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Bevezetés

A cianobakterialis hidrogenazok jelentdésége napjainkban eloterbe
helyez6dott az alternativ - energiaforrasok kutatasa kapcsan. Az egyik
biotechnoldgiai elgondolas szerint fényenergia felhasznalasaval a fotoszintézis
utjan allitandnk el6 a hidrogénfejlesztéshez sziikséges elektronokat ¢és
protonokat. Ahhoz azonban, hogy megvalosithassuk a fénybdl nyert energia
hidrogénben torténé atmeneti tarolasat, a fotoszintézis és a hidrogenfejlesztés
folyamatarol rendelkezésiinkre 4ll6 ismereteink bovitése elengedhetetlen.
Kilonds fontossaggal bir a fejlesztésben hasznalt ket kulcsenzim: a
vizbontasért felelés kettes fotokémiai rendszer (PSIl) és a hidrogenaz enzim
miikodésének tanulmanyozasa. A jelen dolgozat a PSII reakciécentrumat (RC)
valamint a Hox hidrogenazt kodolo geének kifejezddéset vizsgalja
Acaryochloris marina tengeri cianobaktérium fajban.

A fotoszintetizalo prokariota szervezetek rendkivil adaptivak, szdmos
mechanizmust  fejlesztettek ki, hogy védjék magukat, elsésorban
fotoszintetizald6  apparatusukat a  kornyezeti  stresszhatasoktol. A
cianobaktériumok kiilonb6z6é hullamhosszon elnyelé pigment molekulak
rendszerét tartalmazzak, melyek aranyanak valtoztatdsaval is képesek
alkalmazkodni a valtozé kornyezethez. Az Acaryochloris marina egy d-
klorofill tartalma cianobaktérium, amely fotoszintézisét tavoli vords fenyben
gazdag kornyezethez adaptélta. Elsdsorban sokréti kromatikus akklimacidjanak
kdszOnhetden képes a lathato fénytartomany széles spektrumat hasznositani, és
jelentdsen eltérd fényintenzitasokhoz alkalmazkodni.

A cianobaktériumok korében elterjedt masik védekezési mechanizmus a
PSII D1/D2 heterodimert kddolé psbA és psbD gének duplikatumai révén
valésul meg. A fotofoszforilacid kezdeti katalitikus 1épése, az er6sen oxidativ

vizbontas a PSII komplexben zajlik. A vizbontas soran esetlegesen fellépd



oxidativ stressz elkeriilése érdekében a PSII koré komplex véddmechanizmus
kiépitésére volt szilkseg, melynek egyik modja a kozponti heterodimer
vizbontasban leginkabb érintett D1 alegységének gyakori lecserélése. A
fotoszintetikus ~ vedelmi- eés  akkliméciés rendszerik részeként a
cianobaktériumok az eukariota szervezetektol eltéré modon gyakran hordoznak
egy vagy tébb psbA génduplikatumot, melyek az intenziv D1 szintézishez
biztositanak nagyobb transzkript allomanyt. Egyes psbA duplikatumok
szekvencia moddosuldson mennek keresztiil, és e homoldg-variancia réven
kiilonbozo elsddleges szerkezetii €s valamelyest eltérd mitkodesti D1 izoformak
johettek létre. Az eltérd redox tulajdonsagokkal rendelkezd izoformak felvaltva
fejezOdhetnek ki, és ¢épiilhetnek be a PSII komplexekbe az adott
korilményektdl  figgden, 1igy  optimalizdlhatjadk a  fotoszintetikus
elektrontranszportot az eltér6 kornyezeti feltételekhez torténd alkalmazkodas
soran. Az eddig ismert cianobakteridlis genomokban a psbA géncsaladok 2-5
taguak, és 1-3 kiilonboz6 izoformat kodolhatnak. Azonban az eddig ismert
cianobaktériumokban a psbD génnek legfeljebb egyetlen duplikatuma fordul
elo, és a két homolog azonos aminosav szekvenciaju D2 fehérjet kodol.

