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BEVEZETES

A cianobaktériumok vagy kék-zold algdk a Foldon kialakult legdsibb
prokariota szervezetek koziil valok. Oxigéntermeld fotoszintézisiik révén elterjedtek az
egész Foldon, és vizbontasbol szarmazo oxigénfejlesztésiikkel atalakitottak bolygonk
légkorét. Az endoszimbidzis elmélete szerint az eukaridta ndvényi sejt 1,5 milliard
évvel ezel6tt alakult ki, miutan elédje bekebelezte a mai cianobaktériumok 6sét, és
egyiittélésiik a kloroplasztisz kialakulasdhoz vezetett.

A cianobaktériumok rendkiviil j6 modellszervezetek a fotoszintézis tanulma-
nyozasahoz. Egyszerlibb sejtszervezddésiik, konnyli szaporitasuk, és egyes torzsek
természetes transzformacios kompetenciaja révén alkalmasabb alanyai a fotoszintézis
kutatasanak, mint a nehezebben kezelhetd, bonyolultabb sejtszerkezetii, sok
sejtorganellummal  rendelkezd ndvények. A fotoszintézis fényreakcidoi a
tilakoidmembran lipidrétegébe agyazott fehérjekomplexekben jatszodnak le, melyek
kozil kulcsfontossaguak az 1. és a 2. fotokémiai rendszer (PSI és PSII). A fotoszinte-
tikus apparatus fehérjéi szoros kolcsonhatasban vannak az Oket koriilvevd
lipidmolekulakkal. A lipid-fehérje kélcsonhatasok jelentdsen befolyasolhatjak a foto-
szintetikus elektrontranszportot, de ezekrdl jelenleg igen kevés ismerettel rendelke-
zlink.

A cianobaktériumok és a magasabbrendli névények tilakoidmembranjanak
lipidosszetétele igen jellegzetes. Féként glikolipidek épitik fel, melyek koziil a neutra-
lis monogalaktozil-diacilglicerin (MGDG) és digalaktozil-diacilglicerin (DGDG) a 6
membrankomponensek. A tilakoid lipidjeinek minddssze 20-30%-4t teszik ki az anio-
nos lipidek, a szulfokinovozil-diacilglicerin (SQDG) ¢és a foszfatidil-glicerin (PG). A
nem fotoszintetizald baktériumok és az eukaridta sejtek membranjait foként
foszfolipidek alkotjak, a cianobaktériumokban és a tilakoidban azonban a PG az egyet-
len foszfolipid.

A Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktérium teljes genomszekvenciajanak
megismerése lehetdve tette a PG szerkezeti és funkciondlis szerepének in vivo tanul-
manyozasat cianobaktériumokban, a molekularis bioldégia modszereinek felhasznala-
saval. A Synechocystis sejtek képesek a PG-t felvenni a sejtfalon at a kiilsé kornyezet-
bol. Ez a tulajdonsaguk lehetdvé tette, hogy a PG bioszintézisében résztvevé PG-
foszfat-szintaz enzim pgsA génjének inaktivalasaval, és a PG kiviilr6l torténd potlasa-

val szabalyozzuk a Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtek PG-tartalmat.

A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA cianobaktérium térzson korabban kimutat-
tak, hogy a PG megvonasa kezdetben a PSII mikodésének zavarat okozza, de nem
tapasztaltak eltéréseket a PSI miikodésében annak ellenére, hogy rontgenkrisztallogra-
fias szerkezet-meghatarozassal kimutattak 3 PG-molekula jelenlétét a PSI reakciocent-
rumban (RC). Ezek a PG-molekulak valdszintileg nélkiilozhetetlenek a PST mitkodésé-
hez, és olyan jol védett, zart helyen kétédnek a PSI RC alegységeihez, ahonnan nehe-

zebb Oket eltavolitani, mint a PSII komplex felszinérél.

CELKITUZESEK
Munkam soran elébb célul tliztem ki a pgsA sejtek PG-mentes tapoldatban va-
16, kellden hosszl ideig tartd nevelésével a PSI RC-k PG-mentesitését, majd a kovet-

kez0 kérdések megvalaszolasat:

a)  Milyen hatasa van a PG kiliriilésének a Synechocystis PCC6803 pgsA sejtek

tozasok PG hozzaadasaval visszafordithatok-e?

b) A PG kiiiriilésének hatasara hogyan valtozik a sejtek lipidosszetétele, és ezzel
Osszefliggésben  valtozik-e a tilakoidmembran fizikai allapota,

mikroviszkozitasa?

¢)  Van-e a PG kiiiriilésének mérhet6 hatasa a PSI aktivitasara?

d)  Okoz-e a PG Kkiiiriilése valtozasokat a PSI reakciocentrumok szerkezetében, fe-

hérje-osszetételében?

KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK
Synechocystis sp. PCC6803 pgsA nevelési koriilményei

A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA mutans torzsét BG11 médiumban nevel-
tiik, mely 5 mM HEPES-NaOH (pH 7,5) puffert, 20 pg/ml kanamicint és 20 pM PG-t
(18:1, 18:1 foszfatidil-glicerin, Na sdja; Sigma, St. Louis) is tartalmazott, melyet eta-

nolban oldva adtunk a sejtekhez. A sejteket 30 °C-on, folyamatos 30 pmol - m™s™ in-



tenzitasti megvilagitas mellett, fehér fényen neveltiik. A kultarak levegéztetését allan-
do razatassal biztositottuk (korkoros razo, 100 rpm).

A PG kitiriilésének vizsgalatahoz a sejtkulturat lecentrifugaltuk, a PG tartalmu
médiumot kimostuk, majd PG-mentes BG11 médiumban neveltiik tovabb azonos ko-
riilmények kozott, mint a PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelt sejteket.

A sejtek szaporodasat egyrészt az optikai denzitas (OD7s9) mérésével kovettiik,

masrészt Biirker-kamras sejtszamlalast is végeztiink.

Morfologiai vizsgalatok: elektronmikroszképos vizsgalatok

Az Gsszecentrifugalt cianobaktérium sejteket 0,1 M foszfat pufferben (pH: 7,4)
oldott 1%-o0s paraformaldehid és 1%-os glutaraldehid oldatban 4 °C-on négy o6ran ke-
resztil fixaltuk. Az utordgzités 0,1 M foszfat pufferben oldott 1%-o0s ozmium-
tetroxiddal tortént. A mintakat ndvekvd alkoholkoncentracioval viztelenitettiik, majd
Spurr miigyantaba agyaztuk. A polimerizaci6é utan a blokkokbdl Reichert Ultracut E
tipust ultramikrotommal 85-90 nm vastag ultravékony metszeteket készitettiink, ame-
lyeket uranil-acetattal és 6lom-citrattal kontrasztositottunk, majd Zeiss EM 902 elekt-
ronmikroszképpal tanulmanyoztunk.

A sejtek méretének Osszehasonlitdsdhoz lemértiik az azonos nagyitast fotokon
lathaté nem osztddo sejtek atmérdjét mm-ben, majd 25-45 adat atlagat felhasznalva

kiszamitottuk a sejtek térfogatat, feltételezve, hogy azok gémb alakuak.

A sejtek pigmenttartalmanak vizsgalata

A pgsA sejtek pigmenttartalmanak valtozasat abszorpcios spektrumuk felvéte-
lével kovettiik. A spektrumokat Shimadzu UV-1601 spektrofotométeren vettiik fel
400-750 nm  hullamhossztartomanyban 1 nm-ként. A sejtek  klorofill- ill.
fikocianintartalmanak becsléséhez megmértiik a sejtszuszpenzid optikai denzitasat a
klorofillra jellemz6 csucs maximumanal 682 nm-en, ill. a fikocianinra jellemz6 maxi-

malis elnyelésnél 630 nm-en. Az adatokat sejtszamra normaltuk.

Lipid- és zsirsavanalizis
A lipideket intakt sejtekbdl kloroform és metanol 1:2 aranyu elegyével
extrahaltuk. A lipidosztalyok elvéalasztasa szilikagél vékonyréteg lapokon (Merk 5721)

tortént kloroform, metanol és 28% ammonium-hidroxid 65:35:5 térfogataranyu futta-

toelegyben, szobahémérsékleten. Az elvalasztott lipidfrakciokat ANSA (8-anilino-1-
naftalén-szulfonsav) kezelés utan UV-fény alatt megjeldltiik, és 50 pg 15:0 zsirsav,
mint belsé kontroll felvitele utan a lemezrél lekapartuk. A lemezrdl lekapart lipideket
5% HCl-at tartalmazé metanolban 85 °C-on 2 6ra hosszat észteresitettiik. Az igy nyert
zsirsav-metilésztereket hexanba atrazva Supelco SP-2330 kapillarisoszlopon Hewlett

Packard HP6890 tipust gazkromatograffal valasztottuk el.

