112).

Alacsony, illetve magas intenzitasu fénykezelésekhez (AF, ill. MF) 1 illetve 100
umol foton m™? s megvilagitast hasznaltunk. UV-B stressz eldallitisahoz a kulturakat
Vilbert-Lourmat Id&mpéval vilagitottuk, 312 nm-en jelentkez6 emissziés maximummal. Az
UV-B sugérzast nevelési fény hattérben alkalmaztuk, mikdzben a kultdra és az UV lampa
kozé 0.1 mm vastagsagu cellul6z-acetat foliat helyeztiink, amely csak a B tipust UV fényt
engedte at, a C- tipusut kiszlirte. A filteren keresztiil a kultara felszinére érkez6 UV-B
sugarzas erésségét 7 pmol foton m™ s —ra &llitottuk.

A tavoli voros megvildgitashoz a 720 nm hulldmhosszd fényt az A. marina
természetes €lohelyén eléforduld fényviszonyok alapjan valasztottuk (76). A 720 nm-es
megvilagitast keskeny emisszios spektrumu fénydiddéaval biztositottuk (IR 720 nm didda,
Roither Lasertechnik GmbH), intenzitasat 0.18 pumol foton m? s (110 pW) erdsségiire
allitottuk. Ez az intenzitds megfelel a nevelési koérilmények sordn alkalmazott lathatd
fényben jelenlevé 720 nm-es fotonok mennyiségének, melyet 720 nm-re Aallitott
intenzitasmérével (OPHIR Laser Measurement Group, ORION-PD P/N 1Z01803)
mertink. Az &ltalunk hasznalt tavoli voros megvilagitas tehat abban kiildnbdzik a kontroll
(nevelési) fényviszonyoktdl, hogy a 720 nm-en kiviil es6 fénytartomanyt gyakorlatilag
kiszirtik.

Alacsony oxigén koncentracioju  kornyezetet (< 1 upmol L) argonos

buborékoltatassal, valamint enzimatikus Gton, 5 mM gliik6z, 200 U gliikdz oxiddz és 2000
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U katalaz hasznélataval értuk el. Az anaerob kezelések folyaméan a taptalaj oldott oxigén
tartalmat oxigén elektroddal (Presens, Fibox 3) folyamatosan ellendriztiik.

A fotoszintetikus elektrontranszportot a cit bsf komplex oldalan 20 pM
dibromotimokinonnal (DBMIB); a PSII akceptor oldalan pedig 10 uM 3-(3,4-
Diklorofenil)-1, 1-dimetiluredval (DCMU) gétoltuk.

4.2.A klorofill fluoreszcencia mérése

A valtozé Chl fluoreszcencia indukciot, azaz OJIP tranzienst 10 pus -1 s
iddintervallumban gyors fluoriméterrel (FL 3500/F, PSI, Cseh Koztarsasag) mértiik. A
meréseket 1 ml térfogata s6tétadaptalt mintan végeztiik, milanyag kiivettaban, amelyet
specialis mintatartéban helyeztiink el a mérés, illetve az azt megel6z6 sotétadaptacio (3
min) soran. A gerjesztés 640 nm hullimhossza, 1000 pmol foton m™ s intenzitast fénnyel
tortént. Az igy kapott OJIP tranzienst logaritmikus skalan dbrazoltuk. Az els6 mérési
pontot 10 us-nél vettiik fel. A bioldgiai kisérleteket, amelyekb6l az OJIP mérések

szarmaznak minimum haromszor ismételtik.

4.3. Relativ. mRNS szintek meghatarozasa kvantitativn. RT-PCR

modszerrel.

Az 06ssz-RNS kivonasahoz 10 ml, 100 pg Chl tartalmt kultarat hasznaltunk. A
sejteket centrifugalassal (10 000 g) Ulepitettik; és 0,3 M szachar6z, 10mM nétrium-acetat
és 75 M etilén-diamin-tetraecetsav tartalmu oldattal (pH 4.5) mostuk, és ugyanebben a
pufferben 250 ul végtérfogattal szuszpendaltuk fel. A sejteket folyékony nitrogénben
fagyasztottuk, es 4 °C-on felolvasztottuk. Ezt a 1épést 3-szor ismételtiik, majd az 6ssz-RNS
kivonast a ,,forrd-fenol” protokoll szerint folytattuk (113). Az RNS mintakbol az esetleg
még jelenlevé kis mennyiségli genomi DNS-t Naz (AMBION) kezeléssel tavolitottuk el.
Az RNS mintak atirasdval cDNS-t szintetizaltunk; ehhez H-MuLV (Fermentas) reverz
transzkriptdz enzimet hasznaltunk, a gyartd cég eldirdsai alapjan random hexamer
primerekkel. Az igy kapott cDNS mintakat hasznaltuk fel templatként a 2xPower SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems), és 3 pmol gén-specifikus oligonukleotid primer
(3.2. tablézat) tartalmi Q-PCR reakcioban, melynek végtérfogata 20 pL volt. A P-tipusu
RNé&z B alegységét kddolo gén (rnpB) kifejezédése konstitutivnak tekinthetd, ezért belsd
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kontrol génként hasznaltuk. Azaz, minden mérési pont gen-specifikus primerekkel kapott
Cr értékét az ugyanazon a mintan, ugyanabban a mérési pontban az rnpB primerrel kapott
Cr értékre norméltuk (272°T médszer). Az igy kapott relativ (rnpB transzkript szinthez
viszonyitott) mRNS mennyiségekb6l szamoltuk a psbA illetve psbD homoldgok
egymashoz viszonyitott szizalékos eloszIasat, valamint a psbE és psbF transzkriptek
relativ mennyisége kozott jelentkezd kiillonbséget. Amikor bizonyos kezelésre jelentkezd
génkifejez6dés valtozasat mutatjuk be, akkor az rnpB mennyiséghez viszonyitott mRNS
mennyiségeket tovabb normaltuk a kalibratorra, azaz a kontrol mintara (2 ““" médszer). A
mi kisérleti rendszeriinkben kontrol mintanak a ndvekedési fényen (NF) nevelt kezeletlen
minta felel meg. Az ezzel a modszerrel nyert adat ugy értelmezhetd, mint ,,az érdekl6dés
kozéppontjaban allo gén belsd kontrol génhez mért relativ kifejezodése a kezelt mintaban a
kezeletlen mintahoz képest” (114). A 2 *“Tilletve 2 **“T médszer a PCR reakci6 100 %-0s
hatékonysagat feltételezi. Annak érdekében, hogy figyelembe vehessiik az amplifikacio
valés hatékonységat, a fent emlitett mddszert a GED (Gene Expression’s Ct Difference)
formuléval médositottuk (115). A detektalt fluoreszcencia intenzitasa és az id6egység alatt
szintetizalodott PCR termék mennyisége kozOtti parhuzam felallitasa sordn figyelembe
vettik az esetlegesen kiilonb6z6 termékhosszbol adddd fluoreszcencia intenzitds
eltéréseket. Minden mérési pont és a hozza tartozd szorés legalabb hat ismétlés atlagabdl

ered, amelybdl legalabb harom egymastodl fiiggetlen kisérletb6l szarmazik.
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Gén irny Szekvencia (5°- 37)
AM_psbAl Forward TTCCGGCACCTTCCACTTTA
AM_psbAl Reverse TTCCTGAACCAAGCTGGAGG
AM_pshA2 Forward AACTGCTTCTGTTTAATACAAATTCATACTTC
AM_psbA3 Forward CATAGCTTTTAAGTTTTGTCCCGTAGT
AM_psbA2, psbA3 Reverse TGTAGGAATCATCAATACGCCG
AM_psbD1 Forward CAATTTTTAAGTTAGATCAAGAGGGTTTATT
AM_psbD2 Forward TCCTGCAATCATTTTTCGATTTATAA
AM_psbD1, pshD2 Reverse AAAGTTGTGCCGGTAAACCATC
AM_psbD3 Forward GCTGATTGGTTTTATGCTGCG
AM_psbD3 Reverse GGGAGCAAAGAACCAACTGG
AM_psbE1 Forward TCACCGATTTCTCTTTCTGGAAG
AM_psbE1 Reverse CAATTTGTATTTGAGACTCAGATTGAGAAT
AM_psbE2 Forward TTTGGTGATATCGTTACAAGCATTC
AM_psbE2 Reverse AGCCCTTGTCGAGCTTGGT
AM_psbF Forward GACCTCCCCAAAGGAAATATCC
AM_psbF Reverse AATCATCGTTGGGGCAACTG
AM_rnpB Forward TCTCGAAAGGCCAGACTTGC
AM_rnpB Reverse TTGCTGGTGCGCTCTTACC
AM_hoxE Forward AGGCTCAGGAATTGTTCGGA
AM_hoxE Reverse CAAACCACACAGGTATGGCGT
AM_hoxF Forward TCCCTTTGACTTTCGGATCG
AM_hoxF Reverse TGGACAACCCCAGAGTCCAG
AM_hoxU Forward CGACGCTATGCAACTTGCAG
AM_hoxU Reverse TGTTTAAGCCGTTTGGTTTGG
AM_hoxY Forward GCGATTGTCCCCCCTTTATT
AM_hoxY Reverse GACCCTCGAGTTGAGGCCTC
AM_hoxH Forward CGGATGCTCGATTTCATGTG
AM_hoxH Reverse ATCTGGTCTCCAGCTTTCGC
6803_hoxE Forward CACCATGAAGCGCAACCA
6803_hoxE Reverse TGCAGGATTTCAATGAGGGC
6803_hoxF Forward CTGCAATGCTGACGAAGGC
6803_hoxF Reverse AACACACTGCGGTCCATGAA
6803_hoxU Forward GTGGTTTTCAGTCCCGTTGG
6803_hoxU Reverse TAAGCCACATCCCAAACGTG
6803_hoxY Forward GTGGTTTTCAGTCCCGTTGG
6803_hoxY Reverse CCACATTGTCCGGGTATTCCT
6803_hoxH Forward AAATTACCCAATCCCACGCC
6803_hoxH Reverse AATCAGGACTGCTGAGATGGAAA
6803_rnpB Forward TTACCCAGCAAGTTTGGCCT
6803_rnpB Reverse GAGTTGCGGATTCCTGTCACA
7942_rnpB Forward GTAAGAGCGCACCAGCAACA
7942_rnpB Reverse ATAAACGGAACAGGTAAAAGACCAA
7942 _hoxE Forward TTATCTCGATCGCGAGCTCC
7942 _hoxE Reverse ACATAGCAGGCCGTGCCTAG
7942 _hoxF Forward CAGCGATGGATCTACCCGAA
7942 _hoxF Reverse AAGATGGTGTGCATGAAAGCC
7942 _hoxU Forward TGTGTGGCCAATGGCAATT
7942 _hoxU Reverse GCGTACAGAGAATGCAGCGAT
7942_hoxY Forward CGATCTCTGCCTGATTGAAGG
7942_hoxY Reverse GATTCAGCCCCCCAGAGATT
7942 _hoxH Forward CGCTTTGTTGATAGCCAAGGA
7942 _hoxH Reverse CAACCCGATACATCCCCTCA

3.2. tdblazat: A kvantitativ PCR reakcidoban hasznalt oligonukleotid szekvencidk

A genspecifikus primerek az A. marina (AM) psbA, psbD, psbE, psbF, rmpB, és hox;

valamint a Synechocystis (6803) és Synechococcus (7942) rnpB, és hox genekre terveztiik.
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4.4. A fotoszintetikus oxigénfejleszté aktivitas mérése

A kulturdk oxigénfejlesztd, illetve respiracids aktivitasat intakt sejteken, Clark-
tipusi oxigénelektroddal mértiik (Instruments, Kings Lynn, Egyesiult Kirdlysag). Az
elektrodot a mérések elott levegdvel, illetve argonnal telitett vizzel kalibraltuk. A mintak
Chl tartalma 8 pgml™* volt, 2 ml térfogatban. A respiracios kinetikat 10-15 perces
sOtétadaptalas alatt mérttik, majd telitési fényt kapcsoltunk a kultirékra és a 1.5-3 perces
megvilagitds sordn rogzitettik az oxigénfejlesztés telitési gorbéjét. A telitési fényt

Synechocystis esetében 1500, A. marina esetében pedig 700 pmol foton m? s*

Chl tartalomra normalt valtoz&sat szamoltuk. Az oxigénfejlesztést a teljes linearis
elektrontranszport lancra (H,O0—CO,), valamint csak a PSII oxigénfejlesztd képességére
vonatkozodan is mértiik. Az utdbbi esetben mesterséges, a PSII akceptor oldalan miikodd
elektron akceptor, 0.5 mM 2,6-dimetilbenzokinon (DMBQ) hozzdadasa volt szilkséges. A
DMBQ molekulakat 1 mM k&lium ferri-cianiddal Ks[Fe(CN)g] oxidaltuk vissza, igy
biztositva egy folyamatos erés oxidaldszer allomanyt a PSIl-nek. Minden mérési pont és a

hozz4 tartoz6 széras 10-20 mérésbdl ered.

4.5. In silico fehérje analizis

Az A. marina D1, D2, PSII-E szekvenciait a Cyanobase adatbazisbol (13), a HoxU
fehérje szekvenciakat pedig szintén a Cyanobase, valamint az NCBI (116) protein
adatbéazisabol toltottuk le. A HoxU filogenetikai analiziséhez felhasznalt szekvencidk
listajat a 3.3. tdblazat tartalmazza. Az aminosav szekvenciak tobbszoros illesztését
(,,multiple alignment”) a CLUSTALW (117) programcsomaggal végeztik. A HoxU
fehérje torzsfa a ,,maximum likelyhood” elv alapjan a PhyML, a fak grafikus megjelenitése
pedig a Dendroscope internetes bioinformatikai programcsomag felhasznaldsaval készult
(118,119).
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Réviditett fajnév

Laboratériumi torzs

szekvencia azonosito

Calditerrivibrio
Thiocapsa
Desulfotalea
Anaerolinea
Desulfobulbus
Candidatus
Geob_lovleyi
Geob_sulf
Geob_metal
Syntrophobacter
Roseiflexus
Chloroflexus
Oscillochloris
A. marina
Ana 29413
Ana_7120
Nodularia
Nostoc7422
Syncc. 7002
Cyan.8801
Cyan. CCY0110
Cyan.51142
Cyan.7425
6803
Cyan.7424
MAE
Arthrospira p.
Lyngbya
Syncc.5701
Syncc.CB01
Syncc .7942

Calditerrivibrio nitroreducens DSM19672
Thiocapsa roseopersicina
Desulfotalea psychrophila LSv54
Anaerolinea thermophila UNI-1
Desulfobulbus propionicus DSM 2032
Candidatus Solibacter usitatus Ellin6076
Geobacter lovleyi SZ

Geobacter sulfurreducens PCA
Geobacter metallireducens GS-15
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB
Roseiflexus castenholzii DSM 13941
Chloroflexus aurantiacus J-10-fl
Oscillochloris trichoides DG6
Acaryochloris marina

Anabaena variabilis ATCC 29413
Anabaena sp. PCC 7120

Nodularia spumigena CCY9414
Nostoc sp. PCC 7422

Synechococcus sp. PCC 7002
Cyanothece sp. PCC 8801
Cyanothece sp. CCY0110

Cyanothece sp. ATCC 51142
Cyanothece sp. PCC 7425
Synechocystis sp. PCC 6803
Cyanothece sp. PCC 7424

Microcystis aeruginosa NIES-843
Arthrospira platensis NIES-39
Lyngbya sp. PCC 8106
Synechococcus sp. WH 5701
Synechococcus sp. CB0101
Synechococcus elongatus PCC 7942

ADR19458 (NCBI)
AAP50521 (NCBI)
YP_065946 (NCBI)
YP_004173887 (NCBI)
ADW18216 (NCBI)
YP_826258 (NCBI)
YP_001953026 (NCBI)
NP_953765 (NCBI)
ABB31351 (NCBI)
YP_846827 (NCBI)
YP_001431480(NCBI)
YP_001634805 (NCBI)
ZP_07685959 (NCBI)
AM1_D0182 (cyanob.)
Ava_4657 (cyanob.)
alr0762 (cyanob.)
ZP_01629501 (NCBI)
BAE46794 (NCBI)
YP_001733466 (NCBI)
YP_002370359 (NCBI)
ZP_01727421 (NCBI)
YP_001803733 (NCBI)
YP_002484726 (NCBI)
sl11223 (cyanob.)
YP_002379402 (NCBI)
MAE57970 (cyanob.)

NIES39_L04040(cyanob.)

EAW35891 (NCBI)
ZP_01085932 (NCBI)
ZP_07973078 (NCBI)

Synpcc7942_2557(cyanob.)

