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Roviditések jegyzéke

AsA — aszkorbat

ATP — adenozin trifoszfat

BChl — bakterioklorofill

Carb — karbenicillin

CAT —katalaz

Chl — klorofill

Chl-a — klorofill-a

CPS — beiités per masodperc (counts per seconds)

DNS — dezoxiribonukleinsav

EPR — elektron paramagneses rezonancia

ETC — elektrontranszportlanc

Fd — ferredoxin

FLU — kék fény alatt fluoreszkal (fluorescent in blue light)
GPXH — glutation-peroxidaz

GST — glutation-S-transzferaz

HL — magas fényintenzitas

HIi — magas fény altal indukalt fehérjék

hli — magas fény altal indukalt gének

HM - nehézfém

ICmax — maximalis gatlo koncentraciod

ICmin — minimalis gatlé koncentraciod

ICP-MS - Induktiv csatolast plazma atomemisszios spektrometria — tdmegspektrometria
Km - kanamicin

LHC Il — A Il. fotokémiai rendszer fénygy(ijté komplexe
LL — alacsony fényintenzitas

LLD — legkisebb detekcios hatar

OD - optikai denzitas



OEC - vizbontd komplex

ORF — nyilt leolvasasi keret

PQ — plasztokinon

PSI — 1. fotokémiai rendszer

PSII —1I. fotokémiai rendszer

RC — reakcio centrum

RNS - ribonukleinsav

ROS - reaktiv oxigénformak

SCP — kis CAB-szerii fehérjék (small CAB like proteins)
SOD - szuperoxid-dizmutaz

SOSG - szinglet oxigén szenzor zold fluoreszcens szenzor molekula
Sp-R — spektinomicin rezisztencia kazetta

SRNS — kis ribonukleinsav

TEMP —tetrametilpirimidin

TEMP-HCL - 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidon-hidroklorid

WT — vad tipus



1. Bevezetés és irodalmi attekintés
1.1. A Synechocystis PCC 6803 cianobaktérium és biotechnologiaja

A jelen dolgozatom kisérleti modellszervezete a Synechocystis sp. PCC 6803
(Synechocystis) kék-zold baktérium vagy mas néven cianobaktérium. A Synechocystis egysejti,
édesvizi, oxigéntermeld fotoszintézist folytatd, fotoautotrof Gram-negativ baktérium.
Kisméretli genomja, valamint a molekularis biologiai és fiziologiai mérések soran tapasztalt
konnyti kezelhetdségének koszonhetden rendkiviil nagy figyelmet kap az alap- és alkalmazott
kutatasok soran. A Synechocystis nemzetség tagjainak fontos sajatossaga, hogy képesek mind
fototr6f novekedésre oxigéntermeld fotoszintézissel fényperiddusokban, mind pedig heterotrof
novekedésre glikolizissel és oxidativ foszforilacidval sotét idészakokban. Tobbségében a kettes
fotokémiai rendszerre (PSII), hianyos mutansok fényperiddusban is képesek a heterotrof
novekedésre (Rengstl és mtsai., 2013; Vass és mtsai., 1992). A nemzetségbe tartozod
cianobaktériumok mindegyike szintetizal klorofill-a (Chl-a) molekulat és a fotoszintézis soran
vizet hasznositanak elektrondonorként, ami oxigén képz6déséhez vezet. A legtobbjiik képes
fikobilicianin pigment eléallitasara is, amely kékes szint kdlcsondz a sejteknek és ez a pigment
felel6s a kozismert ,,kék-zold alga” elnevezésiikért. Egyes cianobaktériumok fikoeritrint is
termelnek, mely egy vords szinli kiegészité pigment. A Synechocystis cianobaktériumok
génjeinek expresszidja cirkadian ritmust mutat és a cirkadian 6ra szabalyozasa alatt all,
melynek koszonhetden a baktérium hatékonyan képes észlelni a vilagos és a sotét fazisok
kozotti atmenetet (Dong & Golden, 2008). Az oxigéntermeld fotoszintézist folytatd
cianobaktériumok kortilbeliil 2,7 milliard éve léteznek a Foldon. Foldtorténeti szempontbol
ezek a fotoszintetizald mikroorganizmusok Oriasi jelentdséggel birnak, hiszen az oxigéntermeld
fotoszintézisiikhoz kothetd a nagy oxigéngeneracios esemény (Schirrmeister és mtsai., 2015),
mely elinditotta az atmenetet a F6ldon a magas szén-dioxid tartalmt és kevés oxigént
tartalmazo 1€gkorbOl a ma ismert 1égkori Osszetétel felé. A cianobaktériumok ezen ujfajta
fotoszintézise adta meg az es€lyt akkoriban, hogy nagy mennyiségii oxigéngaz keletkezzen,
mely a késébbiekben megalapozta a szarazfoldi élet kialakulasat. Rendkiviili alkalmazkodo
képességiiknek koszonhetéen a cianobaktériumok ezt koveten széles korben elterjedtek a
Fo6ldon (Whitton, 2012), beleértve az édes és a sos vizek 0koszisztémait, valamint a legtobb
szarazfoldi kornyezetet. Filogenetikailag a Synechocystis késébb agazik el, mint a
Synechococcus sp. vagy Oscillatoria sp. a cianobaktériumok evolucids fajaban, tavol az Ost6l

(Gloeobacter violaceus), viszont szoros rokonsagban all egy masik modellszervezettel, a



Cyanothece ATCC 51442 nitrogénfixald baktériummal. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy
a Synechocystis eredetileg képes lehetett a nitrogén gaz megkotésére, azonban az idék soran
elveszitette a teljes nitrogénmegkotd (nif) génklaszterhez tartozo génjeit (Sean Turner, Tan-Chi
Huang, 2001). Napjainkban a cianobaktériumokat széles korben alkalmazzak kisérleti

modellszervezetekként, tobbek kozott a fotoszintézis, a szén- és nitrogén asszimilacio, a

crer

A Synechocystis az egyik legjobban vizsgalt cianobaktérium torzs, mivel autotrof és
heterotrof modon torténd ndvekedésre is képes. A torzset 1968-ban egy édesvizii tobol izolaltak
(Yu és mtsai., 2013). A novekedéshez sziikséges optimalis hémérséklet a 32—38 °C kozotti
tartomanyba esik, mely konnyen biztosithaté laboratériumi kériilmények kozott is (Cerveny és
mtsai., 2015). A Synechocystis konnyedén képes az exogén DNS felvételére, mely jelenségre
alapozva miikodik a természetes uton torténd transzformalas molekularis bioldgiai technikaja
(Pope & Kent, 1996). Ugyanakkor az exogén DNS természetes modon torténd felvételén kiviil
a Synechocystis sejtek esetében gyakran alkalmazzak az elektroporacioval, ultrahangos
transzfekcioval és konjugacioval torténd exogén DNS beviteli modszereket is a transzformacios
hatékonysag novelése érdekében. A fotoszintetikus apparatus vizsgalatanal szamos hasonlosag
figyelhet6 meg a cianobaktériumok és a szarazfoldi novények fotoszintetikus rendszere kozott,
mely az endoszimbionta elmélet kialakulasahoz vezetett. Eszerint a szarazfoldi novények
kloroplasztisza cianobakteridlis eredetli, mely alapjan eukariota sejt, valamint az altala
bekebelezett cianobaktérium sejt szimbiodzisaval alakultak ki a novények 6sei (Sinetova & Los,

2016).

Laboratoriumi koriilmények ko6zott a Synechocystis tenyészetek agarlemezeken és
folyadék kulturakban egyarant fenntarthatéak. A sejtek tenyésztésére leggyakrabban a BG-11
nevil tapoldatot alkalmazzak (Rippka és mtsai., 1979). Optimalis névekedésiikh6z a pH 7 és
8,5 kozotti kémhatas, valamint az 50 umol m2s ! foton fényintenzitds az idealis. A sejtek
osztddasi sebessége szén-dioxiddal dusitott levegdvel (1-2% CO3) torténd buborékoltatassal
novelhetd, azonban ekkor tovabbi pufferelést igényelhet a pH fenntartasa. Molekularis
biologiai kisérletekben alkalmazott klonozési folyamatok soran a sejtek szelekciojat altalaban
antibiotikum-rezisztencia gének alkalmazasaval végzik. Heidorn és munkatarsai 2011-ben
kisérletesen meghataroztak a Synechocystis kanamicin, spektinomicin, sztreptomicin,

crer

mtsai., 2011). A tenyészetek koriilbeliil 2 hétig tarthatok agarlemezeken, és rendszeres atoltas



alkalmazasaval korlatlan ideig fenntarthatdéak. A folyékony sejtkultiradk hosszu tavu tarolasa

15%-o0s glicerin oldat hozzaadasat kovetéen -80 °C-on lehetséges.

A Synechocystis sejtek viszonlyag kis (3,57 Mbp) genommal, valamint harom kis
plazmiddal rendelkeznek, melyek altalaban 12 kopiaban talalhatoak meg: pCC5.2 (5,2 kb)
pCA2,4 (2,4 kb) és pCB2,4 (2,4 kb). Ezen kiviill még négy nagy plazmidot is tartalmaznak:
PSYSM (120 kb), pSYSX (106 kb), pSYSA (103 kb) és pSYSG (44 kb). Habar a Synechocystis
gyakran alkalmazott modellszervezetnek szamit, kevés olyan szintetikus in silico genetikai
eleme ¢és konstrukcidja létezik, amely felhasznalhatdé a géntechnologiahoz. Mivel a
cianobaktériumok 4ltaldban lassan osztodnak (~24 ora), célszeri a klonozott DNS
felszaporitasdra és izoldlasdra egy gyorsan novd, konnyen kezelhetd gazdaszervezet
alkalmazasa, mint az Escherichia coli, mely alkalmas a konstrukciok konjugacioval torténd

atvitelére is a Synechocystis sejtekbe.

A plazmidok stabil, replikalodé cirkularis DNS darabok. Olyan plazmidok
létrehozasahoz, amelyek tobb fajban is sikeresen mitkddnek, ugynevezett broad-host-range
shuttle (széles gazda-tartomany) transzfervektorra van sziikség. Emellett fontos az is, hogy a
génexpressziot szabalyozo promoterek kiszamithatéan mitkodjenek tobb gazdaszervezetben is.
Jelenleg csak egy broad-host-range shuttle vektor, az RSF1010 tobbszorézodik sikeresen a
Synechocystis-ben (Mermet-Bouvier és mtsai., 1993). Az RSF1010 egy mobilizacids plazmid,
amely megkonnyiti a sejtek kozotti konjugaciot, lehetévé téve a DNS horizontalis
géntranszferjét. Ezenkivil az RSF1010 kodolja sajat replikacidos gépezetét is, igy nem
sziikkséges, hogy a gazdasejt rendelkezzen a sziikséges fehérjékkel és a transzkripcios
faktorokkal. Csoportunk az elébb emlitett vektort felhasznalva els6ként fejlesztett ki egy
egyszerli modszert a CRISPR interferencia alkalmazasara a nativ S. pyogenes CRISPR
Osszeallitast tartalmazo pCRISPathBrick plazmid modositasaval a Synechocystis szamara,
melyet pPCRPB1010-nek neveztiink el (Kirtania és mtsai., 2019).

A promoterek a DNS transzkripcidjanak szabalyozasaért felelés génszekvenciak. Az I.
tipust promoterek a gén kodolo szekvenciaja el6tt megtalalhatd konszenzus -35 és -10 régiobol
(Pribnow box) (Imamura & Asayama, 2009) allnak. Heidorn és munkatarsai 2011-ben
Osszeallitottak egy listat azokrol a promoterekrél, melyek a nativ Synechocystis szintetikus
konstrukcioihoz hasznalhatok, azonban ezek alkalmazasa keresztreakcidkhoz és nem
ortogonalis vagy nem specifikus génexpressziohoz is vezethet (Heidorn és mtsai., 2011).

Hasznos gylijtemény az ugynevezett Anderson-prométerek, mely egy konstitutiv promotereket
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magaba foglald gyiijtemény, amelyet egy kombinatorikus kényvtarbol gytijtottek dssze a -35
(5TTGACA-3) ¢és -10 (5-TATAAT-3) konszenzus  szekvencidjuk  alapjan
(http://parts.igem.org/Promoéters/Catalog/Anderson). Legjobban a BBa J23101 funkcional,

melyrdl kimutattak, hogy a Synechocystis-ben is miikédik (Camsund & Lindblad, 2014). Az
iGem Registry a BioBrick kezdeményezés részeként biztositja ezeket a promoter szekvencidkat

cseré¢lhetd genetikai részek 1étrehozésara.

A szintetikus biologia egyik létfontossagli alapja olyan indukalhatdo promoterek és
gének alkalmazasa, melyek miikodése igény szerint Ki- és bekapcsolhato a sejtekben. Az E.coli-
ban szamos, népszerii indukalhaté promoter 1étezik, mint a pBad, pTet és pLac promoterek,
blokkold represszor molekula altal szabalyozhatok. Ezen promoterek lehetové teszik
bioszenzor sejtvonalak eléallitasat, melyek segitségével kiilonb6zé anyagok, mint példaul
nehézfémek (HM) jelenléte is kimutathat6. Ugyanakkor a Synechocystis esetében a
rendelkezésre allo promoterek és a veliik felmeriilé problémak megnehezitik a pBad, pTet és
pLac tipust bioszenzorok létrehozasat. Mivel a transzkripcios apparatusban 1évé béta
alegységet koto fehérjék magasabb kezdeti kotddési affinitassal rendelkeznek a Synechocystis-
ben, mint mas eubakterialis modellben, a kis koté-molekulakra valaszul be- / kikapcsolo
promoterek kevésbé hatékonyak a Synechocystis-ben, hiszen az RNS polimeraz II le tudja
szoritani 6ket a DNS szalrol. Camsund, Heidorn és Lindblad kisérletiik soran tobb operonos
promoter alkalmazasaval probaltak fokozni a plac repressziot a Synechocystis-ben,
megkonnyitve ezaltal a DNS hurkolddasat. Eredményeik azt mutattak, hogy ezzel a modszerrel
olyan erds represszio érhetd el, amely lehetetlenné teszi a transzkripcio aktivaciojat (Camsund
¢s mtsai., 2014). Huang és Lindblad létrehozott egy modositott pTet promotereket tartalmazo
konyvtarat, valtozé mértékii represszidoval egy dinamikus tartomanyban a gliikoz tolerdns
Synechocystis sp. ATCC 27184-ban (Huang & Lindblad, 2013). Szamos mas promotert, példaul
a PrnpB-t és a PrbcL variansait, valamint a Ptrc promoter két operatorral rendelkez6 véltozatat
is kifejlesztették és jellemezték pPPMQAKI-GFP széles gazda specifitast shuttle vektorba valod
beépitéssel Synechocystis-ben (Huang és mtsai., 2010).

Az indukalhat6é promoterek gyakran alkalmazott csoportjat a HM-ek altal indukalhat6
promoterek adjak, melyek esetében a transzkripcid indukciodja példaul a cink, kadmium, kobalt,
arzén, nikkel és a krom jelenlétében aktivalodik (Peca és mtsai., 2007). Szamos ilyen HM

érzékeny promotert talaltak és vizsgaltak a Synechocystis-ben is (Blasi és mtsai., 2012).


http://parts.igem.org/Promoters/Catalog/Anderson

Azonban ezen promoéterek alkalmazasdt nagyban megneheziti, hogy a fémionok
mellékhatasokkal jarhat egyiitt (Hynninen & Virta, 2010). Mindezek ellenére a HM specifikus
promoterek alkalmazasa cianobakteridlis bioszenzor torzsekben oOridsi lehetdséget rejt a
bioremediacio teriiletén (Peca és mtsai., 2017). Ugyanakkor ezek hatékonysaga és specifitasa a
mai napig alacsonyabb a kémiai alapi HM kimutatési technikdkhoz képest, igy fejlesztésiik

nélkiilozhetetlen a versenyben maradasuk érdekében (Peca és mtsai., 2008).

1.2. A bioriporter tervezés
1.2.1. Az érzékelés Osszekapcsoldsa a riporterfehérje-termeléssel

A ,bakterialis bioriporter” kifejezés fokozatosan egyenértékiivé valt a genetikailag
modositott baktériumokkal, amelyekben egy vagy tobb szabalyozo haldzatot hoznak létre
felismerhetd és szamszerlsithetd eredmények eldallitasara. A bakterialis bioriporter
technologia ereje abban rejlik, hogy a meglévd jelatviteli ttvonalat nem a nativ vdlasza, hanem
egy mesterséges kimenet figyeli. Ennek elérése érdekében a kivant kimenetet kodolo gén (vagy
géncsoport) expressziojat, az gynevezett ,,riporter fehérjét”, mesterségesen egy, a sziikséges
specifitassal rendelkezd, szenzoros-szabalyoz6 rendszer vagy hélozat irdnyitasa ald vonjak
(1. abra). A termelt riporterfehérje mennyiségét vagy aktivitasat tekintjiik a targetre adott sejtes
valasznak. Az idealis riporterfehérjék konnyen kimutathatok és mennyiségileg
meghatarozhatok (lehetéleg nem invaziv mddon), nagyon érzékenyek, és idedlis esetben
nincsenek jelen a nativ szervezetben (Daunert és mtsai., 2000). Az érzékszervi-szabalyozo
rendszer €s a riportergén kivalasztasanal eddig is fontos tényez6 volt a kémiai vegyliletek vagy

az altalanos mintatoxicitas kimutatasanak motivacidja, de a kdzelmultban a példak mast is
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mutattak. Ujabb lehetéségek bakteridlis bioriporterek szamara, példaul az oszcillatorok
(Elowitz, 2000), vagy a kiilonb6z6 halozati kaszkadszamlalok (Friedland és mtsai., 2009).

e B

Stressz

2

Receptor

/
/% o }”F' o =

4|:’ Promoter 4|:,|> Gén 4* Riporter . Riporter —.— Terminator
gén fehérje
E» Kapcsold 4* Szabalyozd 4::} Fogadd . Szabélyozd
gén gén fehérje

1. abra: bakteridlis bioriporter tervek. Az Osszes bakterialis bioriporter 1étjogosultsiga az, hogy eldre
meghatarozott feltételeknek vald kitettség kovetkeztében aktiv riporterfehérjét termeljen. Ahhoz, hogy ez
megtorténjen, a riporterfehérje feltételes szintézisét sejtszabalyozd korhoz kell kapesolni. Ez a kor lehet nagyon
Osszetett, és sokféle kimenetet tartalmazhat, mint példaul az sOs haldzat, vagy lehet akar nagyon egyszeri is,
egyetlen operonnal, példaul a HM-rezisztencia haldézatok. Egy bioriportert gy terveznek meg, hogy a
rendelkezésre all6 molekularis ,.épitdelemek”™ egy részét (de nem feltétleniil az dsszeset) a gazdasejt funkcionalis
szabalyozo korében allitjak dssze. a: Egy metabolizalhaté szerves vegyiiletre reagalo bakteridlis riporter terv.
Egy kozponti szabalyozé fehérje érzékeli a vegyiilet jelenlétét és aktivalja a génexpressziot a bakterialis
kromoszoma egy promoter melletti dedikalt aktivator helyérdl (vagy kapcsolojardl). A kapcsoldt és promotert
tartalmazd DNS-szegmens megkettozésével és egy promoter nélkiili riportergénnel valo fizionalasaval a riporter
expresszidja a szabdlyozd fehérje iranyitasa ala keriil. A riporter szintézis tehdt akkor indul be, amikor a sejt
taldlkozik a szabalyozd fehérje altal felismert effektor vegyiilettel. b: Ugyanaz a vegyiilet altal aktivalt
szabalyozokor, mint az a) részben, de egy heterolog gazdaszervezetben nem képes metabolizalni a
kimutatott vegyiiletet. A riporter szabalyozasi kor ezért le van kapcsolva minden olyan korlatozastol vagy tovabbi
vezérldmechanizmustol, amelyet a nativ gazda gyakorolhat a kapcsolora és a promoterre. ¢: A toxicitasra vagy
stresszre reagild riporterek tervezési elve. Egy stresszvalasz-halozatbol kivalasztott, megkett6zott
génpromoter, amelyrdl ismert, hogy a kivant stresszviszonyok aktivaljak, fuzionalédik a riportergénhez, és

beagyazodik a sejt meglévd haldzataba. d: Példa egy bonyolultabb tervezésre, amelyben a célvegyiiletet (jelet)
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egy receptor (vagy ,,vevd”) fehérje segitségével detektdljadk a periplazmaban. A receptorhoz valé kotddés
intracellularis foszforilaciot valt ki, amely a kapcsoléhoz és a prométerhez jut, ami a riportergén expresszidjahoz
vezet. Ez a kialakitas sziikségessé teheti a megfeleld vevé génmodulok tervezését a riporter korben. Az
egyértelmiiség kedvéért nem minden kapcsold, promoter és terminator lett feltiintetve a tervezési vazlatokon

(késziilt Van Der Meer & Belkin, 2010 alapjan).

1.2.2. Toxicitasi bioriporterek tervezése

A bakterialis bioriporterek kiilonb6z6 tervezési tipusait irtak le, tobbnyire a riporter sejt
kivant funkcidja és célpontja alapjan (1. abra). A toxicitas monitorozasa céljabol egy bakterialis
stresszvalasz halozatbol kivalasztott promotert in vitro flzionalnak egy promoter nélkiili
riportergénhez, és visszaiiltetik a gazdasejtbe. A tovabbi promoter-riporter fuzid ezért idealis
esetben a megfeleld sejttoxicitasi valaszhaldzat szerves részeként fog viselkedni, €s a riporter
indukcié a megcélzott valasz, ami reprezentativnak tekintheté (1. ¢ abra). Az egyik széles
korben hasznalt stresszhalozat a rekombindcidos €s javitd protein A (recA) — LexA altal
szabalyozott sOs valasz, amely a kémiailag kivaltott DNS-karosodast reprezentalja (Fry és
mtsai., 2005). Az E. coli és S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. L2 ismert sOs
valaszhaldzatai tobb tucat génfunkciot foglalnak magukban, amelyek koziil néhanynak (példaul
az umuC, recN, sfiA, recA ¢és a colicin D gén (cda) expresszidja sikeresen befolyasolta a
toxicitast (Van Der Meer & Belkin, 2010). Mas stresszhalozatokat is hasonld mddon
hasznositottak, mint példaul a hésokk-valasz fehérjék szabalyozasi rendszerét (Choi & Gu,
2002; Van Dyk és mtsai., 1994) és antioxidans hatasu védelmi szabalyozokat is hasznaltak
(példaul oxyR és soxRS promotereinek felhaszndldsaval) az oxidativ stresszvalaszt kivalto
vegyitiletek kimutatasara (Belkin és mtsai., 1996). A toxicitasi bioriporterek hasznos promoter-
repertoarjanak bGvitésére genomszintli stratégidkat alkalmaztak. Uj toxicitds indukélta
promotereket izolaltak a Photorhabdus luminescens luxCDABE luciferaz riporterrel fizionalt
véletlenszerti 1,8 kb méretii fragmensekbdl allo E. coli shotgun kromoszémakonyvtar
szlirésével standard stresszorokra adott véalasz esetében, amelyek mindegyike egy kiilon

stresszhalozatot példaz (Belkin és mtsai., 1996).
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1.2.3. Vegyiilet-specifikus bioriporterek tervezése

A masodik tipust bioriporterek tobbé-kevésbé az eredeti P. fluorescens naftalin
bioriporter miikodési elvének (1. a és b abra) kiterjesztésén alapulnak, amelyek egyes
vegylileteket vagy vegyiiletosztalyokat céloznak meg (Trogl és mtsai., 2012). Az ilyen
bioriporterek komponenseit olyan baktériumokbdl izolaljak, amelyek rezisztencia
mechanizmussal rendelkeznek bizonyos vegyiiletekkel (példaul HM-ekkel vagy
antibiotikumokkal) szemben, vagy olyan torzsekbdl, amelyek képesek metabolizalni a toxikus
vegyliileteket (példaul naftalin, toluol, fenol vagy a 2-hidroxi-bifenil biocid). Mind a
rezisztencia-mechanizmusokban, mind a toxikus vegyiilet metabolizmusaban a szabalyozast
gyakran egyetlen szenzor-szabalyozo fehérje éri el, amely felel6s a célvegyiilet intracellularis
észleléséért és az azt kovetd génexpresszid egy vagy néhany kulcspromoterrdl inditott
szenzor-szabalyozo fehérje aktivalasi helyébdl, amely egy riportergénhez van flziondlva,

magat a szabalyozé fehérjét kodold gén egy extra masolataval vagy anélkiil (1. b abra).

1.2.4. A nehézfémek kimutatasara szolgalo bioriporterek

A higany- és arzénérzékel6 bioriporter torzsek voltak az els6k a HM-re reagalo
rendszerek kozott, amelyeket kifejlesztettek (Selifonova és mtsai., 1993; Virta és mtsai., 1995).
A higany bioriporter komponenseit az E. coli Tn21 transzpozonjanak klasszikus mer
operonjabol (merTPCADE) nyerték ki, és a Merr szabalyoz6 fehérje génjébdl, valamint a
merRp-t és a Hg?*indukalt merTp30-at tartalmazé merR-merT intergenikus DNS-bdl all. Az
endogén Merr—merTp rendszer rendkiviili érzékenységget mutat a Hg?*-ra, és az egyik

tanulmany mar 1 fM-0s kimutatasi hatart emlit (Virta és mtsai., 1995).

Az arzén jelenlétének kimutatasara szolgéald bioriporter torzsek a természetes bakterialis
védekez6 rendszert hasznaljak ki az arzenit és arzenat ionok ellen (AsIII €s AsV). A hattérben
még tovabb csokkentett és skalazhatd riportergén-expressziot sikertilt elérni a lacZ-riporter
el6tti riboszomakotd hely modositasainak sorozataval. Ez tobb izogén E. coli riporter torzs
kifejlesztéséhez vezetett, amelyek mindegyike kiilonbozd arzénkoncentracid-tartomanyban

biztosit alkalmazhato riportereket (Van Der Meer & Belkin, 2010).