A D1/D2 kozponti heterodimer mellett talalhato a citokrém b559 redox-
aktiv fehérje, amely két alegységbdl all. Mindkét alegység rendelkezik egy-egy
konzervalt hisztidinnel, amelyek imidazol oldallanca a hemcsoport kotésérért
felelés. Minden eddig tanulmanyozott, PSll-vel rendelkez6 szervezetben a
citokrom b559 két kiilonbozo, a és B, alegységet tartalmazo heterodimerbol
épul fel. Az a és P alegysegeket kodolo psbE és psbF gének termekei a
psbEFLJ policisztronos mRNS-ben irodnak at. Ez alol egyetlen kivétel ismert,
az eukariota z6ldalga, Chlamydomonas reinhardtii, ahol a psbE és psbF gének
egymastol szeparaltan, egy psbE, és egy psbFLJ atirodasi egységben kodoltak.

Az Acaryochloris marina viszonylag nagyméretii genommal (8.36 Mb),

jelentds génallomannyal (8462 geén), ¢€s nagyszamui plazmiddal (9 db)



rendelkezik. Ezt a tulajdonsagat nagymertékii alkalmazkodo képességeével mar
kordbban kapcsolatba hoztdk. A 2008-ban elérhetévé valt Acaryochloris
marina teljes genom szekvenciajabol harom psbA, valamint sajatos psbD, és az
a-citokrom b559 PSII alegységet kddold psbE duplikatumokra derdilt fény.
Eddigi ismereteink szerint az Acaryochloris nemzetségbe tartozo
cianobaktériumok lehetnek az egyedili organizmusok, amelyek két D2
izoformat kddold harom psbD tovabba ketté psbE homologgal rendelkeznek, és
feltehetden e génduplikatumok is ezen adaptiv fajok fotoszintetikus
akklimaciojat szolgaljak. Az Acaryochloris marina genomszekvenciajabol fény
derilt tovabba a ketirAnyl hidrogenézt kodolo hox genek meglétére. E gének
elrendezédése a Synechocystis PCC 6803 fajban leirtakkal analdg, ugyanakkor
Acaryochloris marina esetében a hox klaszter nem a kromoszéman, hanem

plazmid DNS-én talalhato.



Célkitiizések

1. A laboratoriumi nevelési koriilményektol eltérd, azonban az Acaryochloris
marina termeészetes életkortilményeihez hasonlatos hullamhosszu és intenzitasu
fényviszonyokhoz torténd alkalmazkodas soran a fotoszintézist, elsésorban a

PSII-t érint6 valtozasok jellemzeése.

2. Az Acaryochloris marina fotoszintetikus akkliméaciojanak transzkripcios
vizsgalata elsOsorban a PSII RC alegységeit kodold géneket érinti. Ezen
homologok valtozd kornyezeti viszonyokra mutatott kifejezddésének
meghatarozasat, és e gének valosziniisithetd funkcidjanak behatarolasa volt a f6

célunk.

3. A hox gének kifejezodését befolyasold faktorok azonositasa kiillonbozo
cianobaktériumokban. Az Acaryochloris marina-ban talalhatd6 Hox enzim
valészintisithetd  funkcidjanak  behatarolasa. A hox  génkifejezddés
szabalyozasasnak 0sszehasonlitasa harom kiilonb6zo fajban (Synechocystis sp.,

Synechococcus sp. és Acaryochloris marina sp.).



Kiserleti anyagok és modszerek

Novekedési és kisérleti korilmények

Az Acaryochloris marina sejteket K+ES tapoldatban, 25 °C —on, 10 pmol foton
m? s, a Synechocystis PCC 6803 és Synechococcus PCC 7942 kultirakat
pedig 30 °C -on, 40 pmol foton m? s* folyamatos megvilagitdas mellett
neveltik.