3.3. tdblazat: A HoxU filogenetikai analizisehez felhasznalt szekvencidk

A 4.15-6s abran bemutatott roviditett nevek mellett szerepel a kiilonb6z6 torzsek teljes

elnevezése, valamint az NCBI és a Cyanobase adatbazisokban az adott aminosav

szekvenciahoz rendelt azonosité kod.
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5. Eredmények

5.1. A fotoszintetikus akklimacio fiziologiai megnyilvanulasai

A prokaridta sejt rendkivil gyorsan képes alkalmazkodni a véltozd kérnyezethez. A
sejt redox egyensulyanak kibillenését a kifinomult redox szabalyozas szenzorai azonnal
érzékelik, és sz&mos adaptacios folyamatot indithatnak el, mint példaul egyes gének
aktivacidjat/inaktivéciojat. Az autotrdf prokariota szervezetekben a fotoszintézis, illetve az
abban résztvevé komponensek redox allapotanak valtozasa egy kulcsfontossagi
szabalyozdsi mechanizmus alapjat képezi. A jelen dolgozatban vizsgélt gének
transzkripcios szabalyozasinak kozvetett vagy kozvetlen kapcsolatdt a fotoszintetikus
elektrontranszporttal szdmos tanulmény vizsgélta (120-124). Ezek alapjan elmondhato,
hogy a fotoszintetikus gének transzkripciojaban bedllo valtozasok elézménye altalaban egy
elektrontranszporthoz kotheté valtozas. Az akklimacios, stressz-adaptacids folyamatok
sordn a fotoszintetikus elektrontranszport esemeényeit szdmos maodszerrel kovethetjik
nyomon. A jelen dolgozat a gyors Chl fluoreszcencia tranziens (OJIP) modszerrel jellemzi
a vizsgalt korilmények hatdsara bekovetkezé valtozasokat az elektrontranszport szintjén.
A cianobaktériumok fotoszintézisének optimalizilasdban (példaul pigment osszetételiik
maddositasdban, a kromatikus akklimécioban) olyan folyamatok is szerepet jatszhatnak,
amelyek igen hosszii idOtartamon keresztiill valosulnak meg, esetenként tobb
sejtgeneraciokra terjednek ki. Az A. marina kiilonb6z6 fényviszonyokhoz valo
alkalmazkoddsa soran végbemend transzkripcidos valtozasokkal parhuzamosan Chl
fluoreszcencia, fotoszintetikus aktivitas, valamint abszorpcids spektrum valtozasokat

kovettlink nyomon.
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5.1.1. A PQ allomany redukalasanak nyomon kovetése Chl fluoreszcencia

méreéssel

A PSII viz:plasztokinon foto-oxidoreduktazként miikodik, ezért szubsztratja, az
oxidalt plasztokinon molekulak elérhetésége az enzim-komplex miitkodését nagymértékben
befolyasolja. A plasztokinon molekuldk alloméanyaban (PQ pool) az oxidalt és redukalt PQ
molekulak arénya a fotoszintézis optimalizalasa soran egy egyensulyi allapot felé mozog.
Az elektrontranszport egyenstlyanak kibillenése - amelyet példaul kivalthat a PS1I és PSI
RC-ok egyenl6tlen gerjesztése - a PQ/PQH, ardnyban azonnal megmutatkozik, ezért
szamos fotoszintézist szabalyoz6 mechanizmus irdnyitdsa PQ redoxallapot-fiiggd. A
fotoszintetikus mechanizmusok jelentds részének szabalyzasa a gének kifejez6désének
szintjén torténik. A cianobaktériumok a valtozé kornyezethez torténd akklimaciojuk soran
optimalizaljadk fotoszintézisiiket, amelyhez a megfeleld gének aktivalasa, illetve
inaktivalasa PQ-on keresztiil torténé szabalyzds révén valosul meg. Mind a kozvetlen
elektrontranszport optimalizaldsban, mind a kozvetett transzkripciés és transzlacios
szabalyozasi épésekben a PQ pool tehadt kulcsfontossdgl mediatorként vesz részt
(32,120,125,126).

Laboratériumi kériilmények kozott az A. marina kultarakat 10 pmol foton m? s*
intenzitast lathaté fennyel folyamatosan megvildgitva neveljuk. Ezzel szemben az A.
marina természetes él6helye tavoli vords fényben gazdag, és a sejtek csak alacsony
intenzitasi fényhez juthatnak. Az A. marina-nak a jelentdsen eltér6 kornyezethez,
PQ pool redukaltsagi szintjének vizsgalata alapvetd fontossaggal birt. A redukalt (PQH>)
¢s oxidalt kinon (PQ) molekulak ardnyat viszonylag egyszertien és megbizhatoan
meghatarozhatjuk valtozé Chl fluoreszcencia méréssel és tovabbi hasznos informéacioéhoz
juthatunk az elektrontranszporttal kapcsolatban.

PSII komplexekbdl ered6 Chl fluoreszcenciat figyelhetiink meg fiziologias
homérsékleten sotét adaptalt fotoszintetikus minta gerjesztése soran (127). Az A. marina
elsésorban d-Chl-t hasznal fotoszintetikus fényhasznositasra, és a cianobaktériumoknal
elterjedt PBS fénybegylijtd antenna rendszer helyett egy leredukalt periférialis PBP
antennaval rendelkezik. Ezért ha intakt A. marina sejtek lathatd tartomanyban
gerjesztédnek, akkor els6sorban PBP-medialt d-Chl fluoreszcenciat mutatnak (128).

Az &ltalunk alkalmazott OJIP tipusu valtoz6 Chl fluoreszcencia tranziens mérése
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esetén folyamatos megvilagités alatt a fluoreszcencia indukcié az F, alapszintr6l
emelkedik. Ez a kezdeti F, a sOtétadaptélt, nyitott PSIlI centrumokat tartalmazd
fotoszintetikus mintara jellemz6 fluoreszcencia érték. Az F, szintjérél a fluoreszcencia
fokozatosan emelkedve, 300 ms alatt eléri maximumat, a P szintet. Az F, és P kdzott
megfigyelhetd két atmeneti szint: kb. 2 ms-nal J és 20 ms-nal | (4.1/a abra). A
fluoreszcencia intenzitasa J és I szinteken a PSII belsé elektrontranszportjaban a Qa és Qg
akceptorok, valamint a PQ pool redukalasat tukrozik (128,129). Az OJ kezdeti felfutés a
Qa redukcidjat mutatja, melyet elsésorban a PQH,/PQ arany befolyasol. Minél magasabb
ez az arany a gerjeszté fény reakcidcentrumba érkezése elott, annal magasabbra futhat fel a
fluoreszcencia jel a J szinten (130). A kiilonb6z6 fényviszonyokon tartott A. marina
kultarakban a fluoreszcencia relativ intenzitdsa a J szinten eltéré volt. Ahhoz, hogy e
kiilonbségeket szamszeriien tudjuk jellemezni, a valtozd fluoreszcencia J szinten mutatott
relativ értékét a Fy; = (Fj— Fo) / (Fmax — Fo) Osszefiiggésbol szamoltuk, ahol Fo, Fj €S Frax @
mért fluoreszcencia intenzitdsok a kiindulasi- és a J szinten, valamint a P maximum
pontban. Harom oOras sotétadaptaciot kovetéen a F,—hez viszonyitott J szinten mért
fluoreszcencia intenzitas 9+1 %-kal alacsonyabb értéket mutatott azokhoz a kulttrakhoz
képest, amelyek csak a mérés elétt harom percig voltak sotétadaptalva (4.1/a abra, 4.1.
tablazat). Ez a F,j csokkenés azt mutatja, hogy a sotétadaptacio soran a PQH2/PQ arany
lecsokkent, azaz sotétben a PQ pool fokozatosan kioxidalodik. A cianobaktériumok dontd
hanyadanal ez forditva torténik: sotétadaptacio alatt az NDH komplex elektronokat tolt a
PQ pool-ba, ami a PSI mikodésének hidnyaban redukalodik (33). A sotétben
tapasztaltakhoz hasonléan, akkor is lecsokken az F értéke (13+4 %-kal) ha az A. marina
kultardkat érd megvilagitds intenzitasat a nevelési fényr6l (10 pmol foton m? s?)
lecsékkentjiik (1 pmol foton m? s™). Ez annak tudhaté be, hogy a PSII Chl gerjesztése a
kevesebb foton beérkezése miatt kisebb gyakorisaggal fordul eld, igy a PQ pool-ba
betéplalt elektronok mennyisége kevesebb, mint amit a PSI az egyéb PQ pool-t oxidald
enzimekkel egyuttesen a kinol molekulaktdl elvonni képes. Ezzel szemben, ha
megnoveljik a megvilagitas intenzitasat (100 pmol foton m? s™) a J szint 7+1 %-kal
emelkedik a kontrol mintdhoz képest (4.1/b &bra, 4.1. tdblazat), tehat gyakoribb PSII

gerjesztéssel a PQ redukalasi/oxidalasi aranya a redukalé utak iranyaba tolhato.
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4.1. dbra: Az A. marina sejteken mért OJIP tranziensek

Harom 6réan keresztil sététben (fekete teli kor), magas (MF, vékony vonal) és alacsony
(AF, fekete Ures kor) fényintenzitdson, 720 nm hullamhosszu tavoli voros (720 nm, piros
ures kor) és nevelési fényen tartott (NF, vastag fekete vonal) kultirak kétszeresen normalt
OJIP tranziens gorbéi. A gorbéket kdzos kiinduldsi pontba toltuk (=0), és a maximum

pontjukra norméltuk (=1).

Fénykezeles AF;

NF — sotét (Fyjsowet — Fvjng) -0.09 £ 0.01
NF — AF (Fyjar — Fujng) -0.13 £ 0.04
NF — MF (Fyjmr - Fyjnr) +0.07 £ 0.01
NF — 720 (Fyj 720 — Fujne) -0.07 £0.01

4.1. tablazat: A valtozé fluoreszcencia intenzitas kiilonbozé fényviszonyok hatdsdra
jelentkez6 kiilonbségei a J szinten

A kiilonb6z6 mintakra jellemz6 relativ Fy; értékeket az Fyvj; = (Fj — Fo) / (Fmax — Fo)
Osszefliggésbodl szamoltuk. A mérés eldtt 3 oras sotét-, AF-, MF-, 720 nm-es fényadaptalt
mintak F, j értékébol a novekedési fényen tartott (kontrol) minta F, j értékét kivonva kaptuk

az eltérd koriilményekre jellemz6é AF, j értékeket.
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Az A. marina sejtek in vivo abszorpciés maximuma 720 nm koéril jelenik meg
(megfigyelhet6 a 4.4. bran). Elmondhat6 tehat, hogy az A. marina szdmara a tavoli voros
a legjobban hasznosithat6é fénytartomany. Ha csak 720 nm koriili sziik spektrumi fénnyel
vildgitjuk meg a kultdrakat, amelynek intenzitdsa megegyezik a fehér ndvekedési fényben
720 nm-en mérhetd intenzitassal, akkor szintén a J szint relativ csokkenését tapasztaljuk. A
tavoli vords fény hatasara jelentkezd, a kontrol mintdhoz képest mért 7+1 %-0s Fy;
csokkenés alapjan elmondhat6, hogy a PQ pool oxidaltabbd valik, ha a 720 nm a
kizar6lagosan eléforduld hasznosithatd fény tartomany (4.1/c abra, 4.1. tablazat). Ugyanezt
a kovetkeztetést lehet levonni a mért F, értékek F, e —hez viszonyitott 6+2.5 %-0s
csOkkenésébdl (4.2/a abra). A tavoli vords fényben tartott mintdkban az F, és a Fy;
csokkenés mellett a fluoreszcencia intenzitasa 24 h elteltével 28+4.6 %-kal megnétt, ami

szintén a normalas nélkiil abrazolt indukcids gorbékbdl lathato (4.2/a abra).

5.1.2. Fotoszintetikus aktivitas lathatdo és tavoli vordos fényben, és a

respiracio mértéke sotétben

A Chl fluoreszcencia a PSII komplexekbdl ered, ezért a fluoreszcencia jel
intenzitdsdnak novekedése jelentheti azt, hogy a PSII komplexek szama megnétt. Annak
érdekében, hogy bizonyosak legyink a PSll-k mennyiségének valtozdsaban
oxigénfejlesztési ratat mértink. Mesterséges PSII elektron akceptor (DMBQ) jelenlétében
27+7.7 % PSIl aktivitds novekedést mértiink, amely szintén a funkcionalis PSII-k
felszaporodéasat jelzi a sejtben (4.2/a,b &bra). A 24 6rés 720 nm-es megvilagitas utan a
fotoszintetikus elektrontranszport lanc telité fényben mérhetd oxigénfejleszté képessége
93+2.3 uM O, mg Chl d* h™ volt. Ez 8.8+3.2 %-kal tébb, mint amit a névekedési fényben

tartott kultdraban mértink (4.2/c bra).
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4.2. dbra: A 720 nm-es tavoli vords megvilagitds hatdsa az A. marina sejtek Chl
fluoreszcencia tranziensére és fotoszintetikus aktivitasara

A 24 o6ran keresztil 720 nm-es (720, piros, ures kor), illetve ndvekedési fényen (NF,
fekete vonal) tartott sejtek OJIP tranziense (a). Clark-elektroddal mért oxigénfejlesztés 0.5
mM DMBQ és 1 mM Ks[Fe(CN)s] mesterseéges elektron akceptor rendszer jelenlétében

(b). Oxigen fejlesztési aktivitas hozzdadott elektron akceptor hianyaban (c).

A sotétadaptalt A. marina sejtekben a PQ pool oxidalt allapota (4.1/a &bra) arra
enged kovetkeztetni, hogy a respiracidos oxidazok aktivitasa intenzivebb, mint mas
cianobaktériumokban. Azért, hogy ezt a feltételezést megerdsitsiik, 6sszehasonlitottuk
respiracios aktivitasat. A legnagyobb eltérést az adott faj fotoszintetikus aktivitasa és
respiracioja kozott a Synechocystis mutatta, amely a respiracidjahoz felvett mennyiséghez
képest kozel 20-szor tdbb oxigent fejlesztett. Az 1 mg Chl tartalmd Synechocystis és
Synechococcus mintak 8.4+1 illetve 8.8+1.8 puM oxigént hasznaltak el 1égzésiikhoz
oranként. Ezzel szemben a szintén 1 mg Chl-t tartalmaz6 A. marina mintak ugyanannyi id6
alatt 25.3+3.8 uM oxigént fogyasztottak a sotétadaptalas soran. A respiracios aktivitasokat
az egyes fajokban dsszevetve az adott faj fotoszintetikus aktivitasdval elmondhatd, hogy

amig Synechocystis és Synechococcus esetében a fotoszintetikus aktivitas meghaladja a
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respiracios aktivitast, addig A. marina fotoszintetikus oxigénfejlesztése és respirécioja
kozel azonos mértékii (4.3.abra). Ez a jelenség megmagyarazza, hogy miért képes ebben a
fajban, a cianobaktériumok nagy részénél megfigyeltekkel ellentétes mddon, sététben
kioxidalodni a PQ pool. Ezt a kisérleti eredményt alatdmasztani latszik az A. marina
genomban talalhatd sz&mos PQ-t oxidalé enzim, mint példaul a cit bd-t, vagy egyéb
alternativ PQ oxidazt kodold gének jelenléte (AM1_0483, AM1 1551, AM1_6029,
AM1_6030) (13).

