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BEVEZETES

A jelen dolgozatom Kkisérleti modellszervezete a Synechocystis sp. PCC 6803
(Synechocystis) kék-zold baktérium vagy mas néven cianobaktérium. A Synechocystis egysejtii,
édesvizi, oxigéntermeld fotoszintézist folytatd, fotoautotrof Gram-negativ baktérium, amely az
egyetlen olyan ismert prokaridta torzs, melynek tagjai oxigéntermeld fotoszintézis
végrehajtdsara képesek. Kisméretli genomja, valamint a molekularis bioldgiai és egyéb
fiziologiai mérések soran tapasztalt konnyl kezelhetdségének koszonhetden rendkiviil nagy

figyelmet kap az alap- és alkalmazott kutatasok soran.

A cianobaktériumok specifikus génexpresszios valtozasokkal képesek reagalni szamos
kornyezeti stressztényezore és szennyezore, ezért elészeretettel alkalmazzak 6ket bioriporterek
létrehozasara. A ,bakterialis bioriporter” kifejezés fokozatosan egyenértékiivé valt a
genetikailag modositott baktériumokkal, amelyekben egy, vagy tobb szabdlyozo halézatot

hoznak 1étre felismerhetd és szdmszeriisithetd eredmények eldallitasara.

Kiilonbozo fémérzékeld bakteridlis rendszereket teljes sejtes bioriporterek eléallitasara
mar tobbszor felhasznaltak. A Synechocystis cianobaktérium genomban talalhaté egy olyan
géncsoport, amely részt vesz a cink, kobalt és nikkel homeosztazis kialakitasaban. Ezek a
specialis nehézfémekre reagald gének promoterei riportergének elé helyezve hasznalhatoak
egész sejtes nehézfém bioriporterek eldallitasara. Ugyanakkor ez az igéretes téma szdmos
kihivast rejt magaban. Rendkiviil nehéz olyan géneket talalni, melyek specifikusan és nagy
érzékenységgel képesek kimutatni az adott nehézfém szennyezddést, akar kis mértékben
szennyezett kdrnyezeti mintaban is. Ezért is nagyon fontos a mar felfedezett és jol ismert
szereppel bird géneken alapuld bioszenzorok érzékenységének javitasa annak érdekében, hogy
az alacsony, am az egészségre mégis karos nehézfém koncentraciok kdrnyezetbarat modon

minél nagyobb érzékenységgel és szelektivitassal kimutathatok legyenek.

A nehézfémeken kiviil, mas anyagok kimutatdsa is megoldhatdo az egész sejtes
bioriporterekkel. Ilyen lehet a szinglet oxigén is, mely egy igen erés ROS és szignalizacios

utvonalairol a Synechocystis-ben még nagyon keveset tudunk.

A szinglet oxigén konnyen oxidalja a kiilonb6z6 molekulakat, ezért citotoxikus.
Képzbdése elkeriilhetetlen a fotoszintetikus folyamatok soran, mely az igynevezett 11-es tipust

fényfiiggd fotodinamias reakciohoz kothetd. Ennek a folyamatnak a részeként az



abszorbealodott foton képes gerjeszteni egy olyan szinglet allapota pigmentet, mint példaul a

klorofillt, és egy interkonverziot kdvetden triplett allapota klorofilla alakitja.

Az utdbbi évtizedben igen jelentds hangsulyt kapott az a felismerés, hogy a szinglet

oxigén képes lehet jelatviteli utvonalakban részt venni és hatassal lehet a génexpressziora is.

Ennek a folyamatnak a nyomon kd&vetése viszont nagyon nehézkes, mivel az
intracellularis szinglet oxigén folyamatos in vivo nyomon kovetése a sejteken beliil a jelenlegi
detekcids technikakkal lehetetlen. Ennek megoldasat jelenthetik az egész sejtes szinglet oxigén
bioriporterek, melyekhez specifikus szinglet oxigén érzékeny gének promoterei sziikségesek.
Az ilyen riporter sejtek lehetévé tennék a szinglet oxigén sejten beliili jelatviteli kapcsolatainak
monitorozasat, mellyel még tobbet tudhatnank meg a szinglet oxigén jelatviteli molekulaként

betoltott szerepérdl a cianobaktériumokban.