13



A Ni-lel és Co-tal szembeni rezisztenciat akar egy és ugyanaz a génklaszter is
kodolhatja, erre példa a C. metallidurans cnrCBA (Belkin és mtsai., 1996) és az E. coli rcnA
(Koch ¢és mtsai., 2007), amik Ni-re és Co-ra egyarant indukalhatéak. Hasonld operon (ncc)
talalhato az Alcaligenes xylosoxidans 31A-ban, ahol az el6bbi HM-ek mellett a klaszter a Cd-
rezisztenciat is kodolja (Schmidt & Schlegel, 1994). E rendszerek expresszidjat minden esetben
a Ni és a Co szabalyozza. Ezek a fémek azonban kiilon-kiilon is detoxifikalhatok. A Co-
rezisztenciat a CZCCBA-klaszter révén érik el, amely felelds a C. metallidurans CH34-ben a Zn-
, Cd- és Co-kiaramlasért (Schmidt & Schlegel, 1994). A Synechococcus egy specifikus Co-
transzportert is kodol, amelynek expressziojat a Co és a Zn indukalja. A Synechococcus nrs
operonjanak expressziojat viszont Ni és Co egyarant indukalja, de ez csak a Ni-lel szembeni
rezisztenciat biztosit (Huertas és mtsai., 2014). Az Achromobacter xylosoxidans 31A-bol
szarmazo NreB egy specifikus Ni-exporter, amelyet szintén kifejezetten a Ni indukal (G. Grass
és mtsai., 2001). Az eddigi bioriporterek, amelyeket a Ni kimutatasara készitettek, foként a C.
metallidurans cnr (Tibazarwa és mtsai., 2001), valamint a Synechococcus és a Synechocystis
nrs operonjan (késébbiekben részletezve az 1.5. fejezetben) alapulnak (Peca és mtsai., 2008),
vagy egyéb mikroorganizmusokat hasznaltak Ni bioszenzorként (Cayron és mtsai., 2017;
Mohseni és mtsai., 2018).

A Zn egy eszencialis fém, amelyet a sejtek aktivan importdlnak a cellularis Zn-
sziikségleteik kielégitésére. Csak az Escherichia coli négy kiilonb6z6 mechanizmussal
rendelkezik a Zn felvételére (Allen Easton és mtsai., 2006). A cink tobb mint 300 enzim
kofaktoraként szolgal és sziikséges a makromolekulak szerkezeti stabilitasdnak fenntartdsahoz;
tul magas koncentracidoban valo jelenléte azonban gatolja az aerob 1égzési lancot, és jelentds

toxicitast okozhat.

A cellularis kizarasi (extrudalasi) mechanizmusok nem tesznek 1ényeges kiilonbséget a
Zn, a Cd és az 6lom kozott. Sok esetben a Zn-rezisztencidt meghataroz6 tényezok genetikailag
nem kiilonboztethetdk meg a Cd-mal és Pb-mal szembeni rezisztenciat okozo6 tényezdktdl.
Példaul a kétértékli fémkiaramlas P-tipustt ATP-4zai, a ZntA (E.coli), a CadA (Staphylococcus
aureus ¢és Pseudomonas putida), egyarant képesek a Pb, Cd és Zn exportjara (Patterson és
mtsai., 2013). Talan nem meglepd, hogy az ezen fémion transzportereket kodoldé gének
kifejezddését szamos fém hasonlé médon szabalyozza. A ZntR transzkripcios faktort, amely a
zntA prométerre hat, a Hg, Cd, Pb és Zn is aktivalja; a cadA P. putida promoéterbdl szarmazo

expressziot Zn, Cd, Pb, Co és Hg indukalja, a cadA P. aeruginosa promotert pedig Zn, Cd, Hg,
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Ni, Co és Cu aktivalja (Brocklehurst, 2002; Lee és mtsai., 2001; Leedjarv és mtsai., 2008; Marie
R.B. Binet, 2000). Az 6sszes fent emlitett transzkripcios faktor a MerR csaladhoz tartozik.
Hasonl6 a helyzet mas tipusu transzkripcids faktorok esetében is. A CadC, az ArsR csalad tagja,
amely az S. aureus torzsben a CadA szintézisét szabalyozza, derepresszalja a Cd, a bizmut (Bi),
a Pb, a Co és a Zn hatasara (Yoon & Silver, 1991). igy az aktivatorok kore valdjaban sokkal
sz¢lesebb, mint a transzporter altal felismert hordozok kore. Az indukalhatésag e tulajdonsaga
korlatokat szab a bioriporter tervezésében; ennek megfeleléen nehezen fejleszthetéek ki olyan
bioriporterek, amelyek egyedileg specifikusak a Zn, Cd vagy Pb kimutatasara. A ZntR és a zntA
gén promoterének felhasznalasaval késziilt bioriporterek a legérzékenyebbek a Cd és a Pb

jelenlétére, de a Zn és a Hg magasabb koncentracioja is indukalja ket (Ivask és mtsai., 2002).

A Synechocystis Zn szabalyozasaban fontos szerepet jatszo zia géncsoportrol, mely Zn
kezelés hatasara megnovekedett expressziot mutat (Blasi és mtsai., 2012; Peca és mtsai., 2007)

a késébbiekben részletesen esik majd sz6 (lasd 1.5.3. alfejezet).

1.3. Nehézfém szennyezés és a cianobaktériumok

A nehézfémek (HM) a természetben eléforduld, 20-ndl nagyobb rendszamu fémelemek,
melyeket nagy atomsiiriség (4 g/cm® — 5 g/cm® ) jellemez. Ezek akar nagyon alacsony
koncentracioban is toxikusak lehetnek (Nagajyoti és mtsai.,, 2010). A talajban vald
természetben a HM-ek mélyen a foldben vannak elrejtve, mint a foldkéreg nem lebonthato
Osszetevoi. Azonban a természeti er6forrasok tulzott kiaknazasa egyszerti utat adott ezeknek a
HM-eknek, hogy feljussanak a Fold felszinére (2. abra). Ezek vagy természetes modon jelen
vannak a talajban (vulkani tevékenységek, kdzetek mallasa), vagy kiilonféle antropogén
tevékenységek, példaul banyaszat, fémolvasztas, miitragyak és ipari hulladékok talzott
hasznalata stb. jarulnak hozza a szennyezddéshez (Shahzad és mtsai., 2018). Tovabba azt
talaltak, hogy az antropogén eredeti HM—ek jelenléte a légkorben csaknem haromszor
nagyobb, mint a természetes tényezokbdl szarmazok HM-eké (Sposito & Page, 1984). A HM-
ek oldatban vagy szilard formaban keriilnek a talajba és a vizcseppekbe. Felhalmozodnak a
tengerfenéken, vagy adszorbealodnak a szilard targyakon. A HM-ek a talajban is
felhalmozddnak, mivel nem szerves szennyezddések, illetve nem oxidaljak Oket a

mikroorganizmusok (Wuana & Okieimen, 2011).
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A HM-ek ezenfeliil a szerves szennyezddések lebomlasat is akadalyozzak a mikrobialis
aktivitas gatlasa révén (Maslin & Maier, 2000). A talajfauna HM-eknek vald Kkitettsége
megzavarja és ezaltal csokkenti a talaj termékenységét. A HM-ekrdl ismert, hogy csokkentik a
szulfatredukald baktériumok szaporodasat azaltal, hogy denaturdljdk a fehérjéket ¢és
inaktivaljak az enzimeket (Guo és mtsai., 2017). Az ilyen szennyezett helyeken novekvo
novények a HM-eket felveszik az érintett talajvizbdl, és folyamatosan felhalmozzak dket. Ez a
felhalmozott HM-témeg a novényekben a taplaléklanc linearis halézata mentén megnovekszik,
ami hatassal lehet az emberi egészségre (Kobielska és mtsai., 2018). Biologiailag nem
lebonthat6 természetiikknek és hosszabb biologiai felezési idejiiknek koszonhetéen a HM-ek
toxikusabbak, mint a legtobb mas xenobiotikum (Ramachandra és mtsai.,, 2018). A
taplaléklancon keresztiil novekvd HM-koncentraciok csokkentéséhez sziikséges a talaj
vizsgalata, a szennyez6dés azonositasa é¢s mértékének meghatarozasa, majd annak eltavolitasa.

Ebben fontos szerepet tolthetnek be a bakterialis HM bioszenzorok.

KOZLEKEDES

2. abra: A Ni?*, Co?" és Zn?* szennyezéshez hozzajaruld folyamatok és hatasaik egyszerii szemléltetése

Az abra sajat koncepcio, valamint A. Selvi és munkatarsai alapjan késziilt (Selvi és mtsai., 2019).

Az elmult évtizedekben fokozodott a HM-ek altal okozott kdrnyezetszennyezés és az

ennek kovetkeztében kialakuld egészségiigyi veszély (Gummin ¢és mtsai.,, 2020). A
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feldolgozéipar altal termelt szennyvizek kiilonféle HM-eket tartalmaznak, példaul Ni?* -t, Co?*-
ot, Zn?*-et, Cu®*-et és Cd?*-ot. Ezek a vegyiiletek jelentdsen hozzajarulnak a kornyezet mérgezd
HM-szennyezésének novekedéséhez. Az elmult években az ipari szennyezés mellett a
kozlekedésbol szarmazod utcai por is egyre nagyobb jelentdséggel bir, ami rendkiviil magas
egészségiigyi kockazatot jelenthet a nagyvarosokban (Dyttow & Gorka-Kostrubiec, 2021).
Emellett osszefiiggést talaltak a belélegzett Co?* és a léguti tiinetek, valamint a tiidd
diszfunkcioi kozott a svéd nehézfémiparban (Andersson és mtsai., 2020). Az atlagos, nagyobb
egészségiigyi kockazat nélkiil belélegezhetd Co?* koncentracié 0,0017 mg/m?® (kériilbeliil 0,013
nM ) volt. Ennek ellenére egy tanulmanyban kimutattak, hogy az autopalya menti levegében a
Co?*-szintje 1,9-3,5 mg/kg ( 2,5-15 uM ) kdzétt mozgott, mely joval meghaladja a hatarértéket
(Khan és mtsai., 2019). Folyokban és tavakban féként a Zn?* és Ni?* szennyezddés eléfordulasa
jellemz6. A korabbi években Eurdpaban a jelentett Ni>* koncentracié az ivovizben altalaban 10
pg L1 (0,17 uM ) alatt volt. A Zn?* szintje a felszini és a talajvizben altaldban nem haladta
mega 0,01 és 0,05 mg/L? értéket (0,05-0,25 uM ) (WHO, 2017). Egy 2020-as indiai tanulmény
szerint a Co?* koncentracidja kériilbeliil 0,003 uM, a Ni?* 0,22 uM a Zn?* pedig 0,82 uM volt
a vizsgalt folyoteriileten (Rampley és mtsai., 2020).

Az északi sarktol a déliig a cianobaktériumok egyarant jelen vannak a vizi és a
szarazfoldi Okoszisztémakban. Kiilondsen az oligotrof és édesvizi rendszerek f6 alkotoi
lehetnek. A napenergia, a viz, a CO2 és az asvanyi sok felhasznéalasaval az élelmiszerlanc
szamara nagy mennyiségli biomassza eldallitdsdhoz a cianobaktériumok jelentik az elsd
biologiai hatart a mérgez6 vegyiiletek taplalékhaloba vald bejutasa ellen. Mivel a
cianobaktériumok kiilonféle fémkationokat igényelnek sejtanyagcseréjiik és novekedésiik
fenntartasahoz, képesek ezeket a HM-eket felvenni és hasznositani egy bizonyos koncentracid

alatt (Baptista & Vasconcelos, 2006; Cavet, Jennifer S.; Borrelly, 2003; Dietrich H. Nies, 2003).

Amellett, hogy nagy mennyiségli kiillonféle fémre van sziikségiik az élethez, a
cianobaktériumokat gyakran befolyasoljak a fémkoncentraciok drasztikus valtozasai. Sokszor
ki vannak téve HM-toxicitasnak, amelyek sajnos manapsag gyakori kornyezeti jelenségek a
vizi és szarazfoldi 6koszisztémakban az elébb emlitett emberi tevékenységek okan. A HM ellen
vald védekezés érdekében az éldlényeknek érzékeny szabalyozasi rendszerre van sziiksége,
mely egyuttal biztositja a sejtek szamdara sziikséges mennyiségben torténd fémion felvételt,

ugyanakkor segiti a fémek okozta toxicitas elkeriilését. A sejtek felhalmozassal, allokacios
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tarolassal (exkluzid), vagy méregtelenitéssel szabalyozhatjdk a szamukra toxikus fémek

felvételét, hogy fenntartsak homeosztazisukat.

A cianobaktériumok olyan bonyolult fémrezisztencia-mechanizmusokkal rendelkeznek,
mint az enzimatikus és az ATPazok vagy kemiozmotikus efflux rendszerek altali aktiv-
transzport révén torténd kizaras. Ezek a P-tipusu ATPazok fémionokat szallitanak a citoszolbol
a periplazmaba (Patterson, C. J., Pernil, R., Foster, A. W., & Robinson, 2016). A
cianobaktériumok HM-szabédlyoz6 rendszereivel kapcsolatos ismereteink folyamatosan
béviilnek, illetve 0j anyagcesereutakat fedeznek fel (Cassier-Chauvat & Chauvat, 2015). Ezen
informéciok rendszerezése és Osszegylijtése azonban nem konnyli, mivel a fémtlirés és annak
kovetkezménye szinte minden fajban eltérd. A sejteknek minden sejtfunkciohoz meg kell
talalniuk a megfeleld elemet, s6t akar kiillonb6z6 fémionok versenyezhetnek ugyanazon kotési

helyért is (Pennella és mtsai., 2003).

1.4. A cianobaktériumok, mint nehézfém bioszenzorok

Kortilbeliil 30 év telt el az elso, teljes sejtes €16 bioszenzor sejtvonal elkészitése ota és
az egyre gyorsabb litemben halado, 1j géntechnologiai eljarasokkal modositott
mikroorganizmusok eldallitdsa és kornyezeti tesztelése valosult meg az elmult évek soran.
Ahhoz, hogy egy 6tlet vagy 1j technologia a teoretikus felvetéstdl elérjen egészen a gyakorlati
vagy ipari szintii alkalmazasig tobb évtized is sziikséges a jelenlegi allapotok mellett. Ugy tiinik
azonban, hogy az egész sejtes bioszenzorokat célzd kutatdsok megvalosulasa €s azok
eredményei még tobbnyire az elvi bizonyitasi vagy demonstracios fazisaban vannak és kozel
sem kiterjedtek az ipari, természetvédelmi hasznalatra, vagy legalabbis az akadémiai kutatason
kiviili kereskedelmi felhasznéldsra. Ennek a jelenségnek az oka szamos forrasbol szarmazik,
mint példaul a realis célok kitlizésének hidnya, érzékenységbeli lemaraddsok a jelenleg

alkalmazott kémiai modszerekhez képest, valamint a jogi szabalyozasok.

A mérgez0 vegyi anyagokat €szlelé bioriporter baktériumok megalkotasa a szintetikus
biologia egyik legkorabbi sikerének tekinthet6. Az ilyen baktériumokban a genetikai
szabalyozasi kor raciondlis tervezése olyan cellularis szenzoros €s szabalyoz6 komponensekbdl
késziil, amelyek képesek a sejt kémiai kimutatdsat szamszeriisithetd riporterfehérje jellé

alakitani.
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A bakterialis bioérzékelés és a riporter géntechnologia szamos egyedi vonatkozasat
intenziven attekintették a multban, kiemelve a bakterialis riportervizsgalatok szamos sikeres
elvi bizonyitékat, bizonyitva a teriilet egészének érettségét. A laboratoriumi eredmények
azonban nem pdarosultak a bioriporterek kereskedelmi felhasznaldsanak azonos mértéki
novekedésével. Példaul, mind a laboratériumi, mind a terepi vizsgalatok kimutattak, hogy a
bakterialis bioriporter tesztekben az arzén kimutatasi hatarértéke kozel 5 nM (0,4 pg L)
(Baumann & van der Meer, 2007), ami joval alacsonyabb, mint a 10 pg/L™t ivovizben
meghatarozott standard, igy ezek a riporterek alkalmasak akar a hatarérték alatti elemzésre is.
Mindeko6zben, tobb fejlédo orszag ivovizforrasai arzén szennyezésnek vannak kitéve (Trang és
mtsai., 2005). Azonban nincs nagyszabasu kereskedelmi tevékenység arzén bioriporter tesztek
forgalmazasara, ugyanis a HM tesztek piacat e helyett tovabbra is a kémiai tesztkészletek

uraljak.

Kiilonb6z6 fémérzékeld bakterialis rendszereket teljes sejtes bioriporterek eldallitasara
mar tobbszor felhasznaltak (Hynninen & Virta, 2010). Az egész sejtes bioriporterek kiegészitik
a HM-ek kimutatasanak hagyomanyos modszereit, amelyek rendkiviil érzékeny ¢€s specifikus
fizikai €s kémiai technikékon alapulnak, mint példaul az atomabszorpcids spektroszkopia vagy
atomegspektrometria; az ilyen modszerek azonban nem képesek kiilonbséget tenni a kornyezeti
mintdban jelen 1évé HM mennyiségnek a biologiai rendszerekre potencidlisan veszélyes,
hozzaférheto, valamint az ezek szamara nem hozzaférhetd része kozott. A kémiai modszerekkel
ellentétben a teljes sejtes bioriporterek a biologiailag hozzaférheté fémeket mutatjak ki,
amelyek képesek atjutni a sejtmembranon, kdlcsonhatasba 1épni a sejtalkotokkal. Mindemellett
képesek integralni a biologiai hozzaférhetéséghez hozzajaruld kornyezeti tényezok (pH,
redoxpotencial, kationok k6zotti kicserélddés, bioldgiai aktivitas stb.) komplexitasat is (Kohler

¢és mtsai., 2000).

Az els6 lumineszcens cianobakterialis bioriporter a Synechococcus sp. PCC 7942
torzsben késziilt el (Erbe és mtsai., 1996). Ez a bioriporter azonban korlatozott mennyiségii
endogén aldehidet (a biolumineszcencia-reakcio luciferaz-szubsztratjat) mutatott ki, és n-
dekanal exogén hozzaadasara volt sziiksége; valamint csak harom fémmel, Zn-kel, Cu-zel és
Cd-mal tesztelték, és kimutattak, hogy ezekre valtozd érzékenységgel reagalt. Azodta tobb
tanulmany is foglalkozott a cianobaktériumok kiilonbz6 HM bioriporterekként valod
alkalmazasaval, de a szenzitivitas novelésében szamottevo eldrelépést nem tudtak elérni (S.-Y.

Kim és mtsai., 2008; Martin-Betancor és mtsai., 2015; Peca és mtsai., 2008). Csoportunkhoz
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kothetd tobb teljes sejtes lumineszcens HM riporter torzs 1étrehozasa a Synechocystis PCC 6803
cianobaktériumban, melyek Ni%*, Zn?* és Co?* érzékenységgel birtak, emellett képesek voltunk
érzékenységiikon javitani egy egyszer(i molekularis bioldgiai modszer alkalmazasaval (Peca és

mtsai., 2008, illetve jelen tanulmany).

1.5. A nikkel, kobalt és cink rezisztenciahoz kapcsolodo gén klaszter a Synechocystis-ben

A Synechocystis cianobaktérium genomban egy darab fémek altal szabalyozott
géncsoport talalhatdo meg, amely részt vesz a cink, kobalt és nikkel fémekkel szembeni
rezisztenciajanak kialakitasaban (Garcia-Dominguez és mtsai., 2000). Ez a klaszter egy 12 kb
hosszt régio, és 11 nyilt leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz, amelyek 6 feltételezett
transzkripcios egységbdl allnak. A coaT és a coaR a Co? * toleranciahoz kéthetd. Az nrsBACD
operon részt vesz a Ni? * és Co? * homeosztazisban, és az NrsRS operon régidja szabalyozza. A

ziaA és a ziaR pedig a Zn? * toleranciaban vesz részt (Peca és mtsai., 2007).

1.5.1. A nehézfém Klaszter kobalt-szabalyozasban részt vevé génjei

A coaT egy feltehetdleg Co?* -ot exportald P-tipusa ATPazt kédol, amelyet a coaR
termék szabalyoz. A Co?" 4ltal indukalt CoaR aktivator szabdlyozza a coaT-t, amely kodolja a
P-tipusi ATPaz homoldg kation szallito CoaT fehérjeterméket (Patterson, C. J., Pernil, R.,
Foster, A. W., & Robinson, 2016). A CoaR fehérje strukturalis modellezése feltarta, hogy a
rekombinans CoaR hidrofob karboxil terminalis régidi membran kotottek. A mar ismert kobalt
érzekeléséhez sziikséges MerR-szerli DNS-k6t6 doménje mellett a CoaR-nek van egy masodik
doménje is, amely homolog egy olyan izomerazzal, amely részt vesz a kobalamin szintézisében

(Rutherford és mtsai., 1999a).

A kobalamin-bioszintézis egy membranhoz kapcsolddd, szamos organizmusban, koztiik
a Synechocystis-ben is megtalalhaté utvonal. Ugyanakkor, még mindig nem ismert, hogy a
membran lokalizalt CoaR ennek a szintézis-utnak a szerepléje-e vagy sem (Patterson, C. J.,
Pernil, R., Foster, A. W., & Robinson, 2016).

A coaT és a coaR egyiittesen egy feltételezett kobalt-efflux rendszert hoz Iétre, ez a két

egység eltéré modon szabalyozodik. A rendszer specifikus Co?* és Zn?* indukciot mutatott,
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lényegesen magasabb Co?* valasz mellett. A >'Co citoplazmaban valo felhalmozodasa soran a
hibas CoaT-vel rendelkezé Synechocystis mutans csokkent Co?* -tal szembeni ellenallast
mutatott, ugyanakkora cinkkel szemben mutatott ellenallé képessége nem valtozott (Garcia-
Dominguez és mtsai., 2000; Rutherford és mtsai., 1999b). llletve a Synechocystis AziaAcoa
kettés mutansok hasonlé érzékenységet mutattak a Zn?* irant, mint a Azia mutansok, ami arra

utal, hogy a CoaT egyaltalan nem jarul hozza a Zn?*-transzporthoz (Borrelly és mtsai., 2004).

1.5.2. Az nehézfém Klaszter nikkel-szabalyozasban részt vevé génjei

Ni%* jelenlétében a Synechocystis-ben 1évé nrs gének magas génexpresszids szinten
megnyilvanulé indukciot mutatnak (Lopez-Maury és mtsai., 2002). Funkcidjuk nem teljesen
tisztizott, egyébként az nrsA és az nrsB feltételezhetden egy Ni?* efflux rendszert alkot, a
czcABC géntermékekkel valdo homologiajuk alapjan. A czcA és a czcB egy kation-efflux
rendszert kodol, amely rezisztenciat biztosit a Co?", Zn?* és Cd?* ellen Ralstonia eutrophaban
(D. H. Nies és mtsai., 1989). Delécios nrsA és nrsD mutansokban megfelelden csokkent Ni2*
toleranciat figyeltek meg. Késdbbi tanulmanyok szerint az NrsA és az NrsB egy membranhoz
kotott fehérje-komplexumot képezhet, amely proton / kation antiport révén katalizalja a Ni%*

kiaramlast a sejtb6l (Maitra, 2016).

Az NrsC nem homoldg a czc altal kédolt fehérjékkel és szerepe ismeretlen a Ni%*
transzportban (Maitra, 2016). Az nrs nikkel-efflux operon utols6 génje az NrsD, mely egy
membranfehérjét kodol, és a Ni?*-exportban részt vevé permeazok fo szupercsaladjanak tagja.
Az NrsD magas homoldgiat mutat az Achromobacter xylosoxidans NreB-jével (Gregor Grass
¢és mtsai., 2001).

Az nrsD gén olyan fehérjét kodol, amely egy két kKomponenses rendszerszabalyozas
alapjan a nikkel kiaramlasat segiti el6. Az NrsD szabalyozza azt, hogy a plazmamembranon
keresztiil egyiranya kiaramlas folyjon, a fiiggetlen citoszolos nikkel-érzékelé szabalyozasi
rendszerrel parhuzamosan. Ezenkiviil az InrS gén elnyomja az nrsD-t. InrS hianyos mutansok
konstitutiv nrsD expressziot mutatnak, ami a sejtenkénti Osszes nikkel atom szamanak
csOkkenését és a pigmenttartalom enyhe valtozasat eredményezi. (Patterson, C. J., Pernil, R.,
Foster, A. W., & Robinson, 2016).
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Az nrsR és nrsS ORF-jei alkotjak a korabban emlitett kétkomponensti rendszert, amely
szabalyozza az nrsSBACD operon nikkel fiiggd expresszidjat. Az nrsRS génszakasz elrontasa
csokkent Ni?* toleranciat okozott és megsziint az nrsBACD operon Ni®* fiiggd indukcidja

(Giner-Lamia és mtsai., 2014; Lopez-Maury és mtsai., 2002).

1.5.3. A nehézfém Klaszter cink-szabalyozasban részt vevo génjei és kapcsolataik

A Zn?* toleranciaban kiemelten fontos a zia gén csoport két ORF-et tartalmaz, a ziaA-t,
amely a ZiaA Zn?* transzportert kodolja, és a ziaR-t, amely egy ZiaA-t szabalyozo fehérjét

kodol. Ez a két gén eltérden irodik at a kozponti promoterrdl (Nucifora és mtsai., 1989).

Ezen tilmenden a Synechocystis-ben a ziaA génrdl kideriilt, hogy a Zn kezelés hatasara
aktivalodik, és a P1 tipustt ATPazok fémtranszportald fehérjéihez hasonléoan mikddik. Az
SmtA és ZiaA szabalyoz6i (SmtB és ZiaR) aminosav szekvencidjukban nagyon hasonléak. A
ZiaA egy fémiont transzportald P1 tipusi ATPaz, ami fehérje-szekvencia hasonlosagot mutat
a korabban emlitett Staphylococcus aureus CadA fehérjéjével is, mely a cink toleranciaért és a
cink felhalmozdodasanak csokkentéséért felelés (Nucifora és mtsai., 1989), és rendelkezik egy
oldékony HM-ko6t6 doménnel (ZiaAn) az amino terminalison (HMBD) (Patterson, C. J., Pernil,
R., Foster, A. W., & Robinson, 2016). Altalaban a ZiaA a Synechocystis sejtekben szabalyozza

a cink transzportjat a sejtekben és kdzvetiti a citoszolos Zn?* kiaramlast a periplazmatikus térbe.

A ZiaR egy transzkripcios represszor (Thelwell és mtsai., 1998) és az ArsR-SmtB
fémfiiggd represszorokhoz tartozik, melyrél mar korabban szo6 esett (Shi és mtsai., 1994). Az
Atx1 egy réz chaperon a Synechocystis-ben, és nem képez két hibrid kolcsonhatast a ZiaA
amino terminalisaval, bar két hibrid interakciot alakit ki mas P1 tipust réztranszportald

ATPazokkal, mint példaul a PacS és a CtaA (Thelwell és mtsai., 1998).

1.5.4. A nehézfém klaszter felhasznalasa HM bioszenzor torzsek eldallitasahoz

Miobta a Synechocystis HM altal szabalyozott klaszterét azonositottak a 11 ORF és 6
feltételezett transzkripcios egységgel, mar voltak akik ezeket a specialis HM-ekre reagald
géneket riportergénként hasznaltdk az egész sejtes HM bioriporterek eldallitdsa soran.

