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Roviditések jegyzéke

8-HDF — 7,8-didemetil-8-hidroxi-5-deazariboflavin

ADP — adenozin difoszfat

ATP — adenozin trifoszfat

CAB — Kklorofill a/b-t kot6 fehérje

CCE — a kriptokrom molekula C-terminalis nyulvanya

CCM — COy, stirit6 mechanizmus

CN-PAGE - nativ poliakrilamid gélelektroforézis

COP1 - E3 ubikvitin ligaz, jelatviteli utak fontos eleme

CP43 — a PSII antennakomplexének 43 kDa-os klorofillt koté alegysége
CP47 — a PSII antennakomplexének 47 kDa-os klorofillt kot6 alegysége
CPD - ciklobutan pirimidin dimer

Cry — kriptokrém

Cry-DASH — Drosophila Arabidopsis Synechocystis Homo kriptokrém
cyt bssg — citokrom-bssg

cyt be/f — be/f citokrém komplex

DNS — dezoxiribonukleinsav

FAD — flavin adenin dinukleotid

FeSa —a PSI komplexhez k6t6do és vas-kén redox kofaktort kotd fehérje
FeSg — a PSI komplexhez kotddo és vas-kén redox kofaktort kotd fehérje
FeSx — a PST komplex PsaA (A1) alegységéhez kotodo vas-ken redox kofaktor
FF — fehér fény, lathat6 fény (400-750 nm)

FMN — flavin mononukleotid

FPG — formamido pirimidin DNS-glikozilaz

gDNS — genomi DNS

hRNS — hirvivé RNS

LOV-tartomany — fény, oxigén vagy fesziltség altal szabalyozhaté fehérje tartomany
MTHF — 5,10-metenil tetrahidrofolat

min — perc

NADPH+H" — redukalt és protonalt nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat
PAR - fotoszintetikusan aktiv sugarzas, lathaté fény (400-750 nm)

PDM - a PratA fehérje altal meghatarozott membran

PHR — fotoliazzal homolog szakasz kriptokromban

PhrA — a Synechocystis sp. PCC 6803 fotolidz enzime



PhrB — a Synechocystis sp. PCC 6803 DASH kriptokromja

PSI — egyes fotokémiai rendszer

PSII — kettes fotokémiai rendszer

psbA —a D1 alegység izoformait kddold géncsalad

PsbH — a PSII kis molekulasulyu alegysége

Psbl —a PSII kis molekulastlyu alegysége

PsbK —a PSII kis molekulasulyu alegysége

PM — plazmamembran

PQ — plasztokinon molekula

Qa — egy plasztokinon allandé kdtohelye a PSII komplex D2 alegységén
Qs —plasztokinonok atmeneti kotéhelye a PSIT komplex D1 alegységén
QsH2 — kétszeresen redukalt és protonalt plasztokinon molekula

RC — a PSII reakciokdzpontja

RCCL1 — a PSII alapkomplex monomer allapotban

RCC2 — a PSII alapkomplex dimer allapotban

RNS — ribonukleinsav

ROS - reaktiv oxigénformak

SCP — kis, CAB-szer( fehérje (A-E)

SDS-PAGE — denaturdld poliakrilamid gélelektroforézis

Syn-CRY - PhrB, a Synechocystis sp. PCC 6803 DASH kriptokromja
T4 PDG — T4 endonukleadz V primidin dimer glikozilaz

TM — tilakoid membran

UV-A — ultraibolya B (315-400 nm)

UV-B — ultraibolya B (280-315 nm)

UV-C — ultraibolya B (100-280 nm)



Bevezeto

A napfény a Fold bioszférajanak energiaforrasa és szabalyzé tényezdje is egyben. A
Napbol szarmazo elektromagneses sugarzas, a légkori sziirGhatas ellenére is széles
spektrumban (290-3500 nm) érkezik a Fold felszinére. Szazalékos eloszlas alapjan e széles
spektrumbdl szarmazé sugarak jelent6s része a viszonylag nagy energidju és rovidebb
hullamhosszi 400-750 nm-es tartomanyba esik. A Foldon é16 fotoautotrof szervezetek e
tartomany energiajat hasznositjdk a leghatékonyabban. Ennek megfeleléen rendelkeznek
olyan molekula komplexekkel, amelyek képesek egyiitt a napfény energidjat kémiai energiava
alakitani  (PSII, PSI, cyt bg/f, ATP-szintetdz), mig mas molekuldk, bizonyos
hullamhossztartomanyl sugarzas hatasara specifikus folyamatokat szabalyoznak (fitokromok,
kriptokromok, fototropinok, UVRS).

Mindezek soran, napfény hatésara, az illet6é molekulak dtmeneti médositasokon esnek
at, viszont a sugarzas intenzitasanak és mindségenek fliggvenyében az emlitett molekulak
szereplikbdl kifolyolag maradand6 kérosodast is szenvedhetnek. E jelenség nemcsak a fény
hataséra specifikus folyamatokat ellatdé molekuldkra korlatozodik hanem gyakorlatilag
minden fényérzékeny molekulat érint. Ezek koziil az egyik legfontosabb a DNS, amelyen az
ultraibolya-B (UV-B) sugarzas (280-315 nm) jellegzetes szerkezeti valtozasokat képes
eldidézni.

Természetes korlilmények kozott a napfény hatdsara moédositast illetve karosodast
szenvedett molekulak vagy kijavitodnak és visszanyerik kiindulési forméajukat, vagy helyettik
Uj molekulék szintetizalédnak. E javitasi folyamatok rendkivuli fontossaggal birnak, hiszen a
fénynek sziikségszeriien kitett fotoszintetikus apparatus hatékony miikodése is ezekt6l fiigg.

A jelen dolgozatban két olyan fehérjével kapcsolatos kutatdsaimat mutatom be
amelyek jelent6s hatassal vannak a fotoszintetikus apparatus fénykéarosodas utani kijavitasara.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A fotoszintetikus apparatus szerkezete és miikodése

Az irodalmi Attekintés sordn a jelen dolgozat Kisérleti modellszervezetére, a
Synechocystis sp PCC6803 (Synechocystis) kék-zdld baktériumra, fogok koncentralni kitérve
mas szervezetekre is ahol sziikséges vagy hianyosak a cianobaktériumokra vonatkozo6 adatok.

A fotoszintézis kezdeti szakaszaban a fény fotonjainak energiaja altal a NADP*
NADPH+H-va redukalodik H* felvételével és ATP keletkezik ADP-bSl, mikdzben
vizbontasbdl szarmazé O, szabadul fel. Ez a folyamat jellemzi a fotoszintézis fényszakaszat,
aminek soran a létrejott NADPH+H® és ATP elengedhetetlenek a fotoszintézis
sOtétszakaszahoz, vagyis a szén lekotéséhez, és a gliikoz szintetiziséhez.

Az oxigéntermel6 fotoszintézis fényszakaszat katalizalo négy enzimatikus komplex a
fotoszintetikus szervezetek tilakoid membranjaban (TM) helyezkedik el. A TM kettds
rétegben felépiilé specialis lipidekb6l és az ebbe beledgyazdédd és hozza kapcsolodo
fehérjékbol, valamint fehérje-pigment komplexekb6l all. Kloroplasztiszokban a TM-ok
sajatos szerkezeti formakat Oltve, ugynevezett grana és sztroma régiokba szervezédnek, mig a
cianobaktériumokban rétegekben elhelyezkedd, zart membranrendszert alkotnak.

A négy enzimatikus komplex, amelyek a redox funkcidjuk altal egydttesen a
fotoszintetikus apparatust alkotjak, a kovetkez6: kettes fotokémiai rendszer (PSII,
viz:plasztokinon-oxidoreduktaz), citokrom bg/f komplex (plasztokinol:plasztocianin-
oxidoreduktaz, ferredoxin:plasztocianin-oxidoreduktaz), egyes fotokémiai rendszer (PSl,
plasztocianin:ferredoxin-oxidoreduktdz), ATP-szintetaz (1. &bra). Szerepik az, hogy
katalizaljak azokat az elektrontranszport Iépéseket amelyek NADPH+H® és ATP
keletkezéséhez vezetnek.