Alacsony illetve magas intenzitasu fénykezelésekhez 1 illetve 100 umol foton
m? s* megvilagitast hasznaltunk. Az UV-B sugarzast - melynek emissziés
maximuma 312 nm, intenzitdsa 7 pumol foton m™ s™ volt - névekedési fény
hattérben alkalmaztuk. A tavoli vords fény hullamhossza 720 nm, intenzitasa
0.18 pmol foton m? s™ volt. Alacsony oxigén koncentracioju kornyezetet (< 1
umol L) argonos buborékoltatassal, valamint enzimatikus Gton értiik el. A
specifikus  fotoszintetikus  elektrontranszport gatlast a 20 uM
dibromotimokinon; és 10 uM 3-(3,4-Diklorofenil)-1, 1-dimetilurea

hasznalataval értik el.

Klorofill koncentracié meghatarozasa

A Kklorofill koncentracidét etanolos pigment kivonat abszorpciojabol d-
Klorofillra a (ODggs 12.0995)-(0ODegs5:0.2006), a-klorofillra a (ODggs'11.978)-
(ODggs'2.3238) egyenlet alapjan szamoltuk.

Relativ.: mRNS mennyiségek meghatarozasa kvantitativn RT-PCR

modszerrel

A total-RNS kivonésa a ,forro-fenol” protokoll szerint tortént. Az RNS

mintdkbol cDNS-t szintetizaltunk H-MuLV reverz transzkriptdz enzim és



random hexamer primerek felhasznélasaval. A cDNS mintékat templatkent,
gén-specifikus primereket tartalmazdé 2xPower SYBR Green Master Mix
elegyben hasznaltuk fel a Q-PCR reakciohoz. A bels6 kontrol génként az rnpB-
t hasznéltuk.

A fotoszintetikus oxigénfejleszto aktivitas mérése

A kultarak oxigénfejleszté €s respiracids aktivitasat intakt sejteken, Clark-
tipusi oxigénelektréddal 1.5-3 perces megvilagitas illetve 10-15 perces
sOtétadaptalas soran meértik. Az oxigénfejlesztést a teljes lineéaris
elektrontranszport lancra (H,O—CO,), valamint dimetilbenzokinon és kalium
ferri-cianid jelenlétében csak a PSII oxigénfejlesztd képességére vonatkozoan

mértik.

A klorofill fluoreszcencia mérése

A OJIP tranzienst sOtétadaptalt mintan, 10 us - 1 s idéintervallumban gyors
fluoriméterrel mértiik. A gerjesztés 640 nm hullamhossza, 1000 pmol foton m™
st intenzitasu fénnyel tértént. Az igy kapott OJIP tranzienst logaritmikus skalan
abrazoltuk.

In silico fehérje analizis

Az aminosav szekvencidkat a cyanobase, valamint az NCBI protein
adatbazisabol toltottik le. A szekvenciak tobbszoros illesztését a CLUSTALW
programcsomaggal végeztiik. A filogenetikai fa a ,,maximum likelyhood” elv
alapjan a PhyML, a filogram grafikus megjelenitése pedig a Dendroscope

internetes bioinformatikai programcsomag felhasznalasaval kesziilt.



Eredmények

Az Acaryochloris marina 3 psbA és 3 psbD génje koziil 2-2 a kontrol
korilmények kozott dominansan jelenlevé D1y, illetve D2, (m=major)
izoformat kodolja, a harmadik transzkript pedig a psbA és psbD homoldgok
eseteben egyarant egy eltér0 elsddleges szerkezetli 1izoformat kodol. Az a-
citokrom b559 PSII alegységet kddolé psbE homologok kozil a psbEL
feltételezett terméke jelentGsen eltér a psbE2 A&ltal kodolt fehérje- és a
konszenzus aminosav szekvenciatdl. A divergens fehérje kdpidkat a PSII-E’,
D1’ és D2’ elnevezéssel illettiik kovetve a D1 izoformakra felallitott

funkcionalis nevezéktant.