30 L respiracio | | [ fotoszintézis ]
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4.3. abra: Harom kilonbdzé cianobaktérium Kultira sotétben torténdé oxigén
felhasznalasanak és telitési fényen mérheto oxigénfejlesztésének a sebessége

A méréseket Clark-tipust elektroddal végeztik az A. marina (AM), a Synechococcus
(7942), és a Synechocystis (6803) kultdrakon 10 perces sotét adaptacid (respirécio), s 3

perces megvilagitas soran (fotoszintézis).
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5.1.3. In vivo abszorpcids valtozasok limitalt fényviszonyokhoz valé

alkalmazkodas soran

Az A. marina széleskori kromatikus fotoakklimacids kapacitassal rendelkezik.
Pigment kivonatokbdl in vitro abszorpciés mérésekkel kimutattk, hogy fényviszonyoktdl
fiiggben képes valtoztatni a- és d-Chl aranyét, valamint xantofill, karotin és PBP tartalmét
(11). Az &ltalunk vizsgalt tavoli voros és alacsony intenzitisi fény hatasara bekovetkezd
akklimacios valtozasok a sejtek in vivo abszorpcidjaban is megfigyelhetéek voltak. Ha a
kultirak 6-8 hetes nevelése soran az egyeduli hasznosithatd fény a 720 nm-es megvilagitas
volt, akkor a sejtek az in vivo 645 nm-en elnyelé PBP tartalmukat fokozatosan
lecsokkentették. Ezen kiviil, széls6ségesen alacsony intenzitdsu megvilagitds (~1 pmol
foton m? s™) alatt valé névesztés hataséra a d-Chl abszorpcids csticsban 4 nm-es véros

eltolodast figyeltiink meg (4.4. bra).
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4.4. dbra: A. marina sejtek in vivo abszorpcios spektruma
Az A. marina sejteket alacsony intenzitasti (1 pmol m?s™, vékony, folytonos vonal) tavoli
voros fényen (0.18 pmol m? s™ 720 nm, szaggatott vonal), illetve nevelési fényen (10

umol m?2s™, vastag, folytonos vonal) tartottuk két hénapon keresztiil.
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5.2. Génkifejezddési vizsgalatok

A baktériumok gyors és széleskorii alkalmazkodd képességével kapcsolatba
hozhat6 egyszerti, és igy a magasabbrendii él61ényekénél joval gyorsabb transzkripcios
mechanizmusuk. A prokaridta genom nem szervezédik tomor nukleoszomakba, ezért a
transzkripciot végzé fehérjék szamdara a gének konnyen hozzaférhetéek, gyorsan
aktivalhatoak. Az eukariotaktol eltéréen a prokariotdkban a transzkripcio és a transzlacio
nincs egymastol elvalasztva, egy idoben és térben zajlik. Tovabba joval kevesebb lehetdség
adddik poszttranszkripcios, illetve poszttranszlaciés maddositasra. Kovetkezésképpen a
baktériumok esetében a stressz valaszok elsdsorban a kiilonbozé gének indukalasaban
manifesztalodnak. A prokaridta gén kifejez6dést szabalyz6 mechanizmusok kevesebb
lépcs6bol allnak, ezért a génaktivaciot kivaltd hatasbol a vizsgalt gének altal kodolt
fehérjék funkcidjara is kovetkeztethetiink. Elmondhaté tehat, hogy egy prokaridta
szervezet transzkripcidos vizsgalatabol tdg korti informaciét nyerhetiink. A jelen
dolgozatban egy rendkivil adaptivnak bizonyult cianobaktérium, az A. marina psbA, psbD

és pshE homologjainak kifejez6dését vizsgaltuk.

5.2.1. Az A. marina psbA, psbD és psbE géncsaladjai

2008-ban elérhetévé valt A. marina teljes genom szekvencigja (14), melynek
tanulméanyozasa soran tobb psbA, psbD, és psbE homoldgot talaltunk. A harom psbA gént a
genkodjuk numerikus értékeének sorrendjében neveztilk el: psbhAl (AM1_0448), pshA2
(AM1_2166) és psbA3 (AM1_2889). A psbA2 és psbA3 gén azonos aminosav szekvenciajd
D1 fehérjét kodol, amely a transzkript alloméanyanak mérete alapjan a dominans D1
izoformanak tekinthetd. A psbAl gén altal kddolt izoforma tartalmazza a kozelmuiltban
meghatarozott D1’ szekvenciara jellemz6 konzervativ aminosav cseréket (52). A
szekvencia hasonlosagok, valamint a kiilonb6z6 kdrnyezeti hatasokra adott transzkripcios
valaszok alapjan (lasd kés6bb), a két izoformat D1, és D1’-nak neveztik el. Ez az
elnevezes analdg a Synechocystis esetében megéllapitott funkcionalis nevezéktannal (1.1.
tablazat) (9). Az A. marina D1’ izoformaja tartalmazza ugyan a D1’ fehérjékre jellemz6
konzervativ oldallanc cseréket, azonban AS szekvenciaja jelentds eltérést mutat a tobbi
D1’, valamint a konszenzus D1 szekvenciatol. A nagyszamu mutécio kozott szerepelnek az

rD1-re jellemzé OEC kotésében résztvevd oldallancok cseréi is, ezért James Murray az
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AM1_0448 gén termékét a rD1 izoforméak csoportjaba sorolta (54). James Murray azonban
a rD1 izoforma csoport bevezetésénél figyelmen kivill hagyta azt a fontos tényt, hogy
minden DIlr szekvencia tartalmazza a D1’ szekvenciara konzekvensen jellemzd 3
konzervativ aminosav cserét, tehdt a rD1 izoforma egy mutalodott D1’-nak felel meg.
Vélemenyink szerint a psbAl anaerob indukcidja, valamint a gén termékének D1’-ra
jellemz6 konzervativ oldallanc cseréi a D1’ elnevezés hasznalatat kivanjdk meg. A
lehetséges rD1 izoforma funkcid, azaz hogy olyan izoforma lenne, amely a PSII
vizbontasat megakadalyozza, kisérletes bizonyitést igényel.

Az eddig tanulmanyozott fotoszintetikus ¢16lényekt6l eltéré modon az A. marina a
psbD génjeib6l is harmat tartalmaz (13), amelyek elnevezése a fenntebb leirtak szerint
tortént: psbD1 (AM1_1083), psbD2 (AM1_4084) és psbD3 (AM1_6045). Ezek kozil a
psbD1 alkot bicisztronos mRNS-t a psbC transzkripttel, és a psbD2-vel kdzdsen kddoljak
az abundans D2, izoformat. A psbD3 gén azonban egy méasodik, D2,-t61 eltéré elsédleges
szerkezetli D2 izoformat kodol. Eddig még sehol nem figyeltek meg két kiillonb6zo D2
izoformat egy sejten belul. Ugyancsak egyedilalldé modon az A. marina kett6 pshbE
homoldgot tartalmaz genomjaban, amelyek feltételezett terméke 2 kiillonbozo
szekvenciaval rendelkez6 cit b559 o alegység (PSII-E) (13). A psbEl génr6l atirodo
o alegyseg a PSII-E konszenzus szekvenciatol jobban eltér, ezért feltételezett gentermékeét
PSII-E’-nak, az eltéré szekvenciaju D2 izoformat pedig szintén a D1 funkcionalis

=77

altaluk kodolt fehérjék elnevezését a 4.5. tablazatban foglaltuk dssze.

Fehérje név Gén név Génazonosit6 kod

D1, psbA2 AM1 2166
psbA3 AM1 2889

D1’ psbAl AM1 0448
D2, psbD1 AM1 1083
psbD2 AM1 4084

D2’ psbhD3 AM1 6045
PSII-E psbE2 AM1_2630
PSII-E’ psbE1 AM1 1130

4.5. tdblazat: Az A. marina kiilonbozé D1, D2 és PSII-E izoformai és az azokat kodolo
psbA, psbD és psbE gének
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5.2.2. Alacsony fényintenzitdshoz eés tavoli vorés fényhez valo

alkalmazkodas

Nevelési korulmények kozott a D2-et kodold psbD1 és psbD2 transzkriptek 50-50
%-ban egyuttesen kitoltik a teljes psbhD mRNS allomanyt, amelyben a psbD3 transzkript
eléfordulasa elenyészo (4.5. abra). Azonban ha lecsdkkentjiik a megvilagitas intenzitasat,
vagy ha tavoli voros fénnyel vilagitjuk meg a kultarat, akkor indukalédik a pshD3 gén. 24
6ra 720 nm-es megvilagitas utan a psbD1 és psbD2 transzkriptek relativ szintje kis
mertékben megemelkedett (3+0.7-szeresére), a psbD3 mRNS szintje azonban jelentdsen,
~200-szoroséra novekedett, igy a transzkriptek egymashoz viszonyitott %-os eloszlasaban
60 % psbD3 jelenlétet mérhettiink (4.5/a, e &bra). Egy napig tartd alacsony intenzitasu
megvilagitds folyaméan a psbD1 és psbhD2 gének atirasanak mértéke 75 illetve 60 %-kal
lecsokkent. Ebbél kifolyolag annak ellenére, hogy a psbD3 mRNS szint-emelkedés a tavoli
vorgs fényben tapasztaltaknal kisebb mértéki volt (35+10-szeres), AF hatdsara is a
transzkriptek egymashoz viszonyitott %-0s megoszlasdban 60 % psbD3 volt jelen. A
psbD3 transzkript dominancia a psbD mRNS &lloményban a két napig tartdé mérés soran
sem csokkent (4.5/a, b és e, f &bra). Ha a sejteket tavoli voros, illetve alacsony intenzitasd
fényen szaporitottuk, akkor hosszu tavon (3-4 hét) is mérhet6 volt a D2’ izoformat kodolo
mRNS felhalmoz6déas (nem bemutatott adat).

A 4.1.1-es fejezetben leirtak alapjan elmondhatjuk, hogy mind AF, mind tavoli
vorgs fény hatdsara a PQ/PQH, arany megné (4.1/b, ¢ abra). A PQ pool kioxidalhato
tovabba sotétben (4.1/a dbra), vagy ha fényben DCMU-t adunk a mintahoz, igy meggéatolva
az elektronok PSII-bél PQ pool-ba jutasat. Ezen kérulmények kozott psbD3 transzkript
akkumulaciot figyelhettiink meg (4.5. abra), amely alapjan feltételezhetd, hogy az oxidalt
PQ pool pozitiv regulatora a D2’ izoformat kddol6 gén kifejez6désének.
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4.5. bra: A psbD génkifejezodés valtozasa a PQ pool oxidaciot kivalto koriillmények
sorén

Tévoli voros fenyben (a, e), alacsony fényintenzitdson (b, f), sététben (c, g), valamint
DCMU kezelés (d, h) sordn mért psbD1 (fekete), psbD2 (fehér), és psbD3 (sziirke)
viszonylagos mRNS szintek. A relativ transzkript mennyiségeket normaltuk a kiindulasi, to
idépontban mért kontroll értékekhez, melyet 100-nak hataroztunk meg (a, b, c, és d). Az e,
f, g, és h grafikonokon a psbD1 (fekete), psbD2 (fehér), és psbD3 (sziirke) transzkript
szintek a totdl psbD mMRNS mennyiségéhez viszonyitott szdzalékos megoszlasat mutatjuk

az egyes kezelések alatt.

A PSII heterodimer masik fehérje alegységet kddolo psbA transzkript alloméanyban
a psbD mRNS-ek atrendez6déséhez hasonlét nem tapasztaltunk. A psbA homoldgok
egymashoz viszonyitott aranya a nevelési koriilményeknek megfeleléen alakult, és a pshA2
transzkript mutatott dominans kifejez6dést (lasd késobb). Alacsony fény, illetve hosszabb
sOtét inkubacio alatt a psbA transzkript allomany mérete valamelyest csdkkent (nem

bemutatott adat), illetve tavoli voros megvilagitasra mérsékelten nétt (4.6/b dbra).
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5.2.3. A cit b559 alegységeinek genkifejezodése A. marina-ban

Az eddig vizsgalt cianobaktériumoktol eltéré médon az A. marina nem rendelkezik
a psbEFLJ operonnal, hanem e gének egy psbELJ és egy psbEF klaszterbe rendezddnek.
Ennek kovetkeztében az A. marina genomjaban két olyan gén is talalhat, amelynek a
feltételezett terméke a PSII-E fehérje, a cit b559 a alegysége (13). A génkddjuk numerikus
értékének sorrendje, illetve a kddolt fehérje aminosav szekvenciaja alapjan az AM1_1130
és AM1_2630 géneket psbEl és psbE2-nek, termékiiket pedig PSII-E és PSII-E '-nek
neveztik el (4.5. tablézat). A psbE1l gén tehat egy klaszterben taldlhaté a cit b559
B alegységét kodold psbF génnel (psbEF), és a két gén feltételezhetden a psbEL gén
promdterének szabalyozésa alatt &ll, amig a psbE2 a PSII kis molekulatomegii L és J
fehérjéivel alkot génklasztert (psbELJ). A psbE2 gén relativ transzkripcios aktivitasa
0sszevetheté az abundans psbA, illetve psbD génekével. Azonban a konszenzustol er6sen
eltér6 aminosav szekvencidju PSII-E ‘-ot kdédold psbEl gén a dolgozatban vizsgalt
koriilmények mindegyikében mind a belsé kontroll gén, mind pedig a psbE2 génhez képest
rendkiviil alacsony mértékii kifejez6dést mutatott (4.6. abra). Ebb6l kifolyolag a psbE1
géntdl kozvetlen ,,downstream” elhelyezkedd psbF génrdl is hasonloképpen csekély, a
psbE2 mRNS-ek mennyiségénél mintegy 120-szor kevesebb transzkript irddik at (4.6.
abra). A transzkriptom szintjén tehat a cit b559-et alkoté o és B alegységek mennyisége
kozott két nagysagrendnyi kilonbség adodik. A B alegységet kddold psbF génrél atirddo
transzkriptek mennyisége minden vizsgalt kérilményre valtozatlanul alacsony maradt

(nem bemutatott adat).
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Megfigyeltik tovabba, hogy a psbE2 gén a D1y, D2y, és D2’indukalodik 24 6ranyi
tdvoli vorés megvilagitds hatdsara (4.6. abra). A 4.1.2. fejezetben leirtak alapjan
elmondhatd, hogy a hasznosithatd fénytartomany 720 nm-re sziikitésére a sejtek a PSlI
komplexeik sz&ménak megndvelésével reagalnak (4.2. abra), melyet a PSIlI kozponti
heterodimerének abundéans izoformait kddol6 psbA és psbD gének transzkript
allomanyéanak ndvekedese is jelez (4.6. abra). Ezzel szemben a D1’, PSII-E’(a”) és a PSII-
F(B) alegységeket kddold psbAl, psbEL és psbF transzkriptek relativ szintje nem véltozott.
Valészintsitheté tehat, hogy a D1, D2y, és D2’ géntermékekkel egyutt a psbE2 gén
terméke beépll a voros fény alatt Ujonnan szintetizalodo tébblet reakcié centrumokba,

azonban a psbAl, psbE1 és psbF gének termékei nem.
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4.6. dbra: APSII RC D2, D1, és cit b559(a~p) alegységeit kddold gének
A héarom psbD (D1, D2, D3), harom psbA (Al, A2, A3), egy psbF (F), és ketté psbE (EL,
E2) gén rnpB transzkript szintjéhez viszonyitott kifejez6dése 24 ora nevelési fény és tavoli

vOrds megvilagitas utén.
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5.2.4. A psbA és psbD homologok kifejezodését érinté stressz valaszok

A szamos, els6ésorban fénystresszre jelentkezd, psbA és psbD géneket érintd
transzkripcios valtozast nagyszamu organizmusban, foként ezen gének tobb homologjat
tartalmazé cianobaktérium fajokban vizsgéltak (40,41,55,131). Ezen tanulményok alapjan
a psbA és psbD génduplikatumok stressz vélaszban betdltott szerepe nyilvanvalova valt. A
jelen dolgozatban az eddig tanulményozott cianobaktériumok kozott egyedi akklimécios
képességekkel rendelkezé A. marina psbA és egyedi psbD génkészletének kifejez6dését

vizsgaltuk kiillonboz0 stressz valaszok soran.

52.41. A pshD gének kifejezodése UV-B és magas intenzitasu

fénystressz hatasara

Az UV-B és MF stressz az A. marina psbD génkészletébdl elsdsorban a
monocisztronos pshD transzkriptet kodold psbD2 gén kifejezédését befolyasolta. Az UV-B
sugarzas hatszorosan, az MF pedig hétszeresen indukalta a psbhD2 geént. A bicisztronos
psbD1-pshC és a psbD3 transzkriptek szintje szamottevben nem valtozott, enyhén
emelkedett kifejezodést mutattak a stressz hatdsokat kovetd, nevelési fényben torténd
helyredllas soran (4.7/a, b &bra). Kovetkezésképpen mindkét fenystressz hataséra
bekovetkez6 transzkripcios valtozasok a psbD2/psbD1 arény reverzibilis novekedését
okoztdk (4.7/d, e &bra). A psbD3 transzkript kontroll korilmények kozott mutatott
alacsony relativ szintje e fénystresszek hatéséra tovabb csokkent (4.7/a, b abra), és a tobbi
psbD transzkripthez viszonyitott relativ mennyisége a nevelési korllmények kozott
megfigyeltekhez hasonléan elhanyagolhaté maradt (4.7/d, e dbra).