A fényszakasz a fény energidjdnak begylijtésével kezdddik, amely funkciot a
cianobaktériumoknal a fikobiliszoma fehérje-pigment komplex lat el. Ez a viszonylag nagy
tomegli fénybegyiijt6 komplex mindkét fotokémiai rendszert (PSII, PSI) kiszolgélja és
fikobiliproteinekbdl, valamint az ezekhez kovalensen kotott pigmentekbdl, fikobilinekbdl All.
A fikobiliszoma nagy hatékonysaggal tovabbitja a fényenergiat a fotokémiai rendszerek
reakciokdzpontjaihoz, ahol ezt a reakciokdzpontok fehérje egységeihez kotott specialis
klorofill-a molekula dimerek nyelik el. Ezek a PSlI-ben a Pggo, a PSI-ben pedig a Pgo-nak
nevezett klorofill komplexek. A PSIl reakcidkdzpontjaba eljutd energia létrehozza az
elsdleges toltésszétvalast, vagyis a fotonok energiaja altal gerjesztett Pggo lead egy elektront

az elsddleges akceptor feofitin molekulanak. Az elektron a feofitin molekulardl



nanoszekundumos id6tartomanyon beliil atkeriil a stabilan kot6do elsédleges kinon elektorn
akceptorra, a Qa-ra, ahonnan a mikroszekundumos idétartomanyban a labilisan k&t6do
mésodlagos kinonakceptorra, a Qg-re kerill. Az elsédleges toltésszétvalasnak kdszonhetéen a
gerjesztd energia altal oxidalt Pggg™ maga is erdés oxidalod tényezdévé valik ami altal képes lesz
vizmolekulakbol elektront elvonni. Ezt a folyamatot a PSII D1 alegysegének TyrZ-vel jelolt
redox-aktiv aminosava kozvetiti. A viz oxidaciojat a PSII lumenalis oldalahoz kapcsolodd
vizbontdé komplex végzi, amelynek katalitikus helye egy Mn,CaOsCl, molekula-csoport: A
vizbontd komplex 6t, fény altal indukalt oxidaciés allapoton (So, Si, Sz, S3, Ss4) halad

keresztiil, aminek soran elektronok valamint protonok szabadulnak fel a vizmolekulakbol.

szénhidrat
metabolizmus

nitrogén
metabolizmus

fikobiliszéma

citoszol

ADP + Pi

tilakoid
membran

. ®) lumen
<t > 4¢P a4 > - > -« > <> < >
PSIl PSIl n~apbH citokrom PSI citokrom ATP-
dehidrogenaz b f oxidaz szintetaz

1. abra: A fotoszintetikus apparatus f6 elemei. (Campbell és mtsai. 1998) PSII: kettes fotokémiai rendszer,
citokrém bg/f komplex, PSI: egyes fotokémiai rendszer, ATP-szintetaz .

A feofitinrél a Qa-ra tovabbkeriil6 elektron, valamint a PSIl vizbontd komplexe
(donor oldali) feldl torténd Pego” redukcid stabilizaljak a toltésszétvalast. Két toltésszétvalasi
ciklus utan a Qg® kétszeresen redukalt allapotba Kertil és a sztroma fel8l protonokat vesz fel,
létrehozva egy QgH, protonalt kinol molekulat. Ezt kovetéen a QgH> levalik a Qg kotéhelyrol
(PQH,) es a megiiresedett kotohelyet egy, a kettés lipidrétegben szabadon mozgd, oxidalt
plasztokinon (PQ), molekula foglalja el. A TM kettés lipidrétegébe kivalt plasztokinol
(PQH,), a citokrom bg/f komplexnek adja at elektronjait, amin keresztiil ezek eljutnak a TM
lumenalis feléhez kapcsolodd hidrofil, mobilis molekulédhoz, a plasztocianinhoz.

A PSll-vel parhuzamosan a PSl-ben is megtorténik a toltésszétvalas és a gerjesztd

fényenergia kovetkeztében elvesztett elektronjat az oxidalt P-oo" a plasztocianintol pétdlja. A
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toltésszétvalas a PSI esetében is csak akkor stabilizalodik, ha a P;o" altal leadott elektron
gyorsan tovabblép a PSI reakciokdzpontjaban talalhatd elektronakceptor 1ancon. Az elektron
elébb az Ao jelzést els6dleges akceptor klorofill-a monomerhez keril, amely tovébbitja az
Al-el jelolt masodlagos akceptorhoz, egy fillokinon molekulahoz. A fillokinon molekulatdl
az elektront az elsédleges ferredoxin-akceptor, a FeSx veszi at, majd innen a 4Fe-4S tartalmd
FeSa és FeSg kozpontra kertl &t. Az elektron végil a 2Fe-2S tartalmu ferredoxinra (Fd) jut,
amely hidrofil molekulaként a TM sztroma fel6li oldald&n mozoghat szabadon. Ezek utan a
sztroma feldli oldalon levé ferredoxin:NADP*-oxidoreduktaz (FNR) kozvetitésével az
energizalt elektron a fényszakasz végs6 akceptorara, a NADP*-ra keriilhet.

Az elektrontranszport reakciokkal parhuzamosan a lumenalis oldalon protonok (H™)
halmozodnak fel. Ezeknek egy része a vizbontasbol szarmazik, mas résziket pedig a protonalt
plasztokinolok szallitjak a sztromabol. A lumenalis oldalon jelentkezé magas H'-koncentracio
kovetkeztében a TM sztréma és lumen fel6li oldala kozott pH-gradiens jon létre. Ez a pH-
gradiens hajtja az ATP-szintetdiz enzimet, amely katalizalja az ADP ATP-vé vald
foszforilalasat.

1.1.1. A kettes fotokémiai rendszer szerkezete

A PSII egy kiemelt szerepi pigment-protein komplex a fotoszintetikus szervezetek
TM-ban, amely képes fényenergia altali vizbontasra, ilymédon a viz, mint elektron donor
hasznositasara, ami egyben az aerob élethez sziikséges O, felszabaditasat is eredményezi.
Rontgendiffrakcios eredmények alapjan alkotott PSII komplex modellrél (Barber 2012)
osszefoglal6jaban talalhato részletes beszamolo.

Oxigéntermelésre képes PSII komplexek monomer és dimer formaban egyarant jelen
vannak a Synechocytis sejtekben (Nowaczyk és mtsai. 2006). A monomer felépitésében tobb
mint 40 fehérje vesz részt, amelyek tartdsan vagy atmenetileg kapcsolodnak a komplexhez
(Shi és mtsai. 2012). A PSII monomer kdzponti részét egy heterodimer képezi, a D1 (PsbA)
és a D2 (PsbD) homolog fehérjék részvételével. E két fehérje hordozza a PSlI-ben végbemend
elektrontranszporthoz sziikséges redox kofaktorokat. A reakcidkdzpont a PSII funkcionalis
magja, amely a D1 és D2 fehérjéken kivil tartalmazza még a CP43 (PsbC), CP47 (PshbB)
klorofillt k6td, membranon belili antenna komplexeket, valamint a D2 fehérjével asszocialt
citokrom b559 (Cyt bssg) molekula o és B alegységeit (PsbE, PsbF). A reakciokdzpontban
végbemehet az elsddleges toltésszétvalas, viszont a vizbontashoz mas alegységekre is sziikség
van. A PSII tomegének tobb mint felét a kis molekulatomegti (<15 kDa) fehérje alegységek
teszik ki (Shi és Schroder 2004). Ezek az alegységek, amelyek kozul 14 atszeli a TM-t



(Pagliano és mtsai. 2013), szerkezeti és funkcionalis szerepekkel birnak, tébbek kodzott
stabilizaljak a PSII-h6z csatlakoz6 vizbontd komplexet. Egy PSII monomer, a fehérje
alegységeken kivil 6sszessegében 35 klorofill-a molekulat, 2 feofitint, 12 karotenoidot, 2 hem
csoportot, 1-2 CI iont, 3 plasztokinont, 25 lipid molekulat és a CaMn, kofaktor csoportot
tartalmaz (Guskov és mtsai. 2009).

