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1.Bevezetés

Evmilliardokkal ezelétt jelentek meg Foldiinkon a legésibb prokaridta
szervezetek kozé tartozd €lolények, a cianobaktériumok. Ezen organizmusok képesek
voltak fotoszintézis segitségével oxigén eldallitasara, melynek kovetkeztében koriilbeliil
2,4 milliard évvel ezeldtt az akkori reduktiv légkor oxidativ 1égkorré alakult at. A
tobbsejtli  szervezetek létrejottének elengedhetetlen feltétele volt az aerob 1€gz6
szervezetek megjelenése. A cianobaktériumok a prokariotak koziil elséként tudtak
megkotni a 1égkori nitrogént, ezaltal nitrogén hidnyos kozegben is lehetové valt
elterjedésiik. Az eukariota sejtek megjelenéséhez sziikség volt kiilonbdzé membrannal
hatarolt sejtalkotok kialakuldsadra. Az endoszimbionta elmélet szerint az eukariota
novényi sejt elddje bekebelezett dsi cianobaktériumokat, melyeket nem emésztett meg,
igy kialakulhatott a szimbiozis a sejtek kozott. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a mai
fotoszintetizald eukariotakban talalhato kloroplasztiszok dsei cianobaktériumok voltak.

A cianobaktériumok vizsgalata tobb szempontbol eldnyds, melyek koziil
kiemelendd, hogy rendkiviil j6 modellorganizmusok a fotoszintézis folyamatainak
tanulmanyozasahoz, mivel tilakoid membranjuk sok szempontbdl hasonl6 az eukaridta
fotoszintetizald szervezetekéhez. Emellett kdnnyen szaporithatok, rovid életciklussal
rendelkeznek, fenntartasuk nem igényel kiilonleges koriilményeket és mutagenezisiik
viszonylag egyszerlien kivitelezhetd. A genom célzott megvaltoztatasaval olyan lipid- és
karotnoid mutansok hozhatok létre, melyek vizsgéalatival jobban megérthetjiik ezen
molekulak fotoszintézisben betdltoltott szerkezeti- és miikodésbeli szerepét.

A fotoszintézis kutatasban létezik néhany olyan eljaras, mely képes informéciot
szolgaltatni kiilonbozd fotoszintetikus paraméterek allapotardl. A fotoszintézisben részt
vevd pigment-protein €és protein-protein kolcsonhatasokban bekovetkezd szerkezeti
valtozasok nyomonkdvetésére az egyik legkevésbé invaziv modszer a cirkularis
dikroizmus spektroszkdpia. A vizsgélat sordn egy adott organizmusra jellemzé CD-
spektrum jon létre, melyrél leolvashatok a fotoszintetikus fehérjekomplexekben
bekovetkezd szerkezeti eltérések. A mérések alapfeltétele a biologiai mintdban talalhato
kiralis molekulédk jelenléte.

Jelen munkaban bemutatom, hogyan befolyasolja a membranlipidek telitetlenségi
allapota, illetve kiilonb6z6 karotinoidok jelenléte a fotoszintetikus membrankornyezet

ho- és fénystresszel szembeni ellenalloképességét. Tovabba, emlitésre keriilnek a PSI



oligomerek hoékezelés hatasarara bekovetkezd valtozéasai kiilonbdzd cianobakterialis

torzsekben.



2.Irodalmi attekintés

2.1 A cianobaktériumok altalanos jellemzése és jelentésége

A ma ¢€l6 cianobaktériumok 6sei kb. 3-3,5 milliard évvel ezelott johettek 1étre a
foldtorténeti archaikumban (De Marais, 2000, Lau et al., 2015) olyan prokariota
organizmusokként, melyek képesek voltak szénforrasként szén-dioxidot felhasznalni és a
fotoszintézis folyamatanak kdszonhetden oxigént termelni. Az eukariota szervezetekben
megtalalhato fotoszintetikus organellumok, a kloroplasztiszok is valosziniisithetéen egy
fagotrof gazdasejttel endoszimbidzis révén egyiittéld cianobaktériumtdl eredeztethetoek.
A cianobaktériumok morfologiai sokszinliségét példazza, hogy egysejtli, fonalas,
planktonikus illetve koloniaképzé tipusok talalhatok meg kozottik (Whitton és Potts,
2000, Burja et al., 2001). A cianobaktériumok messze a legelterjedtebb fotoszintetikus
¢él6lények. Az Okologiai él6helyek széles skalajan képesek megélni a tengeri- illetve
édesviztdl a f61di kornyezetig. Szintén jol ismertek azon tulajdonsagukrol, hogy képesek
kiilonb6z6 anyagesere-utak igénybevételével mitkddni és sziikség esetén gyorsan valtani
egyik anyagcsere-utrol a masikra (STAL, 1995). Minden cianobaktérium képes az
oxigenikus fotoszintézisre, viszont néhany fajuk akdr szulfid-fliggd anoxigenikus
fotoszintézisre is atvalthat (Cohen et al., 1986). Néhany, leginkabb a Nostocales rendbe
tartoztd fonalas cianobaktérium, sejtdifferencialodds soran ugynevezett heterocisztakat
hoz létre, melyek a 1égkori nitrogén megkdtésében vesznek részt (Capone et al., 2005).

A cianobaktériumok idealisak kiilonb6z6 kemikalidk és biolizemanyagok
fenntarthato eléallitasahoz azon tulajdonsaguknak koszonhetden, hogy képesek a szén-
dioxid redukalt formaban torténd rogzitésére fotoszintetikus rendszereik segitségével. A
heterotrof baktériumoktol eltéréen a cianobaktériumok csak napfényt, szén-dioxidot,
vizet és minimalis tapanyagot igényelnek a ndvekedéshez, kikiiszobolve a szénforrasok
¢s az Osszetett novekedési médium koltségeit. A napfény a leginkabb elérhetd és olcso
eréforrds a Foldon, igy tehat a cianobaktériumok alkalmazédsa a napenergiabol torténd
biolizemanyagok ¢s finomvegyliletek eldallitasahoz zoldebb utat kinal a szintézis
folyamataihoz. A rendkiviil hatékony fotoszintézissel rendelkez6 cianobaktériumok
nagyobb biomassza-termelési aranyokat mutatnak a novényekhez képest - a napenergia
3-9% -at képesek biomasszava atalakitani, szemben a novények altal elért <0,25-3% -kal
(pl. kukorica, cukornad) (Dismukes et al., 2008). Ezen kiviil sokkal kevesebb foldteriiletet

igényelnek a nevelésiikhoz, mint a szarazfoldi novények. A cianobaktériumok a



fotoszintézis soran az tiveghazhatést okoz6 gazok egy tipusat a széndioxidot hasznositjak,
ezaltal elsegitik a szén-vegyiiletek kibocsatasatol mentes termelési folyamatokat. Mint
a legtobb prokaridtanak, a cianobaktériumoknak is viszonylag egyszerii genetikai hattere
van, amely megkonnyiti a genetikailag modositott torzsek létrehozasat (Koksharova és
Wolk, 2002). Végiil, de nem utols6 sorban a nagy értékli vegyiiletek extrakciojat
kovetéen visszamaradt cianobaktérium biomassza allati takarmanyként vagy szerves
tragyaként felhasznalhato.

A kutatdsban leggyakrabban felhasznalt cianobaktériumok koziil egyes
Synechocystis torzseket bioetanol termelésére alkalmazzak (Dexter és Fu, 2009), mig a
heterociszta képz6 Anabaena fajokat hidrogén-gaz elballitasara hasznaljak fel
(Masukawa et al., 2001). Néhany Spirulina torzs viszont nem csak, mint
taplalékkiegészitd, hanem mint kivald - a szennyviztisztitdsban alkalmazhaté —
nehézfém- és szervetlen vegyiilet eltavolitd organizmus jatszik fontos szerepet (Balaji et
al., 2014).

A cianobaktériumok rendkiviil gazdag forrasai egyes karotinoidoknak (Car-
oknak) és fikobiliproteineknek. Ezeket a molekulakat altalaban élelmiszer szinezékként,
¢lelemiszer adalékanyagokként ¢és kiegészitoként hasznositjdk, emberi és allati
fogyasztasra egyarant. A Car-ok jol ismertek antioxidans tulajdonsagaikrol valamint
lehetséges szerepiikrél egyes emberi betegségek megeldzésében (Guedes et al., 2011). A
fikobiliproteineket, mint fluoreszcens jeloldanyagként példaul a flow citometrias
vizsgalatokban is hasznositjak (Telford et al., 2001).

A cianobaktériumok kivaloan hasznalhatok a ndvényi kloroplasztisz
modelljeként. A novényi sejt bonyolultsiga miatt nehéz az élettani folyamataiba ugy
vizsgalni, hogy egyértelmii eredményeket kapjunk a fotoszintézis folyamatainak
tanulmanyozasa soran. A Cianobaktériumok, mint a kloroplasztiszok lehetséges Osei,
sokkal egyszeriibb szervezetek a novényeknél. Valamely génjiik inaktivacidjaval,
varhatbéan jol koriilhatarolhato, egyértelmii hatast tapasztalunk a sejtekben. Tehat, a
cianobaktériumok alkamasak azoknak a kérdéseknek a megvalaszolasara, amelyek
novényi sejtek esetében nem lehetségesek, vagy igen bonyolultak.

A cianobaktériumok felhasznalasdnak tovabbi eldnye, hogy a ndvényi sejttel
ellentétben esetiikben lehetdség van olyan gének inaktivalasara is, amelyek a sejt szamara
esszencialisak, ha a sejt képes a hidnyzé génterméket, vagy az altala katalizalt reakcid
végtermékét felvenni a sejtfalon at a kornyezetbdl. Ilyen anyagok pl. bizonyos lipidek
(Domonkos, 2006).
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2.2 A cianobaktériumok felépitése

A cianobaktériumok Gram-negativ jellegli sejtfalanak peptidoglikdn rétege
vastagabb, mint altalaban a Gram-negativ baktériumoké. Sejtfaluk ezen tulajdonsaga
foként a mechanikai védelemben jatszik szerepet. Kiils6 membranjukban jelentds
mennyiségli lipopoliszacharid talalhat6, emellett sok fajt akar nyalkaburok is borithat.

Genomjuk, akar 7-15 kopiaszdmban is el6forduld cirkuldris DNS, amely a
protoplazmaban helyezkedik el. A genetikai informacié plazmidok formajaban is jelen
van a sejt belsejében. Membranorganellumaik nincsenek, viszont riboszémak, valamint
kiilonféle granulumok - amelyek raktarozott tapanyagot vagy enzimet tartalmaznak —
megtalalhatok a citoplazmajukban (I. abra).

Egyes cianobaktérium fajokra jellemzdek az Gn. cianoficin granulumok, amelyek
eléfordulasat eddig semmilyen mas ¢él6lényben nem igazoltdk. Ezek a szemcsék
aszparaginsav ¢és arginin aminosavakbol allé polimerek [multi-L-arginil-poli-(L-
aszparaginsav)], akar a sejt tomegének 18%-at kitehetik, és foként nitrogén raktarozasara
szolgalnak. A cianoficint felépitd arginil-aszpartat egységek egyenként 5 nitrogénatomot
tartalmaznak, a cianoficin molekuldak a sejt bels6é pH-ja és ioneréssége mellett
oldhatatlanok, ezért membran nem 6leli koriil ezeket a szemceséket (Borsodi, 2013).

Membranrendszeriiket haromféle membran alkotja (I. B abra). A kiils6é membran
a sejtfal részeként foként fehérjékbdl és lipopoliszacharidokbdl all, Car-okat és lipideket
kisebb aranyban tartalmaz. A  kiils6 membranban leginkdbb  kiilonféle
transzportmolekulak taldlhatok: egyrészt porin fehérjékbol 4llo, passziv diffuziot
lehetoveé tevo csatornak, masrészt , facilitalt” diffiizidt biztositod csatornak, valamint aktiv
transzport komplexek. Ez utobbiak  Osszekotik a  kiils6 membrant a
citoplazmamembrannal (CM) atnyulva a rigid peptidoglikanréteg porusain. A kiils6é
membranban jelentés mennyiségben el6forulo Car-koté fehérjék valosziniileg
,védOerny6t” képezve Ovjak a cianobaktérium sejtet a tal erds fényt6l (Jirgens és

Maintele, 1991).
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A sejtfal bels6 oldalan taldlhatd6 CM lipidosszetétele hasonlit a tilakoid
membranrendszeréhez, mely foként glikolipidekbdl €s fehérjékbdl épiil fel, ellenben nem
hasonlit a baktériumok foként foszfolipidekbdl 4116 membranjara. A CM fehérjéi kozott
talalunk transzportfehérjéket - pl. nitrat- és nitritspecifikus aktivtranszport rendszereket
(Maeda et al., 1998) - valamint a 1égzési elektrontranszportlanc (ETL) és az oxidativ
foszforilacié fehérjéit (Bryant, 1994) is. A cianobaktériumok sotétben a 1égzés biokémiai
reakcioin keresztiil biztositjak a megfelelé ATP szintet. A CM-nak fontos szerepe van az

ozmotikus regulacioban is (Inaba et al., 2001).

Sejtfal

Gaz vakuolum
Fikobiliszoma
Tilakoid

membran
DNS

Karboxiszoma

Riboszomak

Cianoficin

Citoplazma-
membran

I. abra: A Synechocystis sejt elektronmikrografja (A) (van de Meene et al., 2006)
valamint a cianobaktérium sejtek felépitésének sematikus abraja (B). Az &bran
lathato fehér nyilak a tilakoid membranokat, a fekete nyil a citoplazmatikus zarvanyokat,

a fekete csillagok pedig a tilakoid membranparok leginkabb periferikus helyeit jelolik.

Az intracellularis elhelyezkedésii tilakoid membran (TM) (I. A és B abra) a
sejtfallal parhuzamosan futé rétegekbdl all, melyek nem tapadnak Gssze, - ellentétben a
novények granumos szervezOdésli tilakoidjaval - hanem egymastél 60-70 nm
tavolsagban, parosaval helyezkednek el. A tilakoidparok kozti tér része a sejt
citoplazmajanak, mig a tilakoidpar két membranja kozti tér alkotja a tilakoid lumenét. A
TM ad teret a fotoszintetikus ETL fehérjekomplexeinek és mobilis elemeinek, valamint
tartalmazza a 1égzési ETL komponenseit is. A cianobaktériumok sajatossaga, hogy
ugyanabban a sejtkompartmentben képesek oxigéntermeld fotoszintézisre €s 1€gzésre is.

Elektronmikroszépos felvételeken megfigyelhetd, hogy a TM ¢és a CM tobb
ponton is kapcsolodik egymashoz (I. A abra).
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2.2.1. Anabaena sp. PCC 7120 altalanos jellemzése

A Nostocales rendbe tartozo cianobaktérium kivalé modellorganizmusként
szolgdl a heterocisztak  kialakulasaért felelds gének differencidlodésanak
tanulmanyozasara. Az Anabaena sp. PCC 7120 (Anabaena) genomja 1 darab 6 Mbp-bol
valamint t6bb, mint 6tezer fehérje kodolo régiobol, tovabba 6 darab kiilonb6z6 méretii
plazmidbdl all. Az Anabaena genom szekvenalasa segitséget nytjt a sejtdifferenciacio
genetikdjanak, élettananak és a nitrogén fixacié mechanizmusainak tanulméanyozasaban
(Huang et al., 2005).

Az Anabaena fotoautotrofikus, oxigenikus fotoszintézisii cianobaktériumként
hosszu, leginkabb un. vegetativ sejtekbdl (VC) allo fonalakat alkot. Nitrogén-szegény
kornyezetben koriilbeliill minden tizedik vegetativ sejtbdl heterociszta (HC)
differencialodik, mely képes az altala fixalt nitrogénforrassal a szomszédos sejteket
ellatni. A HC-k nem képesek a fotoszintézisre, ezért a VC-t8l a fixalt nitrogénért
(ammonium) cserébe fotoszintézisiik végtermékeit kapjak. Ezen funkcidk elkiilonitése
esszencialis, mivel a HC-ban a nitrogén megkotéséért felelés enzim, a nitrogenaz
rendkivill instabil oxigén jelenlétében (Herrero és Flores, 2008).

Az oxigénmentes kornyezet elérése érdekében a HC-k olyan stratégiakat
fejlesztettek ki, melyek alacsony szinten tartjdk az oxigént a sejten beliil. Annak
érdekében, hogy megakadalyozzék az oxigén bejutasat a sejtbe, a fejlédé HC-k hadrom
tovabbi réteget képeznek a sejtfalon kiviil, mely az oxigéndiffuzié aranyat a VC-khez
képest a 100-szorosara csokkenti. Az intracellularis oxigénszint csokkentése érdekében a
légzés sebessége fokozodik, azért, hogy a maradék oxigén is felhasznalodjon (Haselkorn,
1998).

A legtobb cianobaktériumban a PSI trimer, illetve monomer formajaban 1étezik.
A kutatok altal vizsgalt Anabaena fajokra ez a tulajdonsag nem jellemzd, hiszen ezek
VC-jeiben a PSI tetramer, illetve dimer formaban van jelen (Watanabe et al., 2014).

2.2.2. Arthrospira (Spirulina) platensis altalanos jellemzése

A Spirulina platensis (Spirulina) volt az els6 fonalas, nem Noz-fixalo
cianobaktérium, melynek genomjat megszekvenaltak. A genomja egyetlen, 6,8 Mbp
méreti, 44,3%-0s G-C-tartalommal biré cirkularis DNS-b61 all és koriilbeliil 6630 fehérje
kodolo gént tartalmaz (Fujisawa et al., 2010).

Az Spirulina egy tobbsejtli, fonalas, alkalofil cianobaktérium, mely

rendszertanilag az un. Oscillatoriales rendbe és a Phormidiaceae csaladba tartozik
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(Prepelitchi et al., 2015). Szinte ez a legszélesebb korben felhasznalt (az orvos-bioldgia
felhasznalastol az €lelmiszeriparon at a szennyviztisztitasig) cianobaktérium a vilagon.
Minden egyes nem elagazo, hengeres filamentumot trichdémanak neveziink, melyek kb. 6
um atmérdvel rendelkeznek. Ezek a trichomék jellegzetesen nagyon hosszuak és spiral
alakzatot vesznek fel (folyékony tapkozegben baloldali helikalis strukturat). A spiralon
beliil a sejtek joval szélesebbek, mint amilyen hossztiak és harant-valaszfalak altal
kiiloniilnek el. A sejtfaluk 4 rétegbdl tevodik 6ssze (beliilrdl kifelé haladva): egy fibril-,
egy peptidoglikan-, egy fehérjékbdl allo- és egy, az 0sszes Gram-negativ baktériumra
jellemz6 kiilsé réteg alkotja. Annak ellenére, hogy a Spirulina nem rendelkezik
flagellumokkal, megfigyelték, hogy ,kigy6z6” mozgasra képes, bar ennek a pontos
hattere még nem ismert. A Spirulina citoplazmaja tartalmaz gaz vakuoélumokat,
karboxiszomakat €s természetesen TM-rendszereket is. A gaz vakuolumok novelik a
sejtek felhajtoerejét, igy a sejtek a viz felszinének kozelében maradnak, ahol a
fényintenzitas a legnagyobb (Ciferri, 1983, Gao és Ma, 2008, Ogawa ¢és Terui, 1970, van
Eykelenburg, 1979).