DBMIB-vel blokkolhatjuk a citbef Q, kotéhelyét, melynek kovetkeztében az
elektronok sem a linearis, sem a ciklikus elektrontranszport irdnyaba nem tudnak kilépni a
PQ molekuldk allomanyabdl, és a redukalt kinol molekuldk nagy mennyiségben

halmozodnak fel a pool-ban. A psbD1 és psbD2 gének MF-en megfigyelt indukciojat
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DBMIB gatolta, és a DBMIB kezelés hatdsara a kezeletlen sejtekben megfigyeltekkel
ellentétes modon e transzkriptek mennyisége MF-en lecsokkent. A psbD3 transzkript
relativ szintjében a DBMIB kezelés hatdsara nem jelentkezett csokkenés, tovabba a
DBMIB kezeletlen sejtekben megfigyelt moédon a MF stressz hatast kovetden enyhén

indukalddott; igy a totdl psbD-hez viszonyitott mennyisége valamelyest megnétt (4.7/c, f

abra).
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4.7. abra: A psbD transzkripcié valtozasa UV-B sugérzésnak Kitett, valamint magas
intenzitisu fénnyel megvilagitott normal és DBMIB kezelt sejtekben

Az UV-B 60, a MF kezelés 90 percig tartott, majd a kultarat visszahelyeztik kontroll
korulmények kozé, és Ujabb 60, illetve 90 perc mulva tortént mintavétel. A relativ psbD1
(fekete), psbD2 (fehér), és psbD3 (szirke) transzkript mennyiségeket normaltuk a
kiindulasi, to idépontban mért kontroll értékekhez, melyet 100-nak hataroztunk meg (a, b,
és ¢). A d, e, és f grafikonokon psbD1 (fekete), psbD2 (fehér), és psbD3 (szirke)
transzkript szintek 6ssz-pshD mRNS mennyiségehez viszonyitott szazalékos megoszlasat

mutatjuk az egyes kezelések alatt.
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5.2.4.2. A psbA gének kifejez6dése UV-B, magas intenzitasu fénystressz,

elektrontranszport gatlas és oxigénhiany hatasara

Kontroll kortlmények kozott a psbA2 és psbA3 génekrdl atirodé D1y, izoformét
kddolo mRNS az abundéns transzkript, és a D1’ izoforméat kddol6 psbAl gén kifejez6dése
elhanyagolhat6 (4.8. abra). UV-B sugéarzds mindharom, a MF stressz pedig a psbA2 és
psbA3 gént indukalta (4.8/a, b abra). Mindkét stressz hatasara a f6, D1y, izoformét kodold
transzkriptek allomanya nott. A nagyobb transzkript alloméany a fénystressz ideje alatt
intenzivebb D1 szintézist tesz lehetdvé, amely ezen PSII alegység gyakoribb lecserélédését
szolgalhatja. Szintén megfigyelhetd, hogy a kultira helyredllasa soran, azaz az UV-B
sugarzas és MF stressz megsziinése, és a kontroll koriilmények visszaallitasat kdvetGen, a
psbA transzkript felhalmozodas folytatddott (4.8/d &bra).

A magas fényintenzitds és UV-B sugéarzés hatdsara a harom psbA génr6l atirodé
transzkriptek egymdashoz viszonyitott relativ mennyisége azonban szadmottevien nem
véltozott, és a kontroll korilmeények kozott megfigyeltekkel analég modon a psbA2 és
psbA3 génr6l atirddo transzkriptek ~70-30 %-ban toltotték ki a psbA transzkript alloméanyt.
(4.8/d, e &bra). Ezzel szemben a fotoszintetikus elektrontranszport gétlasa DBMIB
kezeléssel a psbD transzkripcional (4.7/c &bra) megfigyeltekhez hasonl6 moédon a psbA
transzkriptek esetén is feltlirja a fénystressz génkifejez6désre gyakorolt hatasat. DBMIB
jelenlétében a psbA2 és psbA3 gén kifejez6dése gatolt, ugyanakkor az eltéré szekvenciat
kddolé psbAl mRNS relativ szintje 60-szorosan megemelkedett. A psbAl transzkript
akkumulacio harom ora elteltével 50 %-ot ért el a total psbA mRNS allomanyban (4.8/c és
f &bra).
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4.8. abra: A psbA transzkripcid véltozasa UV-B sugérzasnak Kitett, valamint magas
intenzitisu fénnyel megvilagitott normal és DBMIB kezelt sejtekben

Az UV-B 60, a MF kezelés 90 percig tartott, majd a kultarat visszahelyeztik kontroll
korulmények kozé és Ujabb 60, illetve 90 perc mulva tértént mintavétel. A relativ psbAl
(fehér), psbA2 (szirke), és psbA3 (fekete) transzkript mennyiségeket norméltuk a
kiindulasi, to idépontban mért kontroll értékekhez, melyet 100-nak hataroztunk meg (a, b,
és c). A d, e, es f grafikonokon psbAl (fehér), psbA2 (sziirke), és psbA3 (fekete) transzkript
szintek a totdl psbA mRNS mennyiségéhez viszonyitott szazalékos megoszIlasat mutatjuk
az egyes kezelések alatt.

A DBMIB hatas nem fényintenzitas fiiggd, nevelési fényben is hasonloképpen
aktivalta a psbAl-et, mikdzben inaktivalta a psbA2 és psbA3 géneket, mintegy 40 % psbAl
total psbA mMRNS pool-hoz viszonyitott eloszlast idézve elé (4.9/a, ¢ dbra). A psbAl gén
termékének szarmaztatott aminosav szekvencidja (lasd késobb) tartalmazza azt a harom
konzervativ aminosav cserét, amely mas D1 izoforméaban nem, viszont az §sszes eddig leirt

D1’ szekvencidban el6fordul (52). Az eddig tanulményozott cianobakterialis D1’
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izoformakrdl kimutattadk, hogy kontroll koriilmények kozott ugyan nem fejezédnek ki,
azonban anoxia hatasara génjeik indukalédnak (51-53). A psbAl gén oxigénhianyos
kornyezetben lassabban és kisebb mértékben aktivalédott, mint DBMIB hatasara.
Megfigyeltik tovabba, hogy harom éra anaerob kezelés utdn az abundéans D1, izoformat
kddol6é psbA2 mRNS relativ szintje is valamelyest megemelkedett. Kdvetkezésképpen a
D1’és D1, izoformékat kddol6 transzkriptek ardnya a kontroll kérilményekhez képest

szamottevéen nem valtozott (4.9/b és d abra).
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4.9. &bra: A psbA transzkripcid valtozasa oxigénszegény kornyezetben valamint
nevelési fényen alkalmazott DBMIB hatésara

szegény kornyezetben valamint nevelési fényen alkalmazott A to idépontban mért kontroll
értékekhez viszonyitott (a és b) psbAl (fehér), psbA2 (fekete), és psbA3 (szirke)
transzkript szintek valtozasa oxigénhiany (b,d) és DBMIB (a, c) hatasara. A c¢ és d abra

mutatja a psbA transzkriptek egyméshoz viszonyitott %-0s megoszIasat.
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5.2.5. A szolubilis hidrogenaz transzkripcidjanak vizsgalata

Az oxigénfejlesztd fotoszintézist folytatd cianobaktériumok nagy része fenntart
olyan enzimeket, amelyek csak oxigén hidnyaban mukodoképesek. Ezek az enzimek
altalaban az oxigénfejleszté PSII komplextdl térben elkiiloniilten, a molekularis nitrogén
megkotésére specializalodott heterocisztdkban talalhatdak. Sz&mos faj azonban nem
rendelkezik heterocisztakkal, tehat az oxigénfejlesztés és az anaerob kornyezet igénye
ugyanabban a sejtben meril fel. Hogy milyen szab&lyozas révén éri el a sejt, hogy a két
ellentétes enzimmiikodés megférjen egymas mellett tovabbra is kérdéses. A PSII
komplexek oxigénfejlesztésében kiemelten fontos D1 fehérje D1’ izoforméjanak anaerob
indukcidja a PSII oxigénhianyos kdrnyezetben torténd specifikus szabalyozasara utal. A
jelen dolgozatban két egysejtes nem heterocisztds, anaerob indukciét mutatd
D1’izoformaval rendelkez6 cianobaktérium (A. marina és Synechocystis) oxigén szenzitiv

hidrogenaz enzimének transzkripcids szabélyozasat vizsgaltuk.

5.2.5.1. A hox gének Kkifejezédése Synechocystis-ben

A cianobakterialis szolubilis hidrogeniaz miikodését talan a legrészletesebben a
Synechocystis torzsben jellemezték (92,99,100,132,133). Ennek ellenére az enzim
strukturalis génjeinek kifejezodésérol nem all rendelkezésre elegendd informacio. Ezért
ebben a fajban, mint ismert modell rendszerben vizsgaltuk a hox gének transzkripcios
szabéalyozasat. A Hox enzim oxigén hatéséra reverzibilisen, és egyes fajokban akér
irreverzibilisen is inaktivalodhat (90). Kisérleti adatok arra utalnak, hogy Synechocystis-
ben az inaktiv enzim alegységei aerob korilmények kozott is jelen vannak a citoplazméban
(92). A hox gének kifejezddése tehat folyamatosnak vélhets. Ha a tapoldat oldott oxigén

crer

indukcidjat figyelhettuk meg (4.10., 4.11., 4.13. é&bra). Ha ugyanilyen oxigén
els6 két gén (hoxE és hoxF) tovabb indukalédott. Ezzel szemben a harmadik, szintén
diafordz alegységet kddold hoxU, valamint a hidrogendz alegység genjei (hoxY és hoxH)
alacsonyabb relativ transzkripcios szintet mutattak a fényben mért anaerob indukciohoz
képest (4.10., 4.11. abra). Ha a sotét anaerob kezelést levegd kulturan keresztiili

atbuborékolasaval megsziintettiik, akkor mind az 6t hox transzkript mennyisége egylttesen
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lecsokkent (4.10. abra). Megallapithatd tehdt, hogy az oxigénhidnyos kdrnyezetben
jelentkez6 hox indukcid reverzibilis, és oxigén hatasara megsziinik. Az anaerob indukcio
eltér6 mintazatot mutat fényben illetve s6tétben, ami arra utal, hogy a fotoszintetikus

elektrontranszport hatést gyakorol a hidrogenaz transzkripciojéra.
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4.10. abra: Az oxigénhiény és a sotét hatdsa a Synechocystis hox gének kifejezodésére
A fehér és fekete sdvok a fény illetve sotét allapotot tiikrozik. Szimbdlumok: hoxE (teli

kor), hoxF (ures kor), hoxU (hdromszdg), hoxY (lila teli kor), és hoxH (lila tres kor).

Azért, hogy bizonyitsuk, hogy a fotoszintetikus elektrontranszporton keresztiil
torténd szabalyozas révén latunk eltéré anaerob indukcidt fényben illetve sotétben,
elektrontranszport géatlokat hasznaltunk az anaerob kezelés sordn. Ha csak a lineéris
elektrontranszportot gatoltuk DCMU kezeléssel, akkor az anaerob génkifejezodés a
fényben tapasztalt indukcidhoz hasonléan alakult (4.11. &bra). Az anaerob kezelés sorén
DBMIB hozz&adasaval legatolt linearis és ciklikus elektrontranszport azonban a sotét-
anaerob koriilménnyel megegyezd hatdsnak bizonyult; azaz a DBMIB fényben kivaltotta a

hoxE és hoxF gének sotétben tapasztalt magasabb indukcidjat (4.11. &bra). Az anaerob-
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sotét koriilmények kozott tapasztalt, a tobbi hox transzkript mennyiségétél eltéré hoxE és
hoxF transzkript kvantitds a hox operonon érvényesiilé addicionalis, fotoszintetikus

elektrontranszport-fiiggd szabalyozasi mechanizmusra utal.
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4.11. 4bra: A fény, a sotét, és a fényben alkalmazott DCMU, és DBMIB okozta
kllénbségek a Synechocystis hox gének anaerob indukci6jaban

A hoxE (szurke), hoxF (fehér), hoxU (balra csikos), hoxY (négyzetracsos) és hoxH (jobbra
csikos) gének relativ transzkript szintjét egy oran keresztiil ~1uM oldott oxigén tartalmi
tapoldatban tartott sejtekben mértiik sététben és fényen, 10 uM DCMU, vagy 20 uM

DBMIB elektrontranszport gatlok jelenlétében, illetve hianyaban.

5.2.5.2. Az A. marina hox génjeinek kifejezodése tavoli voros és alacsony

intenzitasu fényhez valo alkalmazkodas soran

Az A. marina-ban foto-hidrogén fejlédést mutattak ki (111), tehat az A. marina Hox
hidrogenaza varhatéan a fotoszintetikus elektrontranszporttal kapcsoltan mikodik. A hox
gének kifejezOdése tavoli vords fényhez, vagy extrém alacsony fényintenzitasokhoz
torténd alkalmazkodéas sordn harom ora alatt jelentdsen megndvekedett, és az intenziv
transzkripcio 24 ora elteltével is mérhet6 volt. A kiilonb6zé alegységeket kodold gének

AF, és tavoli vords fény hatasara eltér6 mértékben indukalodtak: a legmagasabb
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viszonylagos transzkript szint emelkedést (100- és 30-szoros AF, illetve 720 nm-es fényen)
a kis diaforaz alegyseég génje, a hoxU mutatta. Ennél valamivel alacsonyabb mértékben,
15-, illetve 40-szeresen halmozddott fel a kis hidrogendz alegység transzkriptje (hoxY). A
legalacsonyabb relativ transzkript szintet (haromszoros indukcid) mindkét kezelés
alkalméaval a nagy diaforéz alegység (hoxF) génje adta (4.12. abra).

Az A. marina-nak tavoli voros, illetve alacsony intenzitasu fényhez torténd
alkalmazkodésa sorén ellenstlyoznia kell a fokozott PQ pool-t oxid&lé hatasokat (lasd
4.1.1. fejezet). A megemelkedett Hox kifejezddés azt jelzi, hogy ez az enzim komplex is
részt vehet kozvetett, vagy kdzvetlen moédon az akkliméacios folyamatban, azéltal, hogy
elektronokat juttat a linedris elektrontranszport kioxidalodott komponenseire, igy

eldsegitve az elektrontranszport egyenletesebb lefolyasat.
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4.12. abra: Az A. marina hox génkifejezodésének valtozasa eltéré fényviszonyokhoz
vald adaptécio soran

A hoxE (fekete teli kor), hoxF (fekete ires kor), hoxU (szlrke haromszdg), hoxY (lila teli
kor), hoxH (lila Ures kor) viszonylagos transzkript szintjének valtozasat 720 nm
hullamhosszl tavoli vords (a), valamint alacsony intenzitasu (1 pE) lathatd fénnyel

megvilagitott kultarakban (b) mértik.

63



5.2.5.3. A hox gének kifejezédése az A. marina-ban, a Synechocystis-ben

és a Synechococcus-ban

A Synechocystis hidrogenaz esetében bebizonyosodott, hogy a két alapveté hox
transzkripciot befolydsold kornyezeti faktor az oxigen-, valamint a fénymegvonas (4.10.
abra). A tovabbiakban a két torzsben taldlhatd analdg elrendezddést mutatd hidrogenaz
gének oxigén- és fényfliggd szabalyozasat hasonlitjuk Ossze. Anaerob kornyezetben
mindkét fajban a hox gének 4-5-szords aktivaciojat tapasztaltuk (4.13/a, b &bra). Sotétben
azonban a Synechocystis és az A. marina hox génjeinek kifejez6dése ellentétesen alakult.
Synechocystis esetében a hox gének sotet-aerob korilmeények kdzott nem indukalodtak,
ellenkezdleg, a hoxU, hoxY és a hoxH gének kifejez6dése a fényben mérhet6 aerob

szinthez képest 4-5-szor kisebb mértékii volt sotétben (4.13/d abra).

Relativ transzkript szint
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4.13. dbra: A sotét és az oxigénhiany hatésa az A. marina és a Synechocystis hox gének
kifejez6désére

A hoxE (fekete teli kor), hoxF (fekete tires kor), hoxU (szlrke haromszdg), hoxY (lila teli
kor), és hoxH (lila Ures kor) transzkriptek relativ szintjét oxigén hidnyos kdrnyezetben (a,
b) illetve sotétben, oxigén jelenlétében (c,d) tartott A. marina (a, c) és Synechocystis (b, d)

kultarakbdl izolalt RNS mintakbol hataroztuk meg.
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Ezzel szemben az A. marina hidrogenazanak génjei sotétben jelentds indukciot
mutattak az oxigén jelenlététol fliiggetleniil. Az eltérd fényviszonyokhoz vald adaptacio
sordn megfigyeltekkel analég mddon a hox klaszteren belilli gének sotétben megfigyelt
indukcidja kiillonboz6 mértékii: amig a nagy diafordz, illetve a nagy hidrogenaz alegység
geénjei (hoxF és hoxH) hdromszorosan indukal6dtak, addig a kis diafordz alegységet kodolo
hoxU gén meghaladta a 30-szoros indukcidt (4.13/c &bra).