A D1 fehérje hordozza, vagy koéti a reakciokdzpont elektrontranszportjaban aktivan
szerepet jatszo redox kofaktorok tdlnyomd részeét: tirozin 161 (TyrZ), klorofill-a (P680),
feofitin (Pheo), a Qg kotéhelyre kotédé plasztokinon (PQ) molekula. Mindemellett igen
fontos szerepe van a vizbonté komplex kialakitdsdban, ugyanis az emlitett komplex
Mn,CaOsCl; kofaktorainak egyik 6 kotéhelyeként szolgal (Asp170, Glul89, His332, Glu333,
Asp342, és a C-termindlis Ala344 &ltal). Szerkezeténél fogva foszerepe van a fényszakasz
reakcioiban, igy a fotoszintetikus szervezetek nagy energiat fektetnek a karosodott D1

fehérjék gyors és hatékony pétlasaba (Aro és mtsai. 2005; Vass és mtsai. 2000).

1.1.2. A D1 fehérje

Ez a megkozelitdleg 32 kDa molekulatomegii fehérje 6t transzmembran régioval szeli
at a TM-t. C-terminélis vége a TM lumenje felé néz, az N-terminélis vég pedig a sztréma
oldalén helyezkedik el.

1.1.2.1. A psbA gének

Mig a novenyekben csak egy, a psbA gén kddolja a D1 alegységet, addig a
cianobaktériumokban, fajtol fiiggéen 1-6 tagot szamlalo psbA géncsalad tolti be ezt a szerepet
(Mulo és mtsai. 2009). Synechocystis sp. PCC6803-ban ezt a géncsaladot 3 gén alkotja: a
psbAl, a psbA2 és a psbA3). Ennek ellenére a legtobb kornyezeti stressz jelenlétében, illetve
azok hianyaban, csak egy D1 izoforma mutathatd ki a sejtek TM-jaban, amelyet a psbA2,
psbA3 egyarant kddol (Mohamed és mtsai. 1993). A psbAl csak specifikus, mikroaerob
atmoszférikus kortlmeények kozt irddik at, igaz még igy is csak elenyészé mértékben, ami a
teljes psbA géncsalad hirvivé RNS (hRNS) mennyiségét illeti (Sicora és mtsai. 2009).
Stresszmentes nevelési kortlmények kdzott a Synechocystis psbA transzkript mennyiségének
tobb mint 90%-at a psbA2-rél atirt hRNS molekuldk teszik ki (Mohamed és mtsai. 1993).
Stresszkorilmények kozdétt, mint amilyen a magas intenzitasu fény, vagy az UV sugarzas, a
psbA3 gén transzkript szintje a kiindulasi szintjéhez képest akar 20-szorosara is névekedhet,
mig a psbA2 gén transzkript szintje csak 6-7-szeres novekedést mutat. Tehat a Synechocystis
sejtek emelked6 0ssz-psbA transzkript mennyiséggel reagalnak a stresszre és ezen belll
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aranyaiban jelent6sen megnovekszik a psbA3 transzkriptok mennyisége (Mate és mtsai. 1998;
Vass s mtsai. 2000).

Synechocystis-ben a psbA géncsalad kifejez6dése tobbek kozott transzkripcios,
transzkript stabilizacios, transzlacios és redox szabalyzas alatt all és a szabalyzas tébbnyire a
kornyezeti fény jelenlétén illetve hidnyan alapszik (Mulo és mtsai. 2009).

A transzkripcids szabalyzéas (Golden 1995; Mohamed és Jansson 1989), amely tobb
szigma faktor (SigB, SigD, SigE) kdzvetitésével fény altal indukalhatd, optimalizalja a sejtek
kdrnyezeti valtozasokhoz val6 alkalmazkodasat (Imamura és Asayama 2009; Pollari és mtsai.
2009). Gyakorlatilag a feny intenzitdsanak novekedésével novekszik a psbA2 és a psbA3
gének atirdsi szintje (Constant és mtsai. 1997). Mindezen felil a psbA2 promoéteréhez
kapcsolodo és azt szabalyzd SigD factor, a Microcystis aeruginosa cianobaktériumban maga
is pozitiv szabalyzas alatt all az 6t koédolo rpoD1-t8] upstream taldlhatdé DNS szakasz
sajatsagos, harmadlagos szerkezete altal (Asayama és mtsai. 1999). Ezek mellett pedig a
prokariotakra amigy nem jellemz6, viszont a cianobaktériumokban megtalalhato, cirkadian
Ora is részt vesz a cianobakterialis psbA2 transzkripcios szabalyzésaban (Agrawal és mtsai.
1999).

A psbA2 és psbA3 transzkriptek féléletideje atlagos nevelési megvilagitas alatt 10-20
perc, mig sotétben az elektrontranszport folyamatok leallasa mellett, akéar oOrékra is
megndvekedhet (Herranen és mtsai. 2001; Mohamed és Jansson 1991). A fénybdl sotétbe
valo atmenetnél a psbA gének atirasa rovid idon beldl le is all, ami feltehet6leg represszios
fehérjék kozvetitésével valdsul meg (Herranen és mtsai. 2001). E represszios fehérjék hatasa
mellett a psbA2 transzkript halmaz stabilitdsa fligg a psbA2 gén upstream szomszédsagaban
talalhaté Ugynevezett AU-box jelenlététdl is. Sotétben e szekvencia hidnyaban a psbA2
transzkript hosszabb féléletidével rendelkezik (Agrawal és mtsai. 2001).

Synechocystis sejtekben a transzlacidé kezdetét, valamint a D1 fehérje- prekurzorok
atirads utani modositasat a klorofill bioszintézis is szabalyozza (He és Vermaas 1998). Az
atiras sikeres indulédsa utan, ha a transzlacios elongécioé sorén a sejt sotetbe kerdl, akkor az
atiras és az atirddo fehérje TM-ba val6 beltetése sziinetel (Tyystjarvi és mtsai. 2001). A D1
fehérje atiras utani moddositasat és a TM-ba valo belltetését szamos fehérje alegység
szabalyozza, amelyek mind hozzajarulnak a PS1I komplex 6sszeszereléséhez (Nixon és mtsai.
2010).

Szamos tanulmany azt mutatja, hogy az elektrontranszpotlanc bizonyos elemeinek
redox allapota is hatdssal van a psbA gének indukalasara. A Qa redukélt allapotanak
kialakulasa, ami lényegében erés kornyezeti fényintenzitas kdvetkezménye, kapcsolatba

hozhatd a psbA transzkript szint &tmeneti novekedesével (Alfonso és mtsai. 2000). Viszont az



elektrontranszportlanc gatlasaval egybekotott magas fényintenzitas mellett az elvartnal
alacsonyabb mértékben irddik at a psbA2 (Sippola és Aro 2000). Ugyanakkor hosszabb, 6
Ords Qa redukcios Kkisérletek azt mutattdk, hogy a membran lipid fazisdban talalhatd
plasztokinon oxidacidja soran ndévekszik meg a psbA transzkript szint (Li és Sherman 2000).
A PSI oxidoreduktaz miikodése is szerepet jatszhat a psbA transzkript-szabalyzasban, mivel
az &ltala specifikusan elnyelt fény (>700 nm) jelenlétében fokozodik az atiras (Sippola és Aro
1999). A citokrom bgf komplex Qo plasztokinon koté helyének redukalt allapota is pozitivan
hat a psbA transzkript szintre (El Bissati és Kirilovsky 2001).

1.1.3. A kettes fotokémiai rendszer k&rosodésa és javitasa

A fotoszintetikus szervezeteket éré fény potencidlisan karosithatja a fényérzékeny
pigment molekulakat kotd fehérje alegységeket. Ha ezek karosodasa olyan mértéki illetve
gyakorisagu, hogy az illetd szervezet nem képes megjelenésiik litemében kijavitani Oket,
akkor fotoinhibiciordl beszeliink (Aro és mtsai. 1993). A jelenség elsédleges helyszine a PSII
komplex, amelynek karosodasa maga utan vonja a fotoszintetikus apparatus hatékonysaganak
jelentés csokkenését illetve ledlldsat. Mivel a fotoszintetikus szervezetek tdbbnyire
elkertlhetetlentl ki vannak téve a kornyezeti fénynek, illetve 1étik a miikodoképes
fotoszintetikus apparéatustdl fugg, hatékony javitasi mechanizmusokkal rendelkeznek a PSII
komplex kijavitasahoz. Ezek a javitasi folyamatok atlagos feltételek mellett maradéktalanul és
létrejottik Gtemében kijavitjak a kornyezeti fény altal indukalt karosodasokat (Aro és mtsai.
1993), amelynek soran a meghibasodott fehérje alegységek eltavolitddnak, majd ezeket de
novo szintetizalt példanyok potoljak.