2.3. A cianobaktériumok fotoszintézise

A cianobaktériumok 0si szervezetek, fotoszintézisiik a TM-rendszeriikben zajlik.
A sejtfaluk egy kiils6é membranbol és egy valtozo vastagsagu peptidoglikan rétegbdl all.
Ez a struktura védelmet nyujt a plazmamembrannal hatarolt cianobaktérium sejtnek. A
cianobaktériumok bels6 membranrendszere, a TM, a sejtek citoplazmdjanak
kromatoplazma teriiletén koncentrikus korokben fut (l. abra), a koztik 1évo
membrankozti tér kb. 60-70 nm széles.

A TM-ok 15-20 nm vastagsagi kettds membranrétegeinek zart végei teszik
lehetévé a proton gradiens kialakuldsat a membranon keresztiil. A magasabbrendil
novények kloroplasztiszaival ellentétben, a cianobaktériumok TM-jai nem rendezddnek
granumokba, ehelyett rétegesen helyezkednek el, 3-8 membran kettosréteget képezve. A
cianobaktériumok TM-jainak felszinéhez kotve helyezkednek el kiilsé fénybegyiijtd
komplexeik, a fikobiliszomak (PBS-k).

A fotoszintetikus apparatus két f6 fehérjekomplexe az I-es és Il-es fotokémiai
rendszer (PSI és PSII), melyekben a fényenergia kémiai energiava alakitasanak els6
lépése zajlik, fényindukalt toltésszétvalasztas formajaban. A  toltésszétvalasztast
kovetéen az elektronok a fotonok energiajat felhasznalva mozognak az

elektrontranszportlancban (ETL) a PSIl reakciocentrumtol (RC) a plasztokinon
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molekulakon at, a citokrom-be/f komplexen és a vizoldékony elektronszallitd

plasztocianin vagy citokrém-ce molekulakon keresztiil a PSI RC-ig (11. abra).

ADP +P, ATP

NADPH NADP"

2H,0 4H'+0, : > H

| | e — I | | —]
PSII ' Citokrém by/f ' PS | " ATP szintaz

I1. abra: A cianobaktériumok fotoszintetikus apparatusanak sematikus abraja

(Sozer et al., 2011).

A cianobaktériumok a voOrés és a kék szinti fényt ciklikus tetrapirrolok, a
klorofillok (Chl), mig a zold, sarga és narancs-szinii fényt nyitott lanct tetrapirrolok, a
fikobilinek segitségével nyelik el. A fikobilinek kovalens kotéssel vizoldékony
fehérjékhez kotédnek, ezek szupramolekularis komplexei a PBS-k, melyek a
cianobaktériumok elsddleges fénybegytijtd antennai. A PBS fényelnyelése az 560-650
nm hulldmhossztartoméanyba esik. A félkorong alaki PBS komplexek a PSII sztréma
feloli oldalan talalhatok. Ezzel szemben a novényi PSII membranba agyazott kiilsé
fénybegyiijté-antennaja (LHCII) Chl a és Chl b pigmenteket kot6 fehérjékbol all, melyek
trimerré szervezddve veszik korbe a PSII dimereket.

A PSII dimer struktirdja nagyon hasonld a cianobaktériumokban ¢és a
novényekben. A PSII komplexet 17 fehérje-alegység alkotja, amely 35-40 Chl molekulat
és 8-12 Car molekulat kot meg. Két kozponti alegysége a D1 és D2 fehérjék, melyek az
aktiv RC-ban heterodimert alkotnak. A PSII k6zponti (core) komplexét alkotjak még a
két citokrom bssg alegység, a Chl-kot6 belsé antenna-komplexek (CP43, CP47), és az in.
minor LHC fehérjék.
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A PSIl katalizdlja a viz oxidacidjat és a plasztokinon redukcidjat. A
heterodimerhez kotédnek az ETL kofaktorai, redoxkomponensei: a P680 primer donor,
az elsddleges akceptor, a feofitin, tovabba az elsddleges és masodlagos kinon akceptor, a
QaésaQs.

A PBS altal elnyelt fényenergia tobb 1épésben a PSII reakcidcentrum specialis Chl
a molekulaparjara, a P680-ra jut (Hankamer et al., 1997). A reakcidécentrum gerjesztését
kovetd elsddleges toltésszétvalasztas soran eldszor egy feofitin molekula (Pheo) — mely
egy specialis, magnéziumot nem tartalmazé Chl molekula szarmazék — redukalodik. A
donor oldalon a P680" egy tirozin-oldallancot (Z) oxidal, mely képes a mangan-
komplexet tartalmazo vizbontd rendszert oxidalni. A redukalt feofitin egy kotott
plasztokinon-molekulanak, a Qa-nak adja at az elektront. Majd a két elektron és két H*
felvételével redukalodd Qs levalik a PSII-rdl €s a plasztokinon gyljtének (PQ) adja at
elektronjait. A megvilagitds hatasara oxidalodott P680 a vizbontasbol szadrmazd
elektronokkal redukalodik.

2H20 -> O2 + 4H" + 4e”

A plasztokinont a Rieske-féle protein - mely vasat és ként tartalmaz - és a
citokrom-be/f oxidalja. A citokrom komplextdl az elektront egy mobilis, réztartalmt
fehérje, a plasztocianin (PC) szallitja tovabb, ami a PSI RC oxidalt primer donorat, a
P700"-at redukalja. A PSI akceptor oldaldn a redukalt ferredoxin (Fd) az
elektrontranszportban a flavodoxin, majd a ferredoxin: NADP* oxidoreduktiz enzim
koveti, mely egy redukalt NADP-t hoz létre. A PSI és PSII miikodése sordn a membran
két oldalan kialakul6 proton gradiens miikddteti az ATP-szintaz enzimkomplexet, amely
a protonok kémiai potencialjat épiti be az ATP makroerg kotésébe. A PSI tulajdonképpen
egy fény hatasara indukaldédo oxidoreduktaz enzimként funkcional (I1. abra).

A cianobakterialis €és a novényi PSI kozotti kiilonbség az, hogy mig a
cianobaktériumok PSI komplexe a fényviszonyoktdl fiiggéen felvehet trimer ill.
monomer format, addig a névényi PSI mindig monomer forméaban van jelen (Kouril et
al., 2005). Tovabba, 1ényeges kiilonbség van a cianobakterialis (PBS) és a névényi (LHC)

fénybegylijtd antennak szerkezete kozott.
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III. abra: A PSI monomer szerkezet rontgenkrisztallografias képe (Sozer et al.,
2011).

A PsaA és PsaB a PSI RC legnagyobb alegységei 6sszekapcsolodva a RC magjat
alkotjak (III. abra). Ezen heterodimerek az épitéelemei a PSI trimer szerkezetének,
melyeket sokféle kisebb fehérje alegység kapcsolodasa alakit ki. A PsaL struktarfehérjét,
mely a trimer kdzéppontjaban talalhato, trimer-képz6 fehérjének is nevezik. A Psal
fehérje hidnyos mutansban kizardlag csak monomer PSI szerkezet alakul ki (Chitnis és
Chitnis, 1993).

A Psal, a PsaL is hidrofob kapcsolddasi feliiletet biztositanak a Car-ok szamara,
azonban a PsalL harom antenna Chla molekula ligalasaban is kozremiikodik (IV. abra).

A PSI legkisebb alegysége, a PsaM, amely kizardlag cianobaktériumokban fordul
el6. Kis mérete ellenére a PsaM egy Chl a antenna-molekula miitkddését koordinalja, ill.
kozeli Car-ok hidrofob kolcsonhatisainak kialakitdsaban vesz részt. A PsaM Aaltal

koordinalt Chl fontos szerepet tolt be a monomerek kozti energiatranszferben.

17



IV. abra: A PSI trimer rontgenkrisztallografias szerkezete. A PSI trimer szerkezete
¢s a benne fekete korrel jeldlt trimerképz6é kozponti rész (A), melynek része a Psal

fehérje. A kinagyitott trimerképz6 kdzponti fehérje egyiittes (B) (Sozer et al., 2011).

Figyelemre mélté a szerkezeti hasonlosag a PSI és a PSII kozponti magjai kozott,
annak ellenére, hogy a DNS-szekvencidiknak kevesebb, mint 15 szézaléka azonos. A
strukturdk Osszehasonlitdsabol azonban megallapitottdk, hogy az 0Osszes foto-

reakciocentrum kozos 6stdl szarmazik (Blankenship, 1992, Schubert et al., 1998).
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2.4. A cianobakterialis és a novényi PSI 6sszehasonlitasa

Az PSI-nek, mint energiaatalakito rendszernek a szerkezeti és funkcionalis alapjai
a PSI funkcionalisan legfontosabb részei, azonosnak tekinthetok a cianobaktériumokban
¢és a novényi kloroplasztiszban (Jordan et al., 2001, Ben-Shem et al., 2003).

Nem ismert, hogy a trimer szerkezeti PSI miért elénydsebb a cianobaktérium
szamara, azonban kimutattdk, hogy a trimerizaciora képtelen Psal-hianyos
Thermosynechococcus elongatus sejtek szaporodasa alacsony fényintenzitason szinte
teljesen leall (Miihlenhoff et al., 1996, Schubert et al., 1998). Feltételezhetd, hogy a
trimer szerkezet az optimalis fénybegyiijtéshez sziikséges alacsony fényintenzitason,
amely a mélyebb vizekben ¢l cianobaktériumok szédmara 4altalanosan eléfordul6d
kornyezeti tényezd volt az evolucid soran.

A cianobakterialis PSI-hez altalaban nem kapcsolodik kiilsé antenna, azonban bi-
zonyos koriilmények kozott az egyébként a PSII-hoz kotddo fikobiliszomak, eddig fel
nem tart modon a PSI-hez kapcsolodva, gerjesztési energidjukat kozvetleniil a PSI-hez
tovabbitjak. Vashiany esetén, amikor a fikobiliszomak lebomlanak, a PSI trimerek koriil
18 IsiA fehérjébdl all6 membranba agyazott gytliri alakul ki, amely kiils6 antennaként
szolgal (Bibby et al., 2001). Az IsiA-gyiirii a PSII-ben levé CP43 alegységhez hasonlo
Chl-tartalmt fehérjékbdl all, melyek tobb ponton kapcsoldodnak a PSI trimerhez, de
foként a PsaF és Psal alegységeken keresztiil tovabbitjak a gerjesztési energiat a PSI RC
felé.

Sem PBS, sem IsiA-gyiiri nincs a zoldalgakban és a magasabbrendii no-
vényekben, helyette Chl-tartalmii membranintegrans fehérjék alkotnak fénybegyiijto-
antennat (LHCI és LHCII) a PSI- és PSII-komplexek koriil. A PSI kiils6 felszine mentén
elhelyezkedd LHCI antennat fehérjedimerek alkotjak, melyek négyféle Lhca fehérjebol
allhatnak. Az LHCI antenna fehérjedsszetétele az aktualis fényintenzitastol fiigg (Ben-
Shem et al., 2003).

A cianobakteridlis és a novényi PSI kissé kiillonbozik fehérjealegységeiben is. A
PsaM ¢és PsaX alegységek csak a cianobaktériumokban fordulnak eld, a novényekben
pedig négy 1j alegység jelent meg az evolucid sordn. Kisebb valtozasok kovetkeztek be
a novényi PsalL és a PsaF szerkezetében is: a Psal megrovidiilt, hidnyzik az a
kitiremkedés, amely a szomszédos monomerrel teremt kapcsolatot, a PsaF pedig

hosszabb lett.
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A PsaF alegység lumenben elhelyezkedd N-terminalisa nagyobb valtozason ment
keresztiil. A lumenalis domén 25 aminosavval hosszabb lett, és ez a szakasz kozvetlen
kapcsolatot hoz 1étre a vizoldékony elektronszallitd plasztocianin és a PSI RC kozott
(Hippler et al., 1996, Hippler et al., 1998). Cianobaktériumoban ez a kapcsolat hianyzik,
a PsaF nem vesz részt a vizoldékony elektronszallitok kotésében. Mig a novényekben a
plasztocianin a PSI elektrondonora, a cianobaktériumok és egyes algak a plasztocianin

mellett a citokrc')m-c6 molekulat is elfogadjak elektrondonorként. Valoszinilileg a
vastartalmu citokrc')rn-c6 Osibb elektronszallito, mint a plasztocianin, mivel az

oxigénfejlesztd fotoszintézis elterjedése eldtti tengerekben a vas-ionok gyakoribbak

voltak a rézionoknal (Crowley et al., 2002). Ebben az idében a citokrom-c, megfeleld

elektronszallito volt, késObb azonban, mikor az atmoszféra oxigénszintje megemelkedett,
a vas ritka elemmé valt, ritkdbba, mint a réz, emiatt a kifejlodé novények a réztartalmu

plasztocianinnal valtottak fel a citokrém-c ¢ oL

A novényi PSI komplex PsaH alegysége a cianobakteridlis PSI trimerizacios
doménjében helyezkedik el, ez meggatolja a novényi PSI trimerek 1étrejottét. A PsaH
alegység a kothelye az LHCII-nek, amikor erds fényen a PSII fénybegytijté-komplexe a
PSl-hez kapcsolodva, gerjesztési energiajat a PSI-nek adja at (Lunde et al., 2000, Ben-
Shem et al., 2003).

A PsaG alegység megjelenése valdszintileg a PsaK fehérje génduplikéaciojanak
eredménye. A PsaG kialakulasa igen jelentds a PSI fejlodése szempontjabol, mivel ez a
fehérje teremti meg az egyetlen intramembran kapcsolatot az LHCI és a RC kozott. A
PsaG az Lhcal fehérjéhez kotddve erds €s stabil kihorgonyzast biztosit az antennadvnek.
Ugyanakkor, mivel az antenna tobbi alegysége az Lhcal-hez kapcsolodik, és kdzvetleniil
a PSl-komplexhez csak gyenge masodlagos kdlcsonhatasokkal kotddik, sztochiometriajat
konnyen és gyorsan valtoztatva alkalmazkodik az aktualis fényviszonyokhoz (Ben-Shem
et al., 2003). Ez a valtoztathatd antenna el6nydsebb a valtozo fényviszonyok kozott az
ocedn felszinén €16 algak, és méginkabb a szarazfoldon €16 novények szamdra, mint a
cianobaktériumok szimmetrikus, kevésbé valtoztathatdo fénybegyiijt6-komplexe (Ben-
Shem et al., 2004, Kovacsics, 2011).
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2.5. A tilakoid membrant felépito lipidek

A TM-t négy fajta glicerolipid épiti fel. A glicerolipidek vazat glicerin molekula
képezi, melyet sn-1 és sn-2 helyzetben zsirsavlancok észteresitenek, sn-3 helyzetben
pedig valamilyen polaros fejcsoport épiil be.

A tilakoid glicerolipidjei koziil harom glikolipid: a neutralis monogalaktozil-
diacilglicerin (MGDG) és digalaktozil-diacilglicerin (DGDG), valamint a negativ toltésti
szulfokvinovozil-diacilglicerin (SQDG). A cianobaktériumokban el6forduld egyetlen
foszfolipid a foszfatidil-glicerin (PG) (Block et al., 1983, Wada és Murata, 1998).

Az 6sszes glicerolipid tobb mint fele MGDG, 15,20% DGDG, az SQDG ¢és PG
aranya 5,20% kozott valtozik. Kis mennyiségben egy 6todik lipidfajta is eldfordul a
cianobaktériumokban, a monoglikozil-diacilglicerin (MGIkDG). Ez a glikolipid az
MGDG szintézise soran keletkezd koztes termék, melynek aranya altalaban kevesebb,
mint 1% (Naoki ¢és Norio, 1982), azonban fényben nevelt és az optimalisnal magasabb
hémérsékletnek kitett Synechocystis sejtekben megné a mennyisége a tilakoidban. Ez a
megnovekedett mennyiségl, csak telitett zsirsavakat tartalmazé MGIkDG, mint hésokk-
lipid. ndveli a membran rendezettségét, stabilizalja szerkezetét, ezaltal szerepe lehet a

magas homérséklethez valo alkalmazkodasban (Balogi et al., 2005).

2.5.1. Az MGDG szerepe a tilakoid membranban

A egyes lipidosztalyok kiilonbozd szerepet toltenek be a TM szerkezetének
fenntartasaban és a fotoszintézis folyamataiban.

A glikolipidek szerepét foként magasabbrendli ndvényekben vizsgaltak.
Arabidopsis thaliand-ban 3 gén kdédol MGDG-szintdz enzimet. Koziiliikk elsésorban az
MGD1 gén altal kodolt MGDG-szintaz felelds a kloroplasztiszban eléfordulé MGDG-
tortént T-DNS inszercioval jott 1étre, melynek hatasara 75%-kal csokkent a génrdl atirodo
MRNS mennyisége. A mutins sejtekben az MGDG tartalom 42%-kal csokkent, a
novények alacsony novéstiek voltak, Chl-tartalmuk csokkent, a kloroplasztiszok
kevesebb, megvaltozott szerkezetli tilakoidot tartalmaztak (Jarvis et al., 2000). Az mgd1
mutans tulajdonsagai egyértelmiien jeleztek az MGDG jelentdségét a kloroplasztisz
kialakulasaban. Az MGDG esszencialis voltat az is jelzi, hogy nem sikeriilt mgdl
nullmutanst 1étrehozni Arabidopsisban (Awai et al.,, 2001). A TM szerkezetének
kialakitasa szempontjabdl nagy jelentdségili, hogy az MGDG molekula nem kettdsréteg

képz6 (NKK) lipid. A molekula kicsi fejcsoportja miatt kap alaku, vizes kézegben un.
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inverz hexagonalis (H“) szerkezetet vesz fel. A tilakoidban el6fordulo tobbi lipid

kettosréteg képzo (KK), vizes kdozegben lamellaris szerkezetet alkot. A KK és az NKK
lipidek aranya meghatarozo a fehérjék feltekeredése, a fehérjék membranba agyazodasa
és a fehérjék sejten beliili szallitasa szempontjabol (Kusters et al., 1994).