Az A. marina hox klaszterén beliili gének kifejezddése eltéré mértéki. A
dolgozatban vizsgélt Osszes korulmény soran a hoxU génrél irddott at a legnagyobb
mennyiségli mRNS. A hox transzkriptek viszonylagos eloszlasa a Synechococcus hox
gének kifejez6dési mintazataval mutat analogiat (4.14. abra). A Synechococcus hoxEF és
hoxUYH operonok kifejez6désének részletes tanulmanyozasa soran a mi méréseinkhez
hasonld, hoxE-hez viszonyitottan ~négyszeres hoxU transzkripcids aktivitast allapitottak
meg (97).
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4.14. abra: Az A. marina és a Synechococcus hox génjeinek viszonylagos kifejezédése
A nevelési koriilmények sordn meért hox transzkript szinteket a belsé kontroll gén (rnpB)

transzkript szintjéhez viszonyitottan mutatjuk be.
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5.2.5.4. A Hox hidrogenaz kis diaforaz alegységének filogenetikai

analizise

A Kkétiranyl hidrogenaz enzimkinetikai jellemz6i alapjan feltételezhet6, hogy a Hox
enzim altalaban a H, felvétel iranyaba miikodik(134). Ez alapjan feltételezhet6, hogy a
nitrogénfixald fajokban elsésorban hidrogén felvevd, ,,uptake” hidrogenazként funkcional,
azaz a nitrogenaz &ltal fejlesztett melléktermék hidrogént veszi fel és forgatja vissza
elektron és proton formajdban az elektrontranszportba. Az A. marina Hox enzime a
nitrogénfixald heterocisztds cianobaktériumok  hidrogenazaval alkot monofiletikus
csoportot. Az A. marina nem rendelkezik nitrogenazzal, genomjaban azonban fellelhetdek
molibdén-fliggd nitrogenaz gének maradvanyai (AM1_2462, AM1_3585, és AM1_A0295),
valamint a nitrogenaz enzim szintéziseben szerepet jatsz6 nifU ,,chaperon” fehérje génje.
Figyelemre mélt6, hogy az AM1_4010 gén a szekvencia hasonl6sag szerint egy
heterociszta differencialodésért felel6s fehérjét kodolhat (13). Feltételezhet6 tehat, hogy az
A. marina egy heterocisztds cianobaktérium leszdrmazottja. Annak ellenére, hogy
evolucios fejlédése soran az A. marina elvesztette nitrogénfixalo képességét, a Hox
hidrogenazat megtartotta, ami arra utal, hogy a Hox enzim funkcioja valdsziniilleg a
heterocisztas fajokban sem feltétleniil fiigg 0ssze a nitrogenaz mikodésével. Az, hogy a
hox gének a heterocisztas fajok vegetativ sejtjében (ahol nitrogénfixalas nem torténik) is
kifejez6dnek (135,136) szintén azt mutatja, hogy a Hox enzim, vagy egyes alegységei a
nitrogénfixalassal kapcsolt H, felvételtdl elkiiloniilé funkcidval is rendelkeznek.

A filogenetikai fa topoldgiaja alapjan harom 6 csoport kiiloniil el: (i) Gram negativ
anaerob baktériumok, (ii) heterocisztas, és (iii) heterociszta nélkili cianobaktériumok. A
filogramon megfigyelhetd csoportosulds alapjan feltételezhetjiilk, hogy a Hox enzim
szerkezetének és funkcidjanak evollcidja szempontjabdl a heterocisztdk megléte a
nitrogénfixdlas képességénél nagyobb jelentdséggel birt. A Gram negativ anaerob
baktériumokban a Hox hidrogendz egy allanddan erésen redukald kornyezetben mikodik.
Ezzel szemben a heterocisztakkal nem rendelkezé cianobakterialis sejtekben az oxidald
folyamatok vannak talstlyban. A heterocisztas cianobaktériumokban attol fiiggen, hogy
az enzim a heterocisztaban, vagy a vegetativ sejtben fejezddik ki, mind oxidalo (vegetativ),

mind redukalé (heterociszta) kornyezetben miikodhet.
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A HoxU alegység aminosav szekvencigjaval végzett filogenetikai analizis alapjan
létrejott funkcionalis és kevésbé taxondmiai csoportosulasokra tehat egy lehetséges
magyarazat a hidrogenaz enzim redukald, oxidald, redukalé/oxidalé kozege, amely

feltételezhetden alapvetd mikddésbeli kiilonbségeket eredményez.
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4.15. abra: A kétiranyl hidrogenaz HoxU alegységének aminosav szekvencidja
alapjan felallitott filogram

A szekvencia illesztéshez felhasznalt HoxU aminosav szekvencidk adatbazis azonositd
kédjat, valamint a torzsek listdjadt a 3.3 tablazat tartalmazza. Szinkddok: piros:
Deferribacteraceae, rozsaszin: Proteobacteria, lila: Chloroflexi / Fonalas-Anaerob-
Fotoszintetizald Baktériumok torzse (FAPB), zdld: heterocisztas cianobaktériumok, cian:
egysejtes nitrogénfixalé cianobaktériumok, égkék: egysejtes No-fixaciéra nem képes
cianobaktériumok. Az egyes 4gak hossza a mutéciok szaméaval aranyos. A kdnnyebb

attekinthetdség érdekében a ,,bootstrap” értékeket nem tiintetjiik fel.
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6. Az eredmények megvitatasa

Az A. marina megndvekedett genom mérete, nagyszdmu plazmidja azt jelzi, hogy
ez a cianobaktérium egy evoldcios szempontbol aktivan valtozo organizmust képvisel. Ezt
az allitast er6siti egy masik Acaryochloris nemzetsegbe tartozé faj, az Acaryochloris
CCMEE 5410 részlegesen szekvenalt genomjan elvégzett duplikacids analizis (15). Az
Acaryochloris CCMEE 5410 genom projekttel kapcsolatban publikussa tett informéciobol
kider(l, hogy e méasik Acaryochloris faj genomjaban is megtalalhat6 szdmos psbA, harom
psbD valamint két psbE génduplikatum (116). A génduplikacios frekvencia baktériumok
esetében (107%/gén/generacié) az eukari6taknal becsiilt duplikaciés gyakorisaggal
osszevetheté (137,138), azonban amig az eukariota genomokban hemzsegnek a régi és
ujkeletii génduplikatumok (139), addig a baktériumoknal 4&ltaldban csak néhany
kozelmultban tortént duplikacidé fordul el genomonként (140). Ez azzal magyarazhato,
hogy a prokariota genombdl a génduplikdtumok rendkivil gyorsan kiszelektalédnak. Csak
azok a paraldgok maradhatnak fent, amelyek valamilyen szelekcios elényt jelentenek az
egyed szdméra, példaul azéltal, hogy a fehérje szintézist kiszolgalo transzkript allomény
tobb génkopiardl irédhat at (16,17). Az, hogy a jelen dolgozatban vizsgélt psbA, pshbD, és
psbE homolégok az A. marina genomban, tovdbba az eddig ismert genomu( két
Acaryochloris faj kulonvalasanal is fennmaradtak, azt bizonyitja, hogy a psbA, psbD
valamint psbE duplikatumok szelekcios elonyt jelentenek.

Az A. marina egy rendkiviil adaptiv cianobaktérium, amely drasztikusan eltérd
hullamhosszu és intenzitasu fényviszonyokhoz képes alkalmazkodni (11,12). Nagyméretii
genomjat szintén kapcsolatba hoztdk nagymértékii adaptacios képességével (14).
Feltételezésiink szerint az Altalunk vizsgalt PSIl alegységeket kddolé homolégok is
vizsgaltuk, hogy milyen kdrnyezeti feltételek kozott aktivalodnak az A. marina genomban
taldlhaté psbA, psbD valamint psbE génduplikatumok, és ebbdl kifolyolag milyen

feltételezett szelekcids elonyt jelenthetnek az egyed szamara.
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6.1. A fotoakklimacio fiziologiai megnyilvanulasai

A PQ alloméanyban talalhatd kinon/kinol molekuldk ardnyanak valtozasaval szdmos
fotoakkliméacidés folyamatot nyomon kovethetiink. Megfigyeltik, hogy az eddig
tanulméanyozott cianobaktériumok nagy részével ellentétes mddon az A. marina esetében a
sotét PQ oxidaciot valtott ki (4.1. dbra), amely a sotétben jelentkez6 erés respiracios oxidaz
aktivitdssal magyarazhat6é (4.3. &bra). Az A. marina intenziv respiriciés aktivitdsa a
genomjaban talalhat6 szamos addicionalis oxidaz génnel (AM1_0483, AM1_1551,
AM1_6029, AM1_6030) kapcsolatba hozhat6 (13).

Téavoli voros eés alacsony intenzitasu lathatd fényben szinten PQ oxidéciot
figyelhetlink meg. Feltételezhetéen azért, mert ilyen koriilmények kozott a PQ allomanyt
oxidalé hatasok (PSI ¢és oxidazok) erdteljesebbek, mint a PSII-bél szdrmazd
elektrontranszport. A tavoli vords fényben a PQ oxidacio, és az emelkedé PSII mennyiség
azt jelzi, hogy a 720 nm-es megvilagitas a PSI komplexek altal jobban hasznosithato, igy
ebben a fénytartomanyban PSI iranydba tolddik el a RC gerjesztés. A RC-ok
gerjesztésében bekovetkezd aranytalansagot ilyen koriilmények kozott a PSII-k szdménak
megnovelése ellensilyozza (4.2. dbra). Mindkét RC {6 pigmentje a 720 nm kérnyékén
abszorbedld d-Chl, ezért ebben a fénytartoményban nem varnank hulldmhossz preferenciét.
A 720 nm-en eldnyt élvezd PSI gerjesztés csak a kiilsé antenndk, azaz a PBP kozti
kulonbséggel magyarazhat6. A 645 nm in vivo abszorpciot mutatd PBP antennédk fizikai
kapcsolata a PSII centrumokkal bizonyitast nyert (87). Annak ellenére, hogy in vivo akcids
spektrum PBP-t61 PSI-re iranyulé energia transzfert jelez (141,142), a PBP-PSI
szuperkomplex létezését ez idaig nem mutatték ki. A hosszabb ideig (néhany hdonap) 720
nm-es fénnyel vilagitott sejtek lecsokkentettek PBP/d-Chl ardnyukat (4.4. abra), mivel a
645 nm-en abszorbeald antenndk a fénybegyljtésben hasznalhatatlanna valtak.

Eredmeényeink tehat a PBP antenndk PSII centrumokkal alkotott fizikai kapcsolatat
tdmasztjak ald. Ez a fizikai kapcsolat 720 nm-es fényben héatranyt jelent a PSII centrumok
szamara, igy a gerjesztési energia egyenl6tleniil oszlik meg a PSI és PSII centrumok
kozott, amelyet a sejtek PSII komplexek szdmanak novelésével, és a PBP antenndk
leredukaldsaval egyensulyoznak ki.

Alacsony fényen ndvesztett kultirdkban a d-Chl in vivo abszorpci6jaban mintegy 4
nm-es vords eltolodast figyeltuik meg (4.4. &bra). A fehérje kdrnyezet hatésara a Chl

molekulak abszorpcidjaban jelentkezd vords eltolodas egy ismert jelenség. Az alacsony
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intenzitasu fényen ndvesztett kultdra in vivo abszorpcios spektrumaban mutatkozé valtozas
feltételezhetéen egy d-Chl tartalmu Pcb antenndkat érintd fehérje kornyezettel
Osszefliggésben allo kromatikus atrendez6dés jele. Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy a
nem kielégitd fénymennyiséghez valo alkalmazkodashoz az A. marina a d-Chl tartalmd
antennait hasznalja. A f6 pigment vords eltolodasa tovabba azt jelzi, hogy az A. marina d-
Chl fehérje-kdrnyezetének valtoztatdsdval meg tavolabbi vords fény elnyelésére lehet

képes.

6.2. Az eltéré fényviszonyokhoz valé adapticio megnyilvanuliasa a PSII

RC-t kédolo gének kifejezodésében

Az A. marina egyediilalld modon két kiilonb6z6 D2 izoforméval rendelkezik,
melyeket hdrom psbD gén kodol. A psbD1 és psbD2 gén ugyanazt az izoformat, a sejtben
nagy mennyiségben eléforduld D2y-et kddolja. A psbD1 egy atirddasi egységet képez
CP43-mal, amig psbD2-r61 egy monocisztronos psbD transzkript irédik &t. Magas
intenzitdsi megvilagitas, vagy UV-B sugérzas hatdsara a monocisztronos psbD gén
viszonylagos kifejezédése megnd (4.7/a, d és b, e abra).

Az A. marina az abundans D2, izoforma mellett egy masik, addicionélis psbD gén
kifolyolag D2’-nak neveztink el. A psbD3 gén NF koriilmények kozti kifejezddése a
masik ketté6 psbD génhez képest eclhanyagolhatdé mértékli, azonban 720 nm-es
megvilagitas, AF, sotét, valamint DCMU kezelés hatasara aktivalédott (4.5. abra). A
DCMU molekula a PSII Qg zsebébe kotddik, meggatolva az elektronok kinon molekulakra
kertilését. Ha a kezelést fényben alkalmazzuk, akkor a PSI felé mend elektrontranszport
kioxidalja a PQ alloméanyt, ahovd az elektronok a PSII fel6l nem potlodhatnak.
Hasonloképpen, de eltéré okokbol eredden (lasd fentebb) az AF, a 720 nm fény, és a sotét
is PQ oxidéacidéhoz vezet (4.1. &bra). A psbD3 génaktivicio tehat PQ oxidaciojaval
parhuzamosan torténik, amely alapjan kozvetett, vagy kdzvetlen PQ-on keresztiilmend
transzkripcios szabalyozas feltételezhetd.

A hagyomanyos neoncsdvekkel eléallitott 5-10 pmol m™ s névesztési fénynél
(NF) a kezelések soran alkalmazott AF, illetve tavoli voros fény az A. marina természetes
¢l6helyén talalhato fényviszonyokhoz kdzelebb all (76,77). A D2’ erételjes kifejezédése a
hosszabb ideig (hetekig) AF és 720 nm fényen tartott, és ott tovabboltott kultdrakban is
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fennmaradt (nem bemutatott adat). Feltételezhetd tehat, a nevelési fényen novesztett A.
marina sejtekt6l eltéréen a természetben talalhatd egyedekben a D2’ izoforma
folyamatosan kifejezddik, és beépiil a PSII komplexekbe.

Téavoli voros fényen ndvesztett kultardk relativ PBP tartalma a lathatd fényen
novesztett kultdrahoz képest alacsonyabb (4.4. &bra). A PBP antenna PSIlI komplexhez
kotédésével a D2 alegységet mar korabban kapcsolatba hoztdk (143). A PBP
horgonyzasban szerepet vallalé aminosavak kiléte azonban nem ismert. A D2’ izoforma
els6dleges szerkezete a D2y,-hez képest 20 aminosav oldallanc eltérést mutat (5.1. abra).
Ezek kozul a Gly225Thr, GIn226Lys, Ala232Ser, Ala233Gly, Thr235Ser, és az Ala239Ser
kicserélodések a sztroma felé es6 oldalon egy membranbol kilégd hurkon talalhatoak,
amely a PBP antenna feltételezett kapcsolodasi helye (143). Lehetséges, hogy ezek az
aminosav mutaciok megvaltoztatjdk a PBP kotédési affinitasat, tehat azok a PSII
komplexek, amelyek a D2’ izoformat tartalmazzak mas, valdsziniileg gyengébb PBP
horgonyzéasi képességgel birnak. Kiemelnénk tovabbd a GIn97Arg mutacidt, ami a D2
fehérjének a cit b559 a alegységével érintkez6 feliiletén talalhaté aminosav cseréje, melyet

a PBP kapcsolodassal szintén kapcsolatba hoztak (60,143).

1 u
D2,  MTIAVGRAQE RGWFDVLDDW LKRDRFVFIG WSGILLFPCA FLSIGGWFTG TTFVTSWYTH GLASSYLEGA NFLTVAVSTP ADSLGHSLLL LWGPEAQGDF 100
D2°  MTVALGRVQE RGWFDVLDDW LKRDRFVFIG WSGLLLFPCA FLSIGGWFTG TTFVTSWYTH GLASSYLEGC NFLTAAVSTP ADSMGHSLLL LWGPEARGDF 100
101
D2, TRWCQLGGLW NFTTLHGVFG LIGFMLRQFE IARLVGVRPY NAVAFSGPIA VYVSVFLMYP LGQSSWFFAP SWGVTSIFRF LLFAQGFHNL TLNPFHMMGV 200
D2° TRWCQLGGMW NFVTLHGAFG LIGFMLRQFE IARLVNVRPY NAVAFSGPIA VFVSVFLMYP LGQSSWFFAP SWGVASIFRF LLFVQGFHNL TLNPFHMMGV 200
201 [ [ | [ |
D2,  AGILGGALLC AIHGATVENT LFEDGQDANT FAAFTPTQAE ETYSMVTANR FWSQIFGIAF SNKRWLHFFM LFVPVTGLWA SAIGLVGIAL NMRAYDFVSQ 300
D2~  AGILGGALLC AIHGATVENT LFEDTKDANT FSGFSPTQSE ETYSMVTANR FWSQIFGIAF SNKRWLHFFM LFVPVTGLWA SAIGLVGIAL NMRAYDFVSQ 300
301

D2,  EIRAAEDPEF ETFYTKNILL NEGLRAWMAP QDQIHENFIF PEEVLPRGNA L 351
D2~ EIRAAEDPEF ETFYTKNILL NEGLRAWMAP QDQIHENFVF PEEVLPRGNA L 351

5.1. &bra: Az A. marina D2, és D2’ izoformainak szekvencia 6sszehasonlitasa
A szovegben targyalt aminosav cseréket négyzetek jelzik. Teli négyzettel jeloltik, ha
eltérd, lires négyzettel, ha hasonlod fizikai tulajdonsaggal rendelkez6 aminosavak cseréje

tortént.