A javitasi mechanizmusok viszont 6nmaguk is ki vannak téve kiilonb6z6 kornyezeti
tényezOk (sostressz, alacsony CO; szint, alacsony €s magas hdmérséklet) karos hatdsainak
(Murata es mtsai. 2007), ahogy ezt tobbek kozott a Synechocystis-ben is leirtak
(Allakhverdiev és Murata 2004). Ezek a tényezék foleg az altaluk indukalt reaktiv
oxigénfajtakon (ROS) keresztul fejtik ki hatasukat, amelyek gatoljak a fehérje alegységek de
novo szintézisét (Nishiyama és mtsai. 2004; Nishiyama és mtsai. 2006). A Chlamydomonas
reinhardtii z6ldalgan végzett tanulmanyok azt bizonyitjak, hogy a Calvin-Benson ciklus
megszakitasa, ami CO, hianyt imital akadalyozza a PSII javitasi folyamatait (Takahashi és
Murata 2005). A Calvin-Benson ciklusban termel6dé glicerin-3-foszfat normalis
korilmények kozott ugyanis elektronokat fogad a NADPH iranyabdl, viszont hianyaban
emelkedik a ROS szintje, valamint csokken a D1 fehérje szintézisének hatékonysaga

(Takahashi és Murata 2006). A jelenséget, miszerint a ROS képz6édés gatolja a D1 fehérje



.z

szakaszaban (Nishiyama és mtsai. 2011).

Ezek fényeben nyilvanvald, hogy a PSIlI komplex javitési ciklusanak hatékonysaga
szamos paraméter fuggvénye, amelyek ily mdodon kozvetetten negativ hatassal lehetnek a
fotoszintézis fényszakaszanak folyamataira (Takahashi és Murata 2008).

Akcios spektrumanak meghatarozéasa alapjan a PSII karosodésa tobb fotoszintetikus
modellszervezetben is féleg az UV-B, UV-A és a kék fény tartomanyaba esd sugarzasokhoz
kothetd (Ohnishi és mtsai. 2005; Takahashi és mtsai. 2010). Emlitéesre mélté ugyanakkor,
hogy ép 6zonréteg alatt, a fitoplanktonok esetében a fotoszintézist leginkdbb az UV-A
sugarzas gatolja (Cullen és mtsai. 1992). A PSIl komplexen bellil az UV-B sugarzas
elsédleges hatohelye a vizbonté komplex Mn,CaOsCl, kofaktorainak csoportja (Vass és
mtsai. 1999). Ezt tobbek kozott az is alatdmasztja, hogy a PSII karosodas akcids spektruma
hasonlosagot mutat a vizbonté komplex Mn,CaOsCl, kofaktorainak abszorbcids spektrumaval
(Hakala és mtsai. 2005). A vizbontd komplex kérosodédsa pedig gatolja a fenyindukalt
elektrontranszportot (Ohnishi és mtsai. 2005; Vass és mtsai. 1996; Vass és mtsai. 1999).
Mivel a vizbontd komplex kofaktorai megkotésében kulcsfontossagl a D1 fehérje, ezért
kiemelt célpont a PSII komplex karosodasaban. Stresszérzékenysegét megsokszorozza, hogy
a fotoszintetikus elektrontraszpotlanc tobb elemét is koti vagy szerkezetében hordozza (Adir
és mtsai. 2003; Aro és mtsai. 1993).

A fényenergia nemcsak a vizbonté komplex karositasan keresztiil hathat negativan a
fotoszintetikus apparatusra, hanem kozvetlendl is képes kart tenni a PSII komplex fehérje
alegységeinek szerkezetében. Az UV-B sugéarzas a D1 és D2 alegységeken belul, specifikusan
a TyrZ és TyrD elektron donorokat valamint a Qa és Qg kinonkoté helyeket is inaktivalhatja
(Vass és mtsai. 1996; Vass és mtsai. 1999). Mig az UV-B sugarzas a D1 és a D2 fehérjéket
egyarant karositja (Melis és mtsai. 1992), a lathatd fény célpontja elsésorban a D1 fehérje
(Aro és mtsai. 1993). Ha az oxidalt Pggo” nem képes a karosodott vizbonté komplextdl, illetve
a TyrZ-t6l redukalodni, akkor jelentdsen megnovekedik a féléletideje és erds oxidativ hatasa
révén kozvetlenil képes karositani a PSII komplex fehérje alegységeit (Aro és mtsai. 1993).

Mindezek mellett a PSII komplex csokkent aktivitasanak leggyakorib forrasa a reaktiv
oxigénformaktol (ROS) szarmazo oxidativ karosodas. Ha a Qa és Qg kotdhelyek karosodnak
vagy barmilyen mas oknal fogva (pl. redukalt plasztokinon allomany) tartosan redukalddnak
akkor a plasztokinonok iranyaba folyé elektrontranszport leall és téltésrekombinacid léphet a
D1 alegységen belil, ami ge

rjesztett *Pego Vvagyis triplet klorofillt (3Chl) eredményezhet (Noguchi 2002). E

molekulak képesek kdzvetlenll oxigénnek atadni a gerjesztett elektronjaikat, igy szingulett
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oxigént (*O,) hozva létre, ami jelentds oxidativ karosodast okozhat a PSII komplex fehérje
alegységein (Krieger-Liszkay és mtsai. 2008). A PSI komplex akceptor oldala megfeleld
affinitasu elektron akceptor molekula hianyaban képes szuperoxid gyokké (O,") redukalni az
oxigént, ami hidrogén peroxidda (H,O;), valamint hidroxil gyokké («OH) alakulhat (Asada
1999). A ROS-0k jellemz6en kozvetetten karositjak a fotokémiai rendszereket, amely soran a
karosodott alegységek potlasara szant de novo fehérje szintézist akadalyozzék (Nishiyama és
mtsai. 2004; Nishiyama és mtsai. 2006). Tébb tanulméany is kimutatta, hogy a ROS-ok
specifikusan és jelentés mértékben képesek gatolni D1 fehérje szintézisét (Allakhverdiev és
Murata 2004; Nishiyama és mtsai. 2004). A ROS-ok karos hatasat a Synechocystis
enzimatikusan és nem enzimatikusan is képes hatékonyan elhéritani. Genomja egy szuperoxid
diszmutdzt (Nakao és mtsai. 2010), egy katalaz peroxiddzt (Tichy és Vermaas 1999), 6t
peroxiredoxint (Stork és mtsai. 2005) és két glutation peroxidazt kodol (Gaber és mtsai.