Csoportunkban mar tobb, teljes sejtes bioszenzort készitettiink a Synechocystis-ben ugy, hogy
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a coaT és nrsBACD promotereket inszertaltuk a luxAB riporter gének elé. Ezek az nrsLux ¢és a
coalux bioszenzorok reagaltak a megfelel6 fémionokra. 3 6ras inkubalas utan a coalLux riporter
esetében a kimutatasi tartomany 0,3-6 uM Co?* és 1-3 uM Zn?* volt, az nrsLux térzs pedig 0,2-
6 uM Ni2 *-koncentracié tartomanyban volt specifikus (Peca és mtsai., 2008). Ezek genetikailag
modositott ¢l6 baktériumok, amelyek a fémionok altal mukodtetett szabalyozo korok
molekularis fuzioit fejezik ki konnyen detektalhato fehérjéket kodolo riporter génekkel. Igy
képesek lehetnek kimutatni a kornyezetben 1évé fémionokat, ami alternativat jelent a

hagyomanyos analitikai kémiai modszerekkel szemben.

Legnagyobb elényiik az a képesség, hogy kimutatjak az adott HM biologiailag elérhetd
frakcioit (nem pedig a teljes koncentraciot), lehetévé téve a szennyezett helyek pontosabb
értékelését. A méregtelenitésben szerepet jatszo anyagcsere utvonalak kialakitasa és tobb gén
HM-t6] fiiggd indukcidjanak vizsgalata (Blasi és mitsai., 2012) potencialis alkalmazasi
lehetdséget kindl a HM-ekkel szennyezett kornyezeti talaj vagy vizmintdk vizsgélatara és

kimutatasara, amelynek fontossagat korabban mar részleteztem.

Az elmult par évtizedben szamos mas kutatas is megcélozta a HM-ek bioszenzorokkal
torténd kimutatasat (1. tablazat). Ugyanakkor ez az igéretes téma szamos kihivast rejt magaban.
Rendkiviil nehéz olyan géneket talalni, melyek specifikusan és rendkiviil jo érzékenységgel
képesek kimutatni az adott HM szennyezddést. Ezért is nagyon fontos a mar felfedezett és jol
ismert szereppel bird géneken alapuld bioszenzorok érzékenységének javitasa, annak
érdekében, hogy az alacsony, am az egészségre mégis karos HM koncentraciok kornyezetbarat
moédon és olcson kimutathatéak legyenek. Osszehasonlitisként Osszegyljtottiik az 1.
tablazatban az elmult évek soran kifejlesztett egész sejtes bioszenzor torzseket, melyek a Ni",
Co?" és Zn?* kimutatdsira alkalmasak voltak valamilyen médon. Az tigynevezett legkisebb
detekcids limitjiik alapjan (LLD) jol lathatd, hogy egyes kivételekkel a szenzorok érzékenysége
még fejlesztésre szorul annak érdekében, hogy képesek legyenek kimutatni a globalisan
megfigyelhetd atlagszennyezddési mértéket az emlitett HM-ek esetében. Egyes tanulmanyok
szerint a kovetkezd atlagos koncentraciokban figyelhetéek meg az emlitett nehézfémek
globalisan: Ni?*:10 pg/Lt (0,17 uM), Co?*:1,9-3,5 mg/L? (2,5-15 uM) és Zn? 0,01 - 0,05
mg/L™ (0,05-0,25 uM) (Kumar és mtsai., 2019; WHO, 2017).
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1. tablazat: Genetikailag modositott Ni2*, Co?* és Zn?" bioszenzor torzsek az elmult évtizedekbdl és a

legkisebb detekcios hataruk (lowest limit of detection - LLD). Illetve a jelen PhD értekezés targyat

képz6 riporter torzsek értékei.

Mikroorganizmus HM LLD Miiszer Hivatkozas
Ni2* 0.1 uM (Tibazarwa és mtsai.,
Ralstonia eutropha Co? 9 uM Luminométer 2001)
B. sphaericus Ni* 0.002 ppb (0.03 nM) Potentiométer (Verma & Singh, 2006)
E. coli Ni* 4.7 ug L™* (80 nM) Luminométer (Cayron és mtsai., 2017)
(Sundararaju és mtsai.,
Microbacterium sp. MRS-1 Co?* 200 mg L (1.5 mM) Microplate reader 2020)
P. putida Zn?* 5uM Fluoriméter (Liu és mtsai., 2012)
(Ravikumar és mtsai.,
E. coli Zn?* 0.2 mM Fluoriméter 2012)
Ni2* 6.16 mg L (47.44 uM)
Co? 3mg L™ (27.93 uM)
Vibrio sp. MM1 Zn% 0.97 mg L% (6 uM) Luminométer (Mohseni és mtsai., 2018)
Ni2 1 ppb (7.7 nM)
Co? 1 ppb (7.7 nM) (Berezhetskyy és mtsai.,
Chlorella vulgaris Zn?* 10 ppb (0.61 pM) Konduktométer 2007)
Ni2* 0.2 uM
Synechocystis Co? 0.3 uM
PCC6803 Zn% 1 uM Luminométer (Peca és mtsai., 2008)

Jelen tanulmanyban targyalt nehézfém bioriporter konstrukcié

Mikroorganizmus HM LLD Miiszer Hivatkozas
Ni2* 0.05 uM
Synechocystis Co? 0.2 uM
PCC6803 Zn?* 0.03 uM Luminométer (Patyi és mtsai., 2021)
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1.6. Fénystressz
1.6.1. A fotoszintetikus apparatus fobb elemei és azok miikodésének alapja

A fotoszintézis elsé szakaszaban az antenna komplexek altal elnyelt fotonok energiaja
altal a NADP™ két elektront és egy H'-t vesz fel, ennek eredményként egy a NADP*-hoz képest
egyszeresen redukalt és protonalt NADPH keletkezik. Emellett ATP keletkezik az ADP-bdl,
miko6zben a vizbontasbol szarmazo Oz melléktermékkeént felszabadul. Ez a £6 folyamat jellemzi
a fotoszintézis els6 (fényfiiggd) szakaszat, mely soran a fotoszintézis sotét (fénytol fiiggetlen)
szakaszahoz sziikséges energia (ATP) és a redukalt koenzimek (NADPH) 1étrejonnek, melyek

végiil a CO2 megkotéséhez, majd gliikkoz szintéziséhez hasznalodnak fel.

Az oxigéntermeld fotoszintézis fényfliggd szakaszat négy nagy enzimkomplex
katalizalja a fotoszintetizalo sejtek tilakoid membranjaban (TM). A TM specialis zsirsavakat
tartalmazo6 foszfolipid kettds rétegbdl épiil fel, melyet transzmembran vagy membran-asszocialt
specialis fehérjék és pigment-protein komplexek alkotnak. A noévényi kloroplasztiszban
talalhatdo TM egyediilallo struktaraval bir, Ggynevezett grana €s sztroma szerkezeti régiokbol
tevédik Gssze, mig az Oseiknek tekinthetd cianobaktériumokban egy hasonloan rétegelt, zart

membranrendszer talalhato.

A tilakoid membranban taldlhaté négy nagy enzimkomplex a kovetkezd: a kettes
fotokémiai rendszer (PS 11, viz:plasztokinon-oxidoreduktaz); citokromper
(plasztokinol:plasztocianin-oxidoreduktaz, ferredoxin:plasztocianin-oxidoreduktaz) az egyes
fotokémiai rendszer (PSI; plasztocianin:ferredoxin-oxidoreduktaz) és az ATP szintaz (3. abra).
Szerepiik a fotoszintetikus folyamat alap mechanizmusat alkot6 elektrontranszportlanc (ETC)

1épéseinek katalizalasa.
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3. abra: A fotoszintetikus apparatus f6 elemei és miikodésiik alapelvei (Campbell és mtsai., 1998

alapjan).

A fotoszintézis els6 1épése a fény begyiijtése. A foton begytijtéséhez a fotoszintetizald
¢élélények kiilonboz6é antennarendszereket fejlesztettek ki evolucidjuk soran, melyet erdsen
befolyasolt az éléhelyiikon rendelkezésre 4llo fény hullimhossza. Igy alakulhatott ki az az
allapot, hogy rendkiviil sokféle struktara jott 1étre a fajok fénygyiijté komplexeinek fejlodése
soran. A cianobaktériumokban a fénybegytjtést a fikobiliszoma pigment-protein komplexek
latjak el, melyek pigmentosszetételben €s struktiraban is jelentdsen eltérnek a magasabb rendii
novények és moszatok antenna komplexeitol (LHCI és LHCII) (Green, 2019). A
fikobiliszomék nagy hatékonysaggal képesek a fénybegyiijtésre, illetve mindkét
reakciocentrumot (RC) képesek kiszolgalni. Ezek a nagy pigment protein komplexek az LHCII-
t6l eltéréen nem a klorofill-a-t és klorofill-b-t hasznaljak fénybegyijté pigmentnek, hanem
fikobiliproteinekbdl allnak, melyek olyan kovalensen kotott fikobilin pigmenteket, mint a
fikoeritrin (PE), fikocianin (PC) és allofikocianin (AP) tartalmaznak (Alam, 2019) (3. abra).

A foton az antennarendszereken at torténd begytijtését és tovabbitasat kovetéen, mint
gerjesztési energia adodik tovabb a PSll-nek. Itt az energiat a RC D1 fehérje alaegységeihez
kotott specialis klorofill (Chl) molekula dimer, a Pesgo nyeli el. A PSII RC-jaban megtorténik az
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elsddleges toltésszeétvalasztas, vagyis az elnyelt foton energidja altal gerjesztett Pego atad egy
elektront a feofitin molekulanak (Phe). Ezt kovetden az elektron atkertil a stabil, elsddleges
kinon elektron akceptorra (Qa) , majd pedig a kotéhelyérdl levalni képes masodlagos kinon
elektron akceptorra (Qg). Az elsédleges toltésszétvalasztasnak koszonhetden az oxidalt Pego”,
egy erds oxidalo hatassal rendelkezik, ami altal képes lesz a vizmolekula bontasara és elektront
elvonni tdle. A viz bontasa a PSII lumen feldli részénél elhelyezkedd vizbontd komplexben
fény altal szabalyozott oxidacids allapotokon esik at, melynek soran elektronok és protonok

szabadulnak fel a vizb6l (Eberhard és mtsai., 2008; Nelson, 2011; Vass, 2011).

A toltésszétvalasztast a Phe-r6l a Qa-ra tovabbkeriil§ elektron, illetve a Pego™ OEC feldli
redukcidja stabilizalja. A Qg redukalt allapotba valé keriiléséhez két toltésszétvalasztasi 1épés
sziikséges, ezt kovetden a kétszeresen redukalt Qg®” protonokat kezd el felvenni a sztroma felél,
létrehozva egy protonalt kinont. Ezt kdvet6en a kétszeresen protonalt Qg levalik kotéhelyérol
¢s helyét egy szabadon mozg6 plasztokinonnak (PQ) adja at. A membranban szabadon mozg6
redukalt PQH2 a citokrompsr fehérje komplexnek adja at az elektronjait, amin keresztiil az
elektronok eljutnak a TM lumen felSli részéhez kapcsolodd mobilis plasztocianinhoz (PC)
(Hohner és mtsai., 2020).

A PSII toltésszétvalasztasaval parhuzamosan megtorténik a PSI Chl molekula
dimerjének a P7o0 —nak a foton altali gerjesztése is, majd a P700" az elvesztett elektronjat a PC-
ol potolja. A PSII-h6z hasonloan a PSI-ben is csak akkor lesz stabil a toltésszétvalasztas, ha a
Pz00" altal leadott elektron gyorsan tovabblép a PSI reakcidkézpontjaban az elektron akceptor
lancon. Az els6dleges elektron akceptor egy Chl-a monomer (Ao), majd az elektron az Az-es
fillokinon molekulara kertl at. Az A1 fillokinon molekulatél az elektront az FeSx elsddleges
ferredoxin-akceptor veszi at, majd innen az FeSa és FeSg kdzpontokon halad at, mignem a
ferredoxinra keriil (Fd), mely hidrofil molekulaként szallithatja az elektront a sztroméaban. A
Fd végiil a ferredoxin:NADP"-oxidoreduktaznak (FNR) adja az elektront, mely segitségével az
elektron a fényfiiggé szakasz végs6 akceptorara keriil a NADP*-ra és redukalja, igy NADPH-va
alakul (Teodor & Bruce, 2020).

Ugyanakkor az ETC reakcioval parhuzamosan a lumenben protonok (H*) halmozddnak
fel, a vizbontas és a protonalt PQ sztromabal torténé H transzportjanak okan. A felhalmozddott

magas H* koncentracié miatt a lumen és a sztroma kozott egy pH gradiens jon 1étre, ez a
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kemiozmotikus erd hajtja az ATP szintaz fehérje komplexet, mely az ADP ATP-vé torténd

foszforilaciojat katalizalja (Rich, 2008) (3. abra).
1.6.2. Fotoinhibicid

A fotoszintézisre kozvetve vagy kozvetleniil minden stresszor hatassal van. Ezek
egyarant lehetnek hosszil vagy rovidtava valtozasokat kivaltod stresszfaktorok. Ugyanakkor a
legjelentdsebb stresszfaktor, mely a fotoszintézis folyamatait szamottevoen befolyasolja az
maga a fény (Barber & Andersson, 1992). A napfény a legmeghatarozobb energiaforras a

Foldon. Mivel a beérkezd fényenergianak csak kis része hasznosul fotoszintézis soran, az

rrrrrrr

Az ¢élolények az evolucid soran képesek voltak akklimatizacidval és adaptacioval
alkalmazkodni a fény kiilonb6zd spektralis valtozasaihoz, azonban még ennek ellenére is
eléfordul, hogy a fotoszintézis soran tobb foton abszorbedlodik, mint amennyinek kellene, mely
a fénystressz jelenségét valtja ki. A magas fényintenzitasnak (HL) kitett élélények tobbféle
mechanizmust fejlesztettek ki, hogy elvezessék a feleslegesen elnyelt fotonokat. Ilyen reakciok
példaul a fotorespiracio, nitrit és szulfat asszimilacio, oxigén redukcios utak (Mehler-reakcio;
klororespiracio) vagy a ciklikus elektron transzport utak és természetesen a nem-fotoszintetikus
kioltas (NPQ) folyamata (Demmig-Adams & Adams, 1992). Ha ezek az Gitvonalak sem érik el

a kivant hatast, akkor beszélhetiink fénygatlasrol vagy fotoinhibiciorol.

Az oxigén alapu fotoszintézis fotoinhibicioja altalanos jelenség, amely a fény nagy
energiaju szubsztratként valo felhasznalasanak elkeriilhetetlen kovetkezményeként jelentkezik,
¢és a fény, mint stresszfaktor karos kovetkezménye. A fotoinhibicio soran, a tobblet fényenergia
toxikus anyagok, tobbek kozott a reaktiv oxigén formak (ROS), képzddésére forditodik, ami
karositja a fotokémiai rendszereket. Az ekkor keletkezd kiilonbozd karos ROS kivédésére
szamos védelmi vonal épiilt ki. Ilyen ROS kioltd6 mechanizmus példdul az antioxidans rendszert
alkotdé enzimek és molekulak (SOD, APX, GSH) aktivacidja, a Mehler-reakcio, Halliwell-
Asada ciklus és a D1 RC fehérje de novo szintézise. Kis fényintenzitason ezek a folyamatok
még képesek 1épést tartani a ROS produkcioval, ugyanakkor a stressz eldrehaladtival

elkeriilhetetlen a fénystressz megvaldsulédsa €s a fotodinamias reakciok lezajlasa.

A fotodinamias reakciok soran a molekularis oxigénbdl keletkeznek reaktiv oxigén

formak. Fotodinamids reakciobdl L.-es és 1l.-es tipusu reakciot kiilonitiink el.
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Az |.-es tipusu fotodinamias reakcio soran kozvetlen elektron atadas torténik az Oo-re
és O2" keletkezik. Ez a jelenség a magasabb rendii névények kloroplasztiszdban ¢és a
mitokondriumaban is lejatszodo folyamat. A folyamat soran a kloroplasztisz viz-viz ciklusa
soran a vizbontasbol szarmaz6 elektron visszajut a viz molekulara. A képz6d6 O27a SOD - APX

utvonalon redukalodik vissza vizz¢é (B Halliwell & Gutteridge, 1999).

A 11. tipust fotodindmias reakcié eredményeként *O2 jon 1étre, mely egy igen erés ROS.

1.7. A szinglet oxigén

A 10, a molekularis oxigén legalacsonyabb gerjesztésii elektrondllapota, mar
kortilbeliil 80 éve ismert a tudomanyos kozosség elott. Jellegzetes kémidja megkiilonbozteti a
molekularis oxigén triplett alapallapotatol és fontos kutatasi téma a 1égkori kémiatol és
anyagtudomanyt6l a biologidig és az orvostudomanyig. Egy ilyen ,érett allampolgara” a

tudomanynak, mint a 1O, mindazonaltal a modern tudomény élvonalaban maradt.

A 0, egy rendkiviil fontos, nagy oxidativ kapacitdssal rendelkezé, igy igen nagy
karositd hatassal bir6 ROS. Konnyen oxidalja a kiillonb6z0 molekulakat, ezért citotoxikus.
Képzddése elkeriilhetetlen a fotoszintetikus folyamatok soran. Keletkezése az tigynevezett I1-
es tipusu fényfiiggd fotodindmias reakcidhoz kothetd. Ennek a folyamatnak a részeként az
abszorbealddott foton képes gerjeszteni egy olyan szinglet allapott pigmentet, mint példaul a
Chl, és egy interkonverziot kovetden triplett allapota Chl-a alakitja. A Chl, mint {6 fényelnyeld
pigment a fénygyiijté komplexben, a belsd antenndkban és a RC-okban is nagyon hatékonyan
nyeli el a fényt, és tovabbi eldnye, hogy a gerjesztett allapotok elég hosszl €lettartamuak (akar
né¢hany nanoszekundum), melynek célja, hogy lehetévé tegye a gerjesztési energia
elektrokémiai potencidllé torténd atalakitasat toltéslevalasztassal. Ha a pigmentek nem képesek
az energia hatékony felhasznélasara, a gerjesztett allapotban 1évd elektronok spinjei
attolodhatnak €s alacsonyabb energidju gerjesztett allapotot eredményezhetnek, igy eldidézve
a Chl triplett allapotot. A Chl triplett allapota még hosszabb élettartami, néhany
mikroszekundum Ogz-nel telitett koriilmények kozott. Ez a Chl triplett a szintén triplett
alapallapotii molekularis oxigénnel kdlcsonhatva energiatranszfer soran szinglet allapotba keriil

és 102-t general, ha nincsenek jelen kioltok (Foote & Clennan, 1995) (4. 4bra).
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Ez a folyamat tekinthetd a leggyakoribb szinglet oxigénforrasnak a biologiai
rendszerekben (Davies, 2004), kiilonosen a fotoszintetikus szervezetekben (Krieger-Liszkay,
2005; Krieger-Liszkay és mtsai., 2008; Pospisil, 2009; Vass és Cser, 2009; Ziegelhoffer és
Donohue, 2009). A fotoszintetikusan aktiv mikroorganizmusok Chl-okat, illetve
bakterioklorofillokat (BChl) tartalmaznak a fotoszintetikus apparatusukban, melyek nagyon
erds fotoszenzitizatorok (Borland és mtsai, 1987; Cogdell és mtsai, 2000; Okazaki és mtsali,
2010;).

1p*
1P* = 3P* majd 3P* + 302 = P + 102
A

interkonverzio

3p*
abszorbcio P

hv<\\§ \) 2

energia atadas

P 30,

4. abra: A kettes tipust fotodinamias reakciot bemutatd sematikus rajz, mely soran a pigment
(P) altal elnyelt fotonnak kdszonhetSen, a gerjeszett pigment elreagal a molekuléris oxigénnel (30,),

melynek végén szinglet oxigén (*O2) keletkezik.

A cianobaktériumokban (oxigéntermelé fototréfokban) a fénygerjesztett Chl-a
molekulak generaljak a 'O, keletkezését a PSII RC-jaban és a fénygyiijtd fikobiliszomakban
(Krieger-Liszkay, 2005). A 1O, a PSII altal generalt 6 ROS, amely szabadon diffundal a
biologiai membranokon keresztiil. Ezenkiviil a PSII-h6z kapcsolodo ETC és az OEC Oz -ot és
H20- -ot képez (Pospisil, 2009), kiilondsen erds napsugarzas idején (Krieger-Liszkay és mtsai.,
2008).

A 0, konnyebben képzddik bizonyos élettani koriilmények kozott, példaul a nagy
fényintenzitas vagy szarazsag esetén, ami a sztomak bezarasahoz, valamint a kloroplasztiszok
nagyon redukalt allapotban lehet, az elérefel¢ irdnyuld elektrontranszport nagyon korlatozott,
¢és a PSII-ben rekombinacios reakciok léphetnek fel. A magas napsugarzas a gerjesztett Chl-ok
egyensulyanak felbomlasat és a terminalis elektron akceptorok elérhetdségét okozza, ami a fent

emlitett ROS képzddéséhez vezet. (Barry Halliwell & Gutteridge, 2015).
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A 102 képzddését kovetden szamos sejten beliili folyamatban vehet részt (5. abra).
Egyrészt kioltodhat fizikai uton (energiaatadas), mint pl. karotinoidokkal valé reakcidja
kozben, vagy kioltodhat kémiai uton is (oxidacios reakcid), mint az AsA-tal torténd reakcioja
soran. A 102 szamos makromolekulat képes karositani létrejottét kvetden, valamint ROS-ként
oxidalja az ttjaba keriil6 fehérjéket, zsirsavakat, s6t a kiilonboz6 nukleotidokat is (Krieger-
Liszkay, 2005). Legjelentésebb fiziologiai hatasa a PSII D; fehérjéjének karosito
mechanizmusa, melynek degradacidos mechanizmusanak jellemzésével szamos kutatas

foglalkozik (lasd 1.7.2. fejezet).

Az utdbbi évtizedben igen jelentds hangsulyt kapott az a felismerés, hogy a 102 képes
lehet jelatviteli utvonalakban részt venni és hatassal lehet a génexpressziora is. Magasabb rendii
novényekben a 1O jelatvivé molekulaként is miikodik, amely informaciét tovabbit a
kloroplasztiszoktol a sejtmaghoz, szabalyozva a nuklearis gének expresszigjat (Dmitrieva és
mtsai., 2020; L. Wang és mtsai., 2016). Rendkiviil rovid élettartama ellenére a 'O, a
kloroplasztiszokbdl a citoplazméba ¢és az apoplasztba diffundalhat. Amint azt a legijabb
tanulmanyok kimutattik, az 1O altal aktivalt jelatviteli utvonalak nemcsak a kloroplasztiszok
10,-termelésének szintjétdl, hanem helyétdl is fiiggenek, és kétféle valaszt aktivalhatnak, akar

a HL-hoz val¢ akklimatizaciot, akar a programozott sejthalalt (C. Kim és mtsai., 2012).

Fény
Antenna PS Il reakcié centrum
Chl* toltés szétvalasztas
spinvélté datmenet toltés rekombinacio

N
N\
|

szignal transzdukcio,
génexpresszio

D, degradacio
PSII turnover

5. abra: A szinglet oxigén képzddésének helyei és a potencialis sejten beliili utvonalai (Krieger-Liszkay,
2005 alapjan).

31



Az 10; ¢é16lényekre gyakorolt hatasaval kapcsolatos tanulméanyokat bonyolitja az a tény,
hogy fényben tobbféle ROS termelddik egyidejiileg. Még a magasabb rendii novényeknél is
nehézkes a 1O hatasok vizsgalata, ahol mar t6bb kapcsolat is felfedezésre keriilt a jelatvitelben
(Dmitrieva és mtsai., 2020). Ezeknek a vizsgalatoknak nagyon értékes eszkozei azok a
mutansok, amelyek kifejezetten nagy mennyiségti *O2-t termelnek. Ezek koziil az egyik az
Arabidopsis thaliana flu (kék fényben fluoreszkald) mutansa (Meskauskiene és mtsai., 2001).
A sejtmag altal kodolt kloroplaszt fehérje, a FLU szabalyozza a Chl bioszintézist azaltal, hogy
megakadalyozza a tetrapirrol szintézis Mg-protoporfirin agan az intermedierek talzott
felhalmozodasat. A FLU komplexet képez a Chl szintézis utolso 1épéseit katalizalo fehérjékkel,
a Mg?"-protoporfirin  IX monometil-észter-ciklazzal és a NADPH:protoklorofillid
oxidoreduktazzal (Kauss és mtsai., 2012). Ez a komplex a granum peremén lokalizalodik (L.
Wang és mtsai., 2016). A szabad protoklorofill megkdtésekor a komplex gatolja a glutamil-
tRNS-szintetazt azaltal, hogy blokkolja a protoklorofill szintézist. A FLU hianya
megakaddlyozza a glutamil-tRNS-gatlé komplex képzddését, ami a szabad protoklorofill
felhalmozddasat okozza a sotétben (Kauss és mtsai., 2012). A flu mutans életképes marad, ha
folyamatos fényben nevelik és a vad tipushoz hasonl6 novekedési mintat és magtermelést mutat
(Op Den Camp ¢és mtsai., 2003). Sotétben azonban a novények szabad protoklorofillt
halmoznak fel. Miutan a flu ndvények a sotétbdl a fénybe kerlilnek, a protoklorofill erds

fotoszenzitizatorként mitkddik, ami 10,-képzédéshez vezet.

A 10, véddszer is lehet, oxiddlhat molekuldkat és elpusztithat olyan szervezeteket,
amelyeket egyébként karosnak tartanank. Az egyik megfelel6 példa erre az a szerep, amelyet a
10, antibakterialis vagy antimikrobidlis szerként jatszhat, ndvényekben és allatokban egyarant

(Maisch és mtsai., 2007; Mosinger és mtsai., 2007).

1.7.1. Fotobleaching

A novényeknek meg kell birkozniuk a valtozd fényviszonyokkal a hatékony
fénybegyiijtés fenntartasa és a fénykarosodas elkeriilése mellett (Li és mtsai., 2018). A thlzott,
hosszan tarto fénynek valo expozicio6 fotoinhibicidt, azaz a fotoszintetikus aktivitas csokkenését
okozza, amit klorozis, vagyis a Chl molekuldk fotobleachingje (kifehéredése) és végiil a

sejthalal kovet. A 1O, -nek nagy szerepe van a fotobleaching folyamataban, mely soran a
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zsirsavak ketts kotéseit vagy egyes fehérjék aromas gylriiit timadja meg és egy hidroperoxi

csoportot alakit ki a molekulan.