6.3. Egyedulallo cit b559 Kkifejezodés

Az A. marina cit b559 o alegységét két gén, a pshE2 és psbEl kodolja, amelyek
feltételezett fehérje termékei, a PSII-E és PSII-E’, minddssze 55 % aminosav szekvencia

egyezést mutatnak (5.2. abra). A hemcsoport kotésért felelds hisztidin (His23) mindkét
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PsbE szekvenciaban konzervalt, azonban a PsbE’ szamos aminosav mutaciét tartalmaz a
hem-k6t6 His kozvetlen kozelében. Ilyen példaul a Tyrl9 mutacidja, amely erdsen
fényérzékeny fenotipus kialakulasdhoz vezet (61). A PsbE’-ot kodolé psbE1l rendkivil
alacsony relativ transzkript szintet mutat, és a psbE1 gént érint6 transzkripcios valtozast a
dolgozatban vizsgélt koriilmények egyikében sem tapasztaltunk (nem bemutatott adat), ami
a szamos aminosav mutécioval egyutt a psbE1 pszeudogén voltara utal.

A psbE1 homolog egy atirodasi egységet képez a téle ,,downstream” talalhat6 cit
b559 p alegysegét kodold psbF génnel, amely igy nagy valoszintiséggel a psbEL
promdterének szabalyozéasa alatt all (13). Ennek kovetkeztében a psbF génr6l atirodd
transzkriptek mennyisége hozzavetdlegesen két nagysagrenddel alacsonyabb, mint az
o alegyseget kddolo psbE2 transzkriptek relativ mennyisege (4.6. dbra). Az o/f3 alegysegek
ardnyaban transzkript szinten mutatkoz6é rendkivill magas relativ érték ellentmond a
kikristalyositott Thermosynechococcus elongatus és Thermosynechococcus vulcanus PSII
szerkezetnek, amelyben a o/f alegyseg = 1 (29). Ezidaig semmilyen adat nem Aall
rendelkezésre funkcionalis cit b559 o—o homodimer 1étezésér6l PSII centrumokban,
tovabba a dohany (Nicotiana tabacum) ApsbF cit b559 B alegységre deficiens mutans
esetében funkcionalis PSII felépitésére képtelen fenotipust kapunk (66). Ennek ellenére
kisérletesen bizonyitott, hogy két dsszekapcsolodd o alegység is képes a hemcsoport
kotésére (144), és feltételezhetden ellathatja a cit b559 funkciojat a PSII centrumokban.
Ezek alapjan az a—a homodimer tartalmu PSII [étezése, amelyet eredményeink indikalnak,
nem zéarhatd ki. A cianobakterialis PSII szerkezete csak két termofil faj esetén ismert atomi
szinten, ezért annak univerzalitdsa a rendkivil széles korti diverzitdst mutatd
cianobaktériumok kozott kétséges. A cianobakteridlis PSIlI szerkezet nagyfoku
plaszticitisara utal a Prochlorococcus nemzetség tagjain elvégzett genom analizis, melybdl
fény derllt olyan cianobaktérium fajok létezésére is, amelyek PsbU és cit ¢550 PSlI

alegységeket kodolo géneket nem tartalmaznak (39).

1 E(E u
PSII-E  MSGRTGERPF GDIVTSIRYW IIHTITVPML FLAGWLFVST GLAYDVFGTP RPNEYFDQAR QGLPLVTDRY EGKQQIDEFT KGL------- 83
PSII-E> MAGVTGERPF GEIITDFSFW KLHVINIPAI FISGWLFVSS GLAYDVFGTP HPNEYYSQSE SQIQIVTDRY AGKQQIDDFR NLSPSLDTNN 90

5.2. &bra. Az A. marina PSI1I-E és PSII-E’ izoformainak szekvencia dsszehasonlitasa.
A szovegben targyalt aminosav cseréket négyzetek jelzik. Teli négyzettel jeloltuk, ha
eltérd, tires négyzettel, ha hasonld fizikai tulajdonsaggal rendelkez6 aminosavak cseréje

tortént.
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6.4. Az A. marina psbA géncsaladja

A PSII centrumokban gyakran lecserélodé D1 fehérjét kodolo gének duplikatumai
kétségteleniil szelekcios elonyt jelentenek, igy a cianobakteridlis genomok altalaban t6bb
psbA gént tartalmaznak. Az A. marina harom psbA homoldggal rendelkezik, amelyek
koziil kettd, a psbA2, és a pshA3, a sejtben nagy mennyiségben eléforduld D1 y-et kontroll
korulmények kdzott ~70-30 %-ban kodolja. A psbA2, és a psbA3 tehat azonos elsédleges
azonban jelentdsen eltér.

MF és UV-B stressz elleni védekez6 mechanizmus soran a D1 fehérje
lecserélédésének gyakorisaga megnd, amely egy megemelkedett, D1y, izoformat kddold
psbA2 és pshA3 mRNS allomanyt igényl6 intenzivebb D1 szintézissel jar egyiitt. A psbAl
transzkript relativ mennyisége a kontroll kdriilményekhez hasonléan e stressz koriilmények
alatt is elhanyagolhat6 maradt. Azonban ha a fotoszintetikus elektrontranszportot DBMIB-
vel gétoljuk a cit bef Qo oldalan, a psbAl gén nagymértékben aktivalodott, amellyel
parhuzamosan a pshA2 és psbA3 transzkriptek mennyisége lecsokkent. Ebbél kifolyolag a
psbA transzkriptek egymashoz viszonyitott aranya atrendezodott, és a psbA mRNS
allomanyban a psbAl transzkript a D1, izoformét kddol6 transzkriptekkel szemben 40-50
%-ban felhalmozodott. A psbAl gén transzkripcids aktivitdsa UV-B és anoxia hatdsara is
valamelyest megemelkedett, aktivacidja azonban joval kisebb mértékii, illetve anoxia
esetében lassabb is anndl, amit DBMIB jelenlétében megfigyelhettiink, és a total psbA
mRNS alloményban a psbA1 relativ megoszlasa elhanyagolhaté maradt.

A PsbAl tartalmazza azt a harom konzervativ aminosav cserét (Gly80Ala,
Phel58Leu, Thr286Ala), amely alapjan a D1’ izoformék in silico megkiilonboztethetéek a
tobbi D1 izoformétol (52) (5.3. &bra). Kovetve az eddig vizsgalt cianobakteridlis psbA
kifejez6dési mintézat alapjan felallitott funkcionalis nevezéktant: a harom tipiz&ld
aminosav csere megléte, a kontroll koriilmények kozott megfigyelt alacsony kifejezddése,
valamint anaerob indukcidja az A. marina psbAl génjének feltételezett fehérje termékének
D1’ elnevezését indokolja (51-53). Az A. marina PsbAl izoforméja azonban nemcsak a
harom D1’ szekvenciara jellemz6 aminosav cserét tartalmazza, hanem a D1, szekvenciatol
szamottevéen, 38.7 %-ban eltér (5.3. &bra). A D1’ szekvencia inszercids és delécios

események nyomat is tartalmazza. Az eltéré hosszisagu két izoforma az aminosav
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szekvencia illesztés soran eltérd szamozast kapott. A DI1’-ra vonatkozé szamozést
zérbjelben tuntetlink fel. Az aminosav cserék tobbek kozott érintenek szamos, a
kristalyszerkezet, valamint mutéacios analizisek alapjan azonositott funkcioj, konzervativ
oldallancot is. Ezen mutéciok kozul megemlitenénk a D1-Glu244 oldallanc cseréjét. D1-
Glu244 oxigénatomja szlikséges a nem-hem vas koordinaciojaért felelés bikarbonatcsoport
kotéséhez (29), amely a Qa és Qg kinon akceptorok kdzotti elektrontranszportot segiti
(145). A D1’ izoformaban a Glu244(247)Ala cserébdl kifolyolag a bikarbonatligandumhoz
szilkséges oxigénatom hianyzik, ezért Qa - Qg elektrontranszport 1épés bizonyara eltéré
hatasfokkal miikodhet (5.3. &bra). Kiemelkedd fontossaggal birnak tovabba az
Asp170(173)Glu, Glu333(337)Ser es az Asp342(346)Thr mutéciok (5.3. abra). Ezek olyan
konzervativ oldallancokat érintenek, amelyek a kristalyszerkezet alapjan kétfogu, azaz
bidentat ligandumként viselkednek (29). Az OEC ligalashoz a D1 felél négy bidentat
ligandum biztositott. A D1’-ban az Asp170(173) helyett talalhaté Glu, nagyobb térkitoltési
oldallanccal ugyan, de karboxilcsoprtja révén tovabbra is biztositani képes a bidentat
ligalast. A Glu333(337)Ser valamint az Asp342(346)Thr cserék azonban a D1’-ban a
bidentat helyett csak monodentat ligandum létrejottét biztosithatjdk. A D1-Asp61 az OEC
szamara egy feltételezett proton csatornat biztosit (29). A D1’ fehérjében ezt egy glutamil
oldallanc helyettesiti (D1’-Glu64), amely szintén rendelkezik a protoncsatorna létrejottéert
felelos karboxilcsoporttal, azonban valamivel nagyobb térkitdltéssel bir, igy ebben az
izoformaban feltehetden eltéré sebességgel hagyhatjak el a protonok a Mn-komplexet.
Ezenkivil, az OEC komplexben talalhaté Cl™-ion is feltechetéen elésegiti a protonok
tavozasat a vizbontd komplexb6l (146). A D1-Asp338(442) nitrogénatomja biztositja a Cl™-
ion koordinaci6jahoz sziikséges ligandumot. Az A. marina PsbAl szekvencigjiban a D1-
Asp338(442) feltételezett funkcidjat egy imidazol oldallancban talalhatd nitrogénatom
vélthatja fel (5.3. dbra). Az A. marina D1’ szekvencidja tehat szamos olyan aminosav
oldallanc cserét tartalmaz, amely a konzervativ aminosav oldallancok feltételezett
funkciojat eltéré modon ugyan, de képes lehet betolteni.

A psbAl gén DBMIB kezelés hatasara mutatott nagyfoku kifejezédése arra utal,
hogy bizonyos kornyezeti feltételek mellett ez a gén jelentGsen aktivalodhat, és aktivalt
promotere nagy mennyis€gll transzkript atirodasat teszi lehetové. Ez a jelenség a D1’ PSII
komplexekben betoltott feltételezett, specialis funkcidjaval hozhaté kapcsolatba. A
DBMIB jelenlétében tapasztalt nagymértékii transzkript felhalmozodéas ellenére a D1’
fehérje funkcidjt azonositani nem tudtunk. Kisérletes bizonyitas hianyaban az A. marina

D1’ fehérjének fizioldgiai szerepével kapcsolatban a kovetkezdk feltételezhetdek:
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(1)

(2)

(3)

Specidlis kornyezeti viszonyokhoz valé alkalmazkodas koézben a PSII
miukddésének finomhangolasaban lehet szerepe. Ezt a hipotézist tamasztja ala a
psbAl gén DBIMB kezelésre mutatott specifikus és egyedilallé indukcidja,
valamint a fent emlitett aminosav oldallanc cserék feltételezett iranyitottsaga.
Feltételezhetjiik, hogy ez a D1’ egy Osi izoforma, amely mar elvesztette
szerepét az A. marina fotoszintézisének evollcidja soran, azonban a genombol
még nem szelektalodott ki. Szerepe, ¢és kifejezodése folyamatosan hattérbe
szorult, ezért a génjét érd szelekcios nyomas lecsokkent, amely random
mutaciok felhalmozodasat idézte eld. Ennek kdvetkeztében végiil elvesztette
funkcigjat. Ez ellen szol az, hogy a szekvenciat éré legalabb harom
inszercids/delécids esemény nem eredményezte a ,,frameshift” jelenségét, azaz
a harmas nukleotid kédolasi egységek nem csusztak el, és a DNS szekvencia
tovabbra is egy feltételezett D1 fehérjét kddol. Az is a random mutaciok ellen
sz6l, hogy tobb faj rendelkezik olyan szdrmaztatott PsbA szekvenciaval, amely
ugyanabban a pozicidban hasonld, illetve bizonyos helyeken - elsésorban az
OEC koril — azonos aminosav cseréket mutat (54).

Az A. marina PsbAl izoformdjanak egy feltételezett funkci6ja az, hogy
mikodésképtelen legyen. A James W. Murray altal elészor megfogalmazott
elmélet szerint egy Ugynevezett rD1 izoforménak felel meg, melyet a sejt arra
hasznal, hogy gyorsan és hatékonyan mukodésképtelenné tegye PSII
komplexét (54). Az rD1 tartalm(, OEC kotésre képtelen PSII oxigénfejlesztése
ledll, és a sejtben a respirdcios aktivitas réven alacsony oxigén koncentracio
érhetd el, amely az anaerob kornyezetben aktivva valdo enzimeknek, példaul

hidrogenazoknak kedvez.

A Synechocystis szintén rendelkezik egy kontroll koriilmények kodzott csendes,

A. marina

anaerob kornyezetben viszont aktivalodé D1’ izoformat kodold génnel, amely azonban az

psbAl génjével ellentétben nem mutat DBMIB-fliiggd kifejez6dést (nincs

feltiintetve). Megfigyelték tovabba, hogy a Cyanothece sp. ATCC 51142 D1’ izoforméja,
amelynek szekvenciaja jelentés hasonldosagot mutat A. marina D1’ izoformajaval, diurnalis
kifejez6dést mutat, és sotétben aktivalodik (147). A DI’ kiilonbozé fajokban eltérd

kifejez6dési mintazata a tobbféle tipusu szabalyozasra és funkcidjara utal.

A D1 szekvencidk sokfélesége, valamint a fehérjén végzett mutacios analizisek arra

engednek kovetkeztetni, hogy a D1’ alegység nagyfoku variabilitassal bir, és Kiterjedt
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mutaciok ellenére is képes funkcidjat megtartani (148-150). A Synechocystis D1’
izoforméaja bizonyitottan egy funkcioképes PSII alegység (50). Az A. marina D1’ azonban
a Synechocystis D1’ izoformajahoz képest joval tobb, és az OEC ligandumokra is kiterjedt
mutaciot tartalmaz, és PSII centrumokba torténd beépiilése, illetve funkcidja kisérletesen
eddig nem nyert bizonyitast. Kétségkivil, az A. marina D1’ mikodésének (vagy
mitkodésképtelenségének) felderitése a PSII szerkezet-funkcid Osszefliggésrél eddig
kialakult képet alapjaiban valtoztathatja meg.
1 o .

MTTVLQ---R RESASAWERF CSFITSTNNR LYIGWFGVLM IPTLLTAVTC FVIAFIGAPP VDIDGIREPV AGSLLYGNNI ITGAVVPSSN AIGLHLYPIW 97
MSTTFQTPSR LPTVSAWDQF CEWITSTHNR LYVGWFGLLM IPSLFVSAIT FMLAWVAAPS VDMEGIREPI ISSLLGGSNV ITAAVIPTSA AIGLHLYPLW 100

D1,
D1~

101 . [m}
EAASLDEWLY NGGPYQLIIF HYMIGCICYL GRQWEYSYRL GMRPWICVAY SAPLAATYSV FLIYPLGQGS FSDGMPLGIS GTFNFMFVFQ AEHNILMHPF 197
EATSMDEWLY NGGPYQLIIL HFLIAIWTYL GRQWELSYRL GMRPWIAMAF SAPVAAATAV LLVYPMGQGS FSEGLPLGIS GTFHFMMAVQ AEHNILMHPF 200

D1,
D1>

201 O [} [
D1, HMFGVAGVLG GSLFAAMHGS LVSSTLVRET TEGESANYGY KFGQEEETYN IVAAHG-YFG RLIFQYASFS NSRSLHFFLG AWPVVCIWLT AMGISTMAFN 296
D1~ HMLGVVGVFG GAFLSAMHGS LVTSSLVQET SSLKSVNTGY KFGQQEATYN LLAGHAGYLG RLFIPDIAFR NSRSIHFLLA VLPTIGIWFA ALGIGTMAFN 300
301 u " n

D1,
D1~

LNGFNFNHSI VDSQGNVVNT WADVLNRANL GFEVMHERNA HNFPLDLAAG
LNGFNFNHSL LDSSGRPIRT EADLLNRATM GLQVMHSVNA HHFSLTLAST

ESAPVALTAP VING 360
ESKEIP-TIP IMTS 364

5.3. &bra: Az A. marina D1, és D1’ izoformainak szekvencia 6sszehasonlitasa.