A fotoszintetikus reakciok membrankdrnyezetének kialakitdsan kiviil a
fotoszintetikus apparatus mikodésében is kimutathato MGDG-molekulak szerepe.
Rontgenkrisztallografias szerkezet-meghatarozas mutatta ki egy MGDG-molekula
jelenlétét a PSI RC-ban (Jordan et al., 2001), 6 MGDG-molekulat irtak le a PSII RC-ban
(Loll et al., 2005), valamint MGDG jatszik szerepet a xantofill-ciklus miikodésében, a
violaxantin-deepoxidaz aktivitasanak fenntartasaban is (Latowski et al., 2004).

Az MGDG szintéziséért felelos gént cianobaktériumban is sikeriilt azonositani
(Ohta et al., 1981), de ez nem homolég a novényi MGDG-szintaz génekkel, és a rola
szintetizal6do fehérje sem hasonlit a névényi enzimre. A feltételezett MGDG-szintaz gén
inaktivalasa és részleges szegregaltatasa utan az MGDG szintézise jelentdsen csokkent a

mutans sejtekben.

2.5.2. A DGDG szerepe a tilakoid membranban

Dormann és mtsai 1995-ben DGDG-hianyos mutanst izolaltak Arabidopsis
thalianab6l. A dgdl mutansban pontmutacioval stopkodon jott létre a DGD1 génben,
melynek hatasara a sejtek DGDG-tartalma 90%-kal csokkent. A mutans ndvények ndve-
kedése elmaradt a vad tipustdl, kevesebb kloroplasztiszt, benne modosult szerkezetii
tilakoidot tartalmaztak, a Chl mennyisége és a fotoszintézis hatasfoka csokkent (Hartel et
al., 1997, Reifarth et al., 1997, Hartel et al., 1998), illetve zavart szenvedett a fehérjék
kloroplasztiszba torténd importja (Chen €s Li, 1998). Végiil Kelly és mtsai altal 2003-ban
létrehozott dgdl.dgd2-1 kettés mutans, mely egyaltalin nem szintetizalt DGDG
molekulakat, egyértelmilen megmutatta, hogy a DGDG alapveté szerepet jatszik a
normalis PSII aktivitas fenntartasaban, valamint azt is, hogy a dgdl mutansban még
szintetizalodott kevés DGDG esszencialis a funkcidé szempontjabol. Ha ezt a maradék
DGDG-t is eltavolitjuk (dgdl.dgd2-1 kettés mutans), a novények fejlédése visszamarad,
Chl-tartalmuk erésen lecsokken, a fotoszintézis kvantumhatasfoka csokken (Kelly et al.,
2003). Az észlelt nemlinearis kapcsolat a DGDG mennyisége és a PSII-re kifejtett hatasa
kozott jelzi, hogy a TM DGDG tartalma heterogén: a molekulak egy kisebb része
szorosan kotodik a PSII-komplexhez és sziikséges annak miikodéséhez, mig a DGDG

molekulak zome nem jatszik kozvetlen szerepet a PSII miik6désében (Steffen et al.,
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2005). A fentieket igazoljak a rontgenkrisztallografias szerkezetkutatas adatai, melyek
szerint 4 DGDG molekula talalhato a PSII RC-ban az ETL kozelében (Loll et al., 2005).

2.5.3. Az anionos lipidek jelentésége a tilakoidban

Az anionos SQDG ¢és PG a membranalkot6 lipideknek csak csekély hanyadat te-
szik ki, de negativ toltésiik révén igen jelentOs szerepet jatszanak a membranlipidek és a
fehérjék kozotti kolesonhatasban.

Az SQDG bioszintézise novényekben a kloroplasztiszban torténik. A szintézis
elsé enzimét az UDP-szulfokvinovéz-szintazt, mely a sztromaban talalhato, névényekben
az SQD1 gén, cianobaktériumokban az sqdB gén kodolja. A szintézis masik enzimét, az
SQDG-szintazt, mely a kloroplaszt belsé burkolémembranjahoz kotott, ndvényekben az
SQD2 gén kddolja, cianobaktériumokban az sqdX. E két enzim génjeiben létrehozott
mutaciok segitségével vizsgaltak az SQDG szerepét Arabidopsis thaliand-ban
(Essigmann et al., 1998, Yu et al.,, 2002, Yu és Benning, 2003), Chlamydomonas
reinhardtii zold algaban (Sato et al., 1995, Minoda et al., 2002, Riekhof et al., 2003),
Synechococcus PCC 7942 ¢és  Synechocystis sp. PCC 6803 (Synechocystis)
cianobaktériumokban (Benning, 1998, Guler et al., 2000, Aoki et al., 2004). Az
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az SQDG Ilényeges a PSII optimalis
szerkezetének és aktivitasanak fenntartasahoz, bar a kiilonbozé fajokban kiilonbozo
mértékben sziikséges. Synechococcus és Arabidopsis SQDG-hianyos mutansaiban a PSII
aktivitasa csak kevéssé csokkent, mig a C. reinhardtii mutansban 40%-kal. A
Synechocystis torzsben mind az sqdB, mind az sqdX inaktivalasa letalisnak bizonyult, a
mutans torzsek csak kiviilrél adagolt SQDG jelenlétében voltak fenntarthatok. Az eltérés
oka talan az eltér6 evolucios fejlédésiikben keresendd (Guler et al., 2000, Aoki et al.,
2004).

A novények novekedése szempontjabol gyakran limitalo tényezo a talaj vagy a
viz anorganikus foszfat-tartalma. Foszfathidny esetén nemcsak a ndvekedés gatolt, de
megvaltozik a novények lipidosszetétele is: a foszfolipidek ardnya csokken, mig az
SQDG ¢és DGDG aranya megnd (Essigmann et al., 1998, Dormann és Benning, 2002,
Andersson et al., 2003, Jouhet et al., 2003). A lipidosszetétel oly modon valtozik, hogy a
PG és az SQDG egyiittes aranya allando maradjon (Benning, 1998, Dormann és Benning,
2002, Kelly et al., 2003), ezaltal a membran anionos karaktere ne valtozzon. Hasonld
regulaci6 figyelheté meg SQDG-hidnyos mutansokban is, melyekben optimalis

koriilmények kozott a megndvekedett mennyiségli PG helyettesiti a hianyzo SQDG-t

23



(Riekhof et al., 2003), ezért ezekben az eukaridta szervezetekben és a Synechococcusban
az SQDG nem tiinik esszencialis lipidnek. Erdekes kiilonbség, hogy Synechocystisben
nem helyettesithetik egymast az anionos lipidek, mindkett6 nélkiilozhetetlen (Aoki et al.,
2004).

Az SQDG/PG helyettesitési hipotézis bizonyitasira Yu ¢és Benning (Yu és
Benning, 2003) clkészitették az sqd2.pgpl-1 kettés mutanst Arabidopsisban. A kettds
mutansban az SQDG-szintdz enzim génje T-DNS-inszerci6 kovetkeztében
inaktivalodott, ezaltal a mutans egyaltalan nem szintetizalt SQDG-t, a PG szintje pedig a
vad tipus PG szintjének kb. 30%-a volt, a kloroplasztisz FGP-szintazat kodolo FGP1
génben létrejott pontmutacid kovetkeztében. A kloroplasztiszban az 6sszes anionos lipid
mennyisége 30%-kal csokkent. Az anionos lipidek hidnya szerkezeti valtozasokat
okozott: a levelekben a mezofillumsejtek szdma csokkent (n6tt az intercellularis tér
aranya), csokkent a sejtekben levd kloroplasztiszok szama és a plasztiszban levd tilakoid
mennyisége is. A TM-bodl szinte teljesen hianyzott a granumokba szervezddés. A sejtek
Chl- ¢és Car-pigment-tartalma harmadara csokkent, a PSII-n athalado linearis
elektrontranszport kvantumhatasfoka csokkent, a sejtek DCMU-érzékenysége nétt, az

elsédleges kinon elektronakceptor Q A redukaltsagi allapota modosult az anionos lipidek

elvesztésével (Yu és Benning, 2003). Bebizonyosodott, hogy az SQDG hianya is lehet
novekedést gatld tényezd, ha a PG-re alapulé kompenzald mechanizmusok nem
miikddnek. E kettds mutans tanulmanyozasa alatimasztotta az anionos lipidek, kiilondsen
a PG fontossagat a fotoszintetikus folyamatokban.

A cianobaktériumokban ¢és a kloroplasztiszban eléforduld egyetlen foszfolipid, a
PG nélkiilozhetetlen a TM szerkezetének kialakitdsdhoz és miikodésének fenntartasdhoz
(Hagio et al., 2000, Gombos et al., 2002). Szerepét in vitro és in vivo kisérletekkel
probaljak tisztazni (Domonkos, 2006).

2.6. A cianobaktériumok karotinoid osszetétele

A Car-ok alkotjak az ¢éldvilagban eléforduld pigmentek legnagyobb csoportjat,
tobb mint 700 Car-ot azonositottak napjainkig (Britton et al., 2004). Minden
fotoszintetizald szervezet allit elé Car-okat, igy cianobaktériumok, algak ¢és
magasabbrendli novények (Frank és Cogdell, 1996). Tovabba anaerob baktériumok,
egyéb nem fotoszintetizald baktériumok, illetve gombak (Goodwin, 1988) is képesek

ezen pigmentek szintézisére, de az allatvilagban is talalunk erre szamos példat.
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A karotinok a lipidek csoportjaba tartozo terpénszarmazékok. Ezek olyan
molekuldk, melyek lagos hidrolizissel nem bonthatok tobb alkotorészre. A legtobb Car-
ot Cao-es szénhidrogén vaz alkot, mely nyolc Cs-0s izoprenoid (2-metil-butadién)
egységbdl épiil fel és konjugalt kettds kotéseket tartalmaz. A Car-ok linearis molekulak,
egyik, vagy mindkét végégiikon megtalalhatd B-ionon gytrivel.

Az oxigéntartalmu karotinszarmazékokat xantofilloknak nevezziik. Azonositottak

tobb gliikozilalt Car-ot és karotin észtert is (Goodwin és Britton, 1988).

2.6.1. A Kkarotinoidok szerepe a fotoszintetizal6 szervezetekben

A Car pigmentek sokféle funkciot latnak el a fotoszintetizald szervezetekben,
melyek koziil a legfontosabb a fénybegytijtd szerepiik, a fotooxidativ karositd hatasok
kivédése (Fujimori és Livingston, 1957, Palozza és Krinsky, 1992) és a pigment-protein
komplexek szerkezeteinek stabilizalasa (Plumley és Schmidt, 1987, Paulsen et al., 1990).

A fénybegylijté antenndk pigment-protein komplexeinek épitdelemeiként, a Car-
ok képesek 450 és 570 nm kozotti hullamhosszon fotonokat elnyelni és tovabbitani a
felvett energiat a Chl molekulaknak (Cogdell és Gardiner, 1993).

A Car-oknak a fotokémiai RC-0k felépitésében is fontos szerepiik van. 1977-ben
irtak le, hogy a cianobaktériumok PSII komplexével Car-ok kapcsolédnak 6ssze (Suzuki
¢és Fujita, 1977). A magasabbrendii novényekben és a cianobaktériumokban 12 Car-
molekula fordul el6 a rontgenkrisztallografias analizisek szerint (Guskov et al., 2009) a
PSII reakciocentrum magjaban, két f-karotin molekula helyezkedik el. Ezen  -karotin
molekulak pontos funkcidja még nem teljes mértékben tisztazott. Izolalt PSII RC-ban
figyelték meg, hogy a két f-karotin molekula védi a P680 Chl a karosito hatasoktol (De
Las Rivas et al., 1993) és feltételezhetben a DI alegység degradacidjanak
megakadalyozasaban is fontos szerepet toltenek be (Sandmann et al., 1993).

A Thermosynecococcus elongatus PSI  komlplexek  szerkezetében
rontgenkrisztallografidas moédszerrel monomerenként 22 Car-molekuldt azonositottak
(Grotjohann ¢és Fromme, 2005). A B-karotin a PSI {6 polipeptidjéhez kotddik és hatasos
antennaként miikodik.

Noveényekben a nagy fényintenzitds ellen védelmet ny(jté pigmentekként is
miikddnek a Car-ok. Cianobatériumokban is megfigyelték Car-ok felhalmozdodasat nagy
fényintenzitasnak kitett sejtekben. A cianobaktériumokban talalhato Car-molekuldkban a
kilenc konjugalt kettés kotés m - elektronjai képesek a triplett gerjesztési allapotba kertilt

Chl molekuldk energiajat atvenni, igy megakadalyozva a veszélyes szingulett allapota
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oxigén gyokok kialakulasat (B Demmig-Adams és W W Adams, 1992), melyek a
fotoszintetikus apparatus fotooxidativ karosodasat okozhatjak.

Antioxidans tulajdonsaganak koszonhet6en a B-karotin 6vja a sejteket a karosito
UV-sugaraktol (Tuveson és Sandmann, 1993).

Algékban ¢és magasabbrendli ndvényekben a xantofill-ciklus szolgéalja a
fotoprotekciot. Ennek soran a violaxantin deepoxidalodik fény hatdsara, melynek
kovetkeztében zeaxantinna alakul. A folyamat sotétben zarodik ciklussa azaltal, hogy a
reakcio ellentétes iranyban jatszodik le (Stransky és Hager, 1970, Yamamoto, 1979, B
Demmig-Adams és W W Adams, 1992). A cianobaktériumokban nincsen jelen a
xantofill-ciklus, de a legtobb torzs szintetizal zeaxantint, vagy egyéb xantofill
molekulakat, amely képes a Chl fotoprotekcidjat ellatni.

Altaldnosan elfogadott tény, hogy a fiziologidsan aktiv Car pigmentek a
biomembranban fehérjékhez kapcsolodva allnak. A  fotoszintetikus membran
fénybegylijtd pigment-proteinjei €s a reakciocentrumok protein komplexei is
tartalmaznak Car-okat. Azonban szamos esetben a Car pigmentek egy bizonyos szazaléka
kozvetleniil a membranok lipid fazisdban van jelen. Elmondhaté ez a retina membran
(Bone és Landrum, 1984, Bone et al., 1992), egyes fotoreceptorok és szamos bakterialis
és fotoszintetikus membran estében is (GOMBOS et al., 1987, Yurkov et al., 1993). A
xantofill-ciklus pigment molekulai a fehérjékrél levalnak és szabadon fordulnak el6 a

TM-ban. (Kovacsics, 2011).

2.6.2. A karotinoidok bioszintézise

A cianobaktériumok a magasabbrendii novényekben megtalalhato Car-okat
szintetizaljak, de néhany torzs kiilonleges xantofill molekulakat allit el6. A Synechocystis
fotoszintetikus komplexeiben eléforduld legnagyobb mennyiségben azonositott Car, a -
karotin. Ezenkiviil eléallitanak még zeaxantint, mely a B-karotin hidroxiszdrmazéka,
echinenont és 3’-hidroxiechinenont, melyek ketoszarmazékok, valamint mixoxantofillt,
amely egy karotinoid-fukozid (V. abra) (Takaichi et al., 2001).

A cianobaktériumok Car-0sszetétele konnyen meghatirozhato, igy jo6 modell
organizmusként szolgalnak a karotin bioszintézis tanulméanyozasahoz és ezen pigmentek
¢lettani szerepének tisztdzasdhoz. A Car-ok szintézisének anyagcsereutvonalait
modositva kiilonféle Car mutans térzseket nyerhetiink, melyek hozzasegitenek minket

funkcio- és szerkezetbeli szerepiik megértéséhez.
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A Cis farnezil-pirofoszfat (FPP) harom izopentil-pirofoszfatbdl szintetizalodik az
izopentil-pirofoszfat-izomeraz altal. A tovabbiakban egy IPP-t (Cs-6s izoprén csoportot)
kapcsol a farnezil-pirofoszfathoz a geranilgeranil-pirofoszfat-szintaz (CrtE), 1étrehozva a
Cao0-as geranilgeranil-pirofoszfat (GGPP) molekulat, amely a teljes Car-szintézis alapjat
adja. Az els6 Car-molekula kialakitasaban a fitoén-szintdz (CrtB) vesz részt, igy a
geranilgeranil-pirofoszfat-szintaz (CrtE) és a fitoén-szintaz (CrtB) (Martinez-Ferez et al.,

1994) az els6 enzimek, melyek szerepet jatszanak a Synechocystis Car bioszintézisében.
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V. abra: Synechocystisben talalhato legelterjedtebb karotinoidok bioszintézisének

sematikus abraja (készitette: Dr. Sindhujaa Vajravel).

A tovabbi Car szintetizacios utvonalakat a V. abra szemlélteti. A kiilonféle gének
inaktivacidjaval mod nyilik eltérd Car-okban hidnyos mutdns torzsek létrehozasara,

amely hatékony eszkozt kinal a Car-ok élettani szerepének feltarasaban (Kovacsics,
2011).
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2.7. A cianobakterialis fikobiliszomak

A cianobaktériumok kiilonleges fénybegyijté komplexekkel rendelkeznek, ezek
a tilakoidok felszinén elhelyezkedé PBS-k. Kivételként a Gloeobacter violaceus fajnal
viszont a PBS-k a CM-on talalhatok. A TM-ok kiils6 felszinén sorba rendezetten
helyezkednek el a félgomb, vagy félkorong alaku, 20-70 nm atméréji PBS-k, amelyek a
jarulékos pigmenteket tartalmazzak. A fikobiliszomak egy haromszdg alaki magbdl és a
beldle ,,kidgazd” radszerli képletbdl allnak. A hdromszog alaki magot 10-12 nm atmérdja
¢és harom allofikocianinbdl (APC) all6 dupla ,,korong” alkotja. A magnak a tilakoidokhoz
valo rogzitését egy koto (linker) fehérje végzi. A ,,rudak™ alkotasaban az allofikocianin
feldli oldalon, a kék szinii fikocianin (PC) molekulék, illetve a kiils6 részen a fikoeritrin
(PE), vagy fikoeritrocianin (PEC) - abban az esetben, ha az adott torzs tartalmaz
fikoeritrint, vagy fikoeritrocianint-, valamint az éket 6sszeko6té fehérjék vesznek részt. A
multiprotein-komplexként felfoghato PBS-k a fent emlitett pigmenteken kiviill még
kiilonboz6 Car-okat tartalmaznak (pl. mixoxantin, B-karotin, zeaxantin, nostoxantin,
echinenon és kaloxantin). Az antennaként funkcional¢ fikobiliproteinek nagy hatasfokkal
képesek begyiijteni és tovabbitani a fényenergiat a PSIl. fotoszintetikus
reakciocentrumok szamara. A fényt foként a radszerii képletekbe rendezddott
fikoeritrinek (abszorpcidos maximumuk 495-575 nm), vagy fikoeritrocianinok (575 nm)
nyelik el és tovabbitjadk a fikocianinoknak (615-640 nm). Utobbiaktol pedig
allofikocianinokon (650-655 nm) keresztiil jut az energia a reakciocentrum felé.