CELKITUZESEK

Munkénkat két {6 irdny hatdrozta meg, melyeket egy kozos pont flizott Ossze: egész

sejtes bioriporterek fejlesztése Synechocystis PCC 6803 cianobaktérium sejtekben.

1. Az egyik f0 kutatasi irdnyunknak a nehézfém (HM) bioszenzor torzsek érékenységének
novelését tliztiik ki. A munkahipotézisiink az volt, hogy a nehézfémeket a sejtekbdl
eltavolitd transzporterek inaktivaldsaval megnovelhetd a sejteken beliili nehézfém
koncentracid, ami a nehézfémek altal torténd génindukcios valaszt felerdsitheti.

2. Masik 6 célkitiizésiink, a szinglet oxigén (*O2) jelmolekulaként betdltdtt szerepének
tanulmanyozasa volt Synechocystis-ben. Ehhez céljaink kozott szerepelt a specifikusan
10, hatéséra indukalodo gének azonositasa, delécios mutansokkal torténd fenotipizalasa,
valamint az, hogy egy ilyen gén prométerét felhasznalva 1O, -specifikus teljes sejtes
bioszenzor torzset fejlessziink ki, ami lehetdvé teszi az intracellularis 10, in situ, in vivo

folyamatos kimutatasat.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Az alkalmazott cianobaktérium torzsek novekedési koriilményeinek és nehézfémso
kezelések hatasainak vizsgalata

Kisérleteink soran vad tipusa PCC 6803 Synechocystis cianobaktérium toérzset (WT),
valamint az altalunk létrehozott, HM klaszter hidnyos AnrsSRBACD: AcoaRT: AziaRA
(réviden NiCoZia) torzsekkel dolgoztunk. Ezen kiviil 1étrehoztuk még a AhliB torzset, melyben
a hliB (ssr2595, SGL_RS16470) gén kiiitésre keriilt, valamint tobb altalunk eldallitott
lumineszcens bioszenzor torzset, melyek eléallitasa a pILA promoter proba vektor hasznalatan
alapul (Kunert et al.,, 2000). A Synechocystis sejteket fotoautotrof 3% COz-tartalmua
atmoszférikus koriilmények kozott neveltiik, 30-40 umol foton m™2 st fehér fényen és 30 °C

hémérsékleten, BG-11 (Rippka et al., 1979) folyékony tapkozegben novesztve.

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

A nehézfémso kezeléseket 96 lyuku fekete, alacsony autofluoreszcenciaju (Perkin-
Elmer Opti-Plate) sejttenyésztd lemezen hajtottuk végre, 25°C-on; normal CO; tartalmi
légkorben, 40 pmol foton m™2 s' megvilagitas alatt. Minden well 200 pL log fazisu

ey

oldatot tartalmazott. A 3 oras kezelést kovetden lumineszcenciat mértiunk.

A szinglet oxigén kezeléseket 10 mL térfogatban LED fényforrassal ellatott vizflirdd
rendszerben hajtottuk végre, 30°C-on, normal CO2 tartalomi 1égkorben. Az alacsony, nevelési
fénykezelések soran (LL) 40 umol foton m™2 s intenzitasu megvilagitdst, mig a fénystressz
kivaltisara 200 umol foton m™2 s~ (HL) intenzitasu megvilagitast hasznaltunk. Kisérleteink
soran Rb-t vagy Mb-t alkalmaztunk fotoszenzitizator festékként 0,5 uM végkoncentracioban,

illetve 'O, gatloszerként His-t 5 mM-os koncentracioban.

Génexpresszios vizsgalatok

A transzkriptek vizsgalatdhoz 0ssz-RNS-t tisztitottunk a kezelés alatt levo
sejttenyészetekbdl, majd ezt mintaként haszndlva reverz transzkripcids reakcidoban
komplementer DNS-t (cDNS) szintetizaltunk. Az igy kapott ¢cDNS-t qPCR reakcidban
hasznaltuk templatként és a felszaporodé amplikonok Cr értékét a 16S riboszomalis RNS-t

kodolo rrnl6S gén Cr értékeihez viszonyitottuk. Ez utobbit, konstitutiv kifejezodése révén,



kontroll génként hasznaltuk. Ezen feliill az abrdkon lathaté transzkript szintek értékei a
kezeletlen mintak Ct értékeire vannak normalva. A qPCR reakciokhoz a reakciok térfogata 5
pL volt, amit 1 uL 5 X HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne), 0,1 uL. cDNS
minta, 3,8 uL MilliQ viz, 0,1 pL génspecifikus primer vegyiilet (5 pmol/uL) alkotott. A kapott
Crértékeket a Bio-Rad CFX Maestro 1.1 szekvencia detekcios szoftver segitségével nyertiik ki

és értékeltiik.

A cDNS-konyvtarakat 0,5 pg teljes RNS-bdl allitottuk el6 NEBNext rRNA depletion
Kit for Bacteria #E7850, #E7860 (Biolabs) segitségével. A szekvenalast Illumina platformon

keresztiil végeztiik el.

Biolumineszcencia mérés

A kezeléseket 96 lyuku fekete (Perkin-Elmer Opti-Plate) sejttenyészté lemezen
hajtottuk végre, alacsony autofluoreszcenciaval, 25 °C-on. Minden well 300 puL log fazist
kezelt cianobaktérium sejtkultarat (OD720 0,8-1) tartalmazott. A lemezeket lyukasztott atlatszo
foliaval boritottuk be (Peca et al. 2008). A kezelés utan 6 uL 50 mM dekanalt adtunk 50 %-0s
metanolban oldva a lyukakba helyezett mintakhoz. A dekanal a 300 uL cianobakterialis és
nehézfémsod oldatban, igy 1 mM végkoncentracioban volt jelen (Kunert et al., 2000). A
szubsztratum hozzaadéasa utan a mintakat 2 percig sététben inkubaltuk a lumineszcencia mérés
elott. A vizsgalatokat négy parhuzamos mintaval végeztiik. A lumineszcenciat Top Count NXT

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

Novekedésgorbék osszehasonlitisa

A WT ¢és NiCoZia cianobaktérium kulturakban a fémionok intracellularis
felhalmozodasa altal okozott novekedési kiilonbségeket ugy szamszertsitettiik, hogy az optikai
denzitast 24 napig 680 nm-en és 720 nm-en mértiik 30-40 pmol foton m2 57! fényintenzitason
¢és 30 °C hémérsékleten. A starter Synechocystis kultara optikai stirtiségét minden mérésnél
azonos kiindulési értékre allitottuk (OD720 0,15), és nehézfémsot adtunk hozza 8 kiilonbdzo

koncentracidban 50 mL végtérfogatban.

A WT és AhliB cianobaktérium tenyészetekben a 'O felesleg 4ltal okozott a ndvekedési
sebességben okozott kiillonbségeket ugy hataroztuk meg, hogy az optikai denzitast 680 nm-en
mértiik 40 pmol foton m 2 57! fehér fényintenzitassal (LL), vagy 200 umol foton m 2 st fehér

fényben (HL) 30 °C homérsékleten 4 napig. A starter Synechocystis tenyészet optikai stirtiségét



ODg720 0,15-re allitottuk 50 mL végtérfogatban, majd LL és HL koriilmények kozott neveltiik,

megfeleld fotoszenzitizator festék (0,5 uM-0s Mb vagy Rb) hozzaadasaval vagy anélkiil.

A méréshez egy foto-multikultivator MC-1000 (Photon Systems Instrument) késziiléket

hasznaltunk 6rankénti automatikus OD protokollal.

Az intracellularis HM koncentrdcio meghatdrozdsa

Az intracellularis kobalt-, cink- és nikkeltartalmat a WT és a NiCoZia Synechocystis
torzsekben hatdroztuk meg, melyek a bioriporter torzsek alapjaul szolgaltak. A sejtkultirakat a
kontroll (0 uM hozzaadott nehézfémso) mellett 5 pM nehézfémsoval kezeltikk; ZnSO4; CoCl>
vagy NiCl, —al a fentiek szerint, 3 6ras inkubalas utan centrifugalassal (6000 rpm 10 perc)
gylijtottiik 0ssze, BG-11 oldattal mostuk és fagyasztva szaritottuk. 50 mL-es tenyészetekbdl 40
+ 5 mg nedves tomegi sejtpelletet tudtunk kinyerni, amelybdl 5 + 1 mg szaraz anyagot lehetett

nyerni, majd ICP-MS-el meghataroztuk nehézfém tartalmukat.

Adatelemzés és abrazolas

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

Genomics Workbench 20.0.2 program segitségével hajtottuk végre.

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

egymastol.



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Nehézfém bioriporterek érzékenységének novelése

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Az egyes fémionokra adott sejtvalaszok, azok intracellularis koncentraciojatol fliggenek,
amelyet a kiaramlasi és bearamlasi rendszerek, valamint az ioncsatornak egytittes miikodése
hatdroz meg. A hdrom nehézfém exportjaért felelés gén klaszter eliminalasaval olyan
mutanst hoztunk létre, amely gatolt ndvekedést mutatott a vad tipust torzshoz képest, a mar
korabban leirt ICmin koncentraciok alatt is. Ez a novekedés gatlo hatas akar 20-szoros is

lehet egyes nehézfémek esetében.

A NiCoZia torzs novekedés gatlasa a megnovekedett intracellularis nehézfém-koncentracid
hatasa volt, melynek hatterében a megfeleld transzporterek hidnya allt, ezt az intracelluléris

HM tartalom ICP-MS-meghatarozasa is megerdsiti.

A NiCoZia torzs nehézfém érzékenysége felhasznalhato volt a specifikus biolumineszcens
riporter konstrukciok érzékenységének javitasara. A lumineszcencia mérések alapjan mind
a harom vizsgalt nehézfémre megnovekedett a sejtvalasz. A cink esetében mintegy tizszeres
szenzitivitas novekedés volt megfigyelhetd a NiCoZia bioriporterekben, mint a WT hatterti

riporterekben.

Az nrsRS-1 orientacid, ahol a Synechocystis-ben eredetileg is fennalld gén és promoter irany
fennmaradt, csak az eredeti transzporter gének helyébe a luciferaz riporter fehérje génjei
Iéptek, magasabb szintli indukciét eredményez, és hatékonyabbnak tlinik, mint az

ellenkezo, NrsRS-2 orientacio.

A belsd Zn?* koncentracio kb. 20%-os novekedése a megfeleld bioriporter torzs kimutatasi
hataranak tizszeres ndvekedését eredményezte. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a genom
korlatozott manipuldlasaval jelentds javulds érhetd el, ami a bioszenzorok alkalmazéasat még

versenyképesebbé és értékesebbé teheti a kdrnyezeti monitorozasban.

A jelenleg leirt riporter fehérje rendszert hasznalo egész sejtes Ni2*, Co?*, Zn?* bioriporterek

koziil szenzitivitdsban kiemelkedik az altalunk 1étrehozott konstrukecio.



Szinglet oxigén érzékeny gének kimutatas a Synechocystis-ben

7)

8)

9)

Munkénk soran sikeriilt egy olyan teljes transzkriptom analizist végrehajtani, ahol a HL
megvilagitas soran képz6dé endogén 10, mellett, exogén 10,-nel kezeltiik a cianobaktérium
sejteket. Ehhez Mb és Rb fotoszenzitizator festéket alkalmaztunk kis koncentracidoban
(0,5 uM), mely nem toxikus a sejtnek, de elegendd 1O2-t generalt a stressz kivaltasdhoz. A

10,-re adott valaszok specifitasat a 102 képzodését gatld His alkalmazasaval igazoltuk.

Sikertilt ezzel a teljes transzkriptom analizissel olyan génjelolteket talalni, melyek endogén
és exogén modon generalt 102 jelenlétében indukciot, mig a 1O, gatloszer His jelenlétében
repressziot mutattak, ezzel igazolva/alatamasztva a 'O, fiiggésiiket. A gének koziil
kiemelked6 jeloltnek bizonyult a hliB magasfény indukalt gén, melynek HL indukcidja

melletti endogén és exogén 10, kivaltott génexpresszidja tobbszordsen bizonyitast nyert.

A hliB gén hianyaban a AhliB Synechocystis sejtek erételjes novekedés gatlast mutatnak

konstans exogén 102 kezelés soran a WT sejtek novekedéséhez viszonyitva.

10) A hli géncsalad tobbi tagjanak (hliA; hliC és hliD) HL indukcidjat kivéve, nem talaltunk

szignifikans jelet arra, hogy a hliB génen kiviil a géncsalad tobbi tagja kapcsolatban allna a
10,-nel és annak szignaltraszdukcios szabalyozasaval. Ezen gének vagy nem, vagy ha

részben kotédnek is a 'O, szignalizaciohoz, nagyon csekély mértékben tehetik azt.

11) A pILANIIB riporterrel folytatott lumineszcencia mérések soran jol lathato volt a hliB gén

HL indukcioja, hasonldéan a génexpresszios kisérletekhez. A lumineszcencia kisérletek
megerdsitették a korabbi génexpresszios kisérletek eredményeit, melyek szerint a hliB HL
indukciojan feliil az endogén és a kiilséleg hozzaadott exogén 02 is képes a gént indukalni.
A lumineszcencia a Mb és Rb mintdkban joval magasabb volt, mint a csak HL kezelt
mintdkban. Ezzel parhuzamosan, a His jelenléte a lumineszcencia csokkenését

eredményezte ezekben a mintakban, mely igazolja a jelenség *O2 specifitasat.

12) A fenti eredmények tiikrében sikeriilt a hliB gén 1O, fiigg6ségét igazolni a génexpresszios

és biolumineszcencia mérésekkel, illetve a AhliB torzs 'O, jelenléte alatt bekdvetkezd
novekedés lemaradasdnak nyomon kovetésével. Utobbi megfigyelésiinkbdl arra is

bizonyitast nyertiink, hogy a HIiB fehérje részt vesz a 'Oz sejtkarositd hatasainak



csokkentésében, hiszen hianyaban a sejtek erdteljes novekedésgatlast mutatnak. Ezek az
eredmények lehetévé tették célunk elérését, hogy specifikus, szelektiv és érzékeny 102
mérési modszert dolgozzunk ki a cianobaktériumokban, jelen esetben a Synechocystis PCC
6803-ban.

13) A hliB-n kiviil a 'O2-re indukalodo gének, illetve a gatolt gének kozott tobb érdekes, mar
korabban is az oxidativ stresszel kapcsolatba hozott gén is megfigyelhetd volt. Ilyen gének
példaul az idiA és idiB, vagy az isiA, melyek vas érzékenységiik mellett Op-re is
érzékenyek, illetve a mi munkank soran is ezek a gének egyes esetekben ( Rb kezelés )

indukalodtak, sot az isiA-t a His jelenléte gatolta.

14) A 1O,-re indukalodd gének kozott szerepelt egy Scp szerti, magasfény fiiggé és Chl kotd
fehérjét kodold gén; egy fasciclin domént tartalmazé fehérjét kodold gén, valamint az RNS
polimeraz szigma faktorat kodold gén, illetve egy treonin szintadzt kodold gén, melyeket mar
egylittesen, vagy kiillon—kiilon tobbszor is kapcsolatba hoztak, kiilonb6z6 a Synechocystis
stresszfolyamatok soran, ugyanakkor teljes funkciojuk és egymassal valo kapcsolatuk maig

tisztazatlan.

15) Sikeresen kimutattuk, hogy léteznek olyan 'Oa-re gatlodd gének, melyek specifikus
génexpresszios csokkenést mutatnak a *Oz jelenlétében, igaz joval kevesebb szdmban, mint
a 10z indukalt gének. A 102 génexpresszidjanak ezen oldalaval az irodalom eddig még
szamottevéen nem foglalkozott, mi viszont kimutattuk, hogy érdemes foglalkozni a 'O
represszios hatdsaval. A 'Oa-re gitlodd gének kozott szintén akadt olyan, melyet mar
korabban kapcsolatba hoztak az oxidativ és egyéb stresszhatasokkal a Synechocystis-ben.
Ezen gének koziil, a hspA-t és a coaT kivéve, mind hipotetikus fehérjét kodolo gén. Ilyen

gén példaul az sll0846-os gén, valamint az slr7008-as gén is.
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