A szovegben targyalt aminosav cseréket négyzetek jelzik. Teli négyzettel jeloltik, ha
eltérd, lires négyzettel, ha hasonlod fizikai tulajdonsaggal rendelkez6 aminosavak cseréje
tortént. A D1’ szekvenciéra érvényes harom konzervativ aminosav oldallanc cserét (52)

potty mutatja.

6.5. A hox génkifejezédés a Synechocystis-ben és az A. marina-ban

A Synechocystis ketiranyl hidrogenazat az oxigén reverzibilisen inaktivélja,
aktivitasat befolyasoljak tovabba szubsztratjai, a hidrogén és a NAD(P)H, valamint a
fotoszintetikus elektrontranszport (92,99). A hidrogéngdz ugyanakkor nemcsak az enzim,
hanem az azt kodol6 hox gének atirddésat is aktivalja (100). Eredményeink, amelyek
szerint Synechocystis hox géneket az oxigén reverzibilisen inaktivalja, kifejezédésiiket
tovabba befolyésolja a fény, azaz a fotoszintetikus elektrontranszport, szintén azt igazoljak,
hogy a hox géneket indukéalé és a hidrogendz aktivitast kivaltd kortlmények atfednek
egymassal.

Synechocystis esetében kimutattak a hoxE promoterének szabélyozasa alatt allo

hoxEFUYH policisztronos mRNS jelenlétét (101). Annak ellenére, hogy a hidrogenaz
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génjei egy operonrol irddnak at, a sétét-anaerob, valamint DBMIB-anaerob kezelés eltéré
szintll génkifejez6dést valt ki: a hoxE és hoxF gének transzkripcidja korulbelul
négyszeresen meghaladja a tobbi hox gén kifejez6dését (4.10, 4.11. dbra). Ez a jelenség
egy hoxU-tdl ,upstream” taldlhatd alternativ stop kodon jelenlétére utal. A Hox
hidrogenazban az alegységek egyméshoz viszonyitott aranya azonos, ezért a hoxE és a
hoxF sotét-anaerob, valamint DBMIB-anaerob hatasra jelentkez6 eltér6 mRNS kvantitasa
jelentheti azt, hogy az adott kérilmények kdzott ezen alegységek magasabb ,,turn-over”
sebességgel rendelkeznek. Egy maésik lehetséges magyarézat erre a jelenségre az, hogy a
HoxE ¢és HoxF nemcsak a hidrogendz strukturdlis alegységeiként miikodhet, hanem
bizonyos kérilmények kdzott més folyamatban, més komplex funkci6jaban is szerepet
jatszhat. A Hox hidrogenéaz diafordz funkcionalis egységét alkoté Hox(E)FU alegysegei
er6s homoldgiat mutatnak az NDH-1 komplex azon alegységeivel, amelyek minden mas,
oxigén alapu respiraciot  folytatd  organizmusban  megtalalhatéak, azonban
kloroplasztiszban és cianobakterialis rendszerekben meglétiiket ez idaig nem sikerilt
igazolni (107-109). Egy elsésorban szekvencia homologian alapuld elképzelés szerint a
diafordz alegység a cianobakterialis NDH-1 komplex miikdésében vehet részt, potolva a
hianyz6 harom alegységet (93,107,109). Ez a feltételezés azonban tovabbra is vita targyat
képezi (108,110). Elképzelheté, hogy a HoxE és a HoxF diaforaz alegységek sotét-
anaerob, valamint DBMIB-anaerob kezelés sordn egy speciélis funkciot latnak el az NDH-
1 komplex mukddésében.

A Synechocystis hidrogenaz génjei tehat oxigénhianyos kdrnyezetben aktivalédnak,
amikor maga az enzim is miikdd6képes. A. marina hidrogénfejlesztését is oxigénmentes
kornyezetben mutattak ki, tehat nagy valdszinliséggel ez az enzim is, a Synechocystis
kétiranyu hidrogenazahoz hasonléan oxigen szenzitiv (111). Ennek ellenére az A. marina
hox génjei oxigén jelenlétében, sotétben mutatjak a legerGsebb transzkripcios aktivitast
(4.13. d&bra). A hox gének aktivalodasa aerob korulmények kozott nehezen
Osszeegyeztethetd az oxigén Hox enzimre gyakorolt inaktivalé hatdsaval. Az NDH-1
komplex a respiracios elektrontranszportban kulcsfontossagu szerepet tolt be. Sotét-aerob
kornyezetben az A. marina sejtek kilondsen intenziv respiracidval rendelkeznek (4.3.
abra). A fokozott respiracios aktivitassal pArhuzamos hox gén aktivacio alatdmasztja azt az
elképzelést, amely szerint egyes Hox alegységek nem csak a hidrogendz enzim (amely az
adott korulmények alatt inaktiv), hanem bizonyos esetekben az NDH-1 komplex

alegységeként, vagy azzal szoros 6sszefliggésben is funkcionalhatnak.
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Az A. marina esetében a hox gének aktivacioja és a PQ kioxidalasa egy idében
zajlik. Nemcsak sotétben, hanem alacsony intenzitasu, vagy tavoli vords hulldmhosszd
fény hatdsara is jelentdés hox gén aktivacidt mértiink. Feltételezhetd tehat, hogy a Hox
enzim szerepet jatszik ezen eltér6 fényviszonyokhoz wvalé alkalmazkodasban.
Synechocystis esetében a kétiranyl hidrogenaz fotoszintetikus elektrontranszporttal
kapcsolt mikodését mar korabban igazoltak. Jens Appel hipotézise szerint az anaerob
kornyezetben tllredukalodott elektrontranszport komponensek redox egyensulyanak
visszaallitdsdban lehet a Hox hidrogenaznak szerepe. Eszerint a Synechocystis tilakoid
membrénjahoz lazan kotott enzim tobblet protonokat és elektronokat szabadit fel az
elektrontranszportbol, melyeket hidrogéngdzza konvertdl, igy segitve eld a
fotofoszforilacios elektrontranszport optimalis lefolyasat (95).

Az A. marina hox génjeinek transzkripciés mintazata a Synechococcus hoxEF és
hoxUYH operonjainak kifejez6désével analog, és mindkét organizmusban a HoxU
alegység kifejezOdése a legintenzivebb (4.14. abra). A Synechococcus HoxU alegységenek
feltételezett szerepe a Hox és az NDH-1 komplex kozotti kapcsolat biztositisa (107).
Egyes feltételezések szerint a Synechococcus Hox hidrogenaza Ugy vesz részt a sejt
energiahaztartdsdban, hogy a H, oxidalasdbol sz&rmazd elektronokat a respiracios
elektrontranszport lancba tolti (151,152). Elképzelhetd, hogy az A. marina esetében a Hox
hidrogenaz a tilakoid membranban szorosan kapcsolt respiracios és fotofoszforilacios
elektrontranszport Iancha, a Synechococcus-éhoz hasonlé mddon elektronok betoltését
végzi. Ezzel a miikodési elvvel vesz részt az eltérd fényviszonyokhoz torténd
adaptacidban, és a Synechocystis Hox enziméhez hasonléan elektrontranszport
spacemaker”-ként  mikodik, azaz egyes komponensek redox  allapotanak
szinkronizalasaval optimalizalja a tilakoid membréanban zajlé elektrontranszportot.

Az a tény, hogy a hox gének kifejez6dését szamos kiilonbozé tényezd
befolyasolhatja, valamint az, hogy az atirddasat szabalyzo fehérjék sokrétii regulatorként
miikddnek (104-106), a Hox hidrogenaz komplex fiziologiai funkcidjara és az
energiahaztartasban betdltott altalanos szerepére utal. A hox gének kiilonb6z6 fajokban
eltéro kifejez6dési mintazatot mutatnak, €s a fehérje sejten beliili lokalizacidja is fajonként
véltozhat (91). A Kkétirdnyl hidrogenaz miikodése ¢és fizioldgiai szerepe tehat
feltételezhetéen az egyes fajokban eltéré lehet. A két egysejtes cianobaktérium, a
Synechocystis és az A. marina torzsben a Hox enzim strukturalis génjeinek elrendezédése
nagymértékii hasonlésagot mutat (1.10. dbra). Az A. marina hox génjeinek kifejez6dési

mintazata a Synechococcus hox operon atirédasaval analog (4.14. &bra). Ezzel szemben a
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HoxU alegység aminosav szekvenciaval elvégzett filogenetikai vizsgalata szerint az A.
marina Hox enzime a Synechococcus és a Synechocystis hidrogendzaval parafiletikus
kapcsolatban &ll, és a heterocisztas cianobaktériumok Hox hidrogendzéval mutat kozeli
rokonsagot (4.15. abra). A jovoben e heterocisztas fajokban talalhatd6 Hox enzim

transzkripcios vizsgalatat tervezzik.
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7. Az eredmeények 0sszefoglalasa

1. Az A marina sotét aerob respirdcidja igen intenziv, aminek kovetkeztében a
cianobaktériumok nagy részétdl eltéré modon sotét adaptacio soran az A. marina tilakoid
membranjaban a PQH2/PQ arany lecsokken. SzélsOségesen alacsony intenzitisa
megvilagitas soran is a PQ allomanyt kioxidalé folyamatok keriilnek elonybe a PSII altal
torténd PQ redukcidval szemben. A PSII centrumok szuperkomplexet alkotnak a 645 nm-
en elnyeld6 PBP antennakkal, ezért a 720 nm hulldmhosszd fény a PSI gerjesztés
szempontjabol kedvezobb, igy tavoli vords fényben szintén az oxidalt PQ molekulak

kerulnek talsalyba.

2. A 720 nm-es megvilagitas altal torténd hatékonyabb PSI gerjesztést a sejtek PSII
allomanyuk megnovelésével, illetve PBP tartalmuk csokkentésével ellensulyozzdk. Az
alacsony intenzitasu lathatd fény begylijtésének optimalizalasara a d-Chl tartalmd Pcb
antennakat érintd fehérjekornyezettel osszefliggésben allo kromatikus atrendezédést a d-

Chl cstcsban mutatkozd vords eltolddas jelzi.

3. Az A. marina nevelési korilmenyek kézott a PSII kdzponti heterodimerének D1, és
D2, izoformait kddold két psbA és két psbD génjét fejezi ki. Ezektdl az abundans
fehérjéktol eltéré aminosav szekvenciaju D1’ és D2’ izoformékat kddolo psbAl és psbD3
gének kifejezOdése kontroll koriilmények kozott elhanyagolhatd. Erds intenzitasu
fénystressz és UV-B sugérzas hatisara a D1y és D2y, izoformékat kodol6 psbA2, psbA3, és
psbD2 transzkriptek relativ szintje megemelkedik.

4. Az A. marina alacsony intenzitsi lathatd, valamint tavoli vords fényhez torténd

crcr

amelynek psbD3 génje e kortilmények soran aktivaladik.
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5. A lineéris és ciklikus elektrontranszport gétlasa a cit be/f Q, kotéhelyére beiil6 DBMIB-
vel megakadélyozza a D1, és D2, izoformékat kodold psbA2, psbA3 és psbD2 gének
fénystressz-aktivaciojat, és a D1’ izoformat kodol6 psbAl transzkript felhalmozodéasat

idézi eld.

6. Az A. marina genomja a cit b559 o alegységét kodold psbE gén két formajat, psbE1 és
psbE2 homoldgokat tartalmaz, amelyek kozil az utébbi a relativ mRNS szintje alapjan az
abundans kopia. A psbE1 gén aktivitidsa rendkivil alacsony, és e homolog altal kddolt
feltételezett a-cit b559 termék aminosav szekvencigjdban mutéciok halmozddtak fel. A
psbE1l géntdl kozvetlen ,,downstream” kodolt B-cit b559 kifejez6dése a psbELl génhez
hasonléan elhanyagolhatdé mértékii. A cit b559 a és B alegységek mennyisége kozott

transzkriptom szinten két nagysagrendnyi kilonbség adodik.

7. A Synechocystis Hox hidrogenazanak kifejez6dését a fény, a fotoszintetikus
elektrontranszport és az oxigén befolydsolja. Az A. marina hidrogenazanak kifejez6dése
elsésorban a PQ-pool oxidalasaval jaré korilményekhez kothetd, fizioldgiai szerepe
feltételezhetben a Synechocystis kétiranyl hidrogenazahoz hasonléan a tilakoid

membrénban zajlé elektrontranszport finomhangolasa.
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Osszefoglalas

A cianobakterialis hidrogendzok jelentdsége napjainkban elétérbe helyez6dott az
alternativ energia utak kutatdsa kapcsdn. Az egyik biotechnoldgiai elgondolas
megvaldsitana, hogy a fény altal meghajtott fotoszintézis allitsa el6 a hidrogénfejlesztéshez
szilkséges elektronokat és protonokat. A jelen tanulméany e vizbontason alapulé elképzelés
két kulcsenzimének, a Hox hidrogenaznak valamint a kettes fotokémiai rendszer (PSII)
reakciocentrumanak — génkifejez6dését  vizsgalja  Acaryochloris marina, tengeri
cianobaktérium fajban.

A fotoszintetizal6 prokariota szervezetek rendkivil adaptivak, szamos
mechanizmust kifejlesztettek, hogy védjék magukat a kornyezeti stressz hatasoktdl. A
cianobaktériumok kiilonb6zé6 hullamhosszon elnyeld pigment molekulak rendszerét
tartalmazzak, amelyek aranyanak valtoztatasaval is képesek alkalmazkodni a valtozo
kornyezethez. Az Acaryochloris marina egy d-klorofill tartalmd cianobaktérium, amely
fotoszintézisét tavoli vords fényben gazdag kornyezethez adaptalta, azonban elsdsorban
spektrumat hasznositani, és jelentdsen eltérd fényintenzitdsokhoz alkalmazkodni.

A cianobaktériumok korében elterjedt mésik védekezési mechanizmus a PSII
D1/D2 heterodimert kodold psbA és psbD gének duplikatumai révén valdsul meg. A
fotofoszforilacio kezdeti katalitikus 1épése, az erdsen oxidativ vizbontds a PSII
komplexben zajlik. A vizbontas sordn esetlegesen fellépd oxidativ stressz elkeriilése
érdekében a PSII koré komplex védémechanizmus kiépitésére volt szilkség, melynek egyik
maddja a kdzponti heterodimer vizbontasban leginkébb érintett D1 alegységének gyakori
lecserélése. A fotoszintetikus védelmi- és akklimacids rendszerik részekent a
cianobaktériumok az eukariota szervezetekt6l eltér6 modon gyakran hordoznak egy vagy
tobb psbA génduplikatumot, melyek az intenziv D1 szintézishez biztositanak nagyobb
transzkript alloméanyt. Egyes psbA duplikatumok szekvencia mddosulason mennek
keresztil, és e homoldg-variancia révén kiilonb6z6 elsédleges szerkezetli és valamelyest
eltéré mikodésti D1 izoformak johettek 1étre. Az eltérd redox tulajdonsagokkal rendelkezd
izoformdk felvaltva fejezédhetnek ki, és épiilhetnek be a PSII komplexekbe az adott
korilményektdl fiiggden, igy optimalizalhatjadk a fotoszintetikus elektrontranszportot az
eltér6 kornyezeti feltételekhez torténd alkalmazkodds soran. Az eddig ismert
cianobakteridlis genomokban a psbA géncsalddok 2-5 taglak, és 1-3 kiilonb6z6 izoformat

kddolnak. Azonban az eddig ismert cianobaktériumokban a psbD génnek legfeljebb
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egyetlen duplikatuma fordul el genomonként, és a két homolég azonos aminosav
szekvenciaju D2 fehérjét kodol.

A D1/D2 kozponti heterodimer mellett taldlhaté a citokrdm b559 redox-aktiv
fehérje, amely két alegységbdl all. Mindkét alegység rendelkezik egy-egy konzervalt
hisztidinnel, amelyek imidazol oldallanca hemcsoport kotésérért felelds. Minden eddig
tanulmanyozott, PSll-vel rendelkez6 szervezetben a citokrom b559 két kiilonb6z6, o és B,
alegységet tartalmazo heterodimerbdl épiil fel. Az a €s B alegységeket kddolo psbE és
psbF gének termékei a psbEFLJ policisztronos mRNS-ben irédnak at. Ez aldl egyetlen
kivétel ismert, az eukaridta zdldalga, Chlamydomonas reinhardtii, ahol a psbE és psbF
genek egymastol szeparaltan, egy psbE, és egy psbFLJ atirédasi egységben kodoltak.

Az Acaryochloris marina viszonylag nagyméretii genommal (8.36 Mb), jelentos
génallomannyal (8462 g@én), és nagyszamu plazmiddal (9 db) rendelkezik. Ezt a
tulajdonsagat nagymértékii alkalmazkodd képességével mar korabban kapcsolatba hoztak.
psbA, valamint sajatos psbD, és az a-citokrém b559 PSII alegységet kodold psbE
duplikdtumokra derult fény. Eddigi ismereteink szerint az Acaryochloris nemzetségbe
tartozé cianobaktériumok lehetnek az egyedili organizmusok, amelyek két D2 izoformét

kddolé harom psbD tovabba a ketté psbE homoldggal rendelkeznek, és feltehetéen e
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kddolé hox gének meglétére. E gének elrendez6dése a Synechocystis PCC6803 fajban
leirtakkal analdg, ugyanakkor Acaryochloris marina esetében a hox klaszter nem a
kromoszoman, hanem plazmid DNS-én talalhato.