A cianobaktériumok tobbsége nem képes az 6sszes fikobiliproteint eldallitani. A
zo6ldes-kék szintiekre jellemz6 az allofikocianin (APC) és fikocianin (PC) tartalom. Sok
heterocisztas cianobaktérium az allofikocianin (APC) és fikocianin (PC) mellett
fikoeritrocianint (PEC) tartalmaz, de ezekbdl a szervezetekbdl soha nem mutathatd ki
fikoeritrin (PE). Sok sotét szinti bentikus faj nagy mennyiségben fikocianint (PC) és
fikoeritrint (PE) hordoz. A nagy mennyiségben fikoeritrint (PE) és kis mennyiségben
fikocianint (PC) szintetizal6 vords szinl cianobaktériumok tipikus él6helyei a mély tavak
¢és tengerek. A nyilt vizii 6ceanokban tipikusan eléforduld cianobaktériumok, mint a
Synechococcus ¢és Trichodesmium fajok viszont nagy mennyiségben tartalmaznak
fikourobilinben gazdag fikoeritrint 495-500 nm ko6z6tti abszorpcidés maximummal
(Borsodi, 2013).
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3. Célkituzések

A fotoszintetizald él6lények TM-janak lipidosszetéle jelent0s hatassal bir a
fotoszintézis fényreakcidira. A cianobaktériumokban valamint a magasabbrendi
fotoszintetizald ¢€l6lények kloroplasztiszaiban talalhato TM-ok lipidosszetétele nagy
mértékben hasonlit egymasra. Ezen tulajdonsaguk ¢és a fotoszintézis szempontjabol
kulcsfontossagi  gének  konzervaltdga teszi a  cianobaktériumokat  kivald
modellszervezetekké a fotoszintézis tanulmanyozdsa szempontjabol. Bar egyes
cianobaktériumok  lipidosztalyok  szempontjdbol  hasonlitanak a  ndvényi
kloroplasztiszokra, lipidjeik zsirsavoldallancainak telitettségi fokaban azonban jelentés
eltérést mutatnak.

A Car-pigmentek részt vesznek a fénybegyijté folyamatokban (Stamatakis et al.,
2014) ¢és a PSII fotoszintetikus komplexek Osszeszerelésében (Sozer et al., 2011);
membran struktirdkat moduldlnak ¢és védik azokat a kiilonb6zd kornyezeti
stresszfaktoroktol (Domonkos et al., 2009). Ezen kiviil a PSII dimerizaciojahoz és a PSI
trimerizacidjahoz van sziikség rajuk Synechocystis-ben (Toth et al., 2015). A karotinok
mellett egy bizonyos szintig megemelkedett hdmérséklet is stabilizalni tudja a PSI trimert
(Klodawska et al., 2015).

A glicerolipidek és a Car-ok egyiittes jelenléte megfigyelheté a PSI és a PSII
struktaralis- illetve funkcionalis szempontbol jelentds helyein. A glicerolipidek és a Car-
ok meghatarozo szerepet toltenek be ezekben a pigment protein komplexekben (Sozer et
al., 2011). Ennélfogva a lipid-karotinoid-protein interakciok vizsgalata fotoszintetikus
membranokban egy igéretes kutatasi terlilet. Ezen kolcsonhatasok tanulmanyozasa
szempontjabol a kovetkezd kérdések vizsgalatat tliztem ki célul:

1: Milyen hatast gyakorol a Car- és/vagy lipidhiany a Synechocystis sejtek

2: Hogyan valtozik a Synechocystis torzsek (WT, RO, AD és ROAD)
hémérsékleti stresszhez vald alkalmazkodasa a lipid-karotinoid kooperaci6 altal?

2.1: Milyen egyiittes és egyedi stessz enyhit6 hatasuk van a xantofilloknak
€s a tobbszorosen telitetlen zsirsavaknak?

3: Okozhat-e¢ a szerkezeti valtozasokat xantofillok és/vagy lipidek hianya a
fotoszintetikus komplexekben?

3.1: Hogyan valtozik a PSI oligomerek hdstabilitdsa az egyes torzsekben?
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4: Hogyan kiilonbozik a PSI oligomerek aranya harom kiilonboz6 (1 egysejtes, 2
fonalas) cianobaktériumban — Synechocystis-, Anabaena- és Spirulina-ban?

4.1: Az altalunk valaszott non-invaziv technikdk (CD- és

mélyhdmérsékleti fluoreszcencia emisszios spektroszkopia) koziil melyik alkalmasabb a

PSI-ben bekovetkezo strukturalis valtozasok nyomonkovetésére?
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4. Kisérleti anyagok és modszerek

4.1. A felhasznalt cianobaktérium torzsek nevelési koriilményei

4.1.1. Synechocystis torzsek és nevelési koriilményeik

A vad tipuson (WT) kivil a kovetkez6 Synechocystis sp. PCC6803
(Synechocystis) torzseket hasznaltam fel: RO, AD, ROAD, RO/psaLl, Psal. és RO/psaL.
Az RO mutansban (Téth et al., 2015) a crtR és a crtO gének inaktivalt allapotban vannak,
ezért ezek nem tartalmaznak xantofillokat. Az AD mutans sejtvonal (Tasaka et al., 1996)
esetében a desA és a desD gének miikodésképtelenek, igy ezek a sejtek nem tartalmaznak
tobbszorosen telitetlen lipideket. A Psal. mutansban (Klodawska et al., 2015) az
inaktivalodott psaL gén miatt a PsalL fehérje hidnyzik, ennélfogva ezek a sejtek nem
képeznek PSI trimereket, csak PSI monomereket. Az RO/psal. mutansban az RO és a
PsalL mutans egyiittes jellegzetességei érvényesiilnek (Zakar et al., 2018).

A WT-t és mutans torzseket fotoautotrofikusan, BG11 médiumban (Allen, 1968)
neveltem, mely 5 mM HEPES-NaOH (pH 7.5) is tartalmazott. A sejteket 30 ° C-on,
folyamatos 40 umol - m 2 s ! intenzitasi megvilagitas mellett, fehér fényben neveltem.
A kultarak levegdztetését allandd razatassal biztositottam (korkorods razo, 100 rpm). A
mutdns vonalakat a kdvetkezd antibiotikumok jelenlétében neveltem fel: RO (40 pug ml?
kanamicin és spektinomicin), AD (40 pug ml? kanamicin és 10 pg ml? kléramfenikol),
ROAD (40 pg ml™? kanamicin és spektinomicin, 10 ug ml? kléramfenikol és 30 pg ml™
eritromicin), PsaL (40 pug ml! kanamicin és spektinomicin), RO/psaL (40 pg ml™
kanamicin és spektinomicin, 30 ug ml™ eritromicin). Az AD és RO mutansok haszndlatat
N. Murata(National Institute for Basic Biology, Okazaki, Aichi, Japan) és K. Masamoto

(Kumamoto University, Japan) tették lehetdvé szamunkra.

4.1.2. Anabaena sp. PCC7120 torzs nevelési koriilményei

Kizarolag VC-k nevelése érdekében az Anabaena sp. PCC7120 (Anabaena)

nevelési koriilményei megegyeztek a Synechocystis WT nevelési koriilményeivel.

4.1.3. A Spirulina platensis torzsek nevelési koriilményei

A Spirulina platensis WT-t és y-linolénsav mentes mutansat, az 122-t az an. ATCC
Medium 1679 (SOT) médiumban (Ogawa és Terui, 1970) (ph 9.0) neveltem fel. A
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nevelés minden mas paramétere teljesen megegyezik a Synechocystis WT nevelési

koriilményeivel.
4.2. Mutansok létrehozasa, a sejtek transzformacioja

4.2.1. Az ROAD mutans létrehozasa

Az RO mutans ugy jott lérte, hogy kanamicin és spectinomicin kazettdkat
helyeztek a crtR és crtO gének kodolorégiodiba. Az ROAD mutans eldallitasahoz a desA
és desD gének kodolorégioit PCR segitségével amplifikaltak fel. A desA gén Hindlll
helyén egy eritromicin kazettat helyeztek be, az Mscl helyén viszont egy kloramfenikol
rezisztencia gén akadalyozza miikodését. Ezeket a DNS konstrukcidkat alkalmaztuk az

crer

igazoltuk (Zakar et al., 2017).

4.2.2. Az RO/psaL. mutans létrehozasa

crer

kazettaval helyettesitették azt (Prentki és Krisch, 1984, Klodawska et al., 2015). Ezt a
konstrukciot alkalmaztuk a Synechocystis RO mutéans sejtjeinek transzformalasara. A

transzformansokat fotoautotrof nevelési koriilmények kozott szelektaltuk novekvo

cre

crer

4.3. A homérsékleti stresszre adott valasz nyomonkovetésének kisérleti terve

A Synechocystis WT valamint az RO, AD és ROAD mutans térzsek hémérsékleti
stresszvalaszainak kovetése érdekében a kultarakat 25, 30 és 35°C-on neveltem. A
hémérsékleti stresszkezelések idétartama harom nap volt. Ezt az idintervallumot a 25°C-
on rendkiviil fényérzékeny AD és ROAD sejtek miatt valasztottam ki. A WT sejtek
esetében az optimalis nevelési hdmérséklet 30°C (Tasaka et al., 1996). A 25°C és a 35°C
hémérsékleteket a mérsékelten alacsony (MA) és mérsékelten magas (MM) hémérsékleti

értékeknek tekintettem az optimalis hdmérséklethez képest.

4.4. Elektronmikroszkopia analizis

A transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalatokhoz az 0sszegyjtott
sejteket 1%-os paraformaldehidben és szintén 1%-os glutaraldehidben rogzitettiik 4 dran

at 4°C. A tovabbi rogzitést 1%-0s ozmium-tetroxid segitségével értiik el. A mintakat a
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agyaztuk. A polimerizaciot kovetéen ultravékony, 85-90 nm vastag szeleteket vagtunk a
Reichert Ultracut E ultramikrotom (Leica, Wetzlar, Germany) hasznélataval. A szokéasos
eljaras szerint az elkésziilt metszeteket uranil-acetattal és 6lom-citrattal kezeltiik. A kész
mintat Zeiss EM 902 elektronmikroszkoppal (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag)
vizsgaltuk meg.

A pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) kisérletekhez a sejteket poli-L-lizinnel
bevont polikarbonat szlir6n sziirtiik le, majd 2,5%-os glutaraldehidben fixaltuk 4 o6ran at
illetve 1%-0s ozmium-tetroxidban utérdgzitettik. A mintakat a ndvekvd
etanolkoncentraciok vizes oldataiban dehidrataltuk, ezutan kritikus ponton szaritottuk,
majd a Quorum Q150T ES miiszer segitségével felsziniikre 10 nm aranyat rétegeltiink és
a JEOL JSM-7100F/LV pasztazdé elektronmikroszkdéppal —megfigyeltik. A
sejttérfogatokat a gomb alaku sejtek atmérdjének meghatarozasaval szamitottuk ki. A WT

sejtek térfogatat 100%-nak vettiik.

4.5. Lipid analizis

A teljes lipidtartalmat intakt cianobaktérium sejtekbdl extrahaltuk Welti és mtsai
(Welti et al., 2002) moédszerével, amit némileg modositottunk. A felnevelt sejteket
(OD750=50) lecentrifugaltuk és 2 ml elomelegitett, 0,01% butilezett hidroxi-toluolt is
tartalmazd izopropanolba helyeztikk Oket és 20 percig 70°C-on inkubaltuk annak
érdekében, hogy megvéd;jiik a lipideket a foszfolipaz aktivitastol. Ezutan kombinalt lipid
extrakciot végeztiink. Az izopropanollal torténd inkubalds utan 1 ml kloroformot és 0,3
ml vizet adtunk hozza. A csoveket egy Oran keresztiil szobahdmérsékleten razattuk, amit
a lipid extraktumot tartalmazé kloroform fazis eltavolitasa kovetett. Az extrahalasi [épést
egyszer ismételtiik 3 ml kloroform/metanol 2:1 aranyt, 0,01%-nyi butilezett hidroxi-
toluolt is tartalmazo elegyével, amit egy 6ran keresztiil kevertettiink szobahdmérsékleten.
A megmaradt sejttormeléket szlir6papirra helyeztiik majd egy teljes ¢jszakan at 105°C-
on melegitettilk és a tomegét lemértiik. A szaritott, extrahdlt sejtek tOmege a
cianobaktérium sejtek un. ,,szaraz tomege”. A szaraz tomegek 5 és 14mg kozotti értékeket
mutattak. A kombindlt lipidkivonatokat egyszer 1,5ml kloroformmal és 1M kalium-
kloriddal, majd egyszer pedig vizzel mostuk at. Az olddszert nitrogéngazzal leparoltuk és
a lipidkivonatot feloldottuk 0,5ml kloroform/metanol 2:1 aranyu elegyében, ezt kovetéen
-80°C-on taroltuk. Miel6tt a szarazjégen 1évo mintakat elszallittattuk volna, az oldoszert

lepéaroltuk és a csoveket nitrogénnel toltottiik fel. Az 6sszes lipidkivonat lipidomikai
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analizisét a Kansas Lipidomics Kutatokozpont Analitikai Laboratoriumaban végeztettiik
el, tandem MS-alapii modszerrel
(lasd: https://www.kstate.edu/lipid/analytical_laboratory/lipid_profiling/index.html).
Ismert mennyiségli belsé ,,standard” alkalmazasaval a lipidek mennyiségét
normalizalt jel/mg szaraz tomegre szadmoltuk. A normalizalt jel/mg szdraz tomeg
kiszamitasa lehetévé teszi egyes vegyiiletek 0sszehasonlitsasat a mintak kozott, viszont
nem biztos, hogy pontosan jelezné a vegyiiletek relativ mennyiségét a mintaban. A
kiilonboz6 lipid-osztalyok kettds kotés indexeit is hasonloképpen szamitottuk ki (Falcone
et al., 2004) a kovetkezO egyenlet segitségével: [X ( a normalizalt jelintenzitas %-0S
aranya / lipid fajtak tdomege mg-ban x a kett6s kotések szamaval) ]/100. A normalizalt
jelintenzitas %-os aranya / lipid fajtdk tomege mg-ban harom fliggetlen bioldgiai ismétlés

atlaga.
4.6. A sejtsiiruség és a pigmentosszetétel meghatarozasa

A kultarak sejtstiriiségét OD7s0 mérés soran hataroztam meg egy Shimadzu UV-
1601 spektrofotométer segitségével. A Chl-koncentraciot 665 nm-es abszorbancia
értéknél mértem, 90% metanolt tartalmazo extraktumokat hasznalva. Az A665-0s értéket
78,74 extinkcios egylitthatoval szoroztam meg (Meeks és Castenholz, 1971) a Chl a (ug
nagy hatékonysagu folyadékkromatograf (HPLC) rendszerrel analizaltuk. A Vajravel és
mtsai (Vajravel et al., 2016) altal leirt pigment kivonasi és elvalasztasi modszert
alkalmaztuk. A Car szarmazékokat mind abszopciés, mind retencids idejiikk alapjan
a Lambert-Beer egyenlete alapjan szamitottuk ki 440nm-—nél meghatarozott extinkcios

koefficiensik alkalmazasaval.
4.7. Tilakoid membranok izolalasa

4.7.1. Nativ poliakrilamid gélelektroforézis kisérletekhez

Membranpreparalashoz az izolald pufferben [10 mM CaClz, 10 mM MgClz2, 20%
glicerin, 25mM MES / NaOH, pH = 6,5 (Dobakova et al., 2009)] 1év6 sejteket 106pum —
es cirkonium / szilicium-dioxid gyongyokkel tartam fel Mini-Beadbeater (Biospec, USA)
hasznéalataval. A membrankomplexek analiziséhez az izoldlt membranokat, melyek
koriilbeliill 4 pg Chl-a mennyiségnek feleltek meg, 1%-o0s (m/V) n-dodecil-P-D-

maltoziddal szolubilizaltam majd 4-14% (m/V) poliakrilamid linearis gradiens gélen
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valasztottam el Komenda és mtsai modszere alapjan (Komenda et al., 2012). A
katodpuffer 0,05% natrium—deoxikolatot ¢és 0,02% n-dodecil-p-D-maltozidot
tartalmazott.

4.7.2. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia mérésekhez

A sejteket centrifugalassal Osszegytjtottem (3000 x g, 10 perc,
szobahdmérséklet), majd izolalo pufferben (10 mM CaClz, 10 mM MgClz, 25% glicerin,
1 mM PMSF, 256mM MES / NaOH, pH = 6,5), < 106 um-es iiveggyongyok
hozzaadasaval Mini-Beadbeater (Biospec, USA) homogenizator segitségével feltartam.
A sejttormelék €és az liveggyongyok eltavolitasa érdekében a homogenizalt mintat
lecentrifugaltam (3000 x g, 10 perc, 4 °C). A feliiluszoban taldlhato TM-okat tovabbi
centrifugalassal (40000 x g, 30 perc, 4 °C) gyljtottem Ossze. A feliiliszo eltavolitasa utdn
a kapott pelletet az izolalo pufferben oldottam fel (Komenda és Barber, 1995).

4.8. Trimerikus és monomerikus PSI frakcionalasa

A PSI pigment-fehérje komplexek monomerjeit és trimerjeit Domonkos és mtsai
(Domonkos et al., 2004) altal kidolgozott modszer szerint, egy, UV-abszorpcid- és
vezetoképesség detektorral ellatott Pharmacia ioncserélé MonoQ folyadékkromatograffal
(FPLC) valasztottuk szét. A TM-frakciokat intakt sejtekbdl izolaltuk, majd n-dodecil-p-
D- maltoziddal szolubilizaltuk annak érdekében, hogy megkapjuk a pigment-fehérje
komplexek frakciojat. Ezeket MonoQ HR 5/5 oszlopra (Amersham-Pharmacia Biotech)
sztrtiik és toltottiik. A mintakat 5-200 mM MgSOas nemlineéris gradiens haszndlataval
elualtuk 0,4 ml min™ 4ramlasi sebességgel (Rogner et al., 1990). Az elnyelést 280 nm-
en mértiik. A PSI monomerek és trimerek frakcioit a Domonkos és mtsai (Domonkos et

al., 2004) altal kidolgozott modszer alapjan azonositottuk.