A tilakoidmembran izolalasa

A centrifugalassal (3000 g, 10 perc) dsszegyijtott cianobaktérium sejtek sejtfa-
1at 0,2% lizozimmel emésztettik 10 mM TES pH 7,0, 5 mM EDTA, 600 mM szacha-
ré6z pufferben 2 o6ra hosszat 37 °C-on. A sejtek feltirasa Bead Beater
homogenizatorban tortént 100 pm atmérdjii tiveggyonggyel 8x1 percig 6rolve ImM
PMSF proteazgatlé hozzaadasaval, jégen. A feltart sejteket 15 perc DNaz kezelés utan
centrifugalassal elvalasztottuk a feltaratlan sejtektél és a tormeléktél, majd a
membranvezikulumokat  tartalmazd  szuszpenziot  1épcsGs  cukorgradiensen
ultracentrifugaltuk (130 000 g, 16 6ra). A lecentrifugalt gradiensen a 39%-os és az
50%-o0s cukorréteg hatararol nyertiik a tilakoidfrakciot, mig a citoplazmamembran a
10%-o0s ¢és a 30%-os cukorréteg hataran gyiilt dssze. A membranfrakciokat 10 mM
TES pH 7,0 pufferben felszuszpendalva, | mM PMSF hozzaadasaval -80 °C-on tarol-
tuk.

FTIR: Fourier-transzformaciés infravoros spektroszképia

A tilakoidmembran fizikai allapotanak felmérését infravords spektroszkopia
felhasznalasaval végeztiik. A nehézvizes mintdk spektrumat Philips PU9800 FTIR
spektrométerrel vettiik fel 2 cm™ spektralis felbontassal. A minta és a hattér spektru-
mat is 128 interferogram 6sszeadasaval nyertiik. A hdmérsékletfiiggés mérése 5-80 °C
tartomanyban 2 °C-ként tortént. A méréseket szamitogép vezérletével, az adatok kiér-
tékelését az SPSERV programmal (Bagyinka Csaba, Biofizikai Intézet, SzBK, Szeged)

végeztiik.



DSC: differencialis pasztazo kalorimetria

A DSC (differential scanning calorimetry) modszerével elsésorban fehérjék
nyomon. A méréseket alacsony ioner6sség mellett végeztikk, a tilakoidmembrant
10 mM TES (pH 7,4), 0,4 M szorbitol médiumban szuszpendalva. A tilakoidmembran
hoékapacitasat DASM4 (Biopribor, Puscsino, Oroszorszag) tipusu nagy érzékenységii
pasztazo kaloriméterrel 20-100 °C homérsékleti tartomanyban mértiik, a hémérsékletet

percenként 1 °C-kal novelve.

Fehérje-klorofill komplexek oligomerizaciéjanak vizsgalata

A fehérje-klorofill komplexek oligomerizacidjanak vizsgalatdhoz tilakoidot
izolaltunk Komenda és Barber [Biochemistry 34: 9625-9631 (1995)] modszere szerint.
A monomer ¢s oligomer fehérje-klorofill komplexek elvalasztasahoz a tilakoidot el6-
szor 0,1% (w/v) n-dodecil-B-D-maltozid (DM) kezelésnek tettiik ki 10 percig 4 °C-on
sotétben, ezutan eltavolithattuk a membran felszinéhez kotddd fikobiliszomakat és
egyéb fehérjéket. Utana 1% (w/v) DM detergenssel kezeltiik a tilakoidot 30 percig
4 °C-on, majd 90 percig 145 000 g centrifugalassal valasztottuk szét a fehérje-klorofill
komplexeket tartalmazo fazist a kiiilepedett membrantol.

Az extrahalt komplexeket HPLC technikaval valasztottuk szét 10 °C-ra hiitott
Varian Prostar (Varian, Palo Alto, CA) folyadékkromatograffal. A mintdkat MonoQ
HR 5/5 oszlopra (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala) t6ltéttiik fel, majd a komp-
lexeket 5-200 mM MgSO, 1épcsds gradienssel eludltuk és 437 nm-en mért abszorpcio-
val klorofillra detektaltuk. Az eluatumbol 1 ml-es frakciokat gytijtottiink, melyeknek
fehérjedsszetételét 77 K fluoreszecenciaemisszios spektrumuk alapjan azonositottuk.

A ,steady state” fluoreszcencia emisszids spektrumokat folyékony nitrogénnel
hitott Perkin-Elmer LS 50 spektrofluoriméterrel (Foster City, CA), a klorofill 437 nm-
es hullamhosszan tortént gerjesztés utan, 600-780 nm hullamhossztartomanyban vettiik
fel.

A MonoQ oszlopon elvalasztott PSI-komplexek méretét gélsziiréssel hataroz-

tuk meg TSK 3000 SW (7,5x600 mm) oszlopon (Tosoh Bioscience, Tokio.

A PSI-aktivitas mérése
A sejtek PSI-aktivitasat a P700 fényindukalt abszorpciovaltozasanak mérésével
hataroztuk meg egy hazi készitésii kétsugaras spektrofotométerrel 705 nm hullamhosz-

szon, 15 °C-ra termosztilt 1 cm-es iivegkiivettdban, intakt sejteken.