A fotobleaching soran a fotoszintetikus apparatus elsdsorban a reaktiv oxigénformak
révén karosodik. A 'O, a mar részletesen bemutatott reakcioval a triplett allapota Chl és az
oxigén kolcsonhatasa révén johet létre, kiilondsen a PSII RC-ban (4. abra), melynek Di
a PS Il fénykarosodasanak, és a OEC Mn-klaszterének lathato fény altal kivaltott inaktivalasa
a 10, fiiggd uttal parhuzamosan is torténhet (Vass, 2011). A PSI komplexet is karosithatja a
fény, kiilondsen olyan rossz koriilmények kozott, amikor az ETC a PSII-bdl korlatozotta valik

(Scheller & Haldrup, 2005).

Ugyanakkor kevésbé vilagos, hogy a fénygyiijtd antennakomplexekben a Chl-ek
kozvetlen szerepet jatszanak-e az oxidativ fotokarosodasban. Egy, a kettes fénygyiijtd
komplexre (LHCII) iranyuld kutatasban, a Chl fény altal indukalt fotobleaching hatasat
vizsgaltak kiilonb6zé molekularis kérnyezetben, mint a fehérje aggregdtumokban, detergens
micellakban vagy proteoliposzomékban. Az eredményeik tovabbi bizonyitékokat mutattak ki
arra vonatkozoan, hogy az LHCII molekuldris kornyezete jelentds hatassal van annak
funkcionalis jellemzdire, beleértve tobbek kozott a fénykarosodasra vald hajlamot (Lingvay és

mtsai., 2020).

1.7.2. PSII fotosériilése és D1 protein regeneracio

Az Arabidopsis thaliana leveleiben in vivo kimutattak a 'O, képzédést fluoreszcens
festék alkalmazasaval (Hideg és mtsai., 2001; Op Den Camp és mtsai., 2003). Trebst és
munkatarsai (Trebst és mtsai., 2002) bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozoan, hogy a 'O
fontos karositoja a Chlamydomonas reinhardtii sejtek fotoinhibicidja (azaz a PSII aktivitas és

a D1 fehérje fény altal kivaltott elvesztése) soran.

A sériilés javito mechanizmusa az ugynevezett D1 de novo szintézis, mely soran a D
fehérje Gjraszintetizalodik és a RC ujra osszeszerelddik. Ennek a folyamatnak a sordan a RC
fehérjéi reverzibilisen foszforilalodnak és a RC alegységei szétvalnak, a dimereken kiviil a
sapka proteinek is levalnak, igy a fehérje komplex kikeriil a grana tilakoidbol, ezaltal a

karosodott D1 fehérjéhez a protedz enzimek hozzaférhetnek és lebontjak. Kozben a D1 fehérjét
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kodold psbA gén kifejez6dése megerdsodik és uj fehérje szintézisébe kezd, majd a kiilonb6z6
pigmentek ligacidjaval €s transzlacios modositasokkal parhuzamosan megtorténik a fehérje
érése, transzlokalodik és Gjra Osszeszerelddik a RC, majd visszakeriil a TM-ba (Cheregi és
mtsai., 2007).

1.7.3. 102 altal kivaltott génexpresszios valtozasok

Az elmult két évtizedben az irodalomban egyre tobben arrél szamoltak be, hogy a *O2
jelenlétére adott valaszként olyan gének specifikus aktivacioja figyelheté meg, amelyek részt
vesznek az organizmus fotooxidativ stresszel szembeni molekularis védekez6 valaszaban (J.
Glaeser és mtsai., 2011; Leisinger és mtsai., 2001a; Op Den Camp és mtsai., 2003). Leisinger
¢és munkatarsai kimutattak, hogy olyan fotoszenzitizator szerek jelenlétében, mint a rosebengal,
a Chlamydomonas-bol szarmazo glutation-peroxidaz (GPXH) homolég gént az 'O
transzkripcidsan aktivalja, mig a gpxh mRNS-szintje csak gyengén fejezédik ki Oz -dal vagy
peroxiddal szemben (Leisinger és mtsai., 2001a). Op den Camp és munkatarsai az Arabidopsis
flu mutansat hasznaltak fel annak kimutatasara, hogy a protoklorofill felhalmozddasa
kovetkeztében képz6dd 102 szamos (70 darab) gént gyorsan aktivalt (Op Den Camp és mtsai.,
2003). Ezzel szemben mas reaktiv oxigénformak, mint példaul a O2"", nem szabalyoztak a korai
stresszvalasz alatt e gének expressziojat. A flu mutansban a 'O, periféridsan termelédik a
membran felszinén ¢és ezért reakcioba léphet a sztroma vegyiileteivel. Természetes
koriilmények kozott a 102 a PSII RC-aban termelédik és mds célmolekulékkal reagal, mint
ebben a mutansban. Leisinger és Fischer azonban a fotoszintetikus ETC gatloit alkalmazva a
PSI110, képzédését vizsgilta és csak a Chlamydomonas GPXH homolég génjének szignifikans

indukcidjat talalta (Leisinger és mtsai., 2001b).

Azok a mikroorganizmusok, amelyek rendszeresen szembesiilnek fotooxidativ
stresszel, specifikus rendszereket fejlesztettek ki, amelyek érzékelik a 1O, jelenlétét és szorosan
szabalyozzék a 10, reakciotermékeinek eltavolitasat. A fotooxidativ stresszre adott valaszokat
szamos fotoszintetikus és nem fotoszintetikus mikroorganizmusban vizsgaltdk. Ennek a
valasznak a szabalyozasar6l azonban csak a fototrof alfa-proteobaktérium Cereibacter
sphaeroides (régi nevén: Rhodobacter sphaeroides) esetében szereztek részletes ismereteket.
Ebben a szervezetben €s a rokon proteobaktériumokban az extracitoplazmatikus funkcio (ECF)

szigma faktor, az RpoE szabadul fel a rokon ChrR antiszigma faktorbol Oz jelenlétében, mely
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aktivalja a fotooxidativ stressz ellen védelmet nyujtoé gének expressziojat. A legujabb kisérletek
azt mutatjak, hogy a O, jelként miikodik, amelyet a még ismeretlen komponensek érzékelnek
¢s a ChrR proteoliziséhez vezet. Az RpoE egy masodik alternativ szigmafaktort, az RpoHII

crer

szabalyozott hdsokk-reakcioval (J. Glaeser és mtsai., 2011).

A génszabalyozas alternativ szigmafaktorok altali transzkripcids szabalyozasa mellett
ugy tinik, hogy a nem kodold kis RNS-ek (SRNS-c¢k) szamos olyan fehérje szintézisét
befolyasoljak, amelyek részt vesznek a fotooxidativ stresszre adott valaszban. Az mRNS-
célpontok kolcsonhatasat ezekkel az SRNS-ekkel altalaban a Hfq RNS-chaperon kozvetiti. A
Hfg-t kodold gén delécidja 102 érzékeny fenotipushoz vezet, amely gitolja a génszabalyozas
poszt-transzkripcios szintli SRNS-ek altali szabalyozasat C. sphaeroides-ben. Ezért a kiilonb6z6
szabalyozd komponensek komplex haldzata szabalyozza a fotooxidativ stressz elleni védelmet

az oxigént nem termeld fotoszintetikus baktériumokban (J. Glaeser és mtsai., 2011).

A cianobaktérium sejtekhez képest, ahol a baktérium sejt nagy részét a tilakoid
membran teszi ki, igy konnyen elérhetd akar a rovid életidejii ROS-ok szdmara is, felmertil a
kérdés, hogy egy olyan rendkiviil révid életi molekula, mint a 1O, hogyan képes az eukariota
sejtmagba tovabbithato jelet adni, mely ezutdn a génexpresszid szabalyozasara fejti ki hatasat.
Néhany mas reaktiv oxigénfajtarol, példaul a O2"-rdl vagy a peroxidrol kimutattak, hogy
kozvetleniil masodlagos hirvivoként miikodnek az oxidativ stresszvalasz gének, példaul a
GPXH, a GST-k és az APX expressziojanak szabalyozasaban (Vranova és mtsai., 2002). Az
10, rovid élettartama miatt kérdéses, hogy a jelatviteli lanc egy komponensét kdzvetleniil
oxidalja az eukariota sejtekben. Ehelyett feltételezhetéen a D; fehérje lebomlasabol vagy a Chl
bomlasi termékeibdl szdrmazd reakcidtermékek szolgalhatnak szignalmolekuldkkeént.
Kimutattik, hogy a Chl prekurzorok, mint példaul a Mg-protoporfirin IX, jelzdmolekulaként
milkodhetnek a kloroplasztiszok és a sejtmag kozotti jelatviteli utvonalon (Strand és mtsai.,
2003). Analogia utjan azt is feltételezhetjiik, hogy a Chl lebomlasi termékei, mint példaul a
feofitin, klorofillid vagy feoforbid jelzémolekulaként miikodhetnek (Krieger-Liszkay, 2005).
Egy ilyen molekulat egy ABC fehérje szallithat ki a kloroplasztiszbdl a citoszolba, ahol jelet
kozvetit a sejtmag felé, ezaltal szabalyozva a gének expresszidjat. Kimutattdk, hogy
funkcionalis ABC fehérje sziikséges a protoporfirin IX transzportjahoz (Meller és mtsai.,

2001), valamint, hogy a tonoplaszt membranban talalhat6 ABC transzporter képes Chl
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katabolitokat a vakudlumba szallitani (Lu és mtsai., 1998), igy valoszintsithetd, hogy egy ilyen

transzportmechanizmus a kloroplaszt kiilsé membranjaban is jelen lehet.

Alternativ. megoldasként elképzelhet6 még az is, hogy a lipid-peroxidok
jelzémolekulakként mitkodhetnek, mivel a telitetlen zsirsavak a 1O, kedvelt célpontjai. A O,
altal kozvetitett nem-enzimatikus lipidperoxidacio novekedése azonban nem tapasztalhat6 a flu
mutansban, amely protoklorofillt halmoz fel és nagyobb 02 képzSdést mutat, mint a vad tipust
novények (Op Den Camp és mitsai., 2003). A linolénsav gyorsan oxidalodott a flu mutans
megvilagitasara, de a megfigyelt oxiddcios mintdk enzimatikus oxidaciora utaltak és nem a 'O
altali nem-enzimatikus oxidaciora. Altalanossagban elmondhato, hogy a zsirsavbol szarmazé
jelek részt vehetnek a sejthaldlhoz kapcsolddd jeldtviteli ttvonalakban és a stresszhez

kapcsolodo gének expresszidjaban (Weber, 2002).

1.8. Fotoszenzitizator festékek, O2 generalas és detekcio

A fotoszenzitizatorok, vagy fényérzékenyitd szerek olyan kromoforok, amelyek
fénybesugarzas hatasara reaktiv oxigénfajtdkat hoznak létre. Szamos olyan vegyiilet 1étezik,
amely fotoszenzitizatorként miikodhet. A fényérzékeny vegyiiletek fotoaktivalasa soran

tobbféle ROS képzddhet.

A fotoszenzitizatorokat évek ota a fotodinamias terapiaban alkalmazzak, hatékonyan
elpusztitva a daganatsejteket a rak kezelésében (Latorre-Esteves és mtsai., 2010). Az elmult
években tobb kisérlet is tortént a fotodinamikus terdpia alkalmazéisara bakteridlis,
¢élesztégombak és gombak okozta fertézések kezelésére (Jori, 2006; Jori & Brown, 2004).
Ezeknek a vegyiileteknek az elénye, hogy a bakterialis betegségek ellen anélkiil lehet kiizdeni,
hogy rezisztencia alakulna ki, mint példaul az antibiotikumok alkalmazdsa esetén. A
cianobaktériumoknak altalanossagban nagyobb érzékenységiik van a ROS-ra, ellentétben a

zoldalgakkal (Sundukov, 2006).

A 10, fotoszintetikus apparétus altali eldallitasa szintén a 1O f6 természetes forrdsa az
anoxigenikus fotoszintetikus mikroorganizmusokban (J. Glaeser és mtsai., 2011). Az oxigén
termeld fotoszintetikus organizmusok PSIl-je ¢és az anoxigenikus fotoszintetizalo
proteobaktériumok RC-i homologok egymassal. Az RC-kat tartalmazo vad tipust BChl
azonban nagyon kis mennyiségii Op-t fejleszt. Kordbbi munkdk azt sugalltik, hogy az R.
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sphaeroides RC nem fejleszt *02-t mérheté sebességgel, mivel a karotinoidok kioltjak a *O2-t
és a gerjesztett BChla molekulak feleslegét (Osmond és mtsai., 2000). Ennek kovetkeztében az
anoxigenikus fotoszintetizald proteobaktériumokrol azt gondoljak, hogy kevésbé érzékenyek a
10, termelés miatti fotoinhibiciora. Viszont az ujabb munkdék azt mutatjak, hogy a 10, képzddés
in vivo detektalhato a DanePy 'Oz specifikus fluoreszcens csapdaval (Jens Glaeser & Klug,
2005), illetve izolalt fotoszintetikus membranokban a SOSG (singlet oxygen sensor green)
hasznalataval (Berghoff és mtsai., 2011). Illetve azt is igazoltak, hogy magas fényhatas alatt a
10, képzddése révén karosodik a Rhodobacter sphaeroides karotinoidmentes reakciokdzpontja.
Ez a mechanizmus nagy valoszinliséggel a reakciokozpont klorofill triplett allapotanak a
molekularis oxigénnel valo kdlcsonhatasan keresztiil megy végbe, hasonldéan, mint a PS I1-ben
(Tandori és mtsai., 2001) Egy részletes tanulmany kimutatta, hogy a vad tipustt RC-kban a
triplett allapoti BChl-a energiat ad at a molekularis oxigénnek, ezaltal 1O,-t képez (Uchoa és
mtsai., 2008).

A fotoszenzitizatorok, ellentétben a II. tipust fotodinamias reakcioval, ahol csak 1O,
képzodik (4. abra) az 1. tipusu fotodinamids reakcid soran tobbféle ROS generaldséra is
képesek, mely esetben az egyes elektronok a molekularis oxigénre keriilnek. Példaul mikor a
O2" molekuldk nem specifikus elektrontranszferrel jonnek létre, majd spontan vagy
enzimatikusan Katalizalt diszmutacié H202 -ot képez. Szabad kétértékii fémionok, példaul Fe?
jelenlétében a H202-bol a Fenton-reakcio révén hidroxilgyokok képzodhetnek (Barry Halliwell
& Gutteridge, 2015). Bar ez a folyamat mennyiségileg kevésbé fontos a fényérzékenyito szerek,
példaul a rosebengal (Rb) vagy a metilénkék (Mb) esetében.
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1.8.1. 10Oz kioltas

A fotoszintetikus mikroorganizmusokban és a kloroplasztiszokban 1év6 karotinoidok hatékony
védelmet nyujtanak a 1O, képzddése ellen a gerjesztett Chl-ok és BChl-ok és a 102 kozvetlen
kioltasaval (Krieger-Liszkay és mtsai., 2008; Osmond és mtsai., 2000). A nem-fotoszintetikus
mikroorganizmusok is karotinoidokat hasznalnak a 'O kioltéjaként (Kruk & Szymanska,
2021). Az oxigéntermel6 fotoautotrofok tovabbi kioltokat hasznalhatnak, mint a tokoferol
(Trebst, 2003) és PQ (Kruk & Trebst, 2008). A 102 molekulaval reagilé 102 megkotok kozé
tartoznak az aminosavak, mint példaul az L-hisztidin (Rehman és mtsai., 2013) ¢és a triptofan
(Davies, 2004), a tiolok, példaul a GSH (Devasagayam és mtsai., 1991), a tioredoxin (Das &
Das, 2000), a mikosporin (Suh és mtsai., 2003), és a poliaminok (Das & Misra, 2004).

1.8.2. 10, detekcios modszerek

Jelenleg az egyik f6 kihivést az intracellularis *O2 az intakt sejten beliili jelenlétének és
mennyiségének kimutatdsa jelenti. Ha vizsgalni szeretnénk a sejten beliili *O2 altal medidlt
szignalizacios folyamatokat, nyomon kell kovetniink és azonositanunk kell a 'O, molekulit,
mint szignalt. Ehhez olyan detekcidos mddszerek sziikségesek, melyek pontos és aktualis 1O,
koncentracidkat képesek érzékelni. Jelenleg szdmos 'O. detekcidés modszer létezik, mint
amilyenek a kiilonb6z6 spin-csapdak (TEMP; TEMPD-HCL kovet6 elektron paramagneses
rezonancia (EPR), valamint a fluoreszcens festékek, mint az SOSG és DaNePy). Emellett a 1O,
rendelkezik egy egyedi lumineszcencidval az infravords tartomanyban 1270 nm-es
hullamhosszon, ami szintén egy detekcios lehetdséget rejt magaban (Macpherson és mtsai.,
1993).

A tilakoid izoldtumokban az EPR spin-csapdizas sikeresen hasznalhato 1O
detektalasara TEMP (Fufezan és mtsai., 2007; Hideg és mtsai., 1994) vagy TEMPD-HCI
(Leisinger és mtsai., 2001b) alkalmazasaval. A direkt 1270 nm-es lumineszcencia mérések
izolalt PSII komplexekben is alkalmazhatok (Tomo és mtsai., 2012). Intakt ndvényi
rendszerekben a DanePy (Hideg és mtsai., 2007) és a SOSG (Flors és mtsai., 2006; Rehman és

mtsai., 2021) fluoreszcens 'O csapdékat mar sikeresen alkalmaztak.

A 103 termelés kimutatasa ép cianobaktérium sejtekben azonban lényegesen nagyobb

kihivést jelent, mivel az EPR ¢s a fluoreszcens spincsapdak nem hatolnak be a sejtek belsejébe
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¢és a direkt 1270 nm-es lumineszcencia modszer alkalmazasa a hattér Chl fluoreszcencia miatt
akadalyozott (Rehman és mtsai., 2013, 2021). Megjegyzendd, hogy tortént kisérlet SOSG
alkalmazasara intakt Synechocystis sejtekben (SINHA és mtsai., 2012), azonban a hosszu ideji
megvilagitasi kovetelmény a fotogatlasos koriilmények kozott a SOSG fluoreszcencia jel
indukalasara, valamint maga a megvilagitott SOSG 'O, termelése, amely mesterséges
fluoreszcencia-novekedést indukal exogén 'O, forras hianyaban, korlatozza ennek a

modszernek az alkalmazhatdsagat a 102 kvantitativ kimutatasara Synechocystis-ben.

Létezik egy ugynevezett hisztidin-medialt kémiai csapdazodason alapulé modszer,
mely soran a hisztidin (His) a 'O 4ltali oxid4léddsa révén molekularis oxigént fogyaszt a
kozegbol (Telfer és mtsai., 1994). Ezt az oxigén koncentracio-fiiggd reakciot nyomon tudjuk
kovetni egy standard Clark elektroddal és kdvetkeztethetiink a 1O, koncentraciora az oxigén
fogyasanak mértékébol, igy lehetséges intakt mikroalga sejtekben a pillanatnyi intracellularis

10,-t érzékelése (Rehman és mtsai., 2013).

Sajnos ezen detekcidos modszerek hianyossaga az, hogy egyik sem képes az intakt
mikroalga sejtekben in vivo az intracelluléris 1O, szintek hosszutavi idébeli viszonyait nyomon
kovetni. gy nem alkalmazhatoak az intracellularis Oz sejten beliili jelatviteli folyamatait célzd

kutatasok soran.

1.9. Magas fényhatasra adott valaszok cianobaktériumokban

A Synechocystis sejtek fénystresszel szembeni védelmében a tulélés szempontjabol
elengedhetetlen fehérjék expresszios indukciodja figyelhetd meg. Ezen fehérjéket HL hatasara
indukal6do fehérjéknek (Hli proteins) nevezték el, melyekbdl 6t azonosithatd a Synechocystis
cianobaktériumban (He és mtsai., 2001). Az ezen fehérjék génjeire delécios mutans sejtvonalak
elemzései azt sugalljak, hogy ezek a fehérjék egyarant szerepet jatszanak a ROS elleni

védekezésben és a fotoakklimatizacioban (Havaux és mtsai., 2005).

A homolég NbIS (Synechococcus elongatus PCC 7942) és a DspA (Synechocystis PCC
6803) szabalyozza a HIi fehérjék expressziojat, igy az erds fényhatds sordn a tulélés
kulcsszerepl6i (Hsiao és mtsai., 2004; Van Waasbergen és mtsai., 2002). Cianobaktériumokban

¢s mas oxigén-termeld fototrof szervezetekben a fotooxidativ stresszre adott egyik specifikus

crer
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D; fehérje ujraszintetizalasa alacsony fényintenzitasok mellett is megtorténik, €s erds fényhatas
esetén megné. Ugy gondoljak, hogy ez a valasz minéség-ellendérzésként szolgal ahhoz, hogy a
sejt a fotoinhibiciot a lehetd legalacsonyabb szinten tartsa és reagaljon a fényintenzitas hirtelen
valtozasaira (Murata és mtsai., 2007). Egyes cianobaktériumokban a Fe-hiany olyan fehérjék
szintézis€¢hez vezet, mint az IdiA és IsiA, melyek megvédik a fotorendszereket az oxidativ
stresszt6l (Michel & Pistorius, 2004). A vashidny hatassal van a ROS képzOdésére a
fotoszintetikus szervezetekben, mivel a fotoszintetikus ETC nagyszamban tartalmaz Fe
kofaktorral miikodé fehérjéket. Az IdiA képzddését az 1diB és a Fur fehérjék szabalyozzak
(Michel & Pistorius, 2004). A HL az isiAB transzkripcio derepresszidjahoz, valamint az IsiA
¢és a flavodoxin felhalmozddasahoz vezet vashiany esetén. Kimutattak azt is, hogy az IsiA
megvédi a Synechocystis sejteket a fotooxidativ stressztdl (Havaux és mtsai., 2005) és egy kis
nem-kodold RNS, az IsrR szabalyozza ezt (Diihring €s mtsai., 2006).

1.9.1 Magas fényhatas indukalta (hli) gének Synechocystis-ben

A fotoszintetikus szervezetek esetében a sejtek ndvekedésének és talélésének egyik
kritikus pontja a kiilonb6z6 kornyezeti fényviszonyokhoz valo gyors alkalmazkodas képessége.
Az alacsony fényintenzitas (LL) korlatozza a sejtndvekedést, mig a HL a fehérjék, a lipidek és
az orokitdanyag olyan mértékli karosodashoz vezethet, mely a sejtek életképességét jelentdsen
befolyasolja. Mind a mikroalgdk, mind a magasabbrendli ndvények hatékony védekezési
mechanizmusokkal rendelkeznek a fény abszorpcidja kovetkeztében kialakuld talzott
gerjesztés €s a fotoszintézis soran keletkez6 ROS hatékony eliminalasara. Mindemellett a
fotoszintetikus organizmusok ugynevezett stressz-indukalt fehérjék termelésére is képesek a
magas intenzitasu fénynek valo kitettség hatasara. Ezen fehérjéknek rendkiviil fontos szerepe
van a sejtek HL-hoz val6 alkalmazkodasaban. A HL-indukalt gének csaladjaba az un. hli vagy
scp gének sorolhatoak, melyek transzkripcidja HL hatdsara aktivalodik és olyan fehérjéket
kodolnak, amelyek homoldgiat mutatnak a novények fénybegyiijté Chl a/b-koté fehérjéivel
(LHCP). Ezen fehérj¢k miikodése az, amely lehetévé teszi a cianobaktériumok HL

koriilmények kozotti talélését (Q. Wang és mtsai., 2008).

A high-light-inducible (hli) vagy mas néven scp gének egyetlen transzmembran hélixet
tartalmazo6 fehérjéket kodolnak, melyek atlagos molekularis sulya 6-8 kDa kozott valtozik,

homologok a vords algak €s magasabb rendii novények Chl-a és Chl-b koté fehérjéivel és
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els6ként a Synechococcus elongatus PCC 7942 cianobaktériumban azonositottak Oket
(Dolganov és mtsai., 1995). Az scp gének minden eddig megszekvenalt cianobakterialis
genomban jelen vannak, legmagasabb kopiaszamot a HL-hoz jol adaptalodott tengeri algakban
mutatnak. A Synechocystis cianobaktériumban négy scp gént azonositottak (ScpB-E megfelel a
hliC, hliA, hliB és hliD géneknek) (Promnares és mtsai., 2006).

Az SCP fehérjecsalad 6sszesen 6t kis molekulasulyu fehérjét foglal magaba, melyek a
HIIA (ScpC/ssl2542), HIiB (ScpD/ssr2595), HIiC (ScpB/ssl1633), HIID (ScpE/ssr1789),
valamint az ScpA, amely a HemH ferrokelataz enzim C-terminalisa. A LilA (slr1544) szintén
az SCP fehérjecsaladba sorolhatd, azonban a csoporthoz valo kotédése kisebb mértékii (Cheregi
& Funk, 2015). Ugyanakkor az scpD (hliB) és slr1544 gének transzkripcidja kézos promoter
szabalyozasa alatt all, a két gént Synechocystisben mindossze 49 nukleotid valasztja el
egymastol. A lilA gén egy 12 kDa molekulasuly( transzmembran fehérjét kodol, mely szintén
a PSII komplexszel asszocial (Kufryk és mtsai., 2008). A magasabb rendii névények
fénybegylijtd antenna komplexével mutatott magas homoldgia alapjan a membranba dgyazott
SCP fehérjék a fénybegyiijté (light-harvesting-like) proteinek csoportjaba tartoznak. Az SCP-
k tartalmaznak egy CAB domént (Chlorofill-a binding domain), amely a névények esetében
Kiemelt szerepet t6lt be a Chl-a molekulak megkotésében. Az ScpB-E fehérjék esetében
kisérletesen igazolt, hogy képesek in vitro, mig az ScpE in vivo is, pigmentek megkotésére.
Szamos eddigi, az Scp fehérjék funkcidjara iranyuld tanulmany igazolta, hogy a fehérjecsalad
tagjai asszociacioban allnak a PSlI-vel és f6 funkciojuk a naszcens PSII fehérjék stabilizacioja
¢s védelme. Nemrégiben az is igazolast nyert, hogy két SCP fehérje is a HL indukalta
karotenoid-ko6té komplex (HLCC) tagja, mely szerepe a tilakoid membran fokozott oxidativ
stressz okozta kdrosodasokkal szembeni védelme. Mindezen kiviil az Scp fehérjék részt
vesznek a tetrapirrol bioszintézis szabalyozasaban, illetve megakadalyozzak a sériilt PSII
reakcidcentrumokban a tovabbi 102 képzddést. A Synechocystis sejteken végzett transzkriptom
analizis alapjan az scp gének egyetlen expresszids klasztert alkotnak, igy a kiilonbozd
stresszkoriilmények hatasara az egyéni szabalyozasuk ellenére hasonl6 expresszids mintdzatot

mutatnak (Cheregi & Funk, 2015).

crer

NtcA motivum az ScpB és SCpPE gének promoterében taldlhatd meg, mig egy palindrom (5’
GCGATCGC 3’) motivum, a HIP1 (Highly Iterated Palindrome) az scpB és scpC géneknél

fordul eld. Ezen HIP1 szekvencia igazoltan polifiletikus eredetli, igy szamos, tavoli
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cianobakterialis sejtvonalban jelen van. Kisérleti eredmények alapjan a HIP1 teriiletén DNS
metilacio zajlik és Synechocystis sejtekben ezen régioban az sll1130 transzkripcids faktor

crer

kotddését szabalyozza.