A jelen dolgozatban  Acaryochloris marina  szélsGségesen  alacsony
fényintenzitashoz, valamint tdvoli vOrds fényhez torténd alkalmazkodasat vizsgaltuk,
amelyet valtoz6 klorofill fluoreszcencia, oxigénfejlesztési rata, valamint abszorpcios
merésekkel kovettink nyomon. Vizsgéltuk tovabb4 az alacsony és magas intenzitasu-, ill.
tdvoli vords hulldmhosszd fény, UV-B sugéarzas, elektrontranszport géatlas és
oxigénhianyos kornyezet psbA, psbD, psbE, és psbF gének kifejez6désére gyakorolt
hatdsat, melyet a |. dbran foglaltunk Ossze. A D1/D2/citokrom b559 PSII kozponti
alegységeket, valamint a Hox hidrogendzt kodolo transzkriptek relativ szintjét Q-PCR
maodszerrel hataroztuk meg.

Az Acaryochloris marina hadrom psbA és psbD génjei kézul 2-2 a kontrol

korulmények kdzott dominansan jelenlevé D1, illetve D2, (m=major) izoformét kddolja,
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a harmadik transzkript pedig a psbA és psbD homologok esetében egyarant egy eltérd
els6dleges szerkezetli izoformat kodol. Az a-citokrdm b559 PSII alegységet kodold psbE
homoldogok kozul a psbEl feltételezett terméke jelentdsen eltér a psbE2 Altal kodolt
fehérje- és a konszenzus aminosav szekvenciatol. A divergens fehérje kopiakat a PSII-E’,
D1’ és D2’ elnevezessel illettiik kovetve a D1 izoformékra feléllitott funkcionalis
nevezéktant (l. t4blazat).
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I. abra: A D1 és D2 izoformakat kodolé Kkiilonbozé psbA, és psbD homoldgok,
valamint a citokrom b559 alegységeket kdédold gének aktivacidja, és egymashoz
viszonyitott Kifejez6dése a dolgozatban vizsgalt koriilmények kozott

A foltok mérete az adott PSII alegységet kddold homoldg transzkriptek egymashoz
viszonyitott szazalékban Kkifejezett ardnyaval analdég. (A psbE1l, psbE2 és psbF
transzkripteket egy mRNS dlloménynak vettiikk, ennek megfelelden Gsszegiikhoz
viszonyitott aranyukat prezentaljuk). A nyilak irdnya az adott gén relativ transzkript

szintjének ndvekedését vagy csokkenését jeldli. A vizszintes vonalak esetén nincs valtozas.
A citokrom b559 o alegységét kddold psbEL és psbE2 gének a genomban kiilon, a

psbE;F, és a psbE,LJ klaszterben talalhatdak. Minden, a jelen tanulményban vizsgalt

kortilmény soran a psbE2 gén termékének relativ szintje 6sszevethetd volt az abundéans
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D1/D2 PSIl heterodimert kddol6 transzkriptek mennyiségével, amig a psbE1l ~2
nagysagrenddel alacsonyabb kifejezodést mutatott. A dominans kifejez6dést mutatd psbE2
promdtere altal meghajtott génklaszter azonban nem tartalmazza a citokrém b559 B
alegységét kodold psbF gént, hanem az a psbEl géntél ,,downstream” helyezkedik el, és
valoszintileg a psbE1 promdterének szabélyozéasa alatt &ll. Ebbdl kifolydlag a citokrom
b559 a és B alegységeinek transzkript allomanya k6zott is megmutatkozik a jelentés, ~2
nagysagrendnyi kiilonbség (1. abra). Ez az eredmény nehezen egyeztethetd dssze az eddigi
ismereteink alapjan o és [ alegységet 1:1 ardnyban tartalmaz6 PSII szerkezettel, amely
alapjan a transzkriptek eloszlasét is hasonlonak varnank. Tovabba megfigyeltiik, hogy
tavoli voros fényben, amikor a sejtek megndvelik PSIl komplexeik mennyiségét, a D2,
D1, D2’ valamint a PSII-E alegységeket kddol6 transzkriptek mennyisége novekedett. A
psbAl psbE1l és psbF gének kifejezédése tavoli vords fényben azonban nem valtozott,
valoszintisithet tehat, hogy e transzkriptek jelentéktelen mennyiségben, vagy egyaltalan
nem szolgélnak templatként a de novo PSII szintézis sordn. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy az eddig ismert PSII o/f citokrom b559 heterodimer helyett az Acaryochloris
marina PSII komplexei a/a citokrOm b559 homodimert tartalmaznak.

Az Acaryochloris marina sotétben erds respiracios oxidaz aktivitast mutat, melynek
kovetkeztében ennél a fajnal a cianobaktériumok nagy részétdl ellentétes modon sdtétben a
plasztoquinon molekuldk (PQ) &lloménydban az oxidalt kinon molekuldk redukalt
kinolokhoz viszonyitott aranya megndvekszik. Tavoli vords es alacsony intenzitasu lathatd
fényben szintén PQ oxidaciot figyelhetiink meg. Feltételezhetden azért, mert ilyen
korulmények kozott a PQ &lloményt oxidald hatasok (egyes-tipusu fotokémiai rendszer
(PSI) és oxidazok) erételjesebbek, mint a PSII-bdl szarmazo elektrontranszport. Szemben a
PSIl centrumokkal az PSI nem alkot szuperkomplexet a 645 nm-en elnyeld
fikobiliproteinekkel. Ezért a 720 nm-es fény jobban hasznosithaté a csak tavoli vordsben
elnyeld PSI centrumok szamara. Ebbdl kifolydlag ezen a hullamhosszon a PQ—PSI a
PSII—PQ elektrontranszportnal intenzivebb. A két reakcid centrum kozott adodo
egyenlGtlen gerjesztést a sejtek a PSII szamuk novekedésével ellenstlyozzak ki. Ekdzben a
sejtek fikobiliprotein tartalma fokozatosan lecsdkken, tehat egyre tobb fikobiliprotein
nélkali PSII-t tartalmaznak. Az alacsony intenzitasu fényviszonyokhoz az Acaryochloris
marina feltételezhetden Pcb antenndinak kibdvitésével probalja hatékonyabba tenni
fényelnyeléset. Erre utal a d-klorofill in vivo abszorpcids csucsban tapasztalt vords
eltolodas, amely nagy valoszintiséggel a klorofill d fehérjekérnyezetének atrendez6désébal

ered.
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A Synechocystis PCC 6803 kétiranyu hidrogenaz feltételezett fiziologiai szerepe az
er0sen redukald kornyezetben elektronokkal tulterhelt fotoszintetikus elektrontranszport
mitkodésének optimalizalasa, azaltal, hogy az alacsony potencidllal biro elektronokat
hidrogéngazza konvertalja. E faj esetében a hox génekre a hidrogenaz mitkodését szintén
alapvetden befolyasold tényezOk, az oxigén és a fotoszintetikus elektrontranszport hatésat
igazoltuk. Az Acaryochloris marina hox génjei szintén mutatnak anaerob aktivaciot.
Azonban a Synechocystis PCC 6803-nal megfigyeltekkel ellentétben az Acaryochloris
marina esetében a hox relativ transzkript szintek oxigén jelenlétében, sététben mutatjak a
legnagyobb mértékii novekedést, amikor a sejtek erds respiracios oxidaz aktivitast
mutatnak, azonban az oxigén-érzékeny hidrogendz enzim varhatéan inaktiv. Az
Acaryochloris marina hox génjei aktivalodnak tovabba alacsony fényintenzitas, és tavoli
vords fény hatdsara, amikor a plasztokinon molekuldk alloméanyaban a sotét adaptalt
mintaban megfigyeltekhez hasonldan az oxidalt és redukalt kinon/kinol molekuldk aranya
megemelkedik. Az irodalmi adatok és az Acaryochloris marina genom szekvenciajaban
beazonositott szamos oxidazt (Cyc, Cyd, PTOX) kodol6 gének ismeretében valamint a
kiserleti eredményeink alapjan az Acaryochloris marina Hox enzimének mitkodésérél a II.

abran bemutatott feltételezett modellt allitottuk fel.

Calvin-Benson
ciklus

Szénhidratok hiv

Citopl.
Tilakoid

Lumen

Il. &bra: Feltételezett elektrontranszport modell az Acaryochloris marina tilakoid
membrénjaban. Az abrén hasznalt roviditések: Cyc: c-tipusu citokrom oxidaz, Cyd: bd-
tipust citokrom oxidaz, cytbef: citokrdm bgf, SDH: Szukcinat Dehidrogendz, NDH: egyes-
tipusi NADH-dehidrogenaz, PC: plasztocianin, Fd: Ferredoxin, FNR: Ferredoxin-NADP-

reduktaz.
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Summary

The cyanobacterial hydrogenases are becoming of great importance in the aim of
developing new techniques for gaining renewable and clean fuel. One of the
biotechnological approaches would use the bidirectional hydrogenase (Hox) that can be
directly or indirectly connected to the photosynthetic electron transport. The Hox enzyme,
by using NAD(P)H derived from photophosphorylation, could convert solar energy into
hydrogen that could be used for a wide range of industrial purposes. Providing the
knowledgebase for this approach gives a great importance for the studying of the function
and regulation of the Photosystem 11 (PSII) and the Hox; the two key enzymes involved in
hydrogen evolution based on reducing power that originates from water splitting. Herein
we studied the expression of the genes encoding the core of the PSII and the Hox
hydrogenase in the marine cyanobacterium, Acaryochloris marina.

The regulation of the NiFe-type bidirectional Hox hydrogenase is well studied in
the fresh water cyanobacterium Synechocystis PCC 6803. The genes of the bidirectional
hydrogenase in this model organism are encoded by the hoxEFUYH operon under the
regulation of the promoter region upstream hoxE. The arrangement of the hox genes in
Acaryochloris marina is analogous to that in Synechocystis PCC 6803, although the hox
cluster is found on the chromosome in the case of Synechocystis PCC 6803, and encoded in
plasmid DNA in the case of Acaryochloris marina.

The protein surroundings of the Mn,CaOs cluster in the Photosystem Il are highly
prone to photodamage due to the strongly oxidative chemistry of the water splitting. The
D1 subunit of Photosystem 11 is directly and indirectly involved in the water oxidation with
one of its tyrosine residues and by the ligation of the MnsCaOs cluster, respectively.
Therefore, the D1 subunit of the core heterodimer is primarily exposed to photodamage.
All the oxygenic photosynthetic organisms developed a photoprotection mechanism that
involves the regular and specific degradation and resynthesis of the D1 subunit without the
further disassembly of the complex.

Cyanobacteria are among the most adaptive photosynthetic organisms on Earth.
They can adapt to highly diverse ecological niches with different accessibilities of light, as
well as variable temperatures, salt concentrations and pH. They developed several methods
for protecting their photosynthetic apparatus. One of these mechanisms involves several

homologues of psbA genes encoding the D1 subunit of the Photosystem 1. The principal
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advantage of these psbA gene duplications is to provide an extended transcript pool for the
enhanced synthesis of the D1 protein. Some of these psbA gene duplications went through
mutations, and their products have altered primary structure. Various isoforms of D1 with
different redox properties can be found within one cyanobacterial cell, and by switching
between the different isoforms under certain varying conditions cianobacteria can optimize
their photosynthesis during acclimation. Some of the strains also contain one psbD gene
duplication which code for identical D2 proteins of the core heterodimer.

Acaryochloris marina is a highly adaptive cyanobacterium, which can live under
largely different environmental conditions. Its main known habitat is at the underside of
ascidians where only far red light penetrates. Acaryochloris-like cyanobacteria also thrive
underneath crustose coralline algae in a widespread endolithic habitat where only far red
light is available to drive photosynthesis. However, Acaryochloris marina can be cultured
in laboratory environment under visible light, and was shown to perform various responses
of chromatic photoacclimation when adapting to different qualities and quantities of light.
Moreover, another species in the Acaryochloris genus is a free living form in the ocean.
Therefore, Acaryochloris marina is able to acclimate to environments with both visible and
far red light. Acaryochloris marina has a considerably large, 8.36 Mb genome containing
8462 genes of which 2129 are located on 9 plasmids. Its extended genome with numerous
plasmids was previously proposed to be connected with its dynamic niche. Having three
copies of both psbA and psbD encoding two different D1 and D2 isoforms, respectively is
also likely to be part of its arsenal that has been developed during evolution in order to aid

adaptation.
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In the present study the acclimation of Acaryochloris marina was followed by fast
chlorophyll fluorescence, oxygen evolution rate, absorbance and relative gene expression
measurements carried out by Q-PCR method. Transcriptional responses of the genes
encoding the Hox hydrogenase as well as the different homologues encoding the
D1/D2/cytochrome b559 core of the Photosystem Il were examined under various
conditions. The main features of changes regarding the induction or suppression of the
different homologues encoding the core Photosystem Il subunits, as well as their
contribution to the respective mRNA pools is summarized in Fig. |. These data reveal the
large extent of plasticity of transcriptional regulation of the various homologues of PSII

RC subunits in response to changing environmental conditions as discussed below.
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Figure I. Relative transcript abundances of the psbA, psbD, psbE and psbF genes, and
the direction of their changes under the various experimental conditions applied in
the present study. The size of the spots reflects the approximate percentage by which the
particular transcript contributes to the mRNA pool of its homologues. The psbEl and
psbE2 together with psbF transcripts were taken as one mRNA pool of cytochrome b559
encoding genes. The arrows represent the up or down regulation of the particular gene.

Horizontal bars represent no changes.
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The significant difference in the amount of the psbE and psbF transcripts that
encodes the o and 3 subunits of cytochrome b559 indicates that in contrast to the already
characterized Photosystem 1l complexes in nature in which the protein backbone of
cytochrome b559 is made up by an o-f3 heterodimer the Photosystem Il reaction center of

Acaryochloris marina is likely to contain an a-o homodimer of cytochrome b559 subunits.

Acaryochloris marina was found to be able to increase the number of its
Photosystem Il complexes when acclimating to far red light illumination, while decreasing
its phycobiliprotein content. The adaptation to extreme low intensities of visible light
results in a red shift in the in vivo absorption peak of chlorophyll d, suggesting that
adjusting the light harvesting system to poor availability of accessible light involves the
chlorophyll d containing Pcb inner antennas. Both, far red, and low intensity illumination
caused the oxidation of the plastoquinone pool, indicating a strong oxidizing force on the
pool, which was also observed during dark adaptation. Unlike most of the cianobacteria
during dark adaptation Acaryochloris marina showed intensive aerobic respiration, with a
rate that was higher than the rate of oxygen evolution by its photosynthesis. Due to the
strong respiratory oxidase activity the plastoquinone pool gradually gets oxidized during
dark adaptation.

The genes encoding the bidirectional hidrogenase of Synechocystis PCC 6803 were
found to be regulated by oxygen and the photosynthetic electron transport. These are also
the main factors affecting the enzyme activity. Interestingly, the hox genes of
Acaryochloris marina that encode the oxygen sensitive hydrogenase enzyme showed the
highest induction in the presence of oxygen during dark adaptation, when the activity of
the aerobic respiration increased. The hox genes were also induced during acclimation to
low intensities of light, as well as far red light illumination, which both results in
plastoquinone oxidation. Based on these data, and also on the presence of genes encoding
several oxidases acting on plastoquinone pool, we hypnotize that the physiological
function of the Hox in Acaryochloris marina is connected to the electron transport in the

tilakoid membrane as shown in Figure II.
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Figure Il. The hypothesized model of electron transport in the tilakoid membrane of
Acaryochloris marina. The abbreviations used in the figure are as follows: Cyc: c-type
cytochrome oxidase, Cyd: bd-type cytochrome oxidase, cytbef: cytochrome bef, Fd:
Ferredoxin, FNR: Ferredoxin-NADP-reductase, PTOX: Plastoquinone terminal oxidase,
PQ: plastoquinone pool, PC: plastocianin, SDH: Succinate Dehydrogenase, NDH: NADH

Dehydrogenase complex I.

According to the present study the remarkable ability of Acaryochloris marina to
acclimate to different light conditions is also related to its unique photosynthetic gene
arsenal including 3 psbA, 3 psbD genes, which encode 2 different isoforms of the D1 and
D2 Photosystem Il reaction center proteins, respectively. The significant induction of the
hox genes during acclimation to low light intensities or to far red light illumination suggest
that the possible function of the Hox enzyme of Acaryochloris marina is the fine-tuning of

the electron transport during acclimation to PQ oxidizing conditions.
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