PSI-komplexek fehérje-osszetételének vizsgalata

A MonoQ oszlopon szeparalt PSI monomerek ¢és trimerek fehérjealegységeit
12% tricin-SDS poliakrilamid-gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk. Az elektro-
foretikus szétvalasztas (150 V, 3 o6ra szobahén) utan a fehérje savokat eziistfestéssel
tettiik lathatova, ill. nitrocelluléz membranra (Protran BAS8S; Schleicher és Schnell,
Keene, NH) blottoltuk at 300 mA aramerdsséggel 2 ora alatt 4 °C-on. A membranra
atvitt fehérjealegységeket Synechocystis sp. PCC6803 PsaA és Psal, valamint
Synechococcus sp. PCC7002 PsaC és PsaD fehérjék ellen nyualban termeltetett
poliklonalis ellenanyagokkal reagaltattuk. Az ellenanyaggal megjelolt fehérjéket anti-
nyul masodlagos ellenanyaghoz konjugalt alkalikus-foszfataz enzim reakcidjaval tet-

tiik lathatova a standard NBT/BCIP festési protokoll szerint.

EREDMENYEK

a) Az alkalmazott hd- és fényviszonyok kozott a pgsA sejtek 3-4 hétig tarthatok
¢letben PG-mentes tapoldatban. A sejtosztdodas kb. két hét PG-megvonas utan
leallt, de 3 hét PG-¢heztetés utan a sejtosztodas gatlasa még visszafordithato
volt, ha a médiumba PG-t adagoltunk. Hosszabb PG-megvonas a sejtek pusztu-
lasdhoz vezetett.
Az elektronmikroszkopos morfologiai vizsgalatok alapjan a PG kiiiriilése a
tilakoid szerkezetének felbomlasat eredményezte, valamint a PG-hianyos sejtek
térfogata atlagosan legalabb 50%-kal nétt, de a sejtek egydtode tobb mint két-
szeresére duzzadt, és osztodasi rendellenességeket is mutattak. Megallapitottam,
hogy a PG hianya gatolta a sejtek osztodasat.
A PG Kkiiiriilésével parhuzamosan erdsen lecsokkent a pgsd  sejtek
klorofilltartalma, ami a fotokémiai rendszerek PG hianyaban bekovetkezd sérii-
1ésével allt kapcsolatban. A fikobiliproteinek szintézisét, szerkezetét és miikodé-

sét nem érintette a PG-hiany.



b)

©)

d)

A pgsA sejtek PG-tartalma folyamatosan csokkent a PG-éheztetés soran, azon-
ban nem sikeriilt teljesen kiiiriteni a PG-t a sejtekbdl. Ha a sejtekben a PG ara-
nya 4% ala csokkent, a kulttra elpusztult. Kimutattam, hogy a pgsA4 sejtek a tap-
oldatbol felvett PG-molekuldk zsirsavait kicserélték, a molekulakat atépitették a
fajra jellemz6 lipidszerkezetekre.

A pgsA sejtek tilakoid membranjan felvett FTIR-spektrumok alapjan a PG-
molekuldk nagy részének eltdvolitisa nem véltoztatta meg a tilakoid

lipidfrakciojanak mikroviszkozitasat.

A pgsA sejtekben a fotooxidalhatdo P700 mennyisége két hét PG-¢heztetés utan
kezdett csokkenni, ekkor kezdtek a PSI RC-bodl is kiiiriilni a PG-molekulak. A
sejtekben mérheté PSl-aktivitas csokkenése 3 hét PG-megvonas utan még visz-
szafordithato volt a PG kiviilrdl torténd potlasaval. Kimutattam, hogy elegendd-
en hosszl ideig tarté PG-megvonassal a PSI RC-bdl is eltavolithatok voltak a
PG-molekuldk, és ez befolyasolta a sejtekben levd fotooxidalhaté P700 mennyi-

ségét.

A sejtekben mért PSI-aktivitds csdokkenésével parhuzamosan szerkezeti valtoza-
sok is bekdvetkeztek a PG kiiiriilése soran. A DSC-gorbék a tilakoidban levd
fehérjekomplexek hékapacitasanak csokkenését, szerkezetének felbomlasat mu-
tattak. A PSI komplexek oligomerizacidjanak vizsgalata a PSI trimerek aranya-
nak fokozatos csokkenését, monomerizacidjat tarta fel. A PSI monomerekbdl
PG hianyaban levaltak a trimerizacioért felelés PsalL fehérjealegységek, melyek
a tilakoidban maradva PG hatasara képesek voltak ismét trimereket kialakitani a
PSI monomerekbdl. Megallapitottam, hogy a PSI monomerek trimerizaciéjahoz
sziikséges, hogy a Psal fehérjealegységek a PG-molekulakon keresztiil stabilan

kotédjenek a PSI reakcidcentrumokhoz.
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