Mindemellett a High Light Regulatory 1 (HLR1) elem is gyakran eléfordul a HL
hataséara indukalodo gének, mint a psbA2, psbA3 nblA, hliA gének esetében a Synechocystis
sejtekben. Jelenlétét kimutattdk tovabbd mindegyik scp gén esetében is. Az scpD esetében a
HLR1 motivumhoz az RpaB fehérje kapcsolodik, melyrdl bizonyitott, hogy a PSI rendszer
fehérjéit kodold gének promotereivel is interakcioba 1ép LL mellett és stimuldlja azok

expresszidjat (Cheregi & Funk, 2015).

Korabbi kisérleti eredmények alapjan feltételezik, hogy a Synechocystis sejtek hli
génjeinek expresszidja a szenzor-hisztidin-kinaz Hik33 szabalyozasa alatt all. A Hik33 szintén
esszencialis a PSII D1 alegységének HL altal indukalt szintéziséhez és az FtsH2 (slr0118),
valamint az FtsH3 (sIr1604) proteazok szintéziséhez. A Hik33 deficiens sejtek esetében szamos
gén, koztiik a hli gének expresszioja is gatolt; LL mellett a hli gének transzkript szintje magas,
azonban HL hatasara ez a mennyiség csak mérsékelt emelkedést mutat (Komenda & Sobotka,
2016).

A HIiA-D fehérjéket kodold gének transzkripcidja kiilonbozd stresszkoriilmények
hatasara indukalodik, mint a HL, az alacsony hdmérséklet, a nitrogén vagy a kén hianya. A hli
gének kopiaszama fligg az adott fajtol és az dkotipustol is (Akulinkina és mtsai., 2015). A hli
gének a Synechocystis sejtekben nem esszencialisak, melyet jol mutat, hogy a hli gének
egyenkénti vagy egylittes hidnya esetében is életképes cianobaktérium sejteket kapunk.
Ugyanakkor ezek a mutans sejtek rendkiviil érzékennyé valnak a megemelkedett sugarzassal
¢és oxidativ stresszel szemben, amely egyértelmiien igazolja, hogy a hli gének kulcsszerepet
toltenek be a sejtek stresszkoriilményekhez vald akklimatizacidjaban (Komenda & Sobotka,
2016). Azon mutans cianobaktériumok, melyek esetében a hliA-D géneket inaktivaltak, a HL-
al szemben mutatott megemelkedett szenzitivitas mellett a vad tipust sejtekétol eltérd
pigmenttartalommal rendelkeztek. Mindemellett a mutans sejtek elveszitették az abszorbealt

fényenergia nem-fotokémiai disszipaciojara valo képességiiket (Akulinkina és mtsai., 2015).

A hli (scp) gének transzkripciodja tehat stressz hatasara indukalodik a sejtekben, azonban

a PSl-deficiens mutansok esetében expressziojuk konstitutiv, igy a PSI-mentes hattér kivaldoan
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alkalmas a hli géntermékek funkcidinak vizsgalatara. Az eddigi kisérletek eredményei alapjan
a hli gének termékei részt vesznek a Chl bioszintézisének szabalyozasaban, asszociaciot
mutatnak a PSI monomer, PSI trimer és PSII komplexekkel, részt vesznek a Chl PSII
rendszerhez torténd szallitasaban, valamint elengedhetetlenek a stresszkoriilményekhez valod
alkalmazkodashoz ¢és a fotoszintetikus rendszer oxidativ stresszel szembeni védelméhez

(Tibiletti és mtsai., 2016).
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2. Célkitiizés

Munkénkat két 6 irany hatarozta meg, melyeket egy k6zos pont flizott Gssze: az egész

sejtes bioriporterek fejlesztése Synechocystis PCC 6803 cianobaktérium sejtek alkalmazasaval.

Az egyik 6 kutatdsi iranyunknak a nehézfém (HM) bioszenzor torzsek kimutatasi
tartomanyanak novelését tiiztiik ki. A munkahipotézisiink az volt, hogy a nehézfémeket a
sejtekbdl eltavolitd transzporterek inaktivalasaval megnovelhetd a sejteken beliili nehézfém

koncentracio, ami a nehézfémek altal torténd génindukcids valaszt felerdsitheti.

Mindenekel6tt egy AnrSRSBACD: AcoaRT: AziaRA genetikai hatter(i delécios mutans
torzs (NiCoZia) elkészitését terveztilkk, mely hianyos a korabban ismertetett HM érzékeny
Klaszterre. A NiCoZia Synechocystis torzs elkészitését koveté munkafazisban a nrsR és nrsS;
coaR valamint a ziaR promoéter altal hajtott HM-re reagalé lumineszcens bioszenzor
konstrukciok elkészitését tiztiik ki célul, majd HM érzékenységiiket a vad tipusu genetikai

hattérrel rendelkez6 bioszenzor torzsekben hasonlitottuk dssze.

Masik 6 célkitiizésiink, a 1O, jelmolekulaként betdlttt szerepének tanulmanyozasa volt
Synechocystis-ben, a specifikusan 'O hatasara indukalodo gének azonositasa, valamint az,
hogy egy ilyen génhez tartoz6 promoéter felhasznalasaval 1O, -specifikus teljes sejtes bioszenzor

torzset alakitsunk ki, ami lehetdvé teszi a 1O specifikus in situ, in vivo kimutatasat.

Ehhez korabban ismeretlen *0,-fiiggé expressziot mutaté gének keresésébe kezdtiink.
Egy teljes transzkriptom analizissel 1O, érzékeny gének azonositasat terveztiik. Ennek
fliggvényében kiilonbozé mutansok elkészitését tiiztiik ki célul az egyes '0,-érzékeny génekre
nézve. A legigéretesebb génjeldltre deléciés mutans és bioriporter torzsek elkészitését
terveztiik, melyek alkalmasak lehetnek a 'O, koncentriciok sejten beliili viszonyainak
folyamatos nyomon kovetésére, igy biztositva alapot egy olyan médszernek, mellyel a 1O, mint

jelatviteli szignal elkiilonithet6 lehet az egyéb transzdukcids folyamatoktol.

Emellett célul tiiztiik ki a tovabbi 10,-fliggd gének expresszidjanak nyomon kdvetését

a kiilonb6z6 10 kezelések alatt.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Az alkalmazott cianobaktériumtorzsek novekedési koriilményeinek és nehézfémsé

kezelések hatasainak vizsgalata

Kisérleteink soran vad tipusi USA PCC 6803 Synechocystis cianobaktérium torzset
(WT), valamint az altalunk létrehozott, HM klaszter hianyos AnrsSRBACD: AcoaRT: AziaRA
(roviden NiCoZia) torzsekkel dolgoztunk. Ezen kiviil 1étrehoztuk még a AhliB torzset, melyben
a hliB (ssr2595, SGL_RS16470) gén kiiitésre keriilt, valamint tobb altalunk eldallitott
lumineszcens bioszenzor torzset, melyek eldallitasa a pILA promoter proba vektor hasznalatan
alapul (Kunert és mtsai., 2000). A Synechocystis sejteket fotoautotrof 3% COz-tartalmu
atmoszférikus koriilmények kozott neveltiik, 30-40 pmol foton m 2 st fehér fényen és 30°C
hémérsékleten, BG-11 (Rippka és mtsai., 1979) folyékony tapkozegben novesztve. Az inditd
kultara eldallitasahoz 1,5 mL fagyasztott tenyészetet oltottunk le 50 mL folyékony BG-11
tapoldatba, a megfeleld antibiotikum hozzaadasaval. A NiCoZia és a AhliB torzshoz 50pug / mL

Spec-t, a bioszenzor torzsekhez pedig 50 pg / mL Km-t hasznaltunk fel a szegregaciohoz.

A Kkisérletekhez a stacioner fazisu starter tenyészetbdl 1 mL-t oltottunk be 200 mL
BG-11 oldatba antibiotikumok hozzaadasa nélkiil, majd logaritmikus fazisig ndvesztettiik
(OD720 0,8-1). A kezeléseket BG-11 folyékony tapkozegben, gliikéz hozzaadasa nélkiil
hajtottuk végre.

A rutin DNS-manipulaciokhoz és a plazmid Konstrukciok 1étrehozasahoz Escherichia
coli DH5a torzset alkalmaztunk. Az E. coli sejteket Luria broth (LB) taptalajban neveltiik 37°C-
on (J. Sambrook, D.W. Russell, 2001).

3.1.1. Nehézfém kezelések

A nehézfémso kezeléseket 96 lyuku fekete alacsony autofluoreszcenciajua (Perkin-Elmer
Opti-Plate) sejttenyészté lemezen hajtottuk végre, 25°C-on; normal CO; tartalmu 1égkorben,

2

40 pmol foton m 2 s megvilagitds alatt. Minden lyuk 200 pL log fazist cianobaktérium

crer

Az indukcid vizsgalatokhoz csak a megfeleld nehézfémek oldatait hasznaltuk, tekintettel arra,

hogy Blasi és munkatarsai (Blasi és mtsai., 2012) korabban megmutattdk e promoterek
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indukciojanak specifikus voltat. A nehézfémsokbol 10 mM-os torzsoldatot készitettliink
desztillalt vizzel, melyet a 144 uM — 0,014 nM Koncentracié tartomanyu higitasi sor
eléallitasdhoz hasznaltunk fel. A lemezeket lyukasztott atlatszo folidval boritottuk be (Peca és

mtsai., 2008). A 3 dras kezelést kovetden lumineszcenciat mértiink.

3.1.2. Szinglet oxigén generalas fotoszenzitizator festé¢kekkel

A kezeléseket 10 mL térfogatban LED fényforrassal ellatott vizfiirdé rendszerben
hajtottuk végre, 30°C-on, normal CO; tartalmu 1égkorben. Az alacsony, nevelési fénykezelések
soran (LL) 40 umol foton m™2 s! intenzitast megvilagitast, mig a fénystressz kivaltasara 200

2 g1 (HL) intenzitasi megvilagitast hasznaltunk. A Rb és Mb

pumol foton m~
hataskeresztmetszete kiillonbozhet, az ebbdl eredd bizonytalansdgok kivédése érdekében
kisérleteinket mindkettvel végrehajtottuk és az eredményeket dsszehasonlitva vontuk le a 202
hatasara vonatkoz6 kovetkeztetéseket. A fotoszenzitizator festékeket egyarant alacsony,
minddssze 0,5 pM végkoncentracioban alkalmaztuk, mivel az itt be nem mutatott
elOkisérleteink szerint ezen koncentracid6 mellett mindkét reagens jol kimutathatdo hatast
gyakorolt a génexpressziokra magas fénykezelés alatt, de alacsony fény mellett nem
tapasztaltunk valtozast. Magasabb koncentraciok mellett azonban aspecifikus hatadsok

mutatkoztak. A mérés alatt a megfelel6 oxigén ellatottsag érdekében magneses kevertetést vagy

buborékoltatast alkalmaztunk és folyamatosan nyomon kovettiik a hémérsékletet.

3.2. Molekularis biolégiai modszerek
3.2.1. Synechocystis transzformacio és a mutansok szelekcioja

Az transzformdldshoz a természetes transzformacion alapuld modszert hasznaltuk
(Kunert és mtsai., 2000). A WT vagy NiCoZia Synechocystis sejt kulttrabol (OD720 0,6) 6 mL-
t centrifugaltunk (5 perc 6000 rpm), majd 60 uL friss BG-11 tapoldatban Gjra szuszpendaltuk a
kitilepitett sejteket. Ezutan 1 pg tisztitott plazmid DNS-t adunk a sejtszuszpenzidhoz és
sOtétben, 30°C-on inkubaltuk egy éjszakan at. Ezt kovetden a mintékat 1,5%-0s agar BG-11
lemezekre szélesztettiik, antibiotikum nélkiili (WT esetében), vagy a megfelelé antibiotikum

jelenlétében (Spec a NiCoZia esetében). Harom nap elteltével a lemezeket 10 ug / mL Km-nel
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vagy Spec-nel egészitettiik ki. A teljes szegregacid érdekében a transzformalt telepek
megnovelt antibiotikum koncentracié mellett (50 pg / mL) néttek, és folyékony BG-11
taptalajra keriiltek.

3.2.2. A NiCoZia (AnrsRSBACD:AcoaRT:AziaAR) és a AhliB torzs tervezése, valamint

létrehozasa

Készitettiink egy mutanst, ahol a fentebbiekben mar részletesen targyalt HM exportért
felelos génklasztert egy Spec rezisztencia kazettaval (Sp-R) helyettesitettiik. Munkank soran
egy inszertet épitettiink be a pUC19 vektorba PCR-rel amplifikalt fragmensekbdl a ziaR (Pstl,
Xbal), nrsS (Kpnl, EcoR) disztalis végeinek restrikcios helyeivel, melyhez Synechocystis
genom DNS-t és Sp-R (Xbal, Kpnl) hasznaltunk fel (lasd 2. tablazat). A Sp-R -hoz a pDF trc
(Guerrero és mtsai., 2012) vektort hasznaltuk fel sablonként (6. abra).

MI3(-20)

50007 10 0007 15 000
» | Deletion iy hi1 ]
sIr0790
< EECE) B L) <1 ECOE) 44 EEDI)
nrsR  nrsB nrsC ziaR
ziaB

| |

nrsSfragment ziaAfragment

Synechocystis PCC 6803 (Chr 3048285-3064925 region)
16 641 bp

6. abra: A NiCoZia torzs 1étrehozasahoz hasznalt klonozasi stratégia sematikus abrazolasa. Az abra
felsé része a pUC19 plazmid térképét mutatja az nrs-SpR-zia fragmenttel. Az 4bra alsé része a HM

klaszter és a homolog régiok felépitését mutatja.
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Készitettiink egy AhliB mutanst, ahol a hliB (ssr2595 vagy SGL_RS06470) gént Sp-R-
rel helyettesitettiik. A Synechocystis genomi DNS-t és a pPND6LuxAB vektort templatként
hasznalva, PCR-rel amplifikalt fragmentumokbdl dsszeallitott inszertet épitettiink be a pUC19
vektorba (7. abra).

A plazmidokat E. coli-ban amplifikaltuk, majd WT Synechocystis-be transzformaltuk.

A 1étrejott mutansokat SO pg mL ™t Spec-t tartalmazo szelektiv BG-11 lemezen ndvesztettiik.

P(BLA)

AhliB

6068 bp

7. abra: A AhliB torzs létrehozasahoz hasznalt klonozasi stratégia sematikus abrazolasa. A pUC19

plazmidtérképe a hliB (ssr2595) és Sp-R fragmenssel.

3.2.3. A Synechocystis PCC 6803 pILAcoaR; pILANrsRS; plLAziaR bioriporter torzsek
eléallitasa WT és NiCoZia torzsekbol

A HM bioriporter torzsek eldallitasahoz a pILA prométer probavektort (Kunert és
mtsai., 2000) hasznaltuk, mely LuxAB lumineszcencia riporter rendszerrel bir. A coaR
inszertet; valamint a ziaR és nrsS + nrsR (roviden: nrsRS) promoterrégiot PCR-rel
amplifikaltuk, templatként a WT Synechocystis kromoszomalis DNS-ét és a megfeleld
primerpart hasznaltuk mindkét primer 5' végén egy Kpnl hasito hellyel (2. tablazat). A promoter
transzforméansokat kolonia-PCR-rel valasztottuk ki teszt primer parok felhasznélasaval
(2. tablazat). Az Gjonnan létrehozott pILAcoaR, pILAziaR és pILANrsRS-1 és pILANrsRS-2
plazmidokat (8. abra) amplifikaltuk és E. coli-bol izolaltuk. A vad tipust és NiCoZia
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Synechocystis torzseket transzformaltuk (Kunert és mtsai.,, 2000), és a klonokat Km

szelekcioval szelektaltuk a fent leirtak szerint.

PILANrsRS-2

11 570 bp

(PICATest-Fw)
Konl (3453)
Kpnl (3493)
Test-Fre nrsRS-Test-Rev
(PILA-Test-Rev) 5716}
Kent (716) e
BITestrw)
" Kpnl (3493)
e B
I (3493
@:v%_l)mu o T
ZiaRTest-Fw
a8 fragment part,
Kpnl (4107) coaR-Test-Rev
PICATesERE Kpnl (4706)

8. abra: A promoter proba vektorok sematikus abraja. A pILA promoter proba vektor sematikus abréja
(Kunert és mtsai., 2000) a coaR (d), ziaR (c) és a két eltérd orientacioja nrsRS (a; b) inszertekkel. A

megfelel primereket (2. tablazat) hasznaltuk a WT Synechocystis genombdl szarmazé fragmentumok

fehérjéket, amelyek sziikségesek a kimutatashoz. Az aphll és bla olyan génekre utalnak, amelyek

rezisztenciat biztositanak ampicillinnel (aphll) és Km-nel (bla) szemben.
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. tablazat: A munkénk soran felhasznalt oligonukleotidok

primerek jelolése oligonukleotid szekvecia

nrsS-Frg-Fw S TTGAATTCGTAACTGGATGGTGAATAAACTTCCCTT
nrsS-Frg-Rev 5S"TTGGTACCTACGGATTTATTGCTACTAAGTCGCTTA
ZiaA-Frg-Fw S TTTCTAGAGAGACCTAAAACGCATGGGAGTTGAAAA
ZiaA-Frg-Rev 5 TTCTGCAGCTTAGCAATCCGAGTAGCATTCAAAATC
SpecR-Xbal 5 TTTCTAGACCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAG
SpecR-Kpnl 5’ TTGGTACCATGTATGCTCTTCTGCTCCTGCCGGCCGA
CoaR-pILA-Fw 5’AAAAAGGTACCTTCACCATCCTTTCCCTATC

CoaR-pILA-Rev

S’AAAAAGGTACCACCTTCTCAGCCTAAACC

CoaR-Test-Fw

5’CAGGGCTTTCAGTTGTCT

CoaR-Test-Rev

5’GGTGATATGGGGAATGGG

NrsRS-pILA-Fw

5S’AAAAAGGTACCGACGGCGTAAAGTTGATAAA

NrsRS-pILA-Rev

5’AAAAAGGTACCTCCCCCGCTAAGATCAGA

NrsRS -Test-Fw

S’TATTAGCAAGACTGCGGG

NrsRS-Test-Rev

5S’TGTTGTTGTTGTTGGTAGG

ZiaR-pILA-Fw 5S’AAAAAGGTACCCATCGTCCATCTCCTTAATC
ZiaA-pILA-Rev 5’AAAAAGGTACCCCGACTTGCATTTGCTGA
ZiaR-Test-Fw 5’TCCTAACGCCAACCTCTA

ZiaR-Test-Rev 5’CCCGATACAAATTCATCACA

pILA-Test-Fw 5’ACAACCAAATTTTCCCCAAG

pILA-Test-Rev

5S’TCGATAGTGGCTCCAAGT

prom-ssr2595-pILA-Fw

5’AAAACTGCAGCGCACTTCTGGTCAGTTT

prom-ssr2595-pILA-Rev

5S’AAAAGGTACCGTTGATCTCCTTGATTGGGT

pssr2595_Pstl_F

5> AAAACTGCAGCGCACTTCTGGTCAGTTT

pssr2595_Kpnl_R

5 AAAAGGTACCGTTGATCTCCTTGATTGGGT

pUC19fw

5" AAGGATCCCCCAACATTAAGGCACTA

pUC19rev

5" AAAAAAGCTTCAACGACTTTTCTCTCCA

2595Sp-R_Fwd

5’cctaggcaagCAATTCGTCCACCAACAAAAAGCTCCATTGCAGGAACAAAAACAG

2505Sp-R_Rev

5’cggegtatt CAGTCCAACCGGCTTGAACACTGCTGGCAAAAGCCAATGAGTGTA

A2595_confirm_F

5S’TCACAACCCTTCTCATCC

A2595 confirm R

5’CTAAACCGTCAATTTCCC

rrn16Sa.fas-914F

5" CAACGCGAAGAACCTTACCAA

rrl16Sa.fas-1048R

5’ CTGCGGAAACGTGGGAGTGCCT

hliBssr2595_gPCR_F

5" GTCTCAACAACTTCGCCA

hliBssr2595_gPCR_R

5" CAAGAGAGAAACAAAGCCAA

slr1544 Fw

5’ACGCCGACACTGATA

slr1544 Rev

S’TTGCCCAGTTGCTTATC

hliA ssl2542 Fw

5’AATAAGGAGGGAGGCAAAAC

hliA ssl2542 Rev

5’ACAACCGTCTCAACAACT

hliC ssl1633 Fw

5’GATCAGGGCAGAGGAAAA

hliC ssl1633 Rev

5’ACATAGACAACCCTCCCA

hliD ssr1789 Fw

5’ACTACAACCGAACCAAAC

hliD ssr1789 Rev

5’ACCAGGATGAGGAGAAAT

sl10846Fw S’TTTCCCTCGAGTCTCTCT
sl10846Rev S’TTCCTGCTTGGTTGTCTT
sl11483Fw 5’AACCACCGAAAAATCTGC
sl11483Rev 5’CTTCACCGGATTGAACCT
ssr2016Fw 5’CGTTATCTTGGTTCGTCA
ssr2016Rev S’GTTTTGCCGTTGGACTTA
SSr6062Fw 5’GTGGCCTACCCATAAACAA
ssr6062Rev 5’GTAAAAATCCAGCGGCAA
ThrclFw 5’GCCGCGTTTGAAATTGTT
ThrclRev 5’ATTCCCCATTACTTTCCCT
coaT_Fw 5’CAAAATCCATCAACCCCC
coaT_Rev 5’AAGCCACCACGAGAAAAA
slr7008Fw 5’AGCAGTAATGGATAGAGG
slr7008Rev 5’GGCAATCAGTCTATTCAG
hspAFw 5’AAGAAGTTTTTGTCCCTACG
hspARev S’CTTCTGTGTTTTGGATTGCT
SigDFw 5’ACCTACTTGACCTCATCC
SigDRev 5’TCCAAATATTCCCGCACT
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3.2.4. A Synechocystis PCC 6803 pILAhIIB bioriporter torzs el6allitaisa WT-bol

Az hliB (ssr2595) promotert tartalmazo bioriporter torzsek eléallitasahoz, hasonléan a
HM szenzorok eléallitasahoz felhasznalt vektorhoz, a pILA promoter probavektort (Kunert és
mtsai., 2000) hasznaltuk. A vektor LuxAB lumineszcencia riporter rendszert hasznal. Az hliB
gén el6tti promoter régiot PCR-rel amplifikaltuk, templatként a WT Synechocystis
kromoszomalis DNS-ét és a megfeleld primerpart hasznaltuk, a forward primer 5' végén Pstl,
mig a reverz primer 5’ végén egy Kpnl hasité hellyel (2. tablazat). A 346 bp-0s promoter
fragmentumot inszertaltuk a pILA Pstl és Kpnl vagohelyének hasitasaval. A megfeleld E. coli
transzformansokat  kolonia-PCR-rel  ellenériztik a teszt primerpar (2. tablazat)
felhasznalasaval. Az ijonnan létrehozott pILAIIB plazmidot (9. abra) amplifikaltuk és E. coli-
bol izolaltuk. A vad tipusu Synechocystis torzset transzformaltuk (Kunert és mtsai., 2000), és a

klonokat Km szelekcioval szelektaltuk a fent leirtak szerint.

pILAhIIB
9652 bp

Kpnl (3493)
(promoter HIB)
PstI (3825)

9. abra: A pILA vektor sematikus abraja (Kunert és mtsai., 2000) az ssr2595-6s (hliB) gén promoterét
tartalmazo inszerttel, melynek eredménye a pILAhIIiB promoéter proba vektor. A megfeleld primereket
Kpnl -Pstl emésztést alkalmaztunk. A [uxA és luxB gének kodoljak a luciferaz riporter fehérjéket,
amelyek sziikségesek a kimutatashoz. Az aphll és bla olyan génekre utalnak, amelyek rezisztenciat

biztositanak ampicillinnel (aphll) és Km-nel (bla) szemben.
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3.3. Génexpresszios vizsgalatok
3.3.1. RNS izolalas és tisztitas

RNS izolalasdhoz mintanként 15 mL sejttenyészetet hasznaltunk. A mintakat azonos
térfogatu, 5% fenolt (v/v) tartalmazé etanolban fixaltuk és centrifugaltuk (10000 g, 10 min,
4 C°). Az igy iilepitett sejteket 500 pL reszuszpenzios pufferben (0.3 M szacharoz,
10 mM NaOAc, pH 4.5) mostuk, amit Gjabb centrifugalas (13000 g, 5 min, 4 °C) és a feliiltszo
eltavolitasa utan 250 pL reszuszpenzids puffer hozzaadasa kovetett. Ehhez az elegyhez 37,5 puL
EDTA-t (0,5 M) adtunk és haromszor ismételt fagyasztas-felolvasztasi ciklusnak (-80/+4 °C)
vetettiik ala. Az igy roncsolt sejtfalt sejtek elegyéhez 375 uL lizis puffert adunk ( 2% (m/v)
natrium-dodecil-szulfat (SDS), 10 mM NaOAc, pH 4.5) és ebbdl forro-fenol modszerrel
tisztitottunk 6ssz-RNS-t (Mohamed & Jansson, 1989). Ehhez 65 °C-ra melegitett vizfiirdében
kevertlik dvatosan a mintakat, a szintén 65 °C-ra hevitett, 700 pL vizzel telitett fenollal. Ezt
3x3 percig ismételtiik, majd minden alkalommal a folyamat végén 2 perces jegelés kovetkezett,
ezutan pedig centrifugaltuk (13000 g, 5 min, 4 °C) a mintakat, a feliiluszokat pedig 0j
csovekben, ujabb adag fenollal keverve ismételtiik meg a folyamatot. Egy utolso 1épésben a
feliiliszohoz 700 uL kloroformot adtunk az esetleges fenol maradvanyok eltavolitasara,
ovatosan kevertiik és centrifugaltuk (13000 g, 5 min, 4 °C). Az igy kapott feliilaszohoz az RNS
kicsapodasat elosegitve LiCl-ot (2 M) adagoltunk ¢és legalabb 30 percig inkubaltuk -20 °C-on.
Inkubalas utan a jégen felolvasztott mintak centrifugalasaval (20000 g, 60 min, 4 °C) iilepitettiik
a nukleinsavakat, majd pedig 400 puL 70%-0s etanollal mostuk, melyet ujboli centrifugalas
kovetett (20000 g, 15 min, 4 °C). A feliiluszotol megszabadulva a mintat szobahdmérsékleten

szaritottuk és MilliQ vizben vettiik fel.