2001), amelyek bizonyos mértékig képesek semlegesiteni az oxidativ stresszt.
1.1.3.1. A PSII javitasi mechanizmus lépései

Egy fotoszintetikus szervezet PSII populécidjanak hatékony miikodését alapvetéen a
PSII javitasi ciklus biztositja, melynek keretén bellil a hibas alegységek Gjonnan
szintetizaltakra cserélddnek. A javitasi ciklus lépései a kovetkezok: 1. karosodott D1 és D2
alegységek proteolitikus eltavolitdsa, 2. hRNS atirasa a psbA és psbD gének alapjan, 3.
fehérjék de novo szintézise a hRNS-ek alapjan, 4. az Gjonnan szintetizalt fehérjék beépilése a
PSIl komplexbe (Komenda és Barber 1995), 5. a vizbontd komplex, valamint a kis

molekulatomegii fehérjék kapcsolodasa és a PSII komplex aktivalasa (2. abra).
1.1.3.1.1. A karosodott D1 alegységek eltavolitasa

A PSII javitasi ciklus talan legfontosabb 1épése a hibas D1 alegység lecserélése egy de
novo atirt fehérjére (Aro és mtsai. 1993; Nixon és mtsai. 2005). Szerepébdl adédéan a D1
fehérje alacsony fényintenzitas mellett is karosodik és atlagos kortlmények kdzott is néhany
oranként lecserélodik. Nagy energidji sugarzas hatdsara azonban ez az 1dé dramaian
lecsokken, elérve akar a 20 percenkénti D1 potlast is (Vasilikiotis és Melis 1994). Ezzel a
kilondsen gyors javitdsi ciklussal valik a D1 fehérje a TM leggyorsabban cserél6d6
fehérjéjévé (Mattoo és mtsai. 1984). Normalis koriilmények kozott a D2 fehérje lecserélédése

nem zajlik a D1-hez mérhet6 gyorsasaggal, mivel féléletideje hosszabb a D1-énél, viszont UV
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sugarzas hatasara a D2 javitasi ciklusa is felgyorsul (Jansen és mtsai. 1999; Jansen és mtsai.
1996).

PSIl dimer

ogenfejleszté
komplex

517 APSjavitasi lm
ciklusa

2. abra: A PSII javitasi ciklus 1épései. (Mulo és mtsai. 2009) 1. A D1 alegység karosodasa és a PSII
inaktivalasa 2. hRNS éatirdsa a psbA génekrdl 3. Fehérje alegységek de novo szintézise 4. Az alegysegek
beéplilése a PSII komplexbe 5. A vizbont6é komplex kapcsolddasa és a PSII komplex fényaktivalasa.

A fehérjék lecserélédése egy specifikus folyamat. A DI fehérje esetében a hibas
alegységek lebontasdnak mértéke latszdlag dsszhangban &ll a rendelkezésre all6 psbA
transzkript illetve a mar atirt D1 fehérje mennyiséggel. Fehérjeszintézist gatlé vegyszer
jelenlétében, illetve alacsony psbA transzkript szint mellett, a kdrosodott D1 lebontasa is
csokken (Komenda és mtsai. 2000; Komenda és Barber 1995).

A D1 fehérje PSII komplexbdl vald eltavolitasaban valamint lebontasdban az FtsH
protedzoknak kiemelt szerepiik van (Cheregi és mtsai. 2007; Komenda és mtsai. 2006; Nixon
és mtsai. 2005; Silva és mtsai. 2003). Az FtsH protedzok a TM-nal asszocialhatd, ATPaz
aktivitast, Zn** kotéhellyel rendelkezé metallopeptidazok (Ito és Akiyama 2005), amelyek
hexamer hetero-oligomer gyiiriikbe szervezédnek (Krzywda és mtsai. 2002). Synechocystis-
ben a genom 4 homolog FtsH proteazt kodol, amelyek kozil ketté 1étfontossagu (slr1390:

Ftshl, slrl604: Ftsh3), egy nem mutat feltiin fenotipust (sl11463: Ftsh4) (Mann és mtsai.
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2000), egy pedig igen fontos szerepet jatszik a D1 fehérje lebontasaban (slr0228: Ftsh2)
(Cheregi és mtsai. 2007; Silva és mtsai. 2003). A hexamer hetero-oligomer gytriket,
amelyekkel a proteaz aktivitas tarsithatd, feltehetdleg az FtsH2 és FtsH3 alegységek alkotjak
(Boehm és mtsai. 2012). AFtsH2 (ASIr0228) mutans sejtekben megnd a karosodast szenvedett
D1 mennyisége és nem halmozddnak fel az esetleges fehérje bontasbol szarmazd kisebb
fragmentumok (Komenda és mtsai. 2006), tehat az FtsH2-nek kulcsfontossagu szerepe van a
D1 degradécidban.

Jelenlegi ismeretek szerint az FtsH2 a D1 fehérje N-terminalis végén kezdi a lebontast
(Komenda és mtsai. 2007), aminek el6feltétele az alegység destabilizacioja, ahhoz, hogy a
protedz hozzaférhessen a lebontand6 fehérjéhez. Tobb tanulmany aldtdmasztja azt a modellt,
miszerint a D1 fehérje lebontdsat a fotoinhibicion kiviil szdmos mas stressztényezobdl (ho,
ammonia, mesterséges genetikai beavatkozas) adodo szerkezeti destabilizacio is indukalhatja
(Drath és mtsai. 2008; Kamata és mtsai. 2005; Komenda és mtsai. 2010). A destabilizacio
magaba foglalja a PSIl komplex részleges vagy teljes felbomlasat és akéar a pigment
molekuldk levalasat az apoproteinjeikrél. Mindez feltehetéleg oxidativ karosodas folytan
valdésul meg (Nixon és mtsai. 2005). A destabilizalt D1 alegység N-terminalis vége
kristalyszerkezeti adatok alapjan (Ferreira és mtsai. 2004; Loll és mtsai. 2005) a PSII
komplexb6l a sztromaba nyulik, ahol a hossza fliggvényében (Chiba és mtsai. 2002)
feltehet6en képes kolcsonhatasba lépni az FtsH protedzzal. A hibas fehérje PSII komplexbdl
valo kiemelését a D1 alegység koril talalhato lipid gytri is elosegiti (Loll és mtsai. 2007). A
hibas D1 ezutan athalad az FtsH gyiirtijén, mikozben egy ATP-fiiggd folyamatban lebomlik a
protedz aktiv Zn?* kotShelyén (Silva és mtsai. 2003). Az FtsH protedz hatékonysaga és
stabilitdsat, Arabidobsis-ban jelent6s mértékben befolyasolja az er6sen konzervalt és
Synechocystis-ben is megtalalhaté Psb29 (Thfl) alegység (Zhang és mtsai. 2009). Ebben a
modellben az FtsH proteaz egyeduli enzimkeént is képes a destabilizalt D1 fehérje hatékony
lebontésara és ezaltal elésegiteni a PSII javitasi ciklusat és mérsékelni a fotoinhibicio karos
hatasat (Cheregi és mtsai. 2007; Silva és mtsai. 2003). Ezzel szemben a D1 degradacio abban
az esetben sem Aall le teljesen ha a sejtekb6l hianyzik az FtsH2 és FtsH3, ami felveti a D1
degradacio egy alternativ Gtvonalanak létezését (Komenda és mtsai. 2010).

Arabidopsis esetében a protedzok egy masik csoportjanak, a DegP/HtrA proteaz-
csaladnak is szerepet tulajdonitanak a D1 fehérje degradacidéban (Huesgen és mtsai. 2009). Az
FtsH proteazok itt is Kitiintetett szerepet kapnak (Kato és Sakamoto 2009). Ugyanakkor
kdzvetlenll vagy kdzvetetten a Deg protedzok is részt vesznek a D1 lebontasaban, ahogy ezt
in vitro és in vivo Kisérletek is alatdmasztjak (Haussuhl és mtsai. 2001). Mindemellett a Deg

protedzok fontossagat, a D1 alegység degradacidjaban, szdmos tanulmany kétségbe vonja.
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Synechocystis sejtekben a D1 feherje szelektiv és gyors lebontasat nem akadalyozza a Deg
proteazok (slr1204, sll1679, sll1427) teljes hidnya (Barker és mtsai. 2006) és Arabidopsis-ban

s

Deg8 hianyaban (Sun és mtsai. 2007).

1.1.3.1.2. Gén-indukcidé

A psbA géncsalad elemeinek hRNS-¢ val6 atirasa a mar leirt médokon szabalyozott. A
D1 kérosodasaval parhuzamosan a kart okozé sugarzas a psbA2 és psbA3 gének atirasat is
indukalja, ami altal a stressznek kitett sejtekben megndvekszik az 6ssz-psbA hRNS szint.
Ezzel egyiitt a novekvO Ossz-psbA mennyiségen belil megnovekszik a psbA3 hRNS
molekulak aranya (Maté és mtsai. 1998; Vass és mtsai. 2000).