1. Az Acaryochloris marina sotétben erds respiracios oxidaz aktivitast mutat,
amelynek kovetkeztében enn€l a fajnal a cianobaktériumok nagy részétdl
ellentétes modon sotétben a plasztoquinon molekuldk allomanyaban (PQ) az
oxidalt kinon molekulak redukalt kinolokhoz viszonyitott aranya
megndvekszik. Sz¢élsdségesen alacsony intenzitasu megvilagitas soran is a PQ
allomanyt kioxidalo folyamatok keriilnek eldnybe a PSII altal torténé PQ
redukcioval szemben. Mivel a PSII centrumok szuperkomplexet alkotnak a 645
nm-en elnyel6 PBP antenndkkal, ezért a 720 nm hullamhosszi fény a PSI
gerjesztés szempontjabol kedvezdobb, igy tdvoli voros fényben szintén az

oxidalt PQ molekulak kertlnek tulsulyba.

2. A 720 nm-es megvilagitas altal torténd hatékonyabb PSI gerjesztést a sejtek
PSII  &llomanyuk  megnovelésével illetve  fikobiliprotein  tartalmuk
csokkentésével ellensulyozzdk. Az alacsony intenzitasu lathaté fény
begyljtésének optimalizalasara a d-klorofill tartalma Pcb antennakat érintd
fehérjekornyezettel Osszefliggésben allo kromatikus atrendezodést a d-klorofill

cstcsban mutatkozé voroés eltolddas jelzi.



3. Az Acaryochloris marina laboratériumi koérilmények kozoétt a PSI kdzponti
heterodimerének D1, és D2, izoformait kodold 2 psbA és 2 psbD genjét fejezi
ki. Ezektdl az abundans feherjektol elter6o AS szekvencigjd D1’ €s D2’
izoformékat kddolo psbAl és psbD3 gének kifejezddése kontroll kdrilmények
kozott elhanyagolhato. Erds intenzitast fény stressz és UV-B sugarzas hatasara
a D1, és D2, izoforméakat kodol6 psbA2, psbA3, és psbD2 transzkriptek relativ
szintje megemelkedik.

4. Az Acaryochloris marina alacsony intenzitasu lathato- valamint tavoli voros
fényhez torténd fotoszintetikus akklimacidjaban feltehetden szerepet jatszik az
addicionélis D2’ izoforma, amelynek psbD3 génje e korulmények soran

aktivalodik.

5. A linearis és ciklikus elektron transzport gatlasa a cit be/f Q, kotéhelyére
beiilé dibromotimokinonnal megakadalyozza a D1, és D2, izoformakat kodolo
psbA2, psbA3 és psbD2 gének fény stressz-aktivacidjat, és a D1’ izoformat
kodold psbAl transzkript felhalmozodasat idézi el6.

6. Az Acaryochloris marina genomja a citokrom b559 o alegységét kddold
psbE gén két formajat, psbE1l és psbE2 homoldgokat tartalmazza, amelyek
kdzil az utobbi a relativ mRNS szintje alapjan az abundans kopia. A psbE1 gén
aktivitasa rendkivil alacsony, és e homoldg altal kodolt feltételezett a-citokrom
b559 termek aminosav szekvencigjdban mutaciok halmozodtak fel. A psbE1
gént6l kozvetlen ,,downstream” taldlhaté [B-citokrdm b559 kifejez6dése a
psbE1l génhez hasonléan elhanyagolhatd mértékii. Kovetkezésképpen, a
citokrém b559 o és 3 alegységek mennyisege kdzott transzkriptom szinten két

nagysagrendnyi kilénbség adddik.



7. A Synechocystis PCC 6803 Hox hidrogenazanak kifejezddését a fény, a
fotoszintetikus elektrontranszport és az oxigén befolyasolja. Az Acaryochloris
marina hox génjeit az oxigénhianyos kornyezet, a sotét, az alacsony

fenyintenzitas, és a tavoli vorés megvilagitas aktivalja.
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