Technologies) a DNS eltavolitasa érdekében DNaz enzimmel torténd kezelésnek vetettiik ala
(Turbo DNA-Free Kit, Biolabs), jellemzden a kdvetkezé kisérleti felallasban: 43,9 uL minta,
5 uL DNaz puffer, 1 pL DNaz, 0,1 uL RNaz gatlé enzim (Invitrogen). Az igy dsszeallitott
elegyet 1 6ran keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk, majd 5 pL inaktivacids reagenssel keverve (10
min, 25°C) ledllitottuk a reakcidot. A mintat centrifugaltuk (10000 g, 10 min, 4 °C), a
reverz transzkripcios elegyet, amely reakciotérfogata 10 pL volt: 1 pL (500 ng) RNS minta,
4 L 5x reverz transzkripcios puffer, 2 uL dNTP mix (10 mM), 1 pL 10x random primer, 1 pL
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reverz transzkriptaz, 1 uL RNaz gatlo enzim (Ribolock) (FIREscript cDNA Reverse
Transcription Kit, Solis Biodyne).

3.3.2. Teljes transzkriptom analizis

(RNA 6000 Nano) eszkozokkel ujraellendriztiik, majd a cDNS-konyvtarakat 0,5 pg teljes RNS-
bal allitottuk el6 NEBNext rRNA depletion Kit for Bacteria #E7850, #E7860 (New England
Biolabs) segitségével, a 2-es protokoll (Protocol for Library Preparation of Intact RNA using
NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) and NEBNext Ultra Il Directional RNA Library Prep

Kit for Illumina) alapjan. A szekvenalast [llumina platformon keresztiil végeztiik el.

3.3.3. qPCR protokoll

A génexpresszid tovabbi vizsgalatdhoz a transzkriptom analizis soran felhasznalt
tisztitott RNS mintdkat felhasznalva reverz transzkripcids reakcioban komplementer DNS-t
(cDNS) szintetizaltunk. Az igy kapott cDNS-t qPCR reakcioban hasznaltuk templatként és a
felszaporod6é amplikonok Cr értékét a 16S riboszomalis RNS-t kédold rrnléSa gén Cr
értekeihez viszonyitottuk. Ez utdbbit, konstitutiv kifejezédése révén, kontroll génként
hasznaltuk. Ezen feliil az dbrdkon lathato transzkript szintek értékei a kezeletlen mintdk Cr
értékeire vannak normalva. A qPCR reakciokhoz a reakciok térfogata 5 pL volt, amit 1 uL 5 X
HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (Solis BioDyne), 0,1 uL cDNS minta, 3,8 uL MilliQ
viz, 0,1 puL génspecifikus primer vegyiilet (5 pmol/uL) alkotott. A kapott Cr értékeket a Bio-

Rad CFX Maestro 1.1 szekvencia detekcios szoftver segitségével nyertiik ki és értékeltiik.

3.4. Biolumineszcencia mérés

A kezeléseket 96 lyuku fekete (Perkin-Elmer Opti-Plate) sejttenyésztd lemezen
hajtottuk végre, alacsony autofluoreszcenciaval, 25 °C-on. Minden lyuk 300 pL log fazist
kezelt cianobaktérium sejtkultirat (OD720 0,8-1) tartalmazott. A lemezeket lyukasztott atlatszo
foliaval boritottuk be (Peca és mtsai. 2008). A kezelés utan 6 uLL 50 mM decanalt adtunk 50%-

53



os metanolban oldva a lyukakba helyezett mintakhoz. A dekanal a 300 pL cianobakterialis és
nehézfémso oldatban, igy 1 mM végkoncentracidban volt jelen (Kunert és mtsai., 2000). A
szubsztrat hozzaadasa utan a mintakat 2 percig sotétben eldinkubaltuk a lumineszcencia mérés
elott. A vizsgalatokat négy parhuzamos mintaval végeztiik. A lumineszcenciat Top Count NXT

luminométerrel (Packard Instruments) hataroztuk meg, beiités per masodperc (CPS) értékkel.

3.5. Novekedésgorbék osszehasonlitasa

A WT ¢és NiCoZia cianobaktérium kultirakban a fémionok intracellularis
felhalmozodasa altal okozott novekedési kiilonbségeket tigy szamszeriisitettiik, hogy az optikai
denzitast 2—4 napig 680 nm-en és 720 nm-en mértiik 30-40 pmol foton m 2 s * fényintenzitison
¢és 30 °C homérsékleten. A starter Synechocystis kultara optikai stirtiségét minden mérésnél
azonos kiindulési értékre allitottuk (OD720 0,15), és nehézfémsot adtunk hozza 8 kiilonbozo
koncentracioban (0 uM; 0,05 uM; 0,1 uM; 0,25 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2,5 uM; 5 uM) 50 mL
végtérfogatban. Két paramétert hatdroztunk meg minden fémion esetében: minimalis gatld
koncentracio (ICmin) és maximalis gatld koncentracid (ICmax). Az ICmin a legalacsonyabb
tesztelt koncentraciora utal, amely novekedésgatlast eredményez, az ICmax pedig a legmagasabb

tesztelt koncentraciora utal, ahol teljes novekedés gatlast észleltiink.

A WT és AhliB cianobaktérium tenyészetekben a 02 felesleg 4ltal okozott ndvekedési
intenzitasbeli kiilonbségeket Gigy hatadroztuk meg, hogy az optikai denzitast 680 nm-en mértiik
40 umol foton m 2 st fehér fényintenzitassal (LL) vagy 200 pmol foton m 2 s fehér fényben
(HL) 30 °C hémérsékleten 4 napig. A starter Synechocystis tenyészet optikai siirtiségét OD720
0,15-re allitottuk 50 mL végtérfogatban, majd LL és HL koriilmények kozott neveltiik,
megfeleld fotoszenzitizator festék (Mb vagy Rb) hozzdadasaval vagy anélkiil 0,5 pM-os
koncentracioban. A méréshez egy foto-multikultivator MC-1000 (Photon Systems Instrument)

késziiléket hasznaltunk 6rankénti automatikus OD protokollal.

54



3.6. Az intracellularis HM Koncentracio meghatarozasa

Az intracellularis kobalt-, cink- és nikkeltartalmat a WT és a NiCoZia Synechocystis
torzsekben hataroztuk meg, melyek a bioriporter torzsek alapjaul szolgaltak. A sejtkultarakat a
kontroll (0 uM hozzéaadott nehézfémso) mellett 5 pM nehézfémsoval kezeltiik; ZnSOas; CoCl;
vagy NiCl, —al a fentiek szerint, 3 6ras inkubalas utan centrifugalassal (6000 rpm 10 perc)
gyljtottik Ossze, majd BG-11 oldattal mostuk és fagyasztva szaritottuk. 50 mL-es
tenyészetekbdl 40 + 5 mg nedves tomegl sejtpelletet tudtunk kinyerni, amelybdl 5 + 1 mg
Szaraz anyagot lehetett nyerni. A mintdk HM tartalmat a korabban mar leirtak szerint hataroztuk

meg (Blasi és mtsai., 2012).

3.7. Adatelemzés és abrazolas

A Kkisérleteink eredményeit Microsoft Office Excel 2016 tablazat kezeld program,
valamint OriginPro 2021b adatelemzd program segitségével értékeltiik ki. A molekularis
bioldgiai munkak in silico tervezése és a teljes transzkriptom adataink elemzését CLC

Genomics Workbench 20.0.2 program segitségével hajtottuk végre.

A molekularis biologiai elemek vizualizaciojat SnapGene Viewer program segitségével
készitettiik el. Az egyéb magyarazé és folyamatabrakat a Biorender.com online dbraszerkesztd
program segitségével készitettik. A 22. abra az UpSet 2.0 elnevezésti Venn-diagram

vizualizacios program segitségével késziilt (Lex és mtsai., 2014).

A statisztikai analizishez Student féle t-probat hasznaltunk, ahol a kapott eredmények
P< 0,05 (*), 0,001 (**), vagy 0,001 (***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonb6znek

egymastol.
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4. Eredmények és kiértékelésiik
4.1 Nehézfém bioriporterek érzékenységének novelése

4.1.1. Novekedési sebesség kiilonbségek a NiCoZia (ANrsSRSBACD:AcoaRT:AziaAR) torzs és
WT torzs kozott

Elészor azt vizsgaltuk, hogy a Synechocystis genomjabol a HM-specifikus klaszter
eltavolitdsa milyen hatassal van a tenyészetek novekedésére. Ennek okan a WT és NiCoZia
sejteket 98 oran at CoClz, ZnSO4 és NiClz —al kezeltiik, 8 kiilonbozd koncentracioban (0 pM;
0,05 uM; 0,1 uM; 0,25 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2,5 uM; 5 uM), és egyidejiileg mértiikk 680 nm-en
a sejtkultirak OD-jat. Osszeségében elmondhaté, hogy a WT gyorsabb novekedést mutatott a
mutanshoz képest, még HM-hozzad4asa nélkiil is, kontroll koriilmények kozott (10. abra). Ez a
jelenség megfelelt a varakozasainknak, hisz az HM exportért felelds gének kititésével gyengiilt
a cianobaktérium sejtek HM-ekkel szembeni ellenallo képessége. A kiiitott transzporterek és

szabalyozo faktorok hianya felboritotta a sejtek HM transzportjat.

A ndvekvé Co?*-tartalom a vizsgalt koncentracié tartomanyban egyre kifejezettebb
novekedésgatlast eredményezett a NiCoZia torzsben, ami 2,5 uM és 5 uM mellett elérte a
sejteknél a teljes novekedési leallast. A WT torzsben a novekedésgatlas szintén

koncentraciofiiggd volt, de sokkal kevésbé kifejez6dé (10. ¢, d. abra).

A 0,25 uM és az annal nagyobb Zn?* koncentracio sulyos novekedés gatldst okozott a
NiCoZia torzsben, mig ezen koncentraciok esetén a WT-ban enyhe volt a gatlas. A WT esetén

sulyos gatlas 1 uM Zn?*-t8l volt megfigyelhetd (10. e, f abra).

A Ni?* alacsony koncentraciéban nem okozott sulyos ndvekedésgatlast a NiCoZia
torzsben, de a teljes novekedés leallas 2,5 uM és 5 uM mellett bekdvetkezett, mig ugyanezen

koncentracioknal csak enyhe novekedésgatlas volt megfigyelheté a WT torzsben (10. a, b abra).

A novekedésbeli kiillonbségek hatterében a baktérium sejt intracellularis HM
tartalmanak felborulasat sejtettiik, mely megmagyarazza a HM-ek jelenlétében tapasztalt lasst

novekedést vagy a teljes novekedésgatlast.
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10. 4bra: A WT (a, c, e) és NiCoZia (b, d, f) Synechocystis sejtvonalak névekedési gorbéi Ni? (a;b);
Co% (c;d) és Zn?* (e;f) HM-ek eltérd koncentracioban vald jelenlétében. A BG-11 tapoldatban nevelt
Synechocystis tenyészetek ndvekedése 0 pM; 0,05 uM; 0,1 uM; 0,25 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2,5 uM és 5

uM fémsoé hozzaadasat kovetden, ODesgo mérésével nyomon kovetve.
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4.1.2. Intracellularis nehézfém tartalom

A novekedésgorbék elemzésével arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a coa, zia és nrs
gének altal kodolt kation kiaramlasi rendszerek hianyaban az intracellularis HM-koncentracio
magasabb, mint a vad tipusban. Ennek tisztazasa érdekében az intracellularis HM-tartalmat
ICP-MS segitségével megmértiilk mind a WT, mind a NiCoZia torzsekben 3 oras kobalt-,
nikkel- és cinkkezelés utan. A BG-11 tapoldatot 5 pM HM-el egészitettiik ki, majd ezek
intracellularis HM-koncentraciéit Osszehasonlitottuk a kezeletlen mintakkal. Az adatok
egyértelmiien azt mutattdk, hogy a NiCoZia torzs tobb HM-et halmoz fel a sejten beliil, mint
vad tipust tarsa. Ez a jelenség mindhdrom vizsgalt HM-nél nyilvanval6 volt, a legnagyobb
akkumulacios kiilonbséget a nikkelnél figyeltiik meg (11. abra), ahol a nikkel-kezelt NiCoZia
torzsben  koriilbeliill  40%-os  novekedést  figyeltink meg az  intracellularis
nikkelkoncentricioban. A mutacié koriilbeliil intracelluldrisan 20%-0s Zn?*- és szintén
koriilbeliil 20%-0s Co?*-tartalom novekedéséhez vezetett a WT-hez képest, ami megfelel a vart,

HM export rendszert kodolo, kititott régioval kapcsolatos hatdsokkal szembeni elvarasoknak.

180

| WT
160 - :I NiCoZia |

140; l

i

120

100
o)

pp

80 +

60

H

40

20

0

Niz* Co® Zn?*

11. Abra: Az intracellularis Co?* Ni** és Zn?* tartalom WT és NiCoZia mutans Synechocystis sejtekben.
3 oras, 5 uM HM-el torténd kezelést kovetden, 30 pmol foton m? st fényintenzitas mellett, 25 °C
homérsékleten. A HM-tartalmat ICP-MS méréssel hataroztuk meg és ppb-ben (parts per billion) adtuk
meg. (Atlag+SE, n=3)
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4.1.2. WT-pILACo0aR és NiCoZia-pILAC0aR bioriporter torzsek Co?* és Zn 2* nehézfémekre

valo érzékenységének Osszehasonlitasa

Célunk az volt, hogy csokkentsiik a bioriporterek detekcids hatdrait, vagyis olyan
fenotipust kapjunk, amely a vad tipust cianobaktériumnal kisebb extracellularis koncentracié
mellett is képes az adott anyag kimutatasara. Ezért el0szor a WT és NiCoZia torzsekbol
szarmazé coaR (Co?" és Zn?' érzékeny) promoter vezérelt biolumineszcens pILAcoaR
Synechocystis bioriporter térzsek lumineszcenciajat kiilonbzo kobalt- vagy cink koncentraciok
mellett értékeltik. {gy meghatarozhattuk és Gsszehasonlithattuk érzékenységiiket és
specificitasukat az adott HM-re. Ahogy az varhat6 volt, a HM-kezelések soran a NiCoZia
genomi hatteri bioriporter térzs nagyobb érzékenységet mutatott a kobaltra. A maximalis
lumineszcenciat 3 uM kobalt koncentracional talaltuk WT-ben. Mig a maximalis
lumineszcencia valasz 1 pM kobalt koncentracional volt megfigyelheté a NiCoZia-ban. Sét,
mig a Co?*-érzékenység koriilbeliil hiromszorosara nétt (12. a abra), addig a Zn?*-érzékenység
novekedése koriilbeliil tizszeres volt. A biolumineszcencia valasz maximumat 7 és 10 uM cink

koncentraci6 koril talaltuk WT-ben és ez az érték 1 uM-ra valtozott a NiCoZia-ban (12. b abra).
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12. abra: A pILACoaR WT és a pILACoaR NiCoZia CoCl; (a) és ZnSO4 (b) biolumineszcens valasza.
A sejteket 3 oran at inkubaltuk BG-11 tapoldatban, kiilonb6zé koncentracioju (48 uM tol 30 nM-ig)

nehézfémsokkal kezelve. A biolumineszcenciat a Korabbiakban leirtak szerint mértiik. (Atlag+SE, n=3)
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4.1.3. WT-pILAnrsRS-1 ¢és NiCoZia-pILANrsRS-1 bioriporter térzsek Ni2*-re vald
érzékenységének Osszehasonlitasa és a pILANISRS-1 és pILANrsRS-2 promoéter iranyultsag

indukcios kiilonbsége

A pILANrsRS promoter altal szabalyozott konstrukcidval rendelkezé WT torzs 0,2 uM
és 50 uM nikkelkoncentraci6 kozotti lumineszcencidt mutatott. Az azonos konstrukcioval
rendelkez6 NiCoZia bioriporter torzsben ez a tartomany koriilbeliil tizszer alacsonyabb
koncentraci6 tartomanyba (0,05-50 uM NiCl) tolodott el a WT-hoz képest (13. abra). A
maximalis indukcio 0,2 uM NiClz-ra valtozott (a mutansban) 4 uM NiClo-r6l (a WT-ben
megfigyelt).

Tekintettel arra, hogy ezeknek az operonoknak kétirany(i promotereik vannak, tgy
gondoltuk, érdemes lehet megvizsgalni, hogy a promoéter melyik iranyat érdemes alkalmazni a
lux gének esetében ahhoz, hogy az altalunk kitiz6tt célok megvalositasara a konstrukcio a
lehetd legalkalmasabb legyen. Ehhez a vizsgalathoz az nrs promotert valasztottuk. A promotert
¢és az nrsRS génpart tartalmaz6 inszertet mindkét orientacidban klonoztuk: az elsé orientacidban
(nrsRS-1) a promoter kozvetleniil a luxA gén el6tt helyezkedik el (upstream iranyban),
hasonléan ahhoz, ahogyan a Synechocystis genomjaban az nrsB gént6l felfelé orientalodik. A
masodik, ellentétes orientacioban (nrsRS-2) a luxA gén az nrsR-t61 és az nrsS mogott talalhatd
az inszert masik végén (downstream iranyban) (8. a és b abra). A WT és NiCoZia torzsek két
konstrukciojat dsszehasonlitva egyértelmii, hogy az eredeti nrsRS-1 orientacié (13. a abra)
nagyobb lumineszcencia-indukciot fejt ki a nikkelkezelés soran, mint az nrsRS-2 orientacio
(13. b abra). Az nrsRS-2 orientacié azonban nem elhanyagolhaté lumineszcencia-indukciora

képes. Igaz, az nrsRS-1 orientaci6 nagyobb indukcids hatasfoka esetiinkben eldnyosebb.
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13. abra: A pILAnrsRS konstrukciok biolumineszcens valaszai a két nrsRS promoter orientacioban a

WT és NiCoZia torzsekben. A sejteket 3 oran at inkubaltuk BG-11 tapoldatban, amelyet kiilonb6z6

leirtak szerint mértiik. (Atlag+SE, n=3)

4.1.4. WT-pILAziaR és NiCoZia-pILAziaR bioriporter torzsek Zn®* nehézfémre vald

érzékenységének Gsszehasonlitasa

A ziaR promoterrel rendelkez6 bioriporter torzseket 0,015-50 uM  ZnSOs-dal
kiegészitett BG- 11 tapoldattal kezeltik 3 oran keresztiil és a lumineszcencia-indukcio
kiilonbsége (14. abra) hasonld volt ahhoz, amit a coaR és nrsRS promoter vezérelt riporterrel
kaptunk. A plLAziaR WT lumineszcens jelet mutatott a 0,5 - 50 uM ZnSO4 koncentracio
tartomanyban, a detekcios csticsot a 14 uM-0s ZnSO4 kezelésnél érte el. Ez a konstrukcio
hasonldan a tobbihez érzékenyebb a NiCoZia térzsben, mint a WT hattérben, nevezetesen
indukcidja 20 nM-t6l kb. 5 uM ZnSOs koncentracio tartomanyig figyelheté meg, 1,5 uM
ZnSO4 kezelés koriili csucsértékkel. Igy a NiCoZia torzsben a konstrukcié koriilbeliil 10-szer
érzékenyebbnek bizonyult, mint a WT-ben, igy akar 0,03 uM ZnSOaskoncentracié kimutatasara
is hasznalhato. Ez az érték joval alacsonyabb, mint a WT-ban mért 0,5 uM ZnSO4 korabbi

minimalis kimutatasi hatara.
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14. abra: A plLAziaR WT ¢és a pIlLAziaR NiCoZia biolumineszcens valasza ZnSO, kezelésre. A
sejteket 3 oran at inkubaltuk BG-11 tapoldatban, amelyet kiilonbz6 koncentracioja (48 pM-tol 30 nM-
ig terjed6) nehézfémsokkal egészitettiink ki. A biolumineszcenciat a korabban leirtak szerint mértiik.

(Atlag+SE, n=3)

Osszességében mind a harom vizsgalt HM-nél sikeriilt a detekciés hatart tobb
nagysagrenddel lecsokkenteni a WT-hoz képest, amit az exportereket kodolo génszakasz
kititésén alapul¢ intracellularis HM koncentracio novelésével értiink el a HM érzékeny NiCoZia

torzsben.
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4.2. Szinglet oxigén érzékeny gének azonositasa Synechocystis-ben
4.2.1. Génexpresszios valtozasok exogén és endogén 0, kezelések alatt

Egyik f6 célunk 'O specifikus gének azonositasa volt, melyek segitségével még tobbet
tudhatunk meg a 'O.-r8l, mint jelatviteli molekuldrol és annak szignalizaciés utjairdl,

kolcsonhatasairol.

Ennek érdekében olyan kezeléseket hajtottunk végre, ahol mind az endogén uton
keletkez6é 102-nek (HL), mind pedig az exogén (fotoszenzitizator festékkel generalt) 10p-nek
Kitettiik a baktérium sejteket. Ezzel olyan gének expresszids valtozasat kdvethettiik nyomon,
melyek érzékenyek lehetnek a 1O2-re. A His, mint 1O, kiolté vegyszer, alkalmazasa indukcids
kisérleteink alatt lehetdvé tette, hogy a 'Op-re indukalodd gének His visszagatlodasa altal

meggy6zédhessiink a gének 102 hatdsara mutatott specificitisarol.

F6 szempontunk a teljes transzkriptom viszgalata soran olyan gének azonositdsa volt,
melyek expresszioja a HL kezelés soran az endogén 1O.-re indukalédik, mig HL + His kezelés
soran gatlodik. Igy azonosithatova valhatnak az endogén 'Oz-re reszponziv gének. Annak
vizsgalatara, hogy ezen gének mellett 1éteznek-e olyanok, melyek exogén, fotoszenzitizator
festékkel generalt 10,-re érzékenyek, vagy esetleg mind endogén és exogén 10,-re is egyiittesen
képesek indukalodni, Mb és RDb festékkel valo kezeléseket is végre hajtottunk His jelenlétében

¢és anélkul.

A teljes transzkriptom analizisiink sordn, amikor a normal fényen kezelt mintakat
hasonlitottuk 0ssze a magasfény kezelt mintdk expresszios eredményeivel (LL vs HL) jol
lathato volt a HL génexpressziora gyakorolt erdteljes hatdsa. Mintegy 500 db gén esetében
mutatkozott valamilyen expresszios valtozas, mely indukcié (log2FC > 1) vagy represszio

(log2FC < -1) formajaban mutatkozott meg a kisérlet soran (15. abra).

Munkank soran a legigéretesebb az ssr2595 (SGL RS06740) jelolési, hliB elnevezési
gén volt. A HL vs LL expresszios adatok alapjan ez volt az egyik legerGsebb expresszios
novekedést (I0g2FC = 4,7) mutato gén (15. abra). A gén magasfény és oxidativ stressz fliggését
mar korabban leirtdk, amit korabban madr részleteztem, ugyanakkor teljes transzkriptom

analizisiink szerint 1Oz -reszponziv szabalyozasa is lehet a génnek.

63



HL vs LL His vs HL

16 @ oo cmmmugme Smmums amee o e @SGL_R306470 B =
E ® o, ° 4.0
1] * & 2 ] °
B (] () ]
] ° [ ,o ° 3.5
12 ) E °
] 3.0
- B a 1 °
" 10 m ]
3 ] 5 25 °
g B L S 1
& &7 8,0
S i - 2.0
g 61 e 1
2 6—_ - 1.5
4_- ]
] 1.0-e -
2] ]
4 o ® 0.5+ L °
] . ]
0 0.0
e e e e e e e e A s s | T — T
-4 0 2 4 6 4 1] 4
log: fold change log: fold change
Mb vs HL MbHis vs Mb
16 —| ° ° ° 3
- 3.5
14 — . L) B °
] ° 1
J ° A
12 L) 3.0 .
= ° L] ) ] L]
4 9 = 1
= b 7 2.5
9 10+ ° [ ] H - L
3 ] ° = ]
© ] ° © 4
2 g . 3 2.0
2 =71 [ 2 ]
e ™ S ]
g 6] o o 815
4—- 1.0—:. ®
- - [ L]
] 1 e °
2, 0.5 ° L
] e o ]
0] 0.0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6 4 -2 1] 2 4 4 b 2 6
log: fold change log: fold change
Rb vs HL RbHis vs Rb
16 — o ® ° . ] o
] o o ° 3
14 — L 3'5: °
1 °
] ° ]
1 . e °
12 3.0
g 10 i o . g2°]
3 1 ° ° & S ]
E ] e®® o o * s ]
& 8- o0 .‘ LR é_z.o—_
3 i °® o ]
g 6] o . % 815
o ol o ° .. 0 |
] FSe ] .
] e 3 1.0 . . .
4 ] °
2 0.5
i e [
1 ® e 1
0 0.0
—T T T T T T T T T T T T T T T T L e e ) SHLANL S s s s s e S sy B e
6 4 4 -8 -6 2 4

-2 0 -2 )
log: fold change log: fold change

15. abra: Synechocystis vad tipusu cianobaktérium sejtek teljes transzkriptom analizise alacsony (LL-
30 umol foton m2s7%), valamint magas (HL-200 pumol foton m2 s) fényintezitason, 0,5 uM Mb, vagy
0,5 uM Rb festék, valamint 5 mM His egyediili és egylittes alkalmazasaval. Pirossal kiemelve a hliB
(SGL_RS06470) gén expresszios eredményei lathatoak a kezelések soran. (N=3)
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A HL kezelés soran keletkezd endogén O3 hatast His hozzaadasaval gatoltuk meg, a
HL vs HL+His expresszios eredményekbdl jol latszott, hogy a kisérlet nagyon érzékeny
finomhangolt hatast valtott ki. Ugyanis csekély szamu gén expresszios valtozasa mutatkozott,
ugyanakkor a hliB (SGL_RS06470) gén expresszios aktivitas-gatlodasa igy is megfigyelhetd
volt (15. abra). Ez a hliB HL kezelés soran keletkezd endogén 1O, fiiggését sugallta. Mindez
felvetette a lehet6séget, hogy a hliB HL indukcioja mogott a fénystressz soran keletkezd
endogén 102 allhat. Annak érdekében, hogy tisztan lassuk a gén expresszids valtozasa és a jelen

1év6 10, kozotti kapesolatot, exogén 102 kezeléseket is végrehajtottunk.

Mivel a fotoszenzitizator festékek 4ltal torténd 1O, generalashoz magas fénnyel torténd
kezelés sziikséges, ezért a Mb és a Rb kezelt mintak génexpresszids valtozasainak
kiértékelésénél kontrollként a HL kezelés expresszids eredményeit alkalmaztuk, igy probalva

kikiiszobdlni a HL génexpresszidra gyakorolt hattérhatast.

A Mb-val folytatott kisérletek soran a HL kezelések alatt megfigyelt erbteljes
magasfény indukcion tilmenéen egy vélhetéen exogén 1O, hatast is megfigyeltiink. Mikor a
HL+Mb kezelés expresszids eredményeit vetettilk sssze HL kezelés eredményeivel (Mb vs
HL+Mb), jol latszott, hogy az exogén 10, képes volt a HL altali indukcion feliil megemelni a
hliB gén expressziojat. A gén log2FC értéke mintegy 1,45 volt (15. abra). A Mb és His egyiittes
jelenlétében a gén expresszids szintje szamottevden nem valtozott a csak Mb kezelést kapott

sejtek expresszios értékeihez képest l0g2FC = -0,16 (Mb+His vs Mb).

A RDb, mint masik lehetséges fotoszenzitizator festék alkalmazasaval még tobbet
tudhattunk meg az exogén 1O, hatasarol Synechocystis-ben. A Rb szemmel lathatéan tobb gén
expresszidjara gyakorolt hatast a kezelések soran, mint a Mb. Amikor a Rb kezelt mintdk
expresszios eredményeit vetettiik dssze a HL kezelt mintakéval (Rb vs HL), az exogén 1Oz hatas
szignifikansan megmutatkozott a hliB esetében (15. abra). A gén expresszidja kétszeresére nott
(log2FC = 1,5) a csak HL kezelt mintakéhoz képest. Ezzel 6sszhangban a Rb+His vs Rb
kezelések génexpresszios Osszehasonlitdsdban a gén tobb mint kétszeres expresszios gatlast

(log2FC = -1,17) szenvedett el a His jelenlétében (15. abra).

Mindezek a hliB gén HL altali indukcidja mellett, vagy annak hatterében az exogén 10,

hatast érzékeltetik.

A hliB génen kiviil szamos mas gén mutatott hasonlo expresszios valtozast, ugyanakkor

ezen gének tobbsége ismeretlen vagy csekély read-szamu és nem minden esetben feleltek meg
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a 'Oz indukalt vagy 'O, gatlodo gének szamara el6irt génexpresszios mintazatnak. gy ennek
fliggvényében tovabbi munkank soran érdemileg a hliB génnel foglalkoztunk. A tovabbi, a
hliB-nél kevésbé igéretesnek bizonyult, 1Oz indukalt vagy 10, gatlodd gének bemutatdsa a
késobbiekben még részletesebben foglalkozunk (4.2.5. alfejezet).

4.2.2. WT és AhliB novekedésbeli kiilonbségei Mb és Rb jelenlétében

A hliB gén funkcidjanak részletesebb tanulmanyozasa érdekében létrehoztunk
Synechocystis-ben egy delécios mutanst a génre. A mutansban a hliB génszakasza Kkiiitésre
keriilt a teljes genomban egy Spectinomycin rezisztencia kezettaval, melynek eredménye a hliB
gén expresszidjara nem képes, AhliB elnevezésii Synechocystis mutans torzs (lasd a 4.2.3

fejezetben).

El6szor is a WT-tol eltérd fenotipus kiilonbséget kerestiink a mutans torzsben. A AhliB
mutans sejteket elséként folyamatos 10, kezelésnek vetettiik ald, mely soran HL megvilagitast
alkalmaztunk 0,5 uM Mb vagy Rb folyamatos jelenlétében. gy teszteltiik a folyamatos 1O
jelenlétére adott valaszat a sejteknek. A AhliB novekedését dsszevetve az azonos kezeléseknek
kitett WT sejtekével lathatd volt egy ndvekedésbeli lemaradas a mutans toérzsnél. A Mb
folyamatos jelenléte erdteljesebb novekedésgatlast eredményezett, mint a Rb kezelés,
ugyanakkor mindkét festék szamottevd visszaesést eredményezett a AhliB mutansban a WT-
hoz képest (16. és 17. abra). Ez a novekedés-intenzitasban érintett fenotipus visszavezetheto a
AhliB gén hianyara, mely tovabb erdsiti azt a feltételezésiinket, hogy a gén fontos szerepet

jatszik a 10, elleni védekezésben Synechocystis-ben.
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AHIB+HL+Rb 2\
WT+HL+Mp ~

AHNINB+HL+Mb

16. abra: A AhliB és WT Synechocystis sejtek novekedésének mértéke HL megvilagitas alatt,
folyamatos Mb vagy Rb 0,5 uM koncentraciéban vald jelenlétében, a sejtek optikai denzitasanak

nyomonkdvetésével.

WT AHIiB WT AHIIB
HL HL HL+Mb HL+Mb

17. abra: A AhliB és WT Synechocystis sejtek szemmel lathaté novekedésgatlasanak mértéke HL
megvilagitas alatt, a Mb folyamatos jelenlétében (0,5 uM).
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4.2.3. A hli gének génexpresszids valtozasai

Mivel az hliB egy HL indukalt (hli) gén, kivancsiak voltunk a tébbi hli gén
expresszidjara is a O, kezelés sordn. Ennek okdn a transzkriptom mintdk expresszios
eredményeit qPCR-el visszaellendriztiik. A kapott génexpresszios adatainkbdl jol latszott, hogy
a Mb és Rb kezelések soran a hli gének részben hasonld expresszids mintazatot mutatnak, mint
a hliB (18. abra). Ugyanakkor a transzkriptom és a qPCR egyes esetekben eltéré eredményeket
adott (18. abra és 3. tablazat).

A 10, kezelések (Mb vagy Rb) hatasara mind a LL mind pedig a HL kezelésekhez valo
viszonyitas soran erételjesen emelkedett a hliB expresszidja, melyet a His képes volt
visszafogni. A His jelenlétében, mind a HL, mind pedid a HL+Mb kezelések alatti hliB

génexpresszidja csokkent, mely endogén és exogén 1O, specificitast feltételez (18. dbra).
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3. tablazat: A teljes transzkriptom analizis soran 'O-re indukalodo (zold) és gatlodo (piros), illetve a
10,-re nem reagald (sarga) gének,expresszios mértéke (logoFC), kiegészitve a hli génekkel és az
irodalom alapjan fontosabb hisztidin kinaz szenzor (Hik) és valaszregulator (rre/rpa) gének értékeivel

(Los és mtsai., 2010). *alacsony read szamu (atirasti) gén
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18. abra: A hli gének expresszios valtozasa WT Synechocystis-ben LL illetve HL megvilagitasnak kitett
sejtekben 0,5 uM Mb (a), vagy Rb (b) és azok egyiittes 5 mM His-nel valo egyiittes alkalmazasa mellett
(Atlag+SE, n=3). A *-gal jel5lt kezelt mintdk a HL kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***)

valoszinliségi szinten szignifikansan kiilonboznek.
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A tobbi hli gén (hliA, hliC, hliD) csak részben hasonld expresszids mintazatot mutatott
a transzkriptom analizissel. Hasonldsag, hogy mindegyik gén erételjes indukciot mutatott HL
hatasara a LL kezelt sejtekhez képest. Ugyanakkor eltérés, hogy a hliA HL alatti indukcidjat a
His gatolta (18. abra).

Szintén eltérés, hogy a Mb-val vald 1O, kezelés hatasara, mind a hliA, hliC és hliD is
expresszios novekedést mutattak a HL mintdhoz képest, melyet a His jelenléte szamottevoen
nem gatolt (18. a abra). Ez a hliA, hliC és hliD Mb altali indukcio a transzkriptom analizis soran

nem mutatkozott meg.

Eltérések a transzkriptom eredményektél a Rb kezelések alatt is megfigyelhetéek
voltak. A hliA és hliC hasonldéan indukalodott (+Rb) vagy gatlodott (Rb+His), mint a hliB, amit
a transzkriptom nem mutatott ki, igaz ezek nem voltak olyan erések, mint a hliB expresszios
valtozasai. A hliD, hasonloan a transzkriptom adatokhoz, a HL indukcion kiviil nem valtozott

a Rb kisérletek soran (18. b abra).

Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fotoszenzitizator festékek (Mb és Rb),
valamint a His jelenléte, a hliB gént kivéve, szamottevoen nem befolyasoljak a tobbi hli gén
expressziojat, vagy legalabbis génexpresszids befolyasuk csekély, igy szignifikdnsan nem

kimutathato.

A AhliB mutansban végzett hasonl6 génexpresszios eredményekbdl jol lathato, hogy a
hliA és hliC WT-ban megfigyelt expresszidjahoz képest nem tortént valtozas a hliB kititésének
hatasara, ugyanakkor a hliD HL hatasara nem expresszalodott a deléciés mutansban HL-ra,
mely eddig a WT-ban hasonl6 koriilmények kozott megnovekedett expresszot mutatott (21.

abra). Az slr1544-es (lilA) gén, mely a hliB-vel egy transzkripcios egységet alkot, HL-ra
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indukalodott, mig a tobbi kezelésnél gatlodott. Ugyanakkor ez a gén WT-ban indukalodott a
Mb kezelés hatasara (3. tablazat és 23. abra).
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21. abra: A AhliB Synechocystis delécios mutans, HL + 0,5 uM Mb jelenlétében valamint 5 mM His-

nel végzett kisérlet génexpresszios eredményei. (Atlag+SE, n=3)

4.2.4. A pILAIIB biolumineszcens riporter torzs

A teljes transzkript analizis és qPCR-es visszaellenérzése (15. és 18. abra) valamint a
AhliB torzs novekedésgatlasa alapjan (16. és 17. abra) feltételezhetd, hogy a hliB gén szerepet
jatszhat a 1O, jelatvitelben és a vele kapcsolatos védekezési rendszerben. Ezen oknal fogva, a
gén promoterét felhasznalva készitettiink egy a luciferaz riporter rendszert hasznald bioszenzor
konstrukciot a Synechocystis-ben; mely az ugynevezett pILANIIB bioriporter térzs elnevezést
kapta. Ezt a cianobaktérium bioriporter torzset alkalmazva kiilonbdzd 'O, kezeléseket

végeztiink el a WT sejtekkel végzett génexpresszios eredmények tiikrében (18. abra).
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Mind a Mb, mind pedig a Rb kisérletek soran a bioszenzor erbteljes lumineszcens
valaszt adott csak a HL kezelést kapott kontroll mintaban, mely tiikrozte a gén mar leirt
fényfiiggd indukciojat. Ugyanakkor ezt a HL indukcidt a hozzaadott His megsziintette (19. és
20. abra). Ugyanis a His kezelt HL mintak lumineszcencidja elmaradt a csak HL kezelt
mintdkéhoz képest, mely megegyezik a génexpresszidos kisérletek alatt tapasztalt
eredményekkel. Mindezek alapjan az endogén 'O hatas a hliB génre mind a génexpresszio,
mind pedig a lumineszcens fehérje expresszio szintjén igazoltta valt (18, 19, 20. abra). Emellett

fontos megemliteni, hogy ez az endogén 102 fiiggés erdsen kapcsolt a HL jelenlétéhez.

A lumineszcencia viszont tovabb ndvekedett a HL mintdkhoz képest azokban a
mintakban, ahol a Mb jelen volt (19. b abra). Ezt a jelenséget aldtdmasztja a génexpresszios
kisérletek soran tapasztalt Mb kezelés hatasara bekovetkezé hliB génexpresszids novekedés is
(18 a. abra). A HL + Mb mintédkban, a kezelést kdvetd 30. perctdl szignifikansan nagyobb
vélaszt valtott ki a Mb generalta 'O, , mint csak az endogén, HL generalt (19. b 4bra). Ez az
exogén, Mb generalta 102 képes volt még jobban emelni a hliB génexpresszidjan, mely tovabb
erdsiti azt az elképzelést, miszerint a gén expresszidja 1Oz szabélyozott, természetesen a HL

fliggése mellett.

A Rb-lal kezelt lumineszcencia indukcios kisérletek soran a HL+Rb kezelést kdvetd
40. perctél a mintak lumineszcencidja sziginfikansan tovabb nétt a HL kontrollhoz képest.
Vagyis a csak endogén 1O, kezelést kapott sejtek lumineszcencia értékei elmaradtak a HL+Rb
kezeltekétol, ami a hliB exogén 1O altali indukcidjat jelzi ennél a festéknél is (20. abra).
Mindekodzben ugyanezen, csak His kezelt mintak lumineszcencia intenzitasa elmaradt a HL+Rb
kezelt mintakétol, vagyis a His képes volt csokkenteni a hliB gén kifejezddését a HL+Rb

kezelés soran is (20. b abra).

Mindezek alatamasztjak, hogy a hliB egyarant érzékeny a Rb és Mb fotoszenzitizatorral
generalt 1O,-re, melyet a His mind két esetben kiolt. Endogén és exogén'O2-specifikus indukcio
is fennall a hliB génnél, mely nehezen, de elkiilonitheté a HL indukciotol. Mindezen bioriporter
indukciés eredmények alapjan a gén O; jelatviteli Gitvonaldban betdltott szerepe egyre jobban

igazolast nyer.
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19. abra: pILAhIIB Synechocystis lumineszcencia gerjesztésének vizsgalata 5 mM His és 0,5 uM Mb
jelenlétében LL (a); és HL (b) fényintenzitason. (Atlag+SE, n=3)
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20. abra: pILAhIIB Synechocystis lumineszcencia gerjesztésének vizsgalata 5 mM His és 0,5 uM Rb
jelenlétében LL (a) és HL * (b) fényintenzitason. (Atlag+SE, n=3)
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4.2.5. Tovabbi 10,-érzékeny gének

A hliB mellett tobb hasonl6 expresszios valtozast mutatd gént is azonositottunk a teljes
transzkriptom kisérletek soran (22, 21, 22. abra), melyek emlitésre méltoak. Az analizis soran
tobb gén csak azért mutatott magas FC értékeket, mert kis read szammal rendelkeznek, ezek
félrevezetd eredményeket adhatnak, igy csak olyan génekkel foglalkoztunk érdemileg tovabb,

melyek megfelel6 read szamokkal rendelkeztek ( max group mean értékiik > 10).

Egyes gének az exogén 02 kezelés hatdsara indukalodtak, mig a His jelenlétében ezek
a gének gatlodtak. Ugyanez forditva is elmondhato mas génekrdl (*O2 gatolta, His indukalta).
Ezen szempontok szerint elkiilonitettiink két nagy géncsoportot, a 1Oz-indukalt géneket (*O,-

indukal és His gatol), valamint a 1O2-gatolt géneket (*O2 gatol és His indukal) (22. 4bra).

Ha teljes egészében vizsgaljuk a hat kisérlet expresszios eredményeit és azokat
Osszevetjik a megfelelé kontrollokkal (22.abra), valamint az el6bb emlitett két nagy
géncsoportra osztjuk a mozgd géneket, ralathatunk az endogén és exogén 102 altal szabalyozott
gének kapcsolataira. A legtobb gént a HL hatas indukalta (tobb mint 300 gén), melyek koziil
14 gén volt az, amit a His gatolt. A Mb és a Rb egyiittesen mintegy 31 gént indukalt (22. a
4bra), melyek kozott tobb olyan gén is szerepel, amelyekrdl korabban mar felvetddstt a 10,
fiiggés (J. Glaeser és mtsai., 2011). Ide tartoznak az isiA és az idiA/idiB gének, melyek erételjes
génexpresszids ndvekedést mutattak az exogén *O2 hataséara kisérletiinkben. Az isiA expressziot
ezen feliil, mely a Rb kezelés soran indukalodott, a hozzaadott His gatolta, ami szintén

megerdsiti a gén exogén 10, fiiggését.
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22. abra: A teljes transzkriptom analizis 'Oz-indukalt (a) és 'O,-gatolt (b) génhalmazanak abréja,

feltiintetve az egyes csoportok kapcsolata és az azokba tartozo gének szama (db).
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Négy olyan gén volt, mely HL-ra, valamint a két fotoszenzitizator (Mb és Rb) hatasara
indukalodott és a His gatolta expresszidjukat a Rb kezelés alatt (23. a, 24. abra). Ezek a gének
foként hipotetikus fehérjéket kodold gének (slrl544, sll1483, ssr2016, ssr6062).

A slr1544-es vagy lilA (light-harvesting-like) egy transzkripcios egységet alkot a hliB-
vel, igy kotranszlalodik vele, illetve szerkezetileg hasonlé az SCP-khez (Kufryk és mtsai.,
2008). Mindkét fehérje egy hosszu hidrofil N-terminalis régiot és egy transzmembran C-
terminalis domént tartalmaz. Ebben a transzmembran régidban két rezidualis konzervalt régiod
talalhatd, melyekben Chl kot6 domének talalhatoak, emellett kimutattak, hogy stressz alatt
képes a LilA is kotédni a PSII-h6z (Hernandez-prieto, 2009). Az altalunk végzett kisérletek
soran az slr1544-es gén a AhliB torzsben HL-ra indukalddott, mig a tobbi kezelésnél gatlodott
(21. ébra). Ugyanakkor ez a gén WT-ban indukéalddott a Mb és Rb kezelés hatasara és gatlodott
a Rb+His jelenlétében (3. tablazat és 23. abra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a slr1544

Kifejez8dése az exogén 102 esetében hliB fiiggd lehet.

A sll1483 egy periplazmatikus fasciclin domént tartalmazo fehérjét kodol, melynek
homologjai erés kolcsonhatast mutatnak mas fajok NADH komplex fehérjéivel (Caufield és
mtsai., 2017). Emellett hasonl6 fehérjét (UniprotKB: P73392) talaltak mar a Synechocystis-ben
¢és a T. elongatus BP-1-ben (Q8DMA1), és CupS-nek nevezték el, ami valojaban a NDH-1MS
elnevezéslt NADH komplex kis alegysége. Az NMR vizsgalatok kimutattdk, hogy a fehérje
szerkezetileg hasonld a fasciclin szupercsaladhoz, valamint a CupS kdolcsonhatasba 1ép az

NdhD/NdhF/CupA-val, azonban funkcioja még mindig ismeretlen (Korste és mtsai., 2015).

Az ssr2016, vagy masik nevén prgb egy a Hik-ekkel kapcsolatban all6 valasz regulator
fehérjét kodol (Shoumskaya és mtsai., 2005). Ugyan a transzkriptom elemzés (15. abra) HL,
Mb ¢és Rb indukciét és His gatlast mutatott ki (a Rb kezelés soran), a qPCR-el valo
visszaellendrzés alatt ez szignifikdnsan nem volt kimutathato (23. abra). Egyébként a Pgr5
fehérjék kozvetlen szerepet jatszanak alternativ ETC utvonalakban a novényekben és az
eukaridta fitoplanktonokban. Szamos cianobaktérium faj genomja Pgr5-szerti fehérjéket kodol,
de funkciojuk még bizonytalan. Margulis és munkatarsai olyan eredményeket mutattak be,
amelyek alatamasztjak a kapcsolatot a Synechocystis Pgr5-szerti fehérje és az intracellularis
redox egyenstly szabalyozasaban (Margulis és mtsai., 2020). Az ssr2016-os gént ezen feliil
tobb mas stresszhatas soran is kapcsolatba hoztak mar, mint a s6 vagy a hideg stressz, ahol az
slr1544 (lilA), asigD, slr1483 és a tobbi hli génnel (koztiik a hliB-vel) egyiitt fejezédtek ki (Los

¢és mtsai., 2010), az altalunk kapott eredményekhez hasonléan (23. és 24. abra).
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Az ssr6062 erételjes indukciot mutatott HL, Mb és Rb hatasara, amit a Rb+His gatolt,
és ezt a gPCR-rel vald ellenérzés megerdsitette (23. és 24. abra). Az ssr6062 egy a
Synechocystis pSYSX plazmidjan elhelyezkedd, hipotetikus fehérjét kodold génszakasz
(Kaneko és mtsai., 2003). A pSYSX-on elvégzett CyanoClust adatbazist hasznald elemzés azt
mutatta, hogy ez a plazmid 30 kb-os homoldg régiokat tartalmaz, az ssr6002—slr6038 és az
ssr6062-slr6094 régiokkal (Tajima és mtsai., 2011). A pSY SX-ben azonositott mutaciok mind
a GT-AR, mind a GT-CH esetében az slr6040, slr6070, slr6037, ssr6062, sl16059, slr6045
génekben is jelen vannak, melyek tobbek kozott DNS koto valasz regulatort, kétkomponensii
szenzor hisztidinkinazt (Hik), helyspecifikus integrazt és hipotetikus DUF domaint kodolo
fehérjéket kodolnak (Chen és mtsai., 2018).

A sigD RNS polimeraz szigma faktorat kodold gén transzkriptom analizisiink soran
indukciét mutatott a HL valamint a Mb és Rb kezelésekre is (24. abra). A SigD fehérje tobb
stresszhatasban is szerepel, példaul a Hik valasz regulatorokkal kapcsolatos szabalyozasban
(Los és mtsai., 2010; Shoumskaya és mtsai., 2005). Hasonldan a sigD-hez a HL,, valamint a Mb
¢és Rb kezelésekre a thrC1 (treonin szintaz) gén is expresszios novekedést mutatott (24. abra),
ugyanakkor a gPCR-rel val6 ellendrzés soran a HL és Rb kivaltotta indukcidja nyert bizonyitast,

a Mb indukcioja kétséges (23. abra és 3. tablazat).

Ha a 'O gatolt géneket vizsgljuk, altalanossagban elmondhat6, hogy a legtdbb,
kortilbeliil 200 gént a HL kezelés gatolta. Mintegy 10 db olyan gént azonositottunk, amit a Mb
¢és a Rb egyarant gatolt, tobbek kozott a coaT-t is, illetve egy Fe-S kot fehérjét kodold gént: az
slI3044-et (22. b abra). Ezen gének mellett tobb olyan gén is megfigyelhetd volt, melyeket a

hozzaadott His gatolt valamelyik kisérlet soran (23. és 25. abra).

Ilyen gén a hspA illetve az sll0846-os gén. A hspA egy kis hdsokk fehérjét kodol, ez a
masodik leger6sebben expresszalt gén sostressz alatt Synechocystis-ben (Asadulghani és mtsai.,
2004). Emellett a SigB RNS polimeraz szigma faktorral all kdlcsonhatasban, illetve kimutattak,
hogy megndvekedett expressziot mutat s6-, 0zmotikus- és magasfény stressz soran is (Mironov

és mtsai., 2019).
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Mb és Rb indukélt / Rb+His gatolt gének:

isiA - vas transzport
fldA
sIr1501 - GNAT tipusu N-acetiltranszferaz

sIr2043 - ABC transzporter
5110249 - alfa/béta hidrolaz
SGL_RS19340

SGL_RS19880

SGL_RS19975

ST6803t32 - tRNS-Ala
ssr6024 —hipotetikus fehérje

Rb_indukalt / Rb+His gatolt

slr1113 — ABC transzporter
SGL_RS19780

ST6803t30 — tRNS-Gly
Mb és Rb indukalt gének: SGL RS$19500
fecC - Fe transzport 5515129 — hipotetikus fehérje

fecD - Fe transzport sl15131 — putativ transzpozaz
fecE - Fe transzport Csx18_2
fecB - Fe transzport

rrel5 — két komponens rendszer tag

ének:

HL és Rb indukalt gének:

ftsH2

ftsH3

pshA 2

cbiQ

SI11203 - szukroz ferredoxin

iutA - Fe transzport

SI11205- PchR - transzkripcios faktor
ExbD - polimer transzport SGL_RS14925

ExbB - polimer transzport SGL_RS19925

ndbC - 2 tipusti NADH dehidrogenaz 7 HL; M

Mb indukélt / Mb+His gatolt gének:

u/ VapB
SGL RS18765 - clorofill A-B-koté fehérje

SGL_RS19020 - 1S630 family transzpozaz

. . . L, i 5110385 - ABC transzporter
b; Rb indukalt / His ; Rb+His gatolt gének:

SIr1485 - periplazmatikus fehérje, sé indukalt
SIr1488 — multidrog rezisztens ABC transzporter
SIr1489 - PchR - transzkripcids faktor

fhuA — ferrikrém-vas receptor

SIr1129 - Ribonukleaz E

idiA/FutAl — vas transzport

idiB/FutA2 - vas transzport

trmD - tRNS (guanin-N1)-metiltranszferaz

sl11549 — periplazmikus fehérje , s6 indukalt
c0aBC - kobalt transzport

sll0461 - hipotetikus fehérje
ST6803t26 — tRNS-Ala

sIr1653 — Amidohidrolaz

slI1550 — membran fehérje , porin

HL; Mb; Rb; indukalt /

ssr2595 — HIiB /ScpD
magasfény érzékeny fehérje

HL indukalt / His gétolt gének:

Rb+His gatolt gének:

znuB - cink transzport

Ssr2333 — ismeretlen fehérje

FeoB —vas transzport

S112250 - bakterioferritin-asszocialt ferredoxin

SGL_RS19745
SGL_RS19555
SGL_RS18150
SGL_RS19740

HL; Mb; Rb indukalt gének:
SigD — RNS polimeraz szigma faktor
thrC_1

5111483 - fasciclin domaint tartalmazo fehérje
ssr2016 — hipotetikus fehérje
slr1544 - hipotetikus fehérje
ssr6062 - hipotetikus fehérje

sIr2036 - 1S4 family transzpozaz
SGL_RS19790

ST6803t15- tRNS-Pro

SGL_RS18850- 15630 family transzpozaz
5111999 - 1S4 family transzpozdz
ST6803t18 - tRNA-Met

SGL_RS18905 - 15630 family transzpozaz
SGL RS19240 — ABC transzporter
SGL_RS19995

SGL RS20025

sIr7008 - 1S4-like element 1S4Sa family transzpozaz

ssr7035 — hipotetikus fehérje
5576002 — hipotetikus fehérje
5516083 — hipotetikus fehérje

24.4bra: Osszegzé abra a '0p-indukélt génekrdl az egyes kezelések alatt.
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Az sl10846 egy DUF domént tartalmazo hipotetikus fehérjét kodol, mellyel megegyezé
fehérje nem talalhato a rokon fajokban. Az sll0846 HL indukcidjat a 20 mM-os NaCl kezelés
még jobban megemeli (Allakhverdiev és mtsai., 2002). A hik34-et tulexpresszald Synechocystis
mutansban az sll0846 represszalodik hésokk soran, mig a Hik34 hianyos mutans 60 perces
hésokkot (44°C) kovetéen magasabb sll0846 génexpressziot mutatott a WT-hoz képest (Suzuki
¢és mtsai., 2005). Azt is kimutattak, hogy a sll0846-os gén nem a Hik33, Hik34, Hik16, Hik41
¢és PerR szabalyozasa alatt all H>O» kezelés soran, hasonloan a hspA és isiA-hoz (Kanesaki és
mtsai., 2007). Ugyanakkor nemrégiben kapcsolatba hoztak a Hik34 és Rrel génekkel

ozmotikus stressz soran (L0S és mtsai., 2010).

Az slr7008-as volt az egyetlen olyan gén, melyet a Mb és Rb gatolt, ugyanakkor a His
jelenléte a festék mellett indukalt. Igaz, a gén kis readszammal szerepelt a transzkriptom
analizisben, igy expresszidja megkérddjelezhetd, az érdekes indukcios eredményei miatt tovabb
vizsgaltuk génexpresszidjat, ahol a Mb gatlasa a génnek jol latszott, illetve a His mindkét
festékkel vald kezelés soran indukalta a gént. Az slr7008-as egy 1S4-szerii 1S4Sa csaladba
tartoz6 transzpozazt kodol és a pSYSA plazmidon kodolt (Kaneko és mtsai., 2003). Az slr7008-
as egy WYL domaint tartalmaz, mely motivummal rendelkezd fehérjékrdl feltételezik, hogy a
DNS karosodas és annak javitasanak folyamataban jatszhatnak szerepet (Miiller és mtsai.,
2019). llletve az slr7008-as génrél a GGCC helyek hianya és WYL motivuma miatt feltételezik,
hogy horizontalis géntranszferrel egy masik organizmusbol keriilt a Synechocystis-be (Scholz
¢és mtsai., 2019).

Osszességében elmondhaté, hogy az exogén 1O, valtozatos funkciéju gének csoportjait
indukalja ill. gatolja. Szinte az Gsszes azonositott génrdl megallapitottak mar, hogy valamilyen
stresszfolyamatban érintett, mint példaul a DNS javitas (sIr7008), sostressz (slr0846) vagy
redoxhomeosztazis (ssr2016), illetve alternativ ETC-ban szerepet jatszo fehérjéket (slr1483) és
hosokk fehérjéket (hspA) kodolo géneket is talaltunk. Emellett a Hik rendszerben vald

¢érintettség a fentebb targyalt gének szinte mindegyikénél jellemz6 volt.
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Mb; Rb géatolt / Rb+His indukalt gének:
SGL_RS19750

hspA

sll0846 - DUF1232 domain-fehérje
5T6803t19 - tRNA-Arg

SGL_RS19235 - IS1 familytranszpozaz
SGL_RS20025

Mb; Rb gatolt / Mb+His indukalt gének:
ST6803t18 - tRNA-Met
ssr6083 —hipotetikus fehérje

Mb és Rb gatolt gének:
SGL RS18905 - 1S630 family transzpozaz
SGL RS19895

Mb gatolt / Mb+His indukalt gének:
SGL _RS18680 - 1S630 family transzpozaz
SGL RS19785

SGL_RS19790

ST6803t15 - tRNS-Pro

slr6107 - CAP domain-containing protein
SGL RS19865

SGL_RS19485

ST6803t17 - tRNA-Gly

sll7Q02 - 1S701 family transzpozaz

SGL RS19380

SGL_RS19710

5513044 - (2Fe-2S)-kotd fehérje

slr1635 - 1S4Sa family transzpozaz

slr0423 - septal ring lytic transglycosylase RIpA family protein
sll0825 - CCA tRNS nukleotidiltranszferaz

coaT — nehézfém P-tipusu ATPaz

cadA - nehézfém P-tipusu ATPaz

ST6803t40 - tRNS-lle
ss15091 — hipotetikus fehérje

Mb; Rb gatolt / Mb+His; Rb+His indukalt gének:
slr7008 - 1S4-like element 1S4Sa family transzpozéz

Rb gétolt / Rb+His indukalt gének:

ST6803t01 - tRNA-Pro
SGL_RS19845

SGL_RS18845 - hipotetikus fehérje
SGL RS19240 - ABC transzporter
s1l0328 - hipotetikus fehérje

SGL RS20005

SGL_RS15850 - hipotetikus fehérje
sll8035 - hipotetikus fehérje
SGL_RS19715

HL gatolt / His indukélt gének:

csx18 2

ssr6026 — hipotetikus fehérje
SGL RS19740

5T6803t24 - tRNA-Asn
ST6803t26 - tRNA-Ala
ST6803t30 - tRNA-Gly
ST6803t36 - tRNA-Gly

25.4bra: Osszegzd abra a 10, gatolt génekrdl az egyes kezelések alatt.




5. Osszefoglalo
5.1. Nehézfém bioriporterek detekcids érzékenységének novelése

Szamos egész sejtes riporter organizmust fejlesztettek mar ki a Synechocystis sejtek
alkalmazasaval, amelyek kiilonféle fémkationok jelenlétét jelzik szennyezett talajokban vagy
szennyvizmintakban. Az ilyen tipusu egész sejtes bioriporterek széles korben valo alkalmazasat
sok esetben a detekcios kiiszobértékiik akadalyozza (1.tablazat). Az egyes fémionokra adott
sejtvalaszok a fémionok intracellularis koncentraciojatol fliggenek, amelyet a kiaramlasi és
bearamlasi rendszerek, valamint az ioncsatornak egyiittes mitkddése hataroz meg. A harom
nehézfém (HM) exportjaért felelés génklaszter eliminalasaval olyan mutanst hoztunk létre
(NiCoZia), amelynek intracellularis HM-koncentracioja megnovekedett a vad tipushoz képest.
Ez a mutans gatolt ndvekedést mutatott a vad tipust t6rzshoz képest, a mar korabban leirt ICmin
koncentraciok alatt is. A kobalt 1Cmin értéke 2 uM volt a WT torzsben, mig ez a NiCoZia
mutansban 0,1 pM CoClz koncentracional volt megfigyelhetd, ami mintegy 20-szoros
novekedési érzékenységet jelent a kobalt esetében (10. ¢, d abra). A NiCoZia mutans szintén
érzékenyebb volt a cinkre, mint a WT, ICmin értéke 0,5 uM ZnSO4 volt (10. e f abra) és a nikkel
esetében 1 uM NiClz koncentracio (10 a, b abra).

A NiCoZia torzs magasabb érzékenysége a megndvekedett intracellularis HM-
koncentraci6 hatdsa volt, melynek hatterében a megfeleld transzporterek hianya allt, ezt az
intracellularis HM tartalom ICP-MS-meghatarozasa is megerésitette (11. abra). Ez a
tulajdonsag felhasznalhaté volt a specifikus bioriporter konstrukciok érzékenységének
javitasara, amelyek lumineszcens fehérjék HM-érzékeny promoter altal vezérelt expressziojat
hasznaljak. A lumineszcencia mérések (12. a abra) azt mutattak, hogy a pILAcoaR NiCoZia
bioriporter torzs haromszor nagyobb érzékenységet mutatott a kobaltra és 10-szer nagyobb
érzékenységet a cinkre, mint a bioriporter a WT hattérben. A pILAziaR NiCoZia bioriporter
torzs kozel 10-szer nagyobb érzékenységet mutatott a Zn?* irant, mint a WT variansa (12. b

abra). A pILAnrsRS NiCoZia konstrukcio is fokozott érzékenységet mutatott.

Tekintettel arra, hogy kétiranyt promoter rendszereket alkalmaztunk, megvizsgaltuk a

crer

orientalt konstrukciok koncentraciofiiggd fluoreszcencia indukcidot mutattak. Az nrsRS-1

orientacio, ahol a Synechocystis-ben eredetileg is fennallé gén és promoter irany fennmaradt,
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csak az eredeti transzporter gének helyébe a luciferaz riporter fehérje génjei 1éptek, magasabb

szintii indukciot eredményezett, és hatékonyabb, mint az ellenkez6 orientacio (13. abra).

Kimutattuk, hogy a cianobaktérium genombol az efflux transzporter gének
jelentOs, akar tizszeres érzékenységndvekedés érhetd el a bioriporter torzsek esetében (12, 13.

¢és 14. ébra).

Figyelemre mélt6 az is, hogy a sejten beliili Zn?* koncentracid durvan 20%-0s
novekedése a megfeleld bioriporter torzs kimutatdsi hataranak tizszeres csokkenését
eredményezte. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a genom korlatozott manipulalasaval jelentds
javulés érhetd el, ami a bioszenzorok alkalmazasat még versenyképesebbé €s értékesebbé teheti

a kornyezeti monitorozasban (11. és 14. abra).

A Ni?*, Co?* vagy Zn?** kimutatasara az elmult években publikalt bioszenzorokat az
1. tablazat tartalmazza, melyek koziil a riporter fehérje rendszert hasznald bioriporterek
tekintetében a mi konstrukcionk a legjobb detekcids értékekkel rendelkezik. Bar a tdbbi,
felsorolt bioriporterek érzékenysége figyelemre mélto lehet, ezek a bioanalitikai eszk6zok még
fejlesztésre varnak. Kutatasunk ezen része a teljes sejt alapt bioszenzorok hasznalhatoésaganak
tovabbi megkonnyitését segiti eld azaltal, hogy lehetdvé teszi a kdrnyezeti mintdk kordbbinal
alacsonyabb szennyezdanyag-szintjének kimutatasat. Emellett egy ) szemszdgbdl kozelitheti

meg a cianobakterialis bioremediaciot.

5.2. Szinglet oxigén érzékeny gének a Synechocystis-ben

Mostandig szdmos tanulméany foglalkozott a 'O, szignalizdciés ttvonalainak
feltérképezésével, ugyanakkor mdig nem talaltak a cianobaktériumokban O specifikus
géneket, noha ilyen gének mas él6lényekben mar ismertek (Meskauskiene és mtsai., 2001;
Uchoa és mtsai., 2008).

Munkank soran sikeriilt egy olyan teljes transzkript analizist végrehajtani, ahol HL
megvilagitas soran képzédé endogén 10, mellett exogén *Oz-nel kezeltiik a baktérium sejteket.
Ehhez Mb és Rb fotoszenzitizator festékeket alkalmaztunk kis koncentracioban (0,5 uM), mely
nem toxikus a baktériumnak, de elegendd *O,-t generalt a stressz kivaltisahoz. A 10, —re adott

vélaszok specifitasat a 102 képzdését gatlo His alkalmazasaval igazoltuk. Sikeriilt ezzel a teljes
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transzkript analizissel (15. abra) olyan génjel6lteket talalni, melyek endogén és exogén generalt
10, jelenlétében indukcidt, mig a 'Oz gatlészer His jelenlétében repressziot mutattak (3.
tablazat), ami alatimasztja, hogy kifejezédésiiket kozvetve vagy kdzvetleniil a 10, szabalyozza.
A gének koziil kiemelkedod jeldltnek bizonyult a hliB magasfény indukalt gén, melynek HL
indukcioja melletti endogén és exogén O altal kivaltott génexpresszidja tobbszordsen
bizonyitast nyert (15. és 18. abra). A hliB gén hianyaban a AhliB Synechocystis sejtek erdteljes

ndvekedésgatlast mutatnak konstans exogén 1O, kezelés soran (16., 17. abra).

A hli géncsalad tobbi tagjanak (hliA; hliC és hliD) génexpresszids aktivitasat is nyomon
kovettiik, foként a hliB érintettsége miatt, mely soran az eddig leirt HL indukcidjukat kivéve,
nem talaltunk szignifikans indukciét arra, hogy a hliB génen kiviil a géncsalad tobbi tagja
kapcsolatban allna a 'O2-nel és annak szignaltraszdukcids szabalyozasaval (18. 4bra). Ezen
gének vagy nem, vagy ha részben kotédnek is a 102 szignalizacidhoz, szerepiik nagyon csekély,

¢és ennek vizsgalata nem szerepelt céljaink kozott.

Munkankat a 'O specifikus gének felkutatdsat kovetden a legigéretesebb génjeldltre
fokuszalva, a bioriporter tervezéssel folytattuk. Ennek soran a hliB gén promoterét felhasznalva
készitettiik el a pILAhIIB biolumineszcens riporter térzset WT Synechocystis-ben (9. abra)
Majd ezzel a bioriporterrel 'O, indukciés kisérleteket hajtottunk végre, a génexpresszios

eredmények alapjan.

A pILANRIIB riporterrel folytatott lumineszcencia mérések soran jol lathatd volt a riporter
gén HL indukcidja, hasonldéan a génexpresszios kisérletekhez. A lumineszcencia kisérletek
megerdsitették azokat a korabbi génexpresszios eredményeket is, melyek szerint a hliB HL
indukciéjan feliil az endogén és a kiilséleg hozzaadott exogén *O2 is képes a gént indukdlni. A
lumineszcencia a Mb és Rb kezelt mintakban jéval magasabb volt, mint a csak HL kezelt
mintdkban. Ezzel parhuzamosan, a His jelenléte a lumineszcencia csokkenését eredményezte

ezekben a mintakban, mely igazolja a jelenség 1Oz specifitasat (19. és 20. abra).

A fenti eredmények tiikrében sikeriilt a hliB gén 'O, fiiggdségét igazolni a
génexpresszids és biolumineszcencia mérésekkel, illetve a AhliB torzs 1O, jelenléte alatt
bekovetkezd novekedési litem csokkenésének nyomon kdvetésével. Utdbbi megfigyelésiinkbdl
arra is bizonyitast nyertiink, hogy a HIiB fehérje részt vesz a O, sejtkdrositd hatasainak
csokkentésében, hiszen hianyaban a sejtek erdteljes novekedésgatlast mutatnak. Ezek az

eredmények lehetévé tették azon célunk elérését, hogy specifikus, szelektiv és érzékeny 1O
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mérési modszert dolgozzunk ki a cianobaktériumokban, jelen esetben a Synechocystis PCC
6803-ban.

Munkank soran kitértiink tovabbi, feltehetdleg 102 specifikus, vagy legaldbbis azzal
valamilyen kapcsolatban allo gének expresszidjanak és kapcsolatanak jellemzésére. A
transzkriptom analizis soran az 6sszes Oz-re indukalodo és gatlodd gént egy egész halmazként
jellemeztiik, majd abrazoltuk, hogy a kiilonb6zé gének mely kisérletek soran mutatnak hasonld
expresszidos mintazatot (22. abra). Az egyes kezelés csoportokban igéretes eredményeket

mutatd (22., 24. és 25. adbra) génekkel tovabb foglalkoztunk génexpressziods szinten.

A hliB-n kiviil a 1O,-re indukal6dé gének, illetve a gatolt gének kozott tobb érdekes,
mar korabban is az oxidativ stresszel kapcsolatba hozott (J. Glaeser és mtsai., 2011; Los és
mtsai., 2010) gén is megfigyelhet volt. Ilyen gének példaul az idiA és idiB, vagy az isiA,
melyek vashiany érzékenységiik mellett 1O2-re is érzékenyek (J. Glaeser és mtsai., 2011), illetve
a mi munkank soran is ezek a gének egyes esetekben (Rb kezelés) indukalodtak (3. tablazat),

s6t az iSiA-t a His jelenléte gatolta.

Ugyanakkor a 1O2-re indukalodo gének (23., 24. 4bra és 3. tablazat) tobbsége teljesen
ismeretlen, vagy funkciojat tekintve nem sokat tudunk meg roluk az irodalombol. Ezen gének
kozott szerepelt egy Scp-szerii, magasfény fiiggd és Chl koto fehérjét kodolo gén; egy fasciclin
domént tartalmazo fehérjét kodolod gén, valamint az RNS polimeraz szigma faktorat kodolo
gén, illetve egy treonin szintdzt kodold gén, melyeket mar egyiittesen vagy kiilon—kiilon
tobbszor is kapcsolatba hoztak kiilonb6zé  Synechocystis stresszfolyamatokkal. Teljes
funkciojuk és egymassal valé kapcsolatuk azonban maig tisztazatlan (Cerveny és mtsai., 2015;

Los és mtsai., 2010; Margulis és mtsai., 2020; Shoumskaya és mtsai., 2005).

Sikeresen kimutattuk, hogy léteznek olyan *Op-re gatlodd gének (23., 25. &bra és
3. tablazat), melyek specifikus génexpresszids csokkenést mutatnak a 'O jelenlétében, igaz
joval kisebb szamban, mint a 'O, indukalt gének. A 'O génexpresszidjanak ezen oldalaval az
irodalom eddig még szamottevéen nem foglalkozott, mi viszont kimutattuk, hogy érdemes
foglalkozni a 'O, represszios hatdsaval is. A 102-re gatlodo gének kdzott szintén akadt olyan,
melyet mar korabban kapcsolatba hoztak az oxidativ és egyéb stresszhatasokkal Synechocystis-
ben (Los és mtsai., 2010). Ezen gének koziil a hspA-t és a coaT-t kivéve mind hipotetikus

fehérjét kodold gén. Ilyen gén az sl10846-0s gén, valamint az slr7008-as gén is.
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Szamos olyan gént azonositottunk tehat, amelyek expresszidja 'Oz kezelés hatdsara
megvaltozott, és korabban a szakirodalom kapcsolatba hozta oxidativ stresszel illetve Hik
szabalyozasi rendszerrel (Los és mtsai., 2010; Shoumskaya és mtsai., 2005). Azonban ezen
kapcsolatok részletes felderitése tulmutat a jelen tanulmany keretein. A fentiek szerint
kivalasztott gének tovabbi vizsgalata sziikséges ahhoz, hogy pontos kovetkeztetéseket vonjunk
le szerepiikrdl a *Oz-jelatvitelben. Ugyanakkor a céljainknak legjobban megfeleld 102 specikus
gént, a hliB-t mind génexpresszids szinten mind pedig a promoterének riporter konstrukcioban
torténd felhasznalasaval is megvizsgaltuk (15., 18., 19., és 20. abra). Kisérleteink soran azt is
sikeriilt igazolnunk, hogy a hliB magasfény fiiggése mellett exogén 1O, specifitast is mutat, ami
a jovében biztos alapot nyujt az intracellularis 'O, folyamatos in vivo kimutatasahoz a

cianobaktérium sejtekben.
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6. Summary of the Ph.D. thesis

6.1 Increasing the detection limit of heavy metal bioreporters

Several whole-cell reporter organisms have been developed using Synechocystis cells
to indicate the presence of various metal cations in contaminated soils or wastewater samples.
The widespread use of this type of whole-cell bioreporters is in many cases limited by their
detection threshold (Table 2). Cell responses to individual metal ions depend on their
intracellular concentration, which is determined by the combined operation of the efflux and
influx systems and ion channels. By eliminating the three gene clusters responsible for HM
export, we created a mutant with an increased intracellular HM concentration compared to the
wild type. This mutant showed inhibited growth compared to the wild-type strain, even below
the previously described ICmin concentrations. The ICmin value of cobalt was 2 uM in the WT
strain, while this was observed in the NiCoZia mutant at a concentration of 0.1 uM CoCly,
which means 20-fold increase sensitivity for cobalt (Fig. 10 c, d). The NiCoZia mutant was
also more sensitive to zinc than the WT, with an ICyin value of 0.5 uM ZnSO4 (Fig. 10 e f) and
for nickel with a concentration of 1 uM NiCI2 (Fig. 10 a, b).

The higher sensitivity of the NiCozia strain was an effect of the increased intracellular
HM concentration, due to the lack of the appropriate transporters, which was also confirmed by
the ICP-MS determination of the intracellular HM content (Figure 11). This feature could be
used to improve the sensitivity of specific bioreporter constructs that use HM-sensitive
promoter-driven expression of luminescent proteins. Luminescence measurements (Fig. 12 a)
showed that the pILAcoaR NiCoZia bioreporter strain showed a three-fold higher sensitivity to
cobalt and a 10-fold higher sensitivity to zinc than the bioreporters with the WT background.
The pILAziaR NiCoZia bioreporter strain showed nearly 10 times greater sensitivity to Zn?*
than the WT variant (Figure 12 b). The pILAnrsRS NiCoZia construct also showed increased
sensitivity.

Since we used bidirectional promoter systems, we also investigated the effect of the
orientation of the cloned DNA segment. Both nrsRS-1 and nrsRS-2 oriented constructs showed
concentration-dependent fluorescence induction. The nrsRS-1 orientation, where the original
gene and promoter direction in Synechocystis was preserved and only the original transporter
genes were replaced by the genes of the luciferase reporter protein, resulted in a higher level of

induction and seemed to be more effective than the opposite orientation (Figure 13).
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Our study showed that by removing the efflux transporter genes from the cyanobacterial
genome and selecting the appropriate orientation of the bidirectional promoter system, a
significant, up to tenfold increase in sensitivity can be achieved in the creation of bioreporter
strains (Figures 12, 13 and 14).

It is also noteworthy that a roughly 20% increase in the internal Zn?* concentration
resulted in ten fold increase in the detection limit of the corresponding bioreporter strain. This
result shows that a significant improvement can be achieved by limited manipulation of the
genome, which may make the use of biosensors even more competitive and valuable in
environmental monitoring (Figures 11 and 14).

Biosensors published in recent years for the detection of Ni?*, Co?* or Zn?* are listed in
Table 1. Although their sensitivity can be remarkable, these bioanalytical tools still need to be
developed. This part of our research helps to further increase the usability of whole cell-based
biosensors by enabling the detection of lower pollutant levels in environmental samples. In

addition, it can approach the cyanobacterial bioremediation from a new perspective.

6.2 Singlet oxygen responsive genes in Synechocystis

Until now many studies have been devoted to the mapping of *O2 signaling pathways.
However, no specific 1O, gene has been found in Synechocystis, although such genes have long
been known in other species (Meskauskiene et al., 2001; Uchoa et al., 2008).

In our work, we managed to perform a complete transcript analysis, where, in addition
to the endogenous 02 formed during HL, we also treated the bacterial cells with exogenous
10,. For this, we used Mb and Rb photosensitizer dyes in low concentration (0,5 pM), which
are not toxic to the bacterial cell, but generated sufficient 1O, to induce stress. The specificity
of the responses to 10, was verified by using His, which inhibits the formation of O.. With a
whole transcript analysis (Figure 15), it was possible to find candidate genes that showed
induction in the presence of endogenously and exogenously generated *O2, and repression in
the presence of the 2O inhibitor His (Table 3), thus suggesting their 1O, dependence. Among
the genes, the high light-induced gene hliB proved to be an outstanding candidate, which is
endogenously and exogenously *O,-induced and its HL induction was repeatedly confirmed
(Figures 15 and 18). In the absence of the hliB gene, AhliB Synechocystis cells show strong

growth inhibition during constant exogenous 1O, treatment (Figures 16, 17).
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We also monitored the gene expression activity of the other members of the hli gene
family (hliA; hliC and hliD), mainly due to the involvement of hliB, during which, except for
their HL induction described so far, we did not find any significant signs that the other members
of the gene family were functionally related to the hliB gene with 1O, and its signal transduction

regulation (Figure 18). These genes are either not, or just partially linked to O, signaling.

After searching for 1O, specific genes, we continued our work with the bioreporter
design, focusing on the most promising gene candidate. During this process, we used the
promoter of the hliB gene to create the bioluminescent reporter strain pILAhIIB in WT
Synechocystis (Figure 9). Then we performed O induction experiments with this bioreporter,
based on the gene expression results.

The HL induction of the hliB gene was clearly visible during the luminescence
measurements with the pILAhIIB reporter, similar to the gene expression experiments. The
luminescence experiments also confirmed the results of previous gene expression experiments,
where the externally added exogenous *O2 was also able to induce the gene. The luminescence
in the Mb and Rb treated samples was much higher compared to the samples treated only with
HL. In parallel, the presence of His resulted in a decrease in luminescence in these samples,

which confirms the 1O, specificity of the phenomenon (Figures 19 and 20).

With the above results, it was possible to verify the 1O, dependence of the hliB gene by
gene expression and bioluminescence measurements, and by the monitoring of the AhliB strain
growth inhibition in the presence of O.. This makes it possible to achieve the goal of
developing a specific, selective and sensitive measurement method for the detection of singlet
oxygen in Synechocystis PCC 6803.

We further addressed our work for the characterization of the expression and
relationship of presumably *O-specific or at least 102 linked genes. During the transcriptome
analysis, all genes induced and inhibited by 'O, were characterized as a whole set, and then we
plotted which genes were common in the different experiments (Figure 22). This also provides
another insight into our work. The genes showing promising results in the individual treatment

groups (Figures 22, 24 and 25) were further investigated at the gene expression level.

Besides hliB, several interesting genes already associated with oxidative stress showed
induction or repression in response to 1O, (J. Glaeser et al., 2011; Los et al., 2010). For example

genes like idiA and idiB, or isiA proved to be sensitive to 'Oz in addition to their iron sensitivity
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(J. Glaeser et al., 2011). In our work, these genes were also induced in some cases (Rb

treatment) (Table 3), even isiA was inhibited by the presence of His.

At the same time, most of the genes induced by 1O, (Figures 23, 24 and Table 3) have
unknown function. Among these genes, there was a Scp-like, high-light-dependent and Chl-
binding protein encoding gene; a fasciclin domain containing protein coded gene, a gene
encoding an RNA polymerase sigma factor, and a gene encoding a threonine synthase, which
together or separately have been repeatedly associated with various stress processes in
Synechocystis, but their full function and their relationship to each other are still unclear
( Cerveny et al., 2015; Los et al., 2010; Margulis et al., 2020; Shoumskaya et al., 2005).

During our work, we found also O, inhibited genes (Figures 23, 25 and Table 3), and
among them there were also genes that were previously associated with oxidative and other
stress effects in Synechocystis (Los et al, 2010). These genes, except for hspA and coaT, all are

hypothetical protein-coding genes (e.g. sll0846 and slr7008).

The set of 1O, responsive genes (either induced and repressed) is very interesting and
contains genes previously associated with the oxidative stress process of Synechocystis, and is
expanded with interesting novel genes with unknown functions. Involvement of the histidine
kinases (Hik) in oxidative stress is also suggested by several previous studies (Los et al., 2010;
Shoumskaya et al., 2005), to which our work does not provide further information since it was
not among our goals. Further examination of these genes is necessary to gain more detailed
conclusions about their roles in 02 signaling. Our main goal was successfully completed, the
10,-specific gene, hliB, was examined in detail at the levels of gene expression and protein
induction (Figures 15, 18, 19 and 20). We were able to prove that, in addition to its HL
dependence, the hliB expression also shows *O- specificity, which provides a solid background

for future studies aiming the continuous in vivo detection of intracellular YO, in microalgae cells.
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