A D1 fehérje atirdsa a PSII javitasi ciklus keretében feltételezhetéen a TM-nal
asszocialhatd riboszomakon torténik (Herrin és Michaels 1985), amelyekhez a psbA hRNS
molekulak mér a citoszélban kapcsolddnak és az atiras mar itt elkezdédik. Ez a modell
azonban arnyaltabba valt, mivel elektronmikroszképos felvételek azt mutatjak, hogy a
riboszomak elsésorban nem a TM rétegei kozt helyezkednek el (van de Meene és mtsai.
2006).

Synechocystis-nél, a magasabbrendi névenyekkel ellentétben hianyzik a transzlacio
kezdeményezésének szabalyzdsa (Tyystjarvi és mtsai. 2001). Ezzel szemben az atiras
elongécios szakasza, az 1.1.2.1 fejezetben leirt moédon fontos helyszine a D1 szintézis
szabalyzasanak. De novo PSII komplex-képzés sordn a novekvé polipeptidlanc egy hianyos
PSII reakciokdzpont felé iranyitodik, ami minimum a cyt bssg és D2 alegységekbdl all
(Tyystjarvi és mtsai. 2001; Zhang és mtsai. 1999). Ett6l eltéréen, a D1 szelektiv kicserél6dése
folyaman az Gjonnan képz6dott alegység az RC47 (psbl + D1 + cyt bssg + D2 + CP47 + pshH)
komplexbe épil be, ami a D1-nél keveshé karosodik stresszkorilmények alatt. A CP47
alegység peldaul, radioaktiv izotdpos vizsgalatok alapjan, a PSIl komplex egyik legid6tallobb
eleme, ami viszonylag ritkan cserélodik le (Komenda és mtsai. 2004). A PSll-be valo6
beépiilés elofeltételeként a D1 fehérje stabilizaciojahoz kulcsfontossadgi a D2 fehérje jelenléte
a TM-ban (Komenda és mtsai. 2004). A fény jelenléte pedig elengedhetetlen a D1 fehérje
atirasanak befejezesehez (Tyystjarvi és mtsai. 2001). Az atiras egy kb. 34 kDa nagysagu
prekurzor fehérjét (pD1) eredményez (Herrin és Michaels 1985). Ahhoz, hogy a vizbontd
komplex kofaktorai az jonnan szintetizalt D1-hez kapcsoldédhassanak a pD1 C-terminalis 16
aminosav hosszu nyudlvanyanak mddositasokon kell atmennie (Anbudurai és mtsai. 1994;

Nixon es mtsai. 1992). A CtpA protedz hasitja ezt a C-terminalis nyulvanyt, létrehozva egy
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atmeneti D1 (iD1) format, amelynek igy még mindig marad egy 8 aminosavnyi C-terminalis
része (Komenda és mtsai. 2007a). Ez az atmeneti forma féleg a minimalis reakciokézponttal
(RC: psbl+iD1+D2+Cyt bssg) asszocidlhatod (Nixon és mtsai. 2010) . Annak részleteire, hogy
a D1 alegység a PSII komplexbe egész pontosan hogyan épiil be nincsenek kiserletes adatok,
viszont az ismert, hogy a folyamat maga nagyon gyors. Komenda és munkatarsai (Komenda
és mtsai. 2004) radioaktivan jelolt D1 alegysegek segitsegével kimutattdk, hogy a TM-ban
sem a D1, sem a pD1, sem pedig az iD1 nem halmozédik fel nagy mennyiségben a minimalis
reakciokdzpontokban (RC) vagy szabadon. A D1 prekurzorok kiemelkedéen az RC47
kialakitasaban vesznek részt, ami az atirassal parhuzamosan zajlo beépilésre utal (Komenda
és mtsai. 2004; Zhang és mtsai. 1999). Az emlitett D1, pD1 és iD1 termékek felhalmozddnak
viszont az ftsH mutansokban, ami egy szelektiv, atiras utani szerepet tulajdonit a protedznak
(Komenda és mtsai. 2006). Ugyancsak fontos szerepet tulajdonitanak az atiras utani
folyamatokban az YCF48 fehérjének, amely stabilizalja a pD1 alegységet és ecldsegiti a
reakciokozpont 6sszeallasat (Komenda és mtsai. 2008). A PsbH a CP47 alegységhez kotodik
és részt vesz a D1 fehérje atirds utani mddositasaban és beépitésében (Komenda és mtsai.
2005). PsbH alegység hianyaban a Synechocystis sejtek érzékenyebbek a fotoinhibiciora,
mivel e fehérje nélkil kevésbé hatékony a PSII javitasi ciklusa amiatt, hogy a D1 nem képes
beépilni a komplexbe (Komenda és mtsai. 2002; Komenda és mtsai. 2005). A PsbH alegység
fontossagat hangsulyozza a gyakori szintézise is (Bergantino és mtsai. 2003).

1.1.3.1.3. Pigmentek szerepe a PSII javitasaban

A PSII alegységeinek komplexszé vald Osszeéllasa egy Osszetett, 1épésekben zajlo
folyamat, amire jelentés mértékben hatassal vannak az illeté sejtben szintetizalodott
pigmentek. Iigy példaul Synechocystis-ben p-karotin sziikséges a miikodéképes PSII komplex
0sszeszereléséhez (Masamoto es mtsai. 2004). Klorofill-a hidnyaban nem jelennek meg PSII
komplexek a TM-ban, viszont jelen lehetnek az alegységek atmeneti formai mint példaul az
iD1 (Wu és Vermaas 1995). A klorofill bioszintézisében résztvevé NADPH-protoklorofillid
oxidoreduktaz (POR) enzimmel asszocidlhatd és a TM-hoz kotédd Pitt fehérje (SIrl644)
hianyaban csdkken a Synechocystis klorofill-bioszintézise (Schottkowski és mtsai. 2009a). A
Pitt fehérje membran lokalizacidja pedig nagymertékben fligg a PSII bioszintézisében igen
fontos PratA fehérje jelenlétét6l (Schottkowski és mtsai. 2009b), amelyr6l kimutattak, hogy a
D1 fehérjével asszocialhaté és sziikséges ennek mddositasahoz (Klinkert és mtsai. 2004;
Schottkowski és mtsai. 2009a). Ezeknek fényében elképzelheté, hogy a Synechocystis sejt

Klorofill szintézise a TM kozvetlen kdzelében zajlik, és D1 fehérje és a klorofill szintézisének
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0sszehangolasa valoszintileg a D1 transzlacidja soran tortenik (He és Vermaas 1998). A
klorofill nem képzdédik olyan gyorsan ujra, mint a D1 fehérje (Vavilin és mtsai. 2005), igy
feltételezhetd, hogy egyrészt a klorofill molekulak részben Gjrahasznosulnak (Vavilin és
Vermaas 2007), masrészt pedig, hogy az ujrahasznosulas folyamataban ideiglenesen egy, a
PSII komplex éppen szétszerel6dott, €s potlddo alegységeitdl kiilonb6zé fehérjéhez kotédve
raktdrozddnak. Ez utdbbi szerep betoltésére az egyik jelolt a CAB-szeri fehérjék csalédja,
amelynek egyes tagjai a PSll-vel, azon belil is a CP47 alegységgel asszocialhatok (Kufryk és
mtsai. 2008; Promnares és mtsai. 2006). A magasabbrendii névényekbdl ismert klorofill kot
fehérjéekhez (CAB) hasonlo, és 6t példanyban (Funk és Vermaas 1999) a Synechocystis-ben is
megtalalhatd, kis CAB-szerti fehérjék (SCP) képesek klorofill molekulat kétni (Storm és
mtsai. 2008). Az SCP-k hianya lerdviditi a PSII komplexszel asszocidlhaté Klorofill
molekulak féléletidejét (Vavilin és mtsai. 2007) és csokkenti a sejtek klorofill tartalmat a
tetrapirrol bioszintézis befolyasolasa altal (Xu és mtsai. 2004). Tovabb4, valdsziniileg ebbdl
kifolydlag csokken a PSII komplexek bioszintézise is (Hernandez-Prieto és mtsai. 2011). Ez
utobbi feltevést tdmasztja ald az is, hogy a klorofill bioszintézisének megszakitasa a POR
szintjén negativan hat a PSIl és PSI komplexek TM-beli mennyiségére (Kopecna és mtsai.
2013). Mivel az SCP-k csak viszonylag magas fényintenzitas, illetve a PSll-re nézve
stresszkorlilmények mellett valnak fontos tényezové feltételezhetd, hogy specifikusan csak a
javitas folyamataban 1év6 PSII komplexek klorofill molekulait kotik ideiglenesen (Vavilin és
mtsai. 2007). A Kklorofill molekulak ideiglenes, apoproteinhez vald kotése nemcsak az
Ujrahasznositasuk miatt fontos jelenség, hanem azért is mert a szabad klorofill veszélyes ROS
forrést képez a sejtben (Krieger-Liszkay és mtsai. 2008). Az SCP csaladon kivil mas fehérjék
is vannak a Synechocystis-ben, amelyek potencialisan klorofill kot6, illetve hordoz6 szerepet
latnak el. A LilA (Slr1544) fehérje specifikusan asszocialhaté a PSII komplexhez, és az SCP-
hez vald hasonlosaga alapjan feltehetden képes Klorofill kotéseére is (Kufryk és mtsai. 2008).
A PilA fehérje elsddlegesen a sejtek motilitasaban jatszik szerepet (Bhaya és mtsai. 2000),
ugyanakkor klorofill molekuldk kotésével és szallitasaval is asszocialhatok (He és Vermaas
1999).

1.1.3.1.4. A PSII 0sszeszerelése

A PSII komplex teljesen ujonnan képzodott alegységekbdl vald Osszeallitasanak
Iépései tobbnyire ismertek. Ebben az esetben nem csak a meghibasodott alegységek potlédnak
az amugy ujrahasznosulé komplexben, hanem de novo komplex képzodés zajlik. A citokrém-

bsse jelenléte latszolag nem flugg mas alegységek jelenlététdl és nukleacios magként szolgal.
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Elébb a D2 fehérje alegységgel hozza 1étre a D2-Cyt bssg komplexet, majd ehhez csatlakoznak
a D1 és Psbl alegységek, és egyitt létrehozzdk a minimalis PSII reakciokdzpontot (RC,:
Psbl+D1+D2+Cyt bssg). Egy kovetkezo 1épésben bekotddik a CP47 alegység, 1étrehozva az
RC47 komplexet, amely ugyan nem képes kétni a vizbontd komplexet, viszont redox reakciok
végbemehetnek rajta. A CP43 alegység kotédésénck eldfeltétele a CP47 jelenléte, és ez
elébbivel, valamint a CP47-el egyidében bek6tddé PsbH-val és a CP43-al egyidében bek6totd
PsbK-val kiegészilve létrejon a monomer PSII alapkomplex (RCC1: PsbK + CP43 + Psbl +
D1 + D2 + Cyt bssg + CP47 + PsbH) (Nixon és mtsai. 2010). Ehhez a monomerhez
kapcsolddik a vizbonté komplex.

A PSII komplex képz6désének és altalaban a TM Iétrejottének helyszine nem teljesen
tisztazott. A kisérleti adatok azt mutatjak, hogy mind a PSIl (D1, D2, Cyt bssg), mind a PSI
(PsaA, PsaB) komplex alapelemei jelen vannak a plazmamembranban (PM) is (Zak és mtsai.
2001) és olyan mértékben 6ssze vannak szerelve, hogy toltésszétvalasra is kepesek (Keren és
mtsai. 2005). A CP43 és CP47 antennafehérjék viszont kizarélag csak a TM-ban vannak
jelen, ezért az dsszeszerelés végso szakasza feltehetden a TM-ban zajlik (Zak és mtsai. 2001).
A pontos hely felkutatasdhoz azonban kétseg kivil nemcsak az alegységek jelenlétét, hanem
azok képz6dését illetve modositasat is kovetni kell. Ebbol a szempontbdl a mar emlitett PratA
fehérje j6 nyomravezetonek bizonyult. Ez a fehérje, amely szolubilis és nagyrészt a sejt
periplazméajaban lokalizahatd, a D1 alegység modositasaban jatszik fontos szerepet (Klinkert
és mtsai. 2004; Schottkowski és mtsai. 2009) és befolyassal van a PSIlI Osszeszerelését
szabalyz6 YCF48 és Slr1471 fehérjék membranbeli elhelyezkedésére (Rengstl és mtsai.
2011). Mindemellett a PratA Mn*-t két, és in vivo kisérletek szerint szallit a PSII
komplexhez (Stengel és mtsai. 2012). A PratA olyan tilepedésti illetve stirliségii membrannal
asszocialhatd, ami kilénbdzik mind a plazma-, mind pedig a TM-t6l (Schottkowski és mtsai.
2009). E membranfrakcio neve a PratA altal meghatarozott membran (PDM). Synechocystis-
ben a PDM-ben talalhat6 a legmagasabb klorofill prekurzor koncentracio (Hinterstoisser es
mtsai. 1993). Mivel a PDM klorofill és D1 fehérje prekurzorokat egyarant tartalmaz, a
jelenlegi modell szerint egy bioszintézis-kdzpontként miikodik, amely kapcsolatban all mind a
PM-el, mind pedig a TM-el és ahol részben 6sszeszerelddik a PSII pigment-protein komplex
(Nickelsen és Rengstl 2013). Ezzel egyiitt, valoszintileg a PDM az, amely korbeveszi az
elektronmikroszkopos felvételeken lathato henger alaki ugynevezett tilakoidkdzpontokat (van
de Meene és mtsai. 2006), amelyekbdl szétagaznak a TM-ok (Kunkel 1982).

A jelenlegi ismeretek szerint a PSIl komplex kérosodas utani javitasa és a PSII
komplex de novo 0Osszeallitasa helyileg elkiiloniilé folyamatok, amelyek feltehetéen csak az

utolso Iépesekben talalkoznak. Mig a de novo Gsszeallitas feltehetéen nagyrészt a PDM-ben
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zajlik, tobb jel is arra utal, hogy a PSII javitasa a TM-hez kothetd folyamat. Az egyik
legfontosabb jel az, hogy az FtsH proteaz, amely eltavolitja a karosodott D1 fehérjét a PSII
komplexbdl csak a TM-ben talalhaté meg (Komenda és mtsai. 2006). A masik nagyon fontos
tampont az, hogy a pD1 fehérje a nemcsak a PDM-ben, hanem a TM-ben is kimutathato
(Schottkowski és mtsai. 2009), ami nagy fontossaggal bir, ugyanis a javitdshoz részben
szétszerel6dott PSIT komplex, vagyis a RC47, gyorsan destabilizalédhat, ha nem potlodik a
D1. Ez utdbbit kiegészitve, az is alatdmasztja a TM-ben zajl6 javitasi ciklus modellt, hogy
kisérletekb6l ismert gyors és hatékony PSII javitasi ciklus (Aro és mtsai. 1993; Komenda és
mtsai. 2004) nem Osszeegyeztetheté egy olyan lassu folyamattal, amely magaba foglalna az
Osszes karosodott makromolekula diffuziéjat a TM-bol, a PDM-be. Anndl is inkabb, mivel a
TM meglehetésen sok fehérjét tartalmaz (Kirchhoff és mtsai. 2002; Mullineaux 1999). Ez
megndveli ugyan a fényelnyelés és elektrontranszport hatékonysagat, viszont csokkentheti a
fehérjék diffuziojat (Ellis 2001). Ez féleg a nagy komplexekre igaz, mint amilyen a tGbbnyire
mozdulatlan PSII (Sarcina és Mullineaux 2004), amely csak bizonyos kérilmények kozott,
példaul magas intenzitasu vords fényben valik mobilissa (Sarcina és mtsai. 2006). A két
rendszer kozti kulénbséget legjobban a Chlamydomonas reinhardtii algadban tapasztalt D1
szintézis szemlélteti: az ujonnan Osszeszerelddé PSII komplex esetében a D1 transzlacios
szabalyzas alatt all és a D2 jelenlététdl fiigg, mig a PSII javitasi ciklusban ez a szabalyzas

nincs jelen (Minai és mtsai. 2006).
1.1.3.1.5. A PSI1 fotoaktivalasa

A vizbonté komplex kofaktorainak bekétése, vagyis a PSII komplex fotoaktivalasa
egy fontos mozzanat, ugyanis amig a PSIlI komplex csak a toltésszétvalas helyszine és nem
képes vizet bontani, a szingulett oxigén termelésén keresztll fennall az oxidativ stressz
veszélye. A monomer PSII, vagyis az RCC1 komplex osszeallasa eléfeltétele a vizbonto
komplex bekoteseének (Nixon és mtsai. 2010). A kofaktorok bekotése, mivel a PratA altal a
Mn?* jelenléte adott, valosziniileg a TM, PDM-hez kézeli tartomanyaban torténik (Stengel és
mtsai. 2012). Ugyanakkor ez a szerkezet valosziniileg csak a TM-be jutva aktivalodik, ahol a
toltésszétvalas soran keletkezett energia elvezetddhet, és igy potencialisan kevés kart okozhat.

A Psh27 az egyik olyan kiilsé fehérje alegyseg, amely a CP43 lumenalis oldaldhoz
kotédve, mas alegységek kotddése mellett eldsegiti a vizbontdé komplex Mn4CaO5
kofaktorainak kotddését a fotoinhibicidt kovetd javitasi ciklusban (Nowaczyk és mtsai. 2006;
Roose és Pakrasi 2008). Ahhoz, hogy a vizbonto komplex betdlthesse szerepét tébb kiilsd, Kis

molekullatomegti fehérjének is csatlakoznia kell a PSIlI komplex lumenalis oldalédhoz.
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Cianobakteriumoknal ezek a PsbO, PsbP, PsbQ, PsbV és PsbU alegységek, amelyek kozil a
magasabb rendii névényeknél és algaknal csak a PsbO, PsbP, PsbQ taldlhaté meg (Bricker és
mtsai. 2012). A PsbO alegység az, amely minden oxigéntermel6 fotoszintetikus é161ényeknél
fellelheté (De Las Rivas és Barber 2004) és amelynek fészerepet tulajdonitanak a vizbontd
komplex kofaktorainak stabilizalasdban (De Las Rivas és Barber 2004). Az eltér6 alegységek
valtozatossagarol és létezésiik lehetséges okairdl De Las Rivas és munkatarsai (De Las Rivas
és mtsai. 2007) szdmolnak be részletesen. A méar emlitett hdrom alegység fontos védelmi
szerepet lat el a vizbontdé komplex koril, mikozben megakadalyozzak azt, hogy vizen kivil
mas oxidalandd szubsztratok is bejuthassanak a komplexbe (Barber 2012). PsbO nélkil nem
dimerizalddik a PSII komplex (Komenda és mtsai. 2010). A PsbV hidnyaban Synechocystis-
ben géatlddik a vizbontas (Shen és mtsai. 1995). A PsbO magasfoku konzervéltsaga ellenére
sincs nagy befolyassal a vizbontas folyamatara cianobaktériumokban, viszont hidnyaban
jelentésen megnd ezek fényérzékenysége (Philbrick és mtsai. 1991) és magasabbrendi
novényekben gatolt a PSII komplexek mitkod6képes egységgé vald Osszeszerelése (Sang és
mtsai. 2005). A PsbU alegység hidnya mellett a Synechocystis sejtek normalis mikodést
mutatnak, viszont valamelyest csokken az oxigéntermelésiik, érzékenyebbé valnak a fény és
héstresszre, valamint csokken a fikobiliszomaktdl a reakciokdzpontok iranydba zajlo
energiaatadas hatékonyséaga (Bricker és mtsai. 2012).

A PSII komplexek dimerizacidjaban elengedhetetlen szerepet jatszanak a TM-t
atszel6, bels6, kis molekulatomegli alegységek. A Thermosynechococcus elongatus
cianobaktériumon végzett rontgendifrackidés tanulmanyok alapjan, a PSII monomerek
dimeriz&cios feluletén a PsbL, PsbM és PsbT polipeptidek figyelheték meg (Ferreira és mtsai.
2004). A PsbL alegység doh&nyban valdban szerept jatszik a PSII dimerizécidjaban (Swiatek
és mtsai. 2003) és hianya kdvetkeztében Synechocytsis-ben leall az oxigéntermelés, valamint
a sejtek nem képesek ndvekedésre (Anbudurai és Pakrasi 1993). A PsbM és PsbT egyiittes
hianya megszunteti a PSII dimerizaciojat (Bentley és mtsai. 2008), valamint Chlamydomonas
reinhardtii zoldalgaban a PsbT alegység szerepet jatszik a PSIlI komplex Gsszeszerelésének
korai lépéseiben is (Ohnishi és Takahashi 2008).

1.2. Fényreceptorok
A fény létfontossagl informéacidkat szolgaltat a fotoszintézisre képes szervezetek

szdméra a kornyezetiikrol. Ezt olyan fényérzékeny fehérjék teszik lehetévé, amelyek képesek

a féeny intenzitasat és valtozo paramétereit kemiai jelekké alakitani. E fehérjék specificitasat a
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hozzajuk kot6dé kromofér molekulak adjak, amelyek nélkil csak az ultraibolya tartomany

sugarait nyelnék el.

1.2.1. Fitokromok

A fényreceptorok kozil a fitokromokat irtak le elséként, amint ez tobbek kozott
Briggs és Olney osszefoglal6jabol is kideril (Briggs és Olney 2001). A veliik kapcsolatos
kutatasok z6me magasabbrendii novényekre vonatkozik, viszont fotoszintetizalé eukaridta
(Suetsugu és Wada 2003) és prokaridta (Yeh és mtsai. 1997) szervezetekben egyarant
megtalalhatok. Eukariota szervezetekben 3-5 tagu géncsaladok kodoljak (Mathews 2006), mig
cianobaktériumokban ehhez hasonldéan 1-5 tagu kis géncsaladok felelések a fitokromok
kodolasaért (Sharrock 2008).

A tipikus fitokrom molekula homodimer, amelyen belll mindkét monomer kovalensen
kot egy-egy lineéaris tetrapirrol kromofér molekulat. Cianobakteériumok esetében ez a
kromofoér a fikocianobilin, mas baktériumoknal a biliverdin 1Xo, mig a ndvényeknél ¢és
zbldalgdknal a fitokromobilin tolti be a szinanyag szerepét (Rockwell és Lagarias 2011).
Szerkezetileg és szerepéb6l adodoan a fitokrom két részre, fényérzékeny N-terminalis és
szabayzO C-termindlis részre oszthatd (Montgomery és Lagarias 2002). Az N-termindlis
szakasz alkotasdban és szerepének betdltesében a GAF és PAS tartomanyok birnak
fontossaggal, amelyekhez flavin, flavonoid és tetrapirrol molekulak kotddhetnek.

A prokariota fitokromok szerkezete valtozatosnak mondhatd, ha az eukaridta
szerkezetet tekintjiik standard modellnek. Egyeseknél, mint amilyen peldaul a Synechocystis
Cph2 (Fiedler és mtsai. 2005), hianyozhat az N-terminélis PAS-tartoméany, mig masoknal a
fitokrom csupan a GAF-tartomany jelenlétében is képes betblteni szerepét. Ez utObbiakat
cianobakteriokromoknak (CBCR) nevezik és jo példa rajuk a Fremyella diplosiphon
komplementaris kromatikus alkalmazkodéasat szabalyoz6 RcakE (Kehoe és Gutu 2006).

A fitokromok jellegzetesen a vorgs feny altal kivaltott valaszreakciokat kozvetitik.
Szerepukhoz hozzatartozik, hogy megvilagitas fuggvényében kétféle szerkezeti allapotban
lehetnek jelen. Voros fény (650-670 nm) elnyelése kdvetkeztében a Pr alapallapotbdl a
molekula a viszonylag stabil Pfr allapotba kertil. Ez utobbi tavoli voros fény (705-730 nm)
elnyelesere képes, és ennek hatasara, illetve sotétadaptacié utan visszakerul a Pr alapallapotba
(Hughes 2010). A valtozatos prokariