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BEVEZETO

A napenergia kémiai energidva valo atalakitisdval a novények, algak és
cianobaktériumok 1étfontossagu szerves szénvegyiiletekkel és oxigénnel latjak el a Foldet. Az
atalakitds folyamatat oxigéntermeld fotoszintézisnek nevezziik. A fotoszintézis elsddleges
reakcidi a tilakoid membranba agyazodott pigment-fehérje komplexekben, méas néven a
fotokémiai rendszerekben zajlanak (PhotoSystem II és PhotoSystem I, PSII és PSI). A
cianobaktériumokban a fényt a fikobiliszomak (PhycoBilisomes, PBS) nyelik el, amelyek a
tilakoid membranok kiilsd felszinén helyezkednek el.

Ha a fotoszintézishez sziikségesnél tobb fény éri a fotoszintetikus szervezetet, akkor a
reaktiv oxigénformak képzddése miatt ez karos lehet az illetd szervezetre. A cianobaktériumok, a
novényekhez ¢és algakhoz hasonldan, tobbféle fényvédelmi mechanizmussal rendelkeznek.
Héarom f6 élettani folyamat ismert, amelyek részt vesznek a fotoszintetikus apparatus valtozo
fényviszonyokhoz val6é alkalmazkodasdban: energia disszipacios hatékonysagi allapot atmenet
(state transition), a karosodorr D1 fehérje kijavitasa, és a nem fotokémiai fluoreszcencia-kioltés

(Non-Photochemical Quenching, NPQ).

A narancssarga karotenoid koto fehérje

A folosleges fényenergia hoként vald kibocsatdsat nem fotokémiai kioltasnak nevezik
(NPQ). A Symechocystis sp. PCC6803 (a tovabbiakban rdviden Synechocystis) nevii
cianobaktériumban a fotoszintetikus reakciokat telité kék-zold fény indukalja a fikobiliszomak
altal elnyelt folosleges fényenergia hoként vald kibocsatasat, aminek kovetkezményeként a
fikobiliszomak és a reakcidcentrumok kozti energiaatadas csokken. Ebben a folyamatban jatszik
szerepet a narancssarga karotenoid kotd fehérje (Orange Carotenoid Protein, OCP). OCP
hianyaban az erds fehér vagy kék fény altal indukalt fluoreszcencia-kioltas nem torténik meg a
fotoszintetizalo sejtekben. Olyan stressz koriilmények kozt, mint példaul a vashiany, a kék-zold
fény nagymértékli fluoreszcencia-kioltdst okoz, ami sokkal jelentésebb mértékii, mint amit
stresszmentes kornyezetben tapasztalunk. Kimutattak, hogy a nagymértékli fluoreszcencia-
kioltas Osszefiiggésbe hozhaté a magas OCP koncentracioval. Az OCP szerepét a fikobiliszomak

hé kibocsatas altal torténd fényvédelmi mechanizmusdban egyeldre csak Synechocystis-ben



vizsgaltdk, ¢és nem ismert, hogy ez a fontos folyamat mennyire gyakori jelenség mas
cianobaktériumokban. A rendelkezésre allo cianobakteridlis genom adatbazisokat atnézve a
fikobiliszomat tartalmazd cianobaktériumok legtobbjében taldltak olyan géneket, amelyek a
Synechocystis OCP-vel homoldg fehérjéket kodolnak. Ezek koziil néhany baktérumtdrzs nem
hordozza a teljes génszekvenciat. Ilyen példaul a Termosynechococcus elongatus, amelynek
genomja csak az OCP-t kodolo N- és C-terminalis részeket tartalmazza.

Munkénk soran azt vizsgaltuk, hogy milyen szerepe van az OCP-nek a kék fény altal
indukalt nem fotokémiai fluoreszcencia-kioltasban vashianyos és vassal ellatott optimalis
kornyezetben. Ehhez a kovetkezd fotoszintetikus modellszervezeteket hasznaltuk: Arthrospira
maxima (A. maxima) és Synechocystis, amelyek tartalmazzdk a teljes, OCP-t kodolo gént;
Synechococcus elongatus PCC 7942 (S. elongatus), amelybdl hidnyzik az OCP-t kodold gén; és
Termosynechococcus elongatus (T. elongatus), amely az OCP-t kédolé gén N- és C-termindlis

szakaszait tartalmazza.
A PsbU fehérje szerepe

Az oxigénfejleszté komplex (Oxygen Evolving Complex, OEC) a kettes fotokémiai
rendszer (PhotoSystem II, PSII) lumenalis oldalan helyezkedik el és foként kiilonb6z6 oxidacios
allapotban 1évé Mn, valamint Ca®" és CI™ ionok alkotjak. A kozvetlen kozelében elhelyezkedd
periférialis membranfehérj¢k szerepe a Ca®" és CI” ionok, mint létfontossagi kofaktorok
optimalis szinten valo tartdsa a hatékony vizbontds érdekében. A cianobakterialis PSII
komplexek 5 periférialis fehérjét tartalmaznak: PsbO, PsbP, PsbQ, PsbU, és PsbV. A PsbU
fehérje a PSII 12 kDa nagysagu periférialis alegysége, amely kristalyszerkezeti vizsgalatok
szerint a PsbO és a PsbV kozott helyezkedik el, és a legtobb érintkezési pontja ezekkel a
fehérjékkel van. A PsbU szerepe a Mn-komplex, €s a PSII szerkezeti stabilitdsdnak fenntartasa.
Ezen alegység hianyaban csokken a fotoszintetikus sejtek oxigéntermelése ¢és jelentOs
fényérzékenység alakul ki. Magas hdmérséklethez valo alkalmazkodas sordn a PsbU jelenléte
hozzajarul az oxigéntermeld komplex hdstabilitdsdhoz. A fehérje eltavolitdsa nemcsak a
lumenalis oldalra, hanem a PSII sztroma feloli oldaléra is hatassal van. Kimutattak, hogy a PsbU
hianya  valtozasokat okoz az elsédleges fotokémiai folyamatokban, mikozben

szabadfikobiliszoma felhalmozddas tapasztalhatd és csokken a fikobiliszomak és a PSII kozti



energiadtadds. A kozelmultban kimutattdk azt is, hogy a PsbU-val nem rendelkez6
Synechococcus PCC7942 sejtek magasabb €érzékenységet mutatnak oxidativ stresszel szemben,
mint a vad tipust sejtek.

A PsbU fehérje fényvédelemben betoltott szerepének tisztdzasdhoz a Symechococcus

PCC7942 (Synechococcus) baktériumtorzs ApsbU delécids mutansat vizsgaltuk.

CELKITUZESEK

A munkank f6 céljai a kék fény altal indukalt nem fotokémiai fluoreszcencia-kioltas
mechanizmusénak jobb megismerése, valamint a cianobakteridlis PSII PsbU alegysége

szerepének feltérképezése voltak. A részletes célkitlizéseink a kovetkezok:

1. Az OCP jelenléte és a kék feny 4altal indukalt fluoreszcencia-kioltds kozti korrelacid
vizsgalata.

2. A vaselvonas hatasainak feltérképezése a nem fotokémiai fluoreszcencia-kioltasra, valamint az
allapot atmenetre (state transition), OCP-t kodolo génnel rendelkezd, illetve azt részben vagy

teljes egészében nélkiil6zo cianobaktériumokban.

3. A cianobakterialis PSII komplex PsbU periféridlis fehérje szerepének tanulmanyozdsa a

fénykarositas elleni védelemben Synechococcus PCC7942 ApsbU delécids mutansa segitségével.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Az irodalomban hasznalt standard, illetve a disszertacid alapjaul szolgald publikaciokban
leirt modszerek:

= (Cianobaktériumok nevelése

=  Fe’' elvonas

=  Abszorbancia mérések



= Klorofill tartalom meghatarozasa

= PAM fluoreszcencia mérések

= Fluoreszcencia spektrum 77 K-en

» Flash-indukalt klorofill-fluoreszcencia lecsengés kinetik4janak elemzése
= Termolumineszcencia mérések

= Oxigéntermelés mérése

= Fénykezelések

EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

OCP ¢és fényvédelem kiilonbdzé cianobaktériumokban

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az OCP jelenléte és a kék fény altal indukalt
fluoreszcencia-kioltas kozti osszefliggést, olyan cianobaktérium torzseket hasznaltunk, amelyek
vagy rendelkeztek OCP-t kodold génnel, illetve annak egyes szakaszaival, vagy teljes egészében
nélkiilozték azt. A fluoreszcencia valtozasok kinetikdajat PAM fluoriméterrel kovettiik nyomon.
Ha a sotétadaptalt sejteket alacsony intenzitdsu, folyamatos kék-zold fénnyel vilagitottuk meg,
akkor mind a négy baktériumtorzs esetében (4. maxima, Symechocystis, S. elongatus, T.
elongatus) novekvé maximalis fluoreszcencia (Fy,’) értékeket figyelhettiink meg a State2-Statel
allapot valtozas miatt. Az OCP-t kodold gént részben tartalmazd (7. elongatus), vagy teljes
egészében nélkiilozd (S. elongatus) sejtek esetében a sejtek fluoreszecencidja magas szinten
maradt akkor is, ha nagy intenzitast folyamatos kék-zo6ld fénnyel vilagitottuk meg 6ket. Ezekben
az esetekben nem volt tapasztalhat6 fluoreszcencia-kioltas, ami arra utal, hogy az OCP jelenléte
nélkiil ez a fajta kioltds nem indukalodik. Ezzel szemben, ha az OCP-t kodolod gént tartalmazo
sejteket (Synechocystis and A. maxima) tettik ki nagy intenzitasi kék-zold fénynek, akkor
fluoreszcencia-kioltast mérhettiink az NPQ folyamat indukcidja miatt. A kék fény altal indukalt
nem fotokémiai fluoreszcencia-kioltassal ellentétben, az OCP hidnya nem befolyésolta az allapot
atmenet (state transition) megjelenését egyik altalunk vizsgalt cianobaktériumban sem.

Az OCP-vel rendelkezd sejtekben, vashidnyos koriilmények kozott is ugyanugy
indukalhato volt a fluoreszcencia-kioltas intenziv kék-zold fénnyel, mint optimalis koriilmények

kozott, mikozben az F értékeik megemelkedtek. A huzamosan vashidnyos kornyezetben nevelt,
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OCP-t szintetizalni képes sejtekben (Symechocystis, A. maxima) megndovekedett az NPQ
kapacitas mértéke, ellentétben a vassal ellatott kornyezetben nevelt sejtekkel. Az OCP-t
szintetizalni képtelen sejtekben (7. elongatus and S. elongatus) nem mutatkozott NPQ indukci6 a
tartésan vashidnyos kornyezet hatdsara sem. Az OCP-vel rendelkezd vizsgalt sejtek azon
képessége, hogy kék fény hatdsara fluoreszcencia-kioltds indukalédhat alatdmasztja azt az
elképzelést, miszerint ez a védekezési mechanizmus széles korben jelen van a
cianobaktériumokban. Ezzel szemben, az OCP-t kodolé gén hidnydban nem jelentkezik
fluoreszcencia kioltds. Emellett vizsgalataink azt is kimutattadk, hogy azok a torzsek, amelyek
nem képesek kék fény altal indukalt fluoreszcencia-kioltasra, hajlamosabbak fotoinhibiciot, azaz
fénykarosodast elszenvedni.

Vassal ellatott és vashianyos sejtek abszorpcids spektrumait hasonlitottuk 6ssze az OCP-t
kédold génnel rendelkezd, vagy azt nem tartalmazd torzsek esetén. Tartds vashidny mellett
nevelt Synechocystis és A. maxima sejtek 77 K fluoreszcencia emisszios spektruma hatarozott
csucsot mutat 685 nm-nél (600 nm-nél torténd gerjesztés esetén), ami erds fluoreszcenciat
kibocsato, szabad fikobiliszomak megjelenésére utal. Ezzel szemben az OCP-t kodold génnel
nem rendelkezd sejtek esetében ez a jelenség nem volt megfigyelhetd a fikobiliprotein tartalom
gyors csokkenése miatt. Vashidnyos kornyezetben, ha a cianobaktériumok nem képesek a kék
fény altal indukalt NPQ segitségével csokkenteni a reakcidocentrumokhoz eljutd energiat, akkor
ahhoz, hogy ne halmozddjanak fel a potencidlisan veszélyes szabad fikobiliszomak, csokkentik a

fikobiliprotein mennyiségiiket.

A PsbU szerepe a PSII fénykarositdsanak megeldzésében

A PsbU szerepének vizsgalatahoz a Symechococcus cianobaktérium torzs vad tipusu
(WT) és psbU deléciés mutans (APsbU) sejteinek fotoszintetikus elektrontranszportjat kovettiik
nyomon. A sejtek fényimpulzus altal indukalt klorofill-fluoreszcencia lecsengési kinetikajat
tanulmanyoztuk az elektrontranszport gatld 3-(3,4-diklorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU)
jelenlétében és hianyaban. Ezaltal ralatast nyertiink az akceptor oldali elektrontranszport
kinetikéjara illetve a redukalt akceptor és az oxidalt donor elemek kozti toltésrekombinécios
folyamatokra. A sotétadaptalt sejtekben egy telitd fényfelvillands redukalja a Qa elektron

akceptort az Osszes PSII komplexben, ami a valtoz6 fluoreszcencia hirtelen ndvekedéséhez



vezet. A maximalis fluoreszcencia ndvekedés (Fn-F,) amplitiddja ardnyos az aktiv PSII
reakciocentrumok 6sszmennyiségével. Ez kozel 30%-kal volt alacsonyabb a APsbU sejtekben a
WT-hoz képest. A DCMU hianyaban mért fluoreszcencia lecsengésbdl meghatarozhatéd az S;Qp’
toltésrekombinacio idéallanddja, mely 1.5x volt nagyobb a APsbU sejtekben, mint a WT-ban.
DCMU jelenlétében a S,Qa" lecsengésének iddallandoja a mutans sejtekben 2.1x volt nagyobb,
mint a WT ugyanezen értéke. A S;Qp €s S;Qa lecsengési iddallandok aranyabdl ki lehet
szamitani a Qa ¢és a Qp elektron akceptorok kozti szabadenergia kiilonbséget. Mivel a WT
paramétereivel szdmolt ardny kiilonbozott a APsbU-tol, arra kovetkeztettlink, hogy a Qa <-> Qp
szabadenergia kiilonbség megvaltozott a mutansban. Szamitasaink szerint ez 37 meV a WT-ban
¢€s 28 meV a mutans sejtekben.

A vizsgalataink soran a flash altal indukalt klorofill-fluoreszcencia mérések mellett
termolumineszcencia méreseket is végeztiink, mindezt DCMU jelenlétében ¢és hidnyaban
egyarant. A APsbU sejtekben a B sav, ami DCMU hianyaban az S;Qp" tdltésrekombinéacionak
tulajdonithatd, és a Q sadv, ami DCMU jelenlétében az S;Q," toltésrekombinacidhoz kapcsolhato,
magasabb homérsékletek felé tolodtak. Ezek az adatok megegyeznek a flash indukalt klorofill-
fluoreszcencia mérési eredményekkel és megerdsitik az S,Qp~ és az S,Qa  energetikai
stabilizacidjat a mutans sejtekben. Azonos szamu funkciondlis PSII komplex mellett a B sav
intenzitdsa 1.7-szer nagyobb a APsbU sejtekben a WT-hoz képest. Korabbi vizsgalatok
kimutattak, hogy a Psgo Phe elsédleges toltésszétvalasi allapot szabadenergia szintje befolyassal
van a termolumineszcencia intenzitasara, azaltal, hogy megvaltoztatja a Pggo™* és a Pgso Phe kozti
szabadenergia kiilonbséget. A APsbU sejtek megnovekedett termolumineszcencia amplituddja, a
lassabb S>Qa" és S,Qp” toltésrekombinacidval egyiitt, a Pego Phe™ elsédleges toltésszétvalasi
allapot csokkent szabadenergidjara utal.

A WT ¢és a APsbU sejtek fotoinhibiciora vald érzékenységét 1.5 6ras intenziv (500 pmol
m > s ' foton) megvilagitds mellett teszteltik, a D1 fehérje szintézist gatlé linkomicin
jelenlétében, illetve annak hianyaban. Kisérleteink azt mutattak, hogy linkomicin jelenlétében a
APsbU sejtek fokozottan érzékenyek az erds fényre. Annak ellenére, hogy a mutans sejtek
hajlamosabbak voltak a fotoinhibicidra linkomicin hidnydban, a fényintenzitds novekedési
szintre valo visszaallitdsa utdn jelentés mértékben regeneralédott a PSII aktivitasuk. Tobb

folyamat is résztvesz a fotoinhibicioban: az akceptor oldali elektrontranszport folyamatok



kovetkeztében reaktiv oxigénformak képzddhetnek, ugyanakkor az oxigéntermeld komplex is
inaktivalodhat.

Az eredményeink arra utalnak, hogy a PsbU fehérje hidnya véltozasokat idéz elé nemcsak
a PSII donor oldaldn, hanem az akceptor oldalon is. A fehérje hidanya az akceptor oldalon
valoszinlileg nem csak a Qa €és a Qp kornyezetét befolyasolja, hanem moddositja a Phe, vagy a
Pgso  reakcidcentrum  PpiChl-je  hidrogénkotéses  kolcsonhatdsait. Ez  utdbbi  olyan
toltésszétvalashoz vezet, ami triplett klorofillt (*Pego) eredményez, ami indukalhatja a szinglett

oxigén termelését, igy a PSII oxidativ karosodast szenvedhet.



1.

KOVETKEZTETESEK

Korabban nem volt ismert, hogy az igen fontos, kék fény altal indukalt fluoreszcencia-
kioltasi fényvédd mechanizmus altalanosan elterjedt-e a cianobaktériumok koérében vagy
sem. Munkank sordn kimutattuk, hogy csak azok a cianobaktériumok képesek kék fény
altal indukalt klorofill-fluoreszcencia kioltasra, amelyek genomja tartalmazza a teljes
OCP-t kodolo gént. Ez egyarant igaz optimalis és vashianyos koriilmények kozott nevelt
cianobaktériumokra. Ezzel ellentétben azok a cianobaktériumok, amelyek csak részben
tartalmazzak vagy teljesen nélkiilozik az OCP-t kodolo geént, nem képesek a kék fény
altal indukalt fluoreszcencia kioltdsra sem optimélis, sem vashidnyos viszonyok mellett.
Az utdbbi csoportba tartozé cianobaktérium térzsek mas modszerrel birkéznak meg az
olyan stresszkoriilményekkel, mint amilyen a vashidny: az OCP-t kddold gént nem
tartalmazo torzsek sejtjeiben vashidnyos kornyezetben  csokken a fikobiliprotein
mennyisége ¢s ezaltal elkeriilhetové valik a veszélyes, szabad fikobiliszomak
felhalmozdodéasa. Hasonld stresszkoriilmények kozt, amelyek sordn a sejtekben
megjelenhetnek a szabad fikobiliszomak, az OCP-t eldallitani képes torzsekben az erds
fény elleni védekezés az OCP-fikobiliszoma szintjén zajlé energia elvezetés utjan

torténik.

A PsbU protein alegység szerepét a PSII komplex elektrontranszportjaval és
féenyeérzékenységével kapcsolatban tanulményoztuk. A kisérleteket egy korabban leirt
PsbU-hianyos Synechococcus PCC 7942 mutanson végeztiik, amelyrdl kimutattdk, hogy
emelkedett antioxidans kapacitassal rendelkezik. Fényimpulzus éltal indukalt klorofill-
fluoreszcencia méréseink szerint a PsbU hidnya lelassitja az S,Qa ¢és az S,Qp
toltésrekombinacids folyamatokat. Termolumineszcencia adataink, azaz a magasabb
homeérsékletek felé tolodott Q- és B-savok arra utalnak, hogy ezekben a mutéans sejtekben
megnovekszik az S;Qa  és az S;Qp  toltésparok stabilitisa. Tovabba, a
termolumineszcencia savok intenzitasa altaldban magasabb a APsbU sejtekben (=1.7X a

B-csucs esetében), a WT-ban mérthez képest. A mutéans sejtek erés megvilagitas mellett
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érzékenyebbek a fotoinhibiciéra, linkomicin jelenlétében ¢&s hidnyaban egyarant.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a PsbU alegység hidnya a
Synechococcus PCC 7942 cianobaktérium torzsben befolyéassal van az S,Qa és S,Qp
toltésparok stabilitasara, azaltal, hogy moddositja a PSII donor és akceptor oldali elemeit.
A hatést valdszintileg a donor oldali oxigénfejlesztd komplex koézvetlen kdrnyezetében,
valamint PSII-n beliil bekovetkezd szerkezeti valtozasok okozzak. Eredményeink szerint
ezeket a valtozasokat a PsbU fehérje alegység hidnya a lumenalis oldalrél indukalhatja. A
APsbU sejtek fényérzékenysége valoszinlileg a reaktiv oxigénformék jelenlétéhez
kapcsolhatd, amelyek létrejottét vagy a megvaltozott donor oldal, vagy/és az elsddleges

toltéspar modositott energetikai allapota indukalja.
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