4.9. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia mérések

A CD spektrumok rogzitéséhez hasznalt eszk6zok és paraméterek: J815 (Jasco)
dikrograf Peltier modullal, 350-800 nm-es hulldmhossztartomany, szobahdmérséklet és
58°C, 5 nm-es savszélesség, 1 nm-es felbontas, 500 nm min™ pasztazasi sebesség és 1
sec. integracios idé. A mintdk Chl tartalmat 15 mg ml™ értékre allitottam, majd a mintakat
egy 1 cm-es optikai uthosszal rendelkez6 QUARTZ SUPRASIL (Hellma) kiivettdba

helyezve mértem meg. A CD spektrumokat a 680nm-re normalizaltam.
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A hoéfiiggdség korrelaciohoz minden mintat 10 cikluson keresztiil (10 perc), 58°C-

on mértem meg. Adatokat 515 nm-nél gyijtéttem ki, ami a CD spektrum PSI

crer

4.10. Mélyhémérsékletii fluoreszcencia emisszios spektroszkopia mérések

A mélyhdmérsékletli fluoreszcencia emisszids spektrumokat folyékony
nitrogénes kriosztattal felszerelt Fluorolog-3 (Jobin Yvon-Spex Instrument S.A., Inc.,
Franciaorszag) spektrofluoriméterrel mértem meg. A mérések elétt 2 ug Chl tartalma
sejtmennyiséget egy korong alaki Whatman GF / C szlrdépapir (25 mm atmérdji)
feliiletére sziirtem, 5 percig sotétben adaptaltam majd folyékony nitrogénbe martva
lefagyasztottam. A sejteket 436 nm-en gerjesztettem, az Gsszegyiijtott spektrumokat a
fotosokszorozo érzékenységére korrigaltam és a maximalis fluoreszcencia intenzitasra
normalizaltam (Vajravel et al., 2017). Minden spektrumot harom fiiggetlen mérés
atlagolasaval kaptam. Mindegyik spektrumhoz hdrom-harom technikai ismétléssel

rendelkezd bioldgiai mintat atlagoltam.
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5.Eredmények

5.1. Lipid-karotinoid kooperacios kisérletek

5.1.1. Cianobakteridlis sejtmorfologia vizsgalata elektronmikroszképia analizis
segitségével
A lipid és Car Osszetétel valtozasanak sejtmorfologiara gyakorolt hatasat TEM

hasznalataval tanulmanyoztuk. Nem észleltiink jelentés morfologiai kiilonbségeket a

25° C, 30° C, illetve a 35° C-on nevelt sejtek kozott. Az 1.A abra a WT és a mutans

crer

nyilvanvalé morfologiai valtozasokat a WT-hoz képest.

WT RO AD ROAD

1. abra: 25° C-on nevelt Synechocystis vad tipusu (WT), RO, AD és ROAD sejtek
elektromikrografjai. (A), a vékony metszetek TEM mikrografjai. A fehér nyilak a TM-
parokat jelzik; a fekete nyil a cianobakteridlis kiiltakard (envelope) S-rétegét mutatja.

Lépték: 300 nm. (B), SEM képek, 1épték: 1 um.

Minden vizsgalt torzs sejtjei 2-8 par tilakoidot tartalmaznak, melyek
parhuzamosan futnak a CM-mal. A TM-ok szervezddése szintén hasonlé az egyes
vonalaknal, bar, 50 sejtmérés alapjan az AD ugy tiinik, kevesebb TM-part tartalmaz, mint
a WT. Az elektronmikroszképos képeken megfigyelhetd, hogy az RO ¢és az ROAD
torzseknél az S-réteg (1.A abra fekete nyil) nem volt kimutathato.

SEM-et hasznaltunk a WT és a mutans sejtek alakjanak osszehasonlitisara (1.B

abra). Az RO és az ROAD sejtek feliilete simabb volt, mint a WT ¢és az AD sejteké. Az
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50 nem oszt6dé WT, RO, AD és ROAD sejtek atmérdje 1.26+0.09 (WT), 1.30+0.08
(RO), 1.37£0.09 (AD) és 1.30+0.07 (ROAD) um volt. Ennek megfeleléen a térfogatokat
100% (WT), 111% (RO), 128% (AD) és 110% (ROAD) értékben szamoltuk ki, jelezve a

sejtek méretbeli kiilonbségeit.

5.1.2 Membran lipid 6sszetétel analizise tomegspektrometrias modszerekkel

Az egész sejtek lipid Osszetételét lipidomikai megkozelitéssel tanulmanyoztuk.
Az alkalmazott tandem tomegspektrometrids modszer lehetové tette a tobbszordsen
telitetlen lipidek és xantofillok hianya miatt a membran lipid dsszetételben bekdvetkezo
valtozasok nyomonkdvetését. A Car- és a lipid hiany mellett a hdmérsékleti stressz

hatésait is vizsgaltuk.

5.1.2.1. Valtozasok a lipid-osztaly eloszlasban

A 2. abraban Osszehasonlitom a galaktolipidek (MGDG. DGDG, SQDG) és
foszfolipidek (PG) eloszlasat WT-ban, valamint a kiilonb6zé homérsékleten nevelt RO,
AD ¢és ROAD sejtekben.

A normal hdmérsékleten (30° C-on) nevelt WT sejtekben a négy {6 lipid-osztaly
molszazalékos eloszlasa hasonld volt a kordbban publikalt eredményekhez (Plohnke ¢és
mtsai, 2015). Bar a WT és mutans vonalakban az MGDG volt a legelterjedtebb lipid-
osztaly, észrevehetd kiilonbségek voltak ennek a molekuldnak az eloszlasaban a Car és
lipid mutansokban, valamint a kiilonb6z6 homérsékleten nevelt sejtekben (2. abra).
30° C-os nevelési koriilmények kozott az MGDG szintje jelentGsen csokkent a
mutansokban a WT-sal dsszehasonlitva, mig ez a szint az RO mutansban jelentdsen, az
AD és ROAD torzsekben viszont mérsékelten novekedett (2.B abra). A normal
novekedési homérséklethez képest az MGDG szazalékos ardnya tovabb csokkent a
25° C-on, illetve a 35° C-on nevelt WT sejtekben. Az AD és ROAD sejtekben az MGDG
tartalom csokkenése jelentsebb volt, mint a WT-ban (2.A és C abra).

30° C-on a mutansok SQDG szintje hasonld volt a WT értékéhez (2.B abra).
Viszont, ha 25° C-os stressznek tettiik ki 6ket, az AD és ROAD torzsek SQDG szintje a
kétszeresére nétt a normal nevelési hémérséklethez képest (2.A és C abra). Erdekes
moddon, az RO torzsre jellemz6é xantofill hidny nem véltoztatta meg az SQDG és PG
tartalmakat normal hémérsékleten. Azonban a tobbszorosen telitetlen lipidek hianya az

AD ¢és az ROAD muténsokban koriilbeliil kétszer magasabb PG szintet eredményezett,
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mint a WT-ban azonos hémérsékleten (2.B abra). Ez a névekedés fokozodott, amikor az

AD és ROAD sejteket 25° C-on és 35° C-on neveltem (2.A és C abra).
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2. abra: Lipid-osztaly eloszlasa 25° C-on (A), 30° C-on (B) és 35° C-on nevelt
Synechocystis vad-tipusa (WT), RO, AD és ROAD sejtekben. Az abrazolt adatok

harom fiiggetlen biologiai ismétlésbdl szamitott atlag+szoras értékekeibdl szarmaznak.
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A lipid-osztaly eloszlas jelentds megvaltozasa a mutaciok vagy a hémérsékleti
stressz kovetkeztében 1ényeges valtozasokkal jart az NKK/KK lipid aranyokban. Az 1.
tablazat a WT és a mutans sejtek NKK/KK lipid aranyat mutatja 25° C, 30° C és 35° C-

on.

1. tablazat: A Nem kettosréteg képzo (NKK) illetve a kettosréteg képzo
(KK) képzé lipid aranyok Synechocystis vad tipusban (WT) és annak
kiilonb6z6 mutansaiban (RO, AD és ROAD) 25°C, 30°C és 35°C-on

nevelve.

HOmérséklet Cianobakterialis torzsek, NKK/KK lipid arany £SD

WT(M) +SD RO £sD AD+sD  ROAD +SD
25 1,89 +0,26 1,72 +0,09 1,30 +0,14 1,48 +0,11
30 3,33 +0,39 1,99+0,18 2,17 0,77 1,95 +0,12
35 2,35 £0,34 1,86+0,15 1,65+0,11 1,80 +0,30

Az SD értékeket harom fiiggetlen bioldgiai ismétlésbol szamitottuk ki. A

fobb kiilonbségeket félkovér betiitipussal jelezve jelenitettem meg.

A normdl hoémeérsékleten nevelt mutansokban a NKK/KK ardny jelentos
csokkenését figyeltiik meg a WT-sal Osszehasonlitva. Az MA hémérséklet (25° C)
kezelés az NKK/KK arany csokkenését eredményezte még a WT sejtekben is, szemben
a 30° C-os értékkel. MA homérsékleten csak az RO torzs NKK/KK lipid aranya maradt
valtozatlan. Az AD ¢és az ROAD mutdnsokban azonban az MA hdémérsékleten
bekovetkez6 lipid aranyok csokkenése nagyobb volt, mint a WT-ban. Az MM
hémérsékletnek (35° C) elenyészébb hatasa volt a WT NKK/KK aranyara, mint az MA
homérsékletnek. Mind a xantofill, mind a tobbszordsen telitetlen lipid mutansok
csokkentett NKK/KK lipid aranyt mutattak 35° C-on a WT-hoz képest ugyanazon a
hémérsékleten. Ugy tiinik, hogy az MA és az MM hémérséklet hatassal van a NKK/KK
lipid ardnyokra.

5.1.2.2. A lipidek osszetételében bekovetkezé valtozasok

A tandem MS lehetové tette a fent emlitett lipidosztalyok egyes lipidfajtainak

azonositasat és relativ mennyiségi meghatarozasat a teljes acil-lanc hossz és az Gsszes
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kettos kotés szintjén. A 3. dbra az MGDG, a DGDG, az SQDG és a PG fajlagos eloszlasat

szemlélteti a 30° C-on nevelt WT és a mutans torzsek esetében.
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Lipid fajtak (6sszes szénatom:0sszes kettds kotés)

3. abra: A 30° C-on nevelt Synechocystis vad tipusia (WT) és a mutansok (RO, AD,
ROAD) zsirsavtartalma. (A) MGDG, (B) DGDG, (C) SQDG és (D) PG lipid fajtak. Az

elsé szamok jelolik az 0sszes szénatomszamot, mig a masodik szam az Osszes kettds

kotések szamat jeloli. Az abrazolt adatok harom fiiggetlen bioldgiai ismétlésbdl szamitott

atlag+szoras értékekeibdl szarmaznak.
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A deszaturdzok (desA és desD) hidnya miatt az AD és az ROAD sejtek eltérd
lipid-fajta mintazattal rendelkeznek, a WT-hoz és az RO-hoz viszonyitva. Maga a Car
mutacio is valtozasokat eredményez, foként a kiilonbozo lipidfajtak eloszlasaban, de ez
szignifikansan nem valtoztatta meg a lipidek telitetlenségi szintjét. Meghataroztuk a
lipidfajtak zsir-acil 0sszetételét is. A zsirsavak sn-1 €s sn-2 pozicioi nem ismertek, ezeket
az acil-transzferazok mar ismert tulajdonsagai alapjan becsiilték meg, melyek az sn-2
esetében 16-lancu zsirsavakat, mig az sn-1 pozicidban 18C-zsirsavakat észteresitenek
(Murata et al., 1992).

A lipidosztalyok koziil az MGDG ¢és a DGDG mutatta a legnagyobb
valtozatossagot (3.A és B abra). A WT sejtekben a legelterjedtebb MGDG fajtak
tobbszorosen telitetlenek voltak, mint a 34:3, 34:4 (3.A abra). Ez 6sszhangban van a
Plonke et al. 2015 cikkben talalhaté eredményekkel. Az RO mutans hasonld
eredményeket mutatott, mint a WT, de kisebb aranyban (34:3). A tobbszordsen telitetlen
MGDG fajtakat (36:6, 36:5, 36:4, 36:3) tartalmazé hosszabb zsirsavlancok aranya RO-
ban magasabb volt, mint a WT-ban, ahogy azt a 3.A abra is szemlélteti. Az AD és ROAD
torzsek a deszaturdzok inaktivalodasa miatt nem tartalmaznak tobbszorose telitetlen
fajtakat. Varakozasunknak megfelel6en, ezekben a mutansokban az egyszeresen telitetlen
lipid fajta, a 34:1 aranya dramai mértékben megemelkedett (3.A dbra). Erdekes modon
az MGDG 36:2 szint az ROAD sejtekben szignifikdnsan magasabb, mint az AD
mutansban, mig a WT és az RO sejtekben csak nyomokban talalhato meg (3.A abra).

A WT és a mutans térzsek DGDG molekularis fajtait a 3.B abra szemlélteti. Ezek
ugyanolyan mintdzatot mutatnak a fajtak tekintetében, mint az MGDG esetében (DGDG
34:2 csokkenés és 34:2 novekedés). A C36-os tobbszordsen telitetlen lipid fajtak szintje
észrevehetden nétt az RO mutansban a WT-hoz viszonyitva.

Az SQDG és a PG szintek (3.C és D abra) a fent emlitett MGDG és DGDG
szintek Osszehasonlitdsa sordn jelentds kiilonbségekre lettiink figyelmesek. A hossza
szénlancu fajtak (C36) teljesen hianyoznak, valamint a tobbszordsen telitetlenség szintje
a C34 fajtaknal (34:3) drasztikusan lecsokkent. Amint az a 3.C abran lathato, 0j, rovidebb
zsirsavlanc tartalmi SQDG fajtdk (32:0 és 32:1) jelentek meg a WT-ban és az 0sszes
mutans torzsben. A xantofillok hianya miatt azonban kevesebb C32:0 volt jelen az RO ¢€s
az ROAD sejtekben, mint a WT-ban és az AD-ban. Tovabba, nagy mennyiségben

megtalalhato fajta volt az SQDG 34:1, melyet minden vizsgalt térzsben kimutattunk, az
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SQDG 34:2-es azonban csak a WT-ban és RO-ban volt észlelheté. Az RO, AD és ROAD
torzsekben a 34:1 aranya magasabb volt a WT-hoz viszonyitva. Ezen vizsgalatok soran
felhasznalt torzsek koziil az ROAD torzsben volt a legmagasabb az SQDG 34:1 aranya.

A korabbi kisérletekkel 6sszhangban (Plohnke et al., 2015) a WT sejtekben a 34:1
és a 34:2 voltak a legelterjedtebb PG fajtak (3.D abra). Az RO mutans a WT-hoz hasonl6
lipidfajta eloszlast mutatott, esetében a 34:2 PG fajtak dominalnak. Ezzel szemben az AD
¢s ROAD mutansok esetében a 34:1 volt a dominans PG fajta.

Az MA és MM hoémérsékleten nevelt torzsek mindegyike hasonld lipid fajta-
eloszlast mutatott, mint amilyet a 30° C-on nevelt torzseknél lathattunk (Zakar et al.,
2017). Csak minimalis kiilonbség figyelheté meg, els6sorban az SQDG és a PG fajtak
szintjén.

25° C-on az egyszeresen telitetlen SQDG (32:1) tartalom drasztikusan nott
valamennyi torzsben (Zakar et al., 2017), szemben a 30° C-on nevelt torzsekkel (3.C
abra). A magasabb novekedési homérséklet az SQDG 32:1 lipidfajtak mennyiségének
nagymértékii novekedését is okozta, elsdsorban az RO, AD és ROAD torzsekben (Zakar
et al., 2017) (3.C abra). MA homérsékleten az SQDG 34:3 és a PG 34:3 tartalom
drasztikusan megndvekedett a WT és RO sejtekben (3.C és D abra), mikozben MM
hémérsékleten ezek a lipidfajtak szinte teljesen eltiintek (Zakar et al., 2017).

Erdekes modon a 32:1 PG mennyisége kevésbé csokkent a MA és a MM
hémérsékleten nevelt torzsekben. A WT- és RO vonalakban tovabbra is a 34:2 volt a
legmeghatarozobb PG fajta, mig az AD és ROAD vonalak esetében a 34:1-es PG volt a
legelterjedtebb (Zakar et al., 2017) ugyantgy, mint a normal névekedési hémérsékleten
nevelt sejteknél.

Miutan meghataroztuk a lipidosztalyok fajlagos eloszlasat WT- és a mutans
vonalakban kiilonb6z6 homérsékleten, kivancsiak voltunk arra, hogy a xantofillok
és/vagy a hémérsékleti stressz eliminalasa befolyasolhatja-e a membranokban 1év6 teljes
telitettségi szintet. Amennyiben igen, meg akartuk hatarozni a kiilonb6z6 lipidosztalyok
aranyos hozzajarulasat a teljes membrantelitettségi szinthez. Ezért kiszamitottuk a 25° C,
30° C és 35° C hémérsékleten nevelt WT- és mutans torzsekben talalhatd kiilonb6zo
lipidosztalyok kett6s kotésindexeit (2. tablazat). A 3. abran megfigyelhetd kett6s kotés
indexeket a normalizalt jel/mg molekula fajta szaraz tomegének szdzalé¢kos aranya
segitségével szamitottuk ki. A 2. tablazat a WT és mutans sejtek kettds kotés indexei

kozott jelentds eltéréseket mutat.

45



2. tablazat: A kiilonbo6z6 lipidosztalyokhoz és az osszes lipidekhez tartozo
lipidek kettés kotés indexei Synechocystis vad tipusu (WT) és Kkiilonbozé
homérsékleten nevelt mutans (RO, AD és ROAD) torzsekben.

Cianobakterialis torzsek, a lipid fajtak

Lipid osztaly = Hémérséklet kettos kotés indexei
WT RO AD ROAD
25 3,09 3,08 1,14 1,14
MGDG 30 2,91 2,94 1,09 1,19
35 2,79 2,71 1,09 1,14
25 2,99 3,05 1,15 1,15
DGDG 30 2,76 2,99 1,11 1,18
35 2,73 2,76 1,11 1,16
25 0,97 1,55 0,78 0,78
SQDG 30 0,68 1,31 0,48 0,74
35 0,51 1,11 0,48 0,69
25 2,06 2,06 1,00 1,00
PG 30 1,78 1,71 0,95 1,00
35 1,75 1,72 0,95 1,00
25 9,12 9,75 4,07 4,06
Osszes lipid 30 8,13 8,95 3,63 4,10
35 7,78 8,31 3,63 3,99

A kettds kotés indexeket az Kisérleti anyagok és médszerek-cimi fejezetben
leirtak alapjan szamitottuk ki. A fobb kiilonbségeket félkovér betiitipussal

jeloltem.

Ahogy vartuk, a tobbszordsen telitetlen lipidhiany miatt az AD és az ROAD sejtek
kettds kotés mutatoi a WT értékeinek kevesebb, mint felére csokkentek. A WT-hoz képest
az RO torzsben az 0Osszes kettds kotés indexeknek csak enyhe novekedése volt
tapasztalhat6. Ez ugy tlnik, hogy az ebben a mutansban 1évé SQDG fajtak rendkiviil
magas kett6és kotés indexeinek értékeibdl szarmazik. Az AD és ROAD sejtek nem
mutattak érzékelhetd valtozast kettés kotés indexiikben, amikor homérsékleti
stresszhatasnak voltak kitéve. Ezzel szemben az RO-sejtekben ezen értékek tovabbi

novekedése lathatdo MA homérsékleten illetve Kis mértékti csokkenés tapasztalhatd MM
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hémérsékleten. Az SQDG kettds kotési indexének kozel kétszeresét észleltiik a 25° C-on
nevelt RO sejtek esetében (2. tablazat).

5.1.3. AWT és a mutans torzsek karotinoid tartalma

A xantofill- és a tobbszorosen telitetlen lipidhiany kovetkeztében fellép6 Car-
Osszetétel valtozasainak kimutatasara HPLC analizist alkalmaztunk. A 4.A abran a

normal homérsékleten nevelt WT- és mutdns torzsekben azonositott 6 Car-ok 1athatok.
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4. abra: A HPLC-vel analizalt Synechocystis vad tipusa (WT), RO, AD és ROAD
sejtek Car-osszetétele. (A) A vizsgalt torzsek azonosirtott pigmentjeit abrazold
reprezentativ. kormatogramok. Myx (mixoxantofill); Zea (zeaxantin); Dmyx
(deoximixoxantofill); Chl (klorofill); Ech (echinenon); B-kar (B-karotin). (B) A WT és a
mutans sejtek relativ Car-tartalma (mol Car / mol Chl). Az értékeket harom fliggetlen

biologiai reprodukci6 atlag+SD adatai alkotjak.

WT sejtekben a B-kar, a Zea, az Ech és a Myx voltak a legelterjedtebb Car-ok,
alatamasztva a korabbi eredményeket (Domonkos et al., 2009, Kusama et al., 2015, Té6th
etal., 2015). Az AD torzs hasonl6 Car 6sszetételt mutatott a WT-sal. Az RO és az ROAD
sejtek xantofill hianyosak. Ezekben a mutansokban a [-kar volt a dominans Car. A

mutacidé miatt hianyoznak a f6 xantofillok, csak Dmyx, a Myx prekurzora volt jelen. A
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4.B abra a f6 Car tipusok aranyait mutatja. Az 6sszes mutansban nétt a f-kar tartalom a
WT-hoz képest. A ROAD mutans kevesebb Dmyx-et tartalmazott, mint az RO.

Erdekes modon az AD sejtekben a tobbszorosen telitetlen lipidek hidnya
jelentésen megnovelte a Myx és Ech tartalmat. Ez magasabb xantofill / B-karotin aranyt
eredményezett az AD vonalban, Osszehasonlitva a WT-sal (3. tablazat). Ez az arany
tovabb n6 a MA homérsékleti (25° C) stressz soran. A MM hémérséklet (35° C) nem

valtoztatta meg jelentésen az AD sejtek Car aranyait a WT-hoz képest.

3. tablazat: 25°C, 30°C és 35°C-on nevelt Synechocystis vad tipusi
(WT) és a tobbszorosen telitetlen lipid hianyos (AD) mutans xantofill /

B-karotin aranyai.

Hoémérséklet Cianobaktérium torzs, Xantofill/B-karotin £SD
WT £SD AD £SD
25 2,24 £0,12 2,49 £0,06
30 1,8 0,08 2,20 £0,36
35 1,91 +0,17 2,17 £0,13

Az SD értékek 3 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbdl lettek kiszamitva.

Az optimalis, MA ¢és MM homérsékleten nevelt WT- és AD torzsek egyes Car

tartalmait az 5. abra 6sszegzi.
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5. abra: A 25°C-, 30°C- és 35°C-on nevelt Synechocystis vad tipusi (WT) és AD
sejtek egyéni Car-tartalmanak valtozasai. Az értékeket harom fiiggetlen biologiai

reprodukcio atlag+SD adatai alkotjak.
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A WT-hoz képest a Myx, a Zea, az Ech és a B-kar szintjeinek emelkedését
figyeltilk meg az a 25°C-on nevelt AD sejtekben. Ebben a torzsben a MM homérséklet

csak kis mértékben novelte a Myx és Ech szintjeit a WT-hez viszonyitva (5. abra).

5.1.4. Karotinoid és lipid hiany okozta strukturalis valtozasok a fotoszintetikus

apparatusban

A WT-ban és mutans torzsekben 1évé PSI oligomer szintek Osszehasonlitdsa
érdekében nativ poliakrilamid géleletrofotrézist (PAGE) végeztiink (6. abra). Az RO ¢és
ROAD sejtekben a PSI trimerek mennyiségének csokkenését és a PSI monomerek
mennyiségének novekedését figyeltiik meg, mig az AD mutans PSI trimer tartalma
hasonlé volt a WT-¢éhoz. A PSII-PSI szuperkomplexek (RCC-ok) szintje (Beckova et al.,
2017) nem valtozott a mutansokban a WT-hoz képest.

RCCS — -
PS| trimer— W - —

PSI monomer—

pigmentek—
WT RO AD ROAD
6. abra: 30°C-on nevelt Synechocystis vad tipusu — (WT), RO, AD és ROAD sejtekbél
izolalt fotoszintetikus komplexek nativ gélje. A {6 elvalaszott komplexek a kovetkezok:

RCCS (PSI trimer és PSII dimer szuperkomplexe), PSI trimer, PSI monomer.

Azon megfigyelésiink megerdsitésére, hogy xantofill hianyaban a PSI-trimerek
destabilizalddnak, a {6 fotoszintetikus komplexet FPLC segitségével is analizaltuk. A 7.
abra a WT ¢és mutins torzsek pigment-protein komplexeibél nyert FPLC

kromatogramokat mutatja.
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7. abra: A Synechocystis vad tipusi (WT), RO, AD és ROAD FPLC altal kimutatott
fotoszintetikus komplexeinek oligomerjei. A reprezentativ kromatogramok a f6
elvalaszott frakciokat mutatjak, ugy mint: PSI monomerek, PSI + PSII (PSI és PSII
komplexek keveréke), PSII és PSI trimerek.

A WT sejtek hasonld PSI trimer/monomer arannyal rendelkeznek, mint azt mar
korabban lekozolték (Klodawska et al., 2015), viszont a xantofill mutansokban a PSI
trimerek és monomerek szintjeiben szamottevd kiilonbségekre lettem figyelmes,
Osszehasonlitva ezek ardnyat a kordbban nativ PAGE éltal meghatarozottakkal. Az RO
és ROAD sejtek alacsonyabb PSI trimer/monomer aranyt mutattak, szemben az AD
sejtekkel, amik ugyanolyan vagy magasabb trimer/monomer arannyal rendelkeznek, mint
a WT. Ugy tiinik, hogy a PSI trimerek stabilitsa fiigg a fotoszintetikus komplexek
izolalasanak modszereitdl is. Ezért a PSI trimerek és monomerek ardnyat in vivo
cirkularis dikroizmus (CD) analizissel vizsgaltam tovabb. A CD spektrumokat egész

sejteken rogzitettem, igy a PSI trimerek szintjét nativ kornyezetiikben, detergens kezelés
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nélkiil is meg tudtam hatarozni. A 8.A abra a WT- és AD sejtek, valamint az RO- és
ROAD sejtek CD spektrumait mutatja. A PSI monomerek szintjének megjosolasahoz PSI
trimermentes Psal mutans sejteket hasznaltam kontrollként. Azt tapasztaltam, hogy a
tobbszorosen telitetlen lipidhidny Onmagaban nem befolyasolja a PSI trimerek
stabilitasat. A xantofillok hianyaban (RO és ROAD) azonban az 515nm-es csucs
jelentdsen csokkent, ami kevesebb PSI trimer aranyt jelent a monomerhez képest, mint a
WT-ban. Ahogy azt mar korabban le is kozolték (Klodawska et al., 2015), ez a kiilonbség
kisebb volt, mint amit a Psal. mutans esetében tapasztaltam. A PSI komplexek
hostabilitasara vonatkozo informaciok megszerzése érdekében hokezelést végeztem
58°C-on, a Kisérleti anyagok és médszerek-cimii fejezetben leirtak alapjan. A 8.B abra
a PSI trimerek regressziv kinetik4jat mutatja id6é fliggvényében. Az RO és ROAD
sejtekben talalhato PSI trimerek instabilitasa ezen az abran is megnyilvanul, viszont a

WT ¢és az AD PSI trimerek stabilabbnak bizonyultak az RO és az ROAD PSI trimereknél.
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8. abra: A 30°C-on nevelt Synechocystis vad tipusa (WT), RO, AD és ROAD torzsek
CD spektrumai (A) és az 58°C-os hokezelés hatasa az 515 nm-es csucsra WT- és mutans
sejtekben (B).

5.2. PSI oligomerizacié meghatarozasa kiilonb6z6 cianobakterialis fajokban
non-invaziv modszerekkel

5.2.1. PSI oligomerizaci6 nyomonkovetése mélyhomérsékletii fluoreszcencia

emisszios spektroszkopiaval

A PSI trimer in vivo szervezddését kiilonb6zo6 cianobakterialis torzsekben, mint a
Synechocystis, Anabaena és Spirulina, nagy hullamhosszi klorofill (NHK) tartalmuk

alapjan teszteltem. Ezen WT vonalakon kiviil még a xantofill- és PSI trimer hianyos
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(PsaL fehérje mentes) Synechocystis mutanst és a y-linolénsav mentes Spirulina platensis
(I122) mutanst is megvizsgaltam.

A PSI trimerek szervez6dését in vivo spektroszkopias modszerrel vizsgaltam €16
sejtekben és izolalt TM-okban. Annak ellenére, hogy a NHK csak kis mennyiségben jarul
hozza a teljes fényelnyeléshez, a fluoreszcencia tulajdonsagaira gyakorolt hatasuk a PSI
trimer vizsgalata koézben nem elhanyagolhato, tekintve, hogy a pigment-pigment
kolcsonhatasok miatt nagyobb mennyiségben vannak jelen a trimerekben, mint a
monomerekben. A NHK-k tartalma és a PSI trimerekben/monomerekben betdltott
spektralis jellemz0i fajspecifikusak. A kiilonb6z6 cianobaktériumok PSI antennaja 5-
10%-0s NHK-t tartalmaz a 710-750 nm-es elnyelési tartomanyban (Karapetyan et al.,
1999).

A RO/psaL kimutathato csokkenést mutatott a NHK-k mennyiségében a
Synechocystis WT-hoz képest (9. abra), mig a WT és a RO/psaL mutans izolalt
tilakoidjaiban a NHK-k mennyisége csaknem azonos volt. A Spirulina 122-es mutansban
a NHK-k mennyisége csak elhanyagolhaté mennyiségben csokkent a Spirulina WT—hoz
képest. Fontos megemlitenem, hogy a Synechocystis ¢s Anabaena torzsek izolalt
tilakoidjainak NHK tartalma nagy mértékben csokkent a Spirulina torzsekhez képest.
Mindharom faj izolalt TM-jai egyértelmti Chl/PSI cstcs eltolodast és kiilonb6zd, PSI-hez

tartozo fluoreszcencia tuljadonsagokat mutatott.
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9. abra: A Synechocystis vad tipusu (WT), RO/psal, Anabaena, Spirulina WT és 122
mutans sejtek és izolalt tilakoidjaik mélyhémérsékletii fluoreszcencia emisszios

spektrumai.
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5.2.2. PSI oligomerizicio nyomonkovetése CD spektroszkopia segitségével

Kivancsi voltam a PSI szerkezetének eltéréseire kiilonboz6 cianobakterialis
torzsekben. A PSI tetramerek, trimerek és monomerek aranyat intakt sejtekben in vivo
CD spektroszkopiaval vizsgaltam meg. Korabban mar megfigyelték, hogy a PSI
trimernek tipikus ‘“ujjlenyomata” van CD spektrumon, amely a komplexen beliili
specifikus pigment-fehérje kolcsénhatasokon alapul (Klodawska et al., 2015). A CD
spektrumokat mind a teljes, mind az izolalt tilakoidok szintjén rogzitettem. A PSI
oligomereket nativ kornyezetiikben, detergens kezelés nélkiil hataroztam meg. A PSl-hez
tartoz6 CD spektrum csucs maximalis szintje 515 nm koriil talalhato, ezt Chl
abszorpcidval normalizaltam 680 nm-en. A 10.A abra a Synechocystis WT, RO/psaL,
Anabaena, Spirulina WT és 122 sejtek CD spektumat mutatja 30°C-on.
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10. abra: A Synechocystis WT, RO/psaL, Anabaena, Spirulina WT, 122 sejtek (A) és
izolalt tilakoidjaik (C) CD spektroszkopiai analizise. 58°C-(B) és 50°C-os (D)
kezelések hatasa az emlitett cianobakterialis sejtjek és TM-ok 515nm-es savjaira. A f6

csucsok (nyilakkal jel6ltek): PSI trimer/monomer és Fikobiliszoma (PBS) csucs.

Minden mintat egyenlé Chl tartalom szerint készitettem el. A PSI monomerek
mennyiségének elorejelzésére a xantofill és PSI trimer mentes RO/psal. mutans sejteket

hasznaltam. Azt tapasztaltam, hogy a Spirulina WT sejtjeinek volt a legmagasabb 515
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nm-en mért CD intenzitasa, 6sszehasonlitva a tobbi vizsgalt cianobakterialis torzszsel.
Azt feltételezem, hogy a Spirulina WT PSI szerkezete hatékonyabban stabilizalodik és
tobbnyire trimerként van jelen, illetve, a fonalas cianobaktérium spiralis formajanak
koszonhetden egyfajta multi-oligomerizacios jelként detektalodik a CD spektrumon. A y-
linolénsav hianyos Spirulina 122 t6rzs PSI oigomerizacids szintje a RO/psal. szintjéhez
volt hasonl6. Az Anabaena torzs PSI RC-i dimereként és tetramerként is szervezédhetnek
(Watanabe et al., 2014). Ezek a kiilonbségek a CD spektrumon is megnyilvanulnak, mint
emelkedet PSI csucs a Synechocystis WT-hoz képest.

A PSI hostabilitaisainak nyomonkovetéséhez az intakt sejteket 58°C-on
hékezeltem. Az izolalt tilakoidok hoékezelését 50°C-on végeztem, mivel ezek sokkal
érzékenyebbek a magas homérsékletre, mint az egész sejtek. Két féle alapvonalat
alkamaztam, annak megfelel6en, hogy melyik t6rzs, milyen tapoldatban lett felnevelve:
BG-11 médiumot hasznaltam Synechocystis WT, RO/psal. és Anabaena esetében, illeve
SOT-médiumot hasznaltam Spirulina WT és 122 mutansa esetében. A tilakoidokat
részben azért is vizsgaltam meg, hogy elkeriiljem a PBS szétesés soran keletkezd
spektralis zajokat, illetve hogy minden vizsgalt mintdhoz egyféle oldatot (tilakoid
izolacids puffert) hasznalhassak alapvonalként. Igy konnyebb volt sszehasonlitani a
mintak spektrumait.

Az izolalt tilakoid spektrumaiban elhanyagolhat6 kiilonbségeket figyeltem meg
(10.C abra), minden csucs, a csak monomereket tartalmaz6 RO/psaL szintjére csokkent.
A Spirulina WT-bol izolalt tilakoidok spektruma rendelkezett a legnagyobb 515nm-en
mért amplitadoval. Az dsszes vizsgalt torzs koziil az Anabaena izolalt tilakoidjainak volt
a legalacsonyabb amplitadéja 515 nm-en.

Az 10.B és D dbra a PSI trimer/monomer csicsmaximumanak regresszios
kinetikajat mutatja hdmérséklet és inkubacios 1d6 fliggvényében. A leginstabilabbnak az
Anabaena-ban és a Spirulina 122 mutansban talalhat6 PSI oligomerek bizonyultak. A
hokezelés hatasara bekovetkezett legjelentdsebb valtozasokat a Spirulina WT sejtjei és
az azokbol izolalt tilakoidok mutattdk. A GLS-mentes, 122-es muténs izolalt tilakoidjai
mutattak a masodik, magas homérsékletre adott legérzékenyebb valaszt. Az Anabaena
sejtjeinek és izolalt tilakoidjainak 515nm-nél mért értékeit a 10. percben talaltam a

legalacsonyabbnak a tobbi torzshoz viszonyitva.

56



6. Az eredmények megvitatasa

A Car-ok védo funkcidit és a lipid telitetlenség jelentdségét a fotoszintézisben mar
alaposan tanulményoztak, ezen tényezok kooperativ hatasait azonban még nem tisztaztak.
Munkam soran megvizsgaltam a lipidek, Car-ok ¢és a fotoszintetikus apparatus fehérjéi
kozti egyiittmiikodést. Készitettiink egy mutanst, a Synechocystis ROAD-t, amely
xantofill és tobbszordsen telitetlen lipid hidnyos. Ezt a torzset a Synechocystis sejtekben
lejatszodo, biokémiai és fiziologiai folyamatokban részt vevo xantofillok és tobbszorosen
telitetlen lipidek kombinalt hatdsanak tanulmanyozasara hasznaltam fel. Vizsgalataim
soran az RO (csak xantofill hianyos) és AD (csak tobbszordsen telitetlen lipid hianyos)
mutans torzsek referenciaként szolgaltak, segitve az emlitett komplex kooperativ hatasok

értelmezését.

6.1.1. A xantofillok és a tobbszorosen telitetlen lipidek meghatarozzak a sejt-

és membranstrukturakat

A xantofill és a tobbszordsen telitetlen lipidek hianya sejtndvekedést és kisebb
valtozast eredményezett a sejt belsejében 1évé membranszerkezetekben (1. abra).
Erdekes modon a cellularis burokmembranok feliileti rétegei, az S-rétegek (Smarda et al.,
2002) hianyoznak a xantofill hianyos RO és ROAD mutansokban (1.A abra). A
Synechocystis S-rétegbeli fehérjéit egy hemolizin-szerti fehérjeként azonositottak,
amelyet az sl11951 gén kodol (Sakiyama et al., 2006, Trautner és Vermaas, 2013).

Ez egy 158 kD-os glikoprotein, mely Onszervezddésre képes hatszogletii p6-0s
szimmetriaval rendelkez0 racsszerkezet formajaban a sejt koriil, a kiils0 membran
poliszacharidjaival van osszekotve (Smarda et al., 2002). Az S-réteg fehérjéinek
kihorgonyzasat még nem vizsgaltak. Kordbban Mohamed és munkatarsai leirtak az S-
réteg hianyat egy (-karotin-deszaturaz-inaktivalt, ezért Car mentes Synechocystis
mutansban (Mohamed et al., 2005). Az a tény, hogy a RO és ROAD mutansok szintén S-
réteg mentesek, azt az elképzelést tamasztjak ala, hogy a xantofillok képesek lehetnek
megfeleld kornyezetet biztositani az S-réteg fehérjéinek lipopoliszacharidokhoz vald
rogzitéséhez a kiils6 membranban. Ezek a morfologiai eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy mind a tobbszorosen telitetlen lipidek, mind a xantofillok
meghatdroz6 szerepet jatszhatnak a sejt- €s membranstrukturdkban, valamint a

membranba agyazott fehérjék funkcidinak biztositasaban.
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6.1.2. A xantofill- és a tobbszorosen telitetlen lipid hiany lipid atformalédast
indukal

A teljes lipidkivonatok MS-vizsgalata kimutatta, hogy az MGDG a
legelterjedtebb lipid a Synechocystis WT-ban és az Osszes vizsgalt mutansban egyarant.
Ezt koveti masodik leggyakoribb lipidként a DGDG, majd két anionos lipid, az SQDG és
PG. Meglep6 modon az 6sszes mutans relativ MGDG-tartalma 10%-kal csokkent a WT
értékéhez képest. Az MGDG-nek az RO- és ROAD mutansban bekovetkezé csokkenését
az egyéb lipidosztalyok aranyainak novekedése elllenstlyozta. Az RO mutans MGDG
szint csokkenését a DGDG szint novelésével ellensulyozta, mig az AD és az ROAD
esetében nem csak a DGDG, hanem az SQDG és a PG-tartalom is lényegesen
megemelkedett az MGDG veszteségének kompenzalasara (2. abra). A lipidosztaly-
eloszlasban bekdvetkezd valtozasok azt sugalljak, hogy a TM-ok, valaszul a xantofillok
¢s / vagy tobbszordsen telitetlen lipidek hidnydra, kiilonbozéképpen formalodnak ujra.
Az optimalis névekedési homérsékleten megfigyelt Gjraformalodas mellett (2.B abra) a
lipidosztalyok tovabbi finomhangolasa MA és MM hémérsékleten (2.A és C abra)
torténik. Ugy tiinik, hogy ezen koriilmények, kiillonosen az MA hémérséklet, az PG és az
SQDG szintjének emelkedését eredményezték, amely tobbszordsen telitetlen lipidek
hidnyaban donto szerepet jatszhat.

Az MGDG a tilakoid egyetlen NKK-lipidje, ezért az atformalodas jelentds
valtozast eredményezett az NKK/KK lipid aranyokban (1. tablazat). Az ROAD sejtekben
az NKK/KK lipid arany koriilbeliil 60%-ra csokkent a WT-hoz képest. Hasonld NKK/KK
lipid aranyokat lehetett megfigyelni, ha csak a xantofillok vagy a tobbszordsen telitetlen
lipidek hianyoztak. Az AD mutans (WT-hez képest hasonld6 homérsékleten) a NKK-
lipidjeinek 20-25%-0s csokkenésével alkalmazkodik az MA hdémérséklethez. Ezzel
parhuzamosan a KK lipidek szintje észrevehetéen nétt az NKK fajok elvesztésének
ellensulyozasa érdekében. Az ilyen kompenzacidés szabalyozé mechanizmusok
biztositjdk a TM-ok kornyezeti stressz koriilményekre vald alkalmazkodasat. A
tobbszorosen telitetlen lipid- €s xantofill hianyos mutansokban a KK lipidek biztositjak a
membranszerkezet védelmét ¢&s stabilitasat, amelyek a fotoszintetikus funkcidk
fenntartasahoz és stressz-rezisztenciajahoz sziikségesek. Az NKK/KK arany modositasa

a sejtek létfontossagh adaptiv valaszreakcidja. Eredményeink megegyeznek a korabbi
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megfigyelésekkel, miszerint az NKK/KK aranyok a membranfunkcionalitas meghatarozo
elemei (Israelachvili et al., 1980).

Az atformalddas nemcsak a lipidosztalyok szintjén tortént, hanem a lipidfajtak
aranyainak ¢és telitési szintjének finomhangolasaval is (3. abra). A tobbszordsen
telitetlen, hosszu szénlancu MGDG ¢és DGDG fajtak a xantofillok hianyaban kiilonleges
szerepet jatszanak. Magas aranyban jelentek meg ritka zsirsav tartalmu fajtak xantofillok
¢és tobbszordsen telitetlen lipidek hidnydban. Ezek az MGDG ¢és DGDG 36:2 fajtdk
valdsziniileg stressz-lipidként hatnak.

Meglepé modon az Osszes lipid teljes telitettségi szintje nem modosul jelentésen
xantofillok hidnyaban, nem ugy, mint a tobbszorésen telitetlen lipid hidnyos
mutansoknal, melyekben a teljes telitettségi szint a WT 65%-a (Zakar et al., 2017). A
kiilonboz6 lipidosztalyokban a telitettségi szintek Osszehasonlitasa kozben lényeges
kiilonbségeket véltiink felfedezni a xantofill és a tobbszordsen telitetlen lipid mutansok
kozotti lipidtartalom Gjraformalodasi modjaiban. WT sejtekben az SQDG és a PG
telitetlenségi szintje az MGDG és a DGDG értékeivel 6sszehasonlitva mintegy 80%-kal
¢és 40%-kal csokkent (Murata et al., 1992, Plohnke et al., 2015). Ezzel szemben az RO
mutansban az SQDG telitetlenségi szintje koriilbeliil kétszerese a WT szintjének, amig az
AD mutans PG telitetlenségi szintje valtozatlan maradt. Stresszhatdsok esetén PG és
SQDG fajtak emelkedett telitetlenségi szintje donté fontossagiinak bizonyul a sejtek
tulésése szempontjabol.

Az alacsony hdmérséklet a glicerolipidek telitési szintjére gyakorolt hatasat eddig
intenziven tanulmanyoztak, Gigy cianobaktériumokban, mint ndvényekben. Az MA és
MM hoémérsékleten nevelt sejtek vizsgalataval létrejott eredményeink aldtdmasztjak
(Zakar et al., 2017) azt a tényt, hogy nem csak szélsGséges, hanem Kismértéki nevelési
hémérsékletbeli valtozdsok is képesek indukalni a lipid-tartalom atrendezddését,
kiilonosen az SQDG ¢és a PG esetében. Az atformalddas a TM-okat rendkiviil rugalmassa
és a stressz-koriilményekhez alkalmazkodova alakitja. A lipid atformalodas eredményei

azt mutatjak, hogy a lipidek és a Car-ok egyiittmitkddhetnek ebben a folyamatban.

6.1.3 A xantofill- és tobbszorosen telitetlen lipid hiany karotinoid osszetétel

valtozasokat okoz a membranban

A sejtek képesek kompenzalni a reaktiv oxigén szarmazékoktol védo xantofillok
hianyat a B-karotin szintjének novelésével (Kusama et al., 2015). Tobbszorosen telitetlen

lipidek hianyaban az adaptiv valasz soran nemcsak a [-karotin, hanem a xantofillok is
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ujraszervezddtek (4. abra). Nyilvanvald, hogy tobbszordsen telitetlen lipidek hianyaban
a sejtek még az optimalis nevelési hdmérsékleten is érzékenyekké valnak, emiatt novelték
a Myx és Ech tartalmukat.

Hostressznek valo kitétel soran a MA homérséklet erésebb hatast gyakorol a Car
tartalom atrendezodésére, mint a MM hdémérséklet. Az tobbszordsen telitetlen lipid
hidnyos mutansnal az MA hémérséklet nemcsak a Myx és Ech tartalom novekedését
okozta, hanem a Zea felhalmozddasat is (5. abra). Eredményeink altal bizonyitast nyert,

hogy mind a lipidekre, mind a Car-okra egylittesen van sziikség a TM-ban.

6.1.4. Az egyszeresen telitetlen zsirsavak és a xantofillok stabilizaljak a PSI-

trimereket

PAGE és FPLC analizis hasznalataval mutattunk ki (6. és 7. abra). A PSI oligomerek
destabilizacigjat az RO mutansban masok fluoreszcens modszerekkel (Toth et al., 2015)
vizsgaltak. A kiilonboz6 fehérje-pigment komplexek azonositdsahoz hasznalt FPLC
analizis és nativ elektroforézis olyan in vitro technikak, amelyek detergens kezelést
CD spektroszkopiat hasznaltam (8. abra). A Car-indukalt CD-jel lehetové teszi a PSI
monomer ¢s trimer formainak megkiilonboztetését. Ezzel a modszerrel olyan
trimer/monomer aranyt kaptam, amely az in vitro moédszereknél kapott eredményekhez
hasonlonak bizonyult. Eredményeim azt sugalljak, hogy a fotoszintetikus
reakciokozpontok Osszeszereléséhez optimalis kornyezetet biztositanak a xantofillok.
Meglepd médon az AD mutansban minden moddszer (FPLC, nativ PAGE ¢s CD
spektroszkopia) emelkedett PSI trimer tartalmat mutatott. Az AD mutacié novelheti a
sejtek fény- és MA homérséklet érzékenységét, ennélfogva a trimerikus PSI
elényosebbnek bizonyul ilyen stresszkoriilmények kozott. Korabban mar kimutattak,
hogy a lipidek koziil a PG-nek szerepe van a PSI oligomerek kialakulasaban (Domonkos
et al., 2004). A tobbszordsen telitetlen lipidek hianyaban jelenkezé trimerikus PSI
felhalmozodas az egyszeresen- és tobbszordsen telitetlen lipidek térbeli kovetelményei
kozotti  kiilonbséggel magyarazhato. A telitett és egyszeresen telitetlen lipidek
zsirsavlancai egyenesebbek és szorosabbak, mint a tobbszordsen telitetleneké, ezek
zsirsavlanca ugyanis nagyobb térigénnyel rendelkezik. Az ROAD esetében a PSI

monomer szintjének emelkedését észleltem, az RO torzshoz viszonyitva. Ez a lipidek és
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a Car-ok egyiittes szerepét sugallja a PSI trimerek stabilizalodasaban, amelyben a
xantofillok jelentdsebb hatast fejtenek ki a tobbszordsen telitetlen lipidekhez képest.

6.2.1. A mélyhomérsékletii fluoreszcencia emisszios spektroszkopia kivalo

modszer a PSI és PSII tanulmanyozasahoz

Ez a technika azonban alig észrevehet6 kiilonbségeket mutatott a fluoreszcencia
emisszids spektrumokban és szamomra nem szolgaltatott elegendd informaciot a sejtek
PSI szerkezeteiben végbemend valtozasokrol, valamint a trimerek és monomerek

szintjérdl (9. abra) (Zakar et al., 2018).

6.2.2. A CD spektroszkopia kézenfekvé non-invaziv médszer a kiilonbozo

cianobakterialis torzsek PSI oligomerizaciojanak nyomonkovetésére

A tobbszordsen telitetlen lipidek hianya a Spirulina y-linolénsav mentes 122-es
mutansaban PSI monomerizaciot eredményezett. Az 122 egyenes fonal alakja szintén
befolyasolhatta a PSI trimer/monomer CD cstics maximumat. A Spirulina WT PSI RC-
ai lényegesen stabilabbak a tobbi vizsgalt torzshoz képest. Ezzel szemben az Anabaena
PSI stabilitasa minden vizsgalt torzs koziil a leggyengébb (10. abra). Hokezelés hatasara

az Anabaena torzs dimerjei és tetramerjei esnek szét a leggyorsabban (Zakar et al., 2018).
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7. Osszefoglalas

I. A xantofill és a tobbszordsen telitetlen lipidek hianya sejtnovekedést eredményezett az
RO, AD ¢és ROAD sejteknél. Meglepd mddon a cellularis burokmembranok feliileti
rétegei, az S-rétegek hidnyoznak a xantofill hianyos RO és ROAD mutansokban. Ezek a
morfologiai eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy mind a tobbszordsen
telitetlen lipidek, mind a xantofillok meghatarozé szerepet jatszhatnak a sejt- és
membranstruktirak felépitésében, valamint a membranba dgyazott fehérjék funkcidinak

biztositasaban.

Il. Kimutattuk, hogy a xantofill- és a tobbszorosen telitetlen lipidhiany a lipidek
atformalodasat indukalja. A lipid atformalodas kovetkeztében a NKK-KK lipid aranyok
lényegesen modosulnak a membranokban. A xantofillok eltavolitasa elsdsorban a DGDG
szintjén fokozddik, mig a tobbszordsen telitetlen lipid hiany jelentds PG- és SQDG
felhalmozodast eredményez. A KK lipidek nélkiilozhetetlenek a kiegyensulyozatlan és

védtelen membranok stabilizalasaban (Zakar et al., 2017).

I1l. A tobbszorosen telitetlen lipidek eltavolitasa a xantofill tartalom atszervezddését
eredményezte, novelve a xantofill-t a B-karotin arannyal szemben. Kimutattuk, hogy a
lipidek ¢és a Car-ok egyiittmiikddnek a membranszerkezetek fenntartdsaban ¢és

védelmében (Zakar et al., 2017).

IV. Egy nem invaziv, in vivo biofizikai modszer (CD) alkalmazasaval kimutattam, hogy
mind a telitetlen zsirsavak, mind a xantofillok hianya destabilizalja a PSI trimereket. A
xantofillok hianya ebben az esetben sokkal hangsulyosabb volt. A fotoszintetikus
komplexek xantofilljainak pontos helyzete tovabbra is ismeretlen a tudomany szamara,

ezért a jovoben érdemes lesz ezt a teriiletet kutatni (Zakar et al., 2017).

IV. A CD spektroszkopia segitségével szdmos cianobakteridlis torzsre jellemzd PSI
strukturalis valtozast nyomon tudtam kovetni. Az 515 nm-es, PSI trimer/monomer aranyt
jelzd érték a Spirulina WT esetében volt a legmagasabb, azonban, a tetramereket és
dimereket tartalmazé Anabaena sejtek nem mutattak jelentds valtozast a Synechocystis
WT-hoz képest. Lehetséges, hogy hogy az Anabaena-ban a tetramer/dimer arany a dimer
iranyaban van eltolodva. Egy tobbszorosen telitetlen lipid, a y-linolénsav hidnya PSI
monomerizaciot és a spiralis forma hianyat okozta a Spirulina 122 mutansnal. Mind a

mélyhémérsékletli fluoreszcencia emisszios spektroszkopia, mind a CD spektroszkdpia
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ajanlott modszerek a fotoszintetikus komplexekben végbemend valtozasok nyomon

kovetése érdekében (Zakar et al., 2018).

Osszességében az eredmények azt mutatjak, hogy mind a telitetlen lipidek, mind
a xantofillok egyiittesen sziikségesek a hatékony stresszvédelem strukturalis és élettani

alapjainak biztositasdhoz.

HR - KettGsréteg képzd lipidek (telitett és monoén)

- Xantofill - B-karotin
- Nem kettGsréteg képz6 lipidek (mono- és polién)

Grafikus osszefoglalé az 11-111 pontokhoz: Synechocystis vad tipusa (WT) és ROAD
(xantofill és tobbszorosen telitetlen lipid hianyos) mutans sejtekben talalhatéo TM-
szerkezetek vazlatos abraja (Zakar et al., 2017). A xantofillok és a tobbszoriosen
telitetlen lipidek hianyanak kovetkeztében a PSI trimerek és a PSII dimerek

destabilizalédnak és a fotoszintetikus komplexek stressz tiiroképessége csokken.
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10.1. A Ph.D. értekezés osszefoglaloja

A lipidek, mint a fotoszintetikus membranok fontos elemei, kulcsszerepet
jatszanak a dinamikus kettOsréteg kialakitasaban (Nevo et al., 2010).
Cianobaktériumokban a dominans membranstruktara az un. tilakoid, melynek lipid
Osszetétele nagy mértékben hasonlit a teljes sejt membranjaéhoz (Sakurai et al., 2006). A
tilakoidok a cianobaktériumok és a novények fotoszintézisének szinterei, melyek lipid
Osszetétele egyediilalld és nagy mértékben konzervalodott (Demé et al., 2014, van Eerden
et al., 2015). Foéleg galaktolipideket, ugy, mint MGDG-t és DGDG-t, valamint szulfo-
lipidként SQDG-t és foszfolipidként, PG-t tartalmaznak. Cianobaktériumokban az
MGDG bioszintetikus prekurzora az MGIKDG is jelen van (Sato, 2015), melyet egy
epimeraz enzim alakit & MGDG-né (Awai et al., 2014).

A kiilonb6z6 lipidosztalyok fizikai tulajdonsagait a fejcsoport szerkezete
hatarozza meg. Az MGDG ¢és a DGDG a MGIkDG-nel egyiitt semleges fejcsoporttal
rendelkezik, mig az SQDG és az PG anionos, negativ t6ltést hordozo lipidek (van Eerden
et al., 2015). Az MGDG, a tilakoidokban leggyakrabban el6fordulé galaktolipid és az
MGIkDG mind tipikusan nem kettosréteg képz6 (NKK) lipidek. Kup-szert alakkal, kis
fejcsoporttal és hosszu, tobbszorosen telitetlen zsirsavlanccal rendelkeznek, amelyek
vizes kozegben képesek az inverz hexagonalis fazis, azaz tin. hexagonalis Il-es fazis
1étrehozasara (Shipley et al., 1973). A tobbi lipidosztaly (DGDG, SQDG és PG) tipikus
lamellaris kettésréteg-képz6 (KK) lipid, nagyobb fejcsoporttal és henger alakkal (Jouhet,
2013). Az NKK-KK lipidek aranya dont6 fontossagu a funkcionalis membranok esetében
(Israelachvili et al., 1980). Az MGDG/DGDG arany szabalyozas hatasara a TM-ok
dinamikussa és rugalmassa valnak. Ennek koszonhetéen képesek megbirkozni a
kiilonb6z6 kornyezeti stressztényezokkel (Demé et al., 2014). A fotoszintetikus
membranok viszonylag magas NKK lipidtartalma — Osszehasonlitva pl. a ndvényi
mitokondrium membranjaival (Sadre és Frentzen, 2010) — nélkiilozhetetlen a viszonylag
magas fehérjetartalom befogadasara. A tilakoidok magas fehérje-lipid aranya (Szalontai
et al., 2000) a fotoszintetikus apparatus nagyméretli fehérje komplexeinek
tulajdonithatok, amelyek segitik a fotoszintetikus elektron transzportot.

A lipidek viselkedése nem csak a fejcsoport tulajdonsagaitdl, hanem a
zsirsavlancok telitettségi  szintjétél is fiigg (van Eerden et al., 2015).

Cianobaktériumoknal a zsirsavak 14-18 szénatom hosszasaguak (C14-C18), a ketts
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kotések szama egytdl négyig terjedhet, igy eredményezve telitett, egyszeresen telitetlen
és tObbszorosen telitetlen zsirsavakat (Murata et al., 1992). Cianobaktériumokban a
zsirsav csoportok észterezésének erés fajlagossaga a glicerin-gerinc sn-helyzetéhez
igazodik. A C18-as lancokkal rendelkez6 telitett- és cisz-telitetlen zsirsavak elsésorban
az sn-lpozicional észteresitdédnek, mig C16-os lancok az sn-2 pozicidénal torténd
észteresitést részesitik elényben (Sato és Wada, 2010, Murata et al., 1992).

A novekedési hémérséklet valtozdsa képes befolydsolni a membran lipidek
telitetlenségi szintjét, lehetdvé téve a cianobaktériumok fotoszintetikus miitkodésé¢hez
sziikséges fluiditas szabalyozasat (Nishida és Murata, 1996, Los et al., 2013). Ha a
membran fluiditds hoémérséklet csokkenés altal moddosul, a novények ¢&s
cianobaktériumok fenntartjadk a membran homeosztazisat a glicerolipidekben 1év6 kettds
kotések szamanak novelésével (Nishida és Murata, 1996).

Rontgen-krisztallografia segitségével lokalizalni tudtdk a membranlipideket a
foébb fotoszintetikus komplexekben (PSI és PSII) és azok koriil (Jordan et al., 2001,
Guskov et al., 2009, Umena et al., 2011). Ezek a komplexek a lipid kettés rétegbe
agyazodnak, ezért a specifikus lipid-fehérje kolcsonhatdsok rendkiviil fontosak a
megfeleld struktara és funkcio fenntartasahoz (Domonkos et al., 2008). A tilakoid lipidjei
fontos szerepet toltenek be az PSII és az PSI szerkezetének fenntartasaban, valamint az
elektrontranszport €s a kloroplasztisz 1étrejottében részt vevo folyamatok megfeleld
mikodésének biztositasaban (Mizusawa és Wada, 2012, Kobayashi et al., 2015). A
tobbszorosen telitetlen lipidek megvédhetik a fotoszintetikus apparatust az alacsony
homérsékleten bekovetkezé fotoinhibiciotol (Gombos et al., 1994b). A lipidek
telitetlensége stabilizalhatja a hdmérsékleti stressznek kitett fotoszintetikus komplexeket
(Gombos et al., 1994a). A tobbszordsen telitetlen zsirsavak fontosak a fotoszintetikus
komplexek sostressz elleni védelme soran (Allakhverdiev et al., 1999). A TM-ok
lipidtartalmanak atrendezddése, ujraszervezddése elengedhetetlen a cianobaktériumok
tuléléséhez kiilonbozd stresszkoriilmények kozott. Korabbi kisérletek igazoltdk, hogy a
Synechocystis sejtek képesek exogén uton hozzaadott mesterséges lipidek atalakitasara
fiziologias igényeiknek megfelelden (Laczko-Dobos et al., 2010).

A Car-ok hidrofob, semleges, lipidszeri molekuldk, tobb konjugalt kettds
kotéssel, melyek a fotoszintetikus membranok szintén fontos Gsszetevéi (Gruszecki és
Strzatka, 2005). Cianobaktériumokban a Car-oknak két f6 formaja van jelen: karotin (-
karotin) és ezeknek oxigenalt szarmazékai, a xantofillok (Takaichi és Mochimaru, 2007,
Domonkos et al., 2013, Kusama et al., 2015, Toth et al., 2015). Ezek a lipid kettésréteg
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részét képezik, valamint a fotoszintetikus komplexek fehérjéihez is kapcsolodnak. A
hidrofob jelleg ellenére a Car-ok vizoldékony frakciokat képesek létrehozni az un.
narancs-karotinoid-fehérjékkel (Kerfeld, 2004, Sedoud et al., 2014), illetve a nemrégiben
azonositott helikalis-karotinoid-fehérjékkel (Melnicki et al., 2016).

A Car-ok t6bb funkcioval is rendelkeznek (Zakar et al., 2016). Részt vesznek a
fénybegyiijtési folyamatokban (Stamatakis et al., 2014) és a PSII fotoszintetikus komplex
Osszeszerelésében (Sozer et al., 2010), modulaljak a membranstruktirakat és megvédik
azokat a kornyezeti stressztényezokt6l (Domonkos et al., 2009). Tovabba, a PSII
dimerizaciodja és a PSI trimerizacidja soran (Synechocystis esetében ) is sziikség van rajuk
(Téth et al.,, 2015). Nemcsak a Car-ok, hanem a megemelkedett hémérséklet is
stabilizalhatja a PSI trimereket (Klodawska et al., 2015). Mig a névényekben a PSI csak
monomer formaban létezik (Chitnis, 1996), addig a cianobaktériumokban a monomer
forma mellett PSI trimerek formaban is jelen van (Grotjohann és Fromme, 2005). Néhany
termofil cianobaktériumban tetramerek, illetve dimerek is megtalalhatok (Li et al., 2014).
Egy nemrégiben lek6zolt tanulmany szerint a PSI tetramereket Car-ok vagy lipidek
stabilizalhatjak (Semchonok et al., 2016). A Car-ok befolyasolhatjak a PBS-k szerkezetét
és mikodését (Toth et al., 2015, Vajravel et al., 2016, Zakar et al., 2016). A Car-ok
1étfontossaguak a PSII miikodéséhez is (Zakar et al., 2016). A AcrtRO xantofill hianyos
Synechocystis mutans fokozott érzékenységet mutatott erds fény hatasara (Schéfer et al.,
2005). E mutanson végzett legutobbi vizsgalatok kiemelik a zeaxantin €s az echinenon
szerepét a PSII védelmében a magas fényintenzitds hatdsara kivaltott fotoinhibicidval
szemben, kiilondsen a helyreallitasi folyamatok soran (Kusama et al., 2015). Egy friss
tanulmany azt sugallja, hogy a mérsékelt hdstressz ndvelheti a fotoinhibicionak kitett PSII
helyreallitasat (Ueno et al., 2016).

A lipid- és Car-osszetétel valtozasanak sejtmorfologiara gyakorolt hatasat TEM
¢s SEM hasznalataval tanulmanyoztuk.

Az egész sejtek lipid Osszetételét lipidomikai megkdzelitéssel tanulmanyoztuk.
Az alkalmazott tandem MS-s médszer lehetdvé tette tobbszordsen telitetlen lipidek és
xantofillok hianyaban, a membran lipid Osszetételben bekovetkezd valtozasok
nyomonkovetését.

A xantofill- és a tobbszorosen telitetlen lipidhiany kovetkeztében fellépd Car

Osszetétel valtozasanak kimutatasara HPLC analizist alkalmaztunk.
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A WT-ban és mutans torzsekben 1évé PSI oligomer szintek 6sszehasonlitasa
érdekében két in vitro (nativ PAGE, FPLC) és két in vivo (mélyhémérsékletii fluoreszcens
emisszios spektroszkopia, CD spektroszkopia) modszert alkalmaztam.

A glicerolipidek a Car-okkal egyiitt a PSI és a PSII szerkezeti- és funkcionalis
szempontbo6l fontos helyein vannak jelen és meghatarozo szerepet toltenek be ezekben a
pigment-fehérje komplexekben (Sozer et al., 2011). Ezért a lipid-karotinoid-fehérje
interakciok vizsgalata a fotoszintetikus membranokban egy igéretes kutatasi teriilet. A
1étrehozott tobbszords Synechocystis mutans (ROAD) xantofill- és tobbszordsen telitetlen
lipid hianyos (Zakar et al., 2017). Ez a torzs hatékony eszkéznek bizonyult a lipidek és a
Car-ok kozotti egyiittmiikddés alapjat add biokémiai hattér vizsgalatara. A mutans sejtek
altal megfigyelhettem a lipidek Gjraformalodasat és a Car tartalom valtozasat. A NKK-
KK lipid ardny a mutansban szignifikansan csokkent a WT értékéhez képest. Az ROAD
és WT sejtek a lipid fajtak eltéro tartalmait és aranyait mutattak. A xantofillok és a p-
karotin aranya lényegesen megvaltozott. Eredményeimbdl arra kdvetkeztetek, hogy
kornyezeti stresszhelyzetekben a lipidek atformalodasa és a Car tartalom valtoztatasa,
sziikséges a membranszerkezet stabilizalasahoz a fotoszintetikus apparatus optimalis
miikodésének biztositdsa érdekében. Eredményeim azt is jelzik, hogy a telitett és a
monoén lipidek szerepet jatszhatnak a PSI-trimerek stabilizalasaban. Jelen munkdmban
kiemelem a xantofillok és a tobbszorosen telitetlen lipidek kooperativ szerepét. Bizonyos
esetekben a xantofilloknak és a tobbszordsen telitetlen lipideknek akar tovabbi
szinergikus hatasuk is lehet a mérsékelten alacsony (MA) és a mérsékelten magas (MM)
hémérsékleti stresszhatasok elleni védelemben.

Egy nem invaziv, in vivo biofizikai modszer (CD) alkalmazasaval kimutattam,
hogy mind a telitetlen zsirsavak, mind a xantofillok hianya destabilizalja a PSI trimereket.
A xantofillok hianya ebben az esetben sokkal hangstlyosabb volt. A fotoszintetikus
komplexek xantofilljainak pontos helyzete tovabbra is ismeretlen a tudomany szamara,

ezért a jovOben érdemes lesz ezt a teriiletet kutatni.

Jelen munkét a Magyar Nemzetgazdasagi Minisztérium, a GINOP-2.3.2-15-2016-
0001 palyazat keretein beliil timogatta.
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10.2. Summary of the Ph.D. thesis

Lipids, as important constituents of photosynthetic membranes, are key actors in
forming dynamic bilayers (Liberton és Pakrasi 2008; Nevo et al. 2009). In cyanobacteria
thylakoids are dominant membrane structures, therefore their lipid composition is similar
to that of the total cellular membranes (Sakurai et al. 2006). Thylakoids are the sites of
oxygenic photosynthesis in cyanobacteria and plants and their lipid composition is unique
and highly conserved (Deme et al. 2014; van Eerden et al. 2015). They include mainly
galactolipids, such as monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) and
digalactosyldiacylglycerol (DGDG), a sulfolipid, sulfoquinovosyldiacylglycerol
(SQDG), and the phospholipid phosphatidylglycerol (PG). In cyanobacteria the MGDG
biosynthetic precursor monoglucosyldiacylglycerol (MGIcDG) is also present (Sato
2015). An epimerase can convert glucolipids to galactolipids, and this enzyme has
recently been identified in cyanobacteria (Awai et al. 2014).

The physical properties of different membrane lipid classes is determined by their
head group structure. MGDG and DGDG, together with MGIcDG, have neutral head
groups, while SQDG and PG are anionic lipids, bearing one negative charge (van Eerden
et al. 2015). Interestingly, MGDG, the most abundant galactolipid of thylakoids, and
MGIcDG are typical non-bilayer-forming (NBL) lipids. They have a cone-like shape,
having small head group and long polyunsaturated tails, which are able to form in aqueous
medium an inverted hexagonal structure known as hexagonal Il phase (Shipley et al.
1973). The other lipid classes (DGDG, SQDG and PG) are typical lamellar bilayer-
forming (BL) lipids, having bigger head group and more cylindrical shape (Jouhet 2013).
A certain ratio of NBL to BL lipids is crucial for functional membranes (Israelachvili et
al. 1980). Fine tuning of the MGDG/DGDG ratio makes thylakoid membranes extremely
dynamic and flexible to cope with various environmental stress factors (Déme et al.
2014). The relatively high NB lipid content in photosynthetic membranes, compared to
for example plant mitochondrial membranes (Sadre and Frentzen 2009), is needed to
accommodate their relatively high protein content. The high protein to lipid ratios of
thylakoids (Szalontai et al. 2000) can be attributed to extremely large protein complexes
of the photosynthetic apparatus, which assist in photosynthetic electron transport.

Properties of lipids depend not only on their head groups but also on the saturation
level of their fatty acid tails (van Eerden et al. 2015). In cyanobacteria the fatty acyl chain
length varies from 14 to 18 carbon atoms (C14—C18), the number of double bonds also
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varies from one to four, leading to saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty
acids (Murata et al. 1992). In cyanobacteria there is a strong specificity of the fatty acyl
group esterification to the sn-positions of the glycerol backbone. Saturated and cis-
unsaturated fatty acids with chains of C18 are mainly esterified to the sn-1 position, while
the sn-2 position is strongly preferred by C16 esterification (Sato and Wada 2009; Murata
et al. 1992).

The level of membrane lipid unsaturation is influenced by changes in the growth
temperature, allowing regulation of the fluidity that is necessary for the photosynthetic
functions of cyanobacteria (Nishida and Murata 1996; Los and Zinchenko 2009). When
the fluidity of the membrane is modified by decreased temperature, plants and
cyanobacteria maintain membrane homeostasis by increasing the number of double bonds
in the glycerolipids (Nishida and Murata 1996).

X-ray crystallography revealed the localization of membrane lipids around and
within the main photosynthetic complexes, Photosystem | (PSI) and Photosystem 1l
(PSII) (Jordan et al. 2001; Guskov et al. 2009; Umena et al. 2011). These complexes are
embedded in the lipid bilayer, therefore specific lipid-protein interactions are very
important for maintaining their proper structure and function (Domonkos et al. 2008).
Thylakoid lipids have important roles in maintaining the structures of PSII and PSI, they
ensure the proper functioning of the electron transport and chloroplast biogenesis
processes as well (Mizusawa and Wada 2012; Kobayashi 2016). Polyunsaturated lipids
can protect the photosynthetic machinery from low temperature photoinhibition (Gombos
et al. 1994b). It has been suggested that lipid unsaturation can stabilize heat stess exposed
photosynthetic complexes (Gombos et al. 1994a). Polyunsaturated fatty acids are also
important in protecting the photosynthetic machinery against salt stress (Allakhverdiev et
al. 1999). Remodelling and reorganization of the lipid content in thylakoid membranes is
essential for the survival of cyanobacteria under various stress conditions. It has been
demonstrated that Synechocystis cells are capable of retailoring an exogenously added
artificial lipid to suit their physiological demands (Laczko-Dobos et al. 2010).

Carotenoids (Cars), the other key components of photosynthetic membranes, are
also hydrophobic, neutral, lipid-like molecules with multiple conjugated double bonds
(Gruszecki and Strzalka 2005). In cyanobacteria two main forms are present: carotene (j3-
carotene) and its oxygenated derivatives, xanthophylls (Takaichi and Mochimaru 2007;
Domonkos et al. 2013; Kusama et al. 2015; Toth et al. 2015). They are parts of the lipid

bilayers, and are also associated with proteins in the main photosynthetic complexes.
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Despite their hydrophobic character, Cars can form water soluble fractions when
associated with the so-called orange carotenoid proteins (Kerfeld 2004; Sedoud et al.
2014), or the very recently identified helical carotenoid proteins (Melnicki et al. 2016).

Cars are multi-functional (Zakar et al. 2016). They take part in the light-harvesting
processes (Stamatakis et al. 2014) and the assembly of the PSII photosynthetic complex
(Sozer et al. 2010), they modulate membrane structures and protect them from
environmental stress factors (Varkonyi et al. 2002; Domonkos et al. 2009). They are also
required for PSII dimerization and PSI trimerization in Synechocystis (Toth et al. 2015).
Not only Cars but also elevated temperature can stabilize PSI trimers (Klodawska et al.
2015). Whereas in plants, PSI exists only in monomeric form (Chitnis 1996), in
cyanobacteria PSI trimers are also present (Grotjohann and Fromme 2005). In some
thermophilic cyanobacteria tetramers could be found (Li et al. 2014). A recent study of
tetrameric PSI suggests that these supercomplexes may be stabilized by Cars or lipids
(Semchonok et al. 2016). Carotenes may also influence the structure and function of
phycobilisomes (Vajravel et al. 2016; Toth et al. 2015; Zakar et al. 2016). Cars are also
vital for the PSII function (Zakar et al. 2016). The AcrtRO xanthophyll-deficient
Synechocystis shows increased sensitivity to high light (Schafer et al. 2005). A recent
study of this mutant highlights the role of zeaxanthin and echinenon in the protection of
PSII against high-light-induced photoinhibition, especially during the recovery processes
(Kusama et al. 2015). A recent paper suggests that moderate heat stress might also
enhance the repair of PSII affected by photoinhibition (Ueno et al. 2016).

The effects of altered lipid and Car composition on cell morphology were studied
by TEM and SEM.

| studied the lipid composition of whole cells using a lipidomic approach. The
applied tandem mass spectrometric method allowed us to follow the changes in
membrane lipid content induced by the absence of xanthophylls and polyunsaturated
lipids.

HPLC analysis was used to detect changes in the Car composition resulting from
xanthophyll- and polyunsaturated lipid-deficiency.

| performed two in vitro (clean native PAGE and FPLC) and two in vivo (low
temperature fluorescence emission spectroscopy and CD spectroscopy) technique to
compare how the level of PSI oligomers are altered in our mutants relative to the WT.

Glycerolipids, together with Cars, are present at structurally and functionally

important sites of the PSI and PSII, and they have determining roles in these pigment-
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protein complexes (Sozer et al. 2011). Therefore, investigating lipid-carotenoid-protein
interactions in photosynthetic membranes is an intriguing new field of research. During
the present study we constructed a multiple mutant of Synechocystis, designated ROAD,
which is deficient not only in xanthophylls, but also in polyunsaturated lipids. This strain
proved to be a powerful tool for investigating the biochemical background underlying the
cooperation between the effects of lipids and Cars. In the mutant cells I could observe
remodelling of lipids and reorganization of the Car content. The NBL to BL lipid ratio
decreased significantly in the mutant compared to that of the WT. ROAD and WT cells
showed distinct compositions and ratios of lipid species. Xanthophyll to B-carotene ratios
changed substantially. 1 suggest that membrane dynamics, biochemical processes like
remodelling of lipids and restructuring of Cars, are necessary to stabilize membrane
structures in order to ensure optimal functioning of the photosynthetic apparatus,
especially under environmental stress conditions. My results also highlight the possible
role of saturated and monoene lipids in stabilizing PSI trimers. My results also point out
the cooperative roles, in some cases additional or synergic effects, of xanthophylls and
polyunsaturated lipids in moderate low (ML) and moderate high (MH) temperature stress
effects.

By using a non-invasive biophysical technique (CD), | demonstrated that
deficiencies in both unsaturated fatty acids and xanthophylls destabilize PSI trimers. This
effect of the xanthophyll deficiency is much more pronounced, as was revealed by a
multiple mutant lacking both of these lipid groups. The exact localization of xanthophylls
in the photosynthetic complexes is yet to be determined.

The work was supported by Hungarian Ministry for
National Economy (GINOP-2.3.2-15-2016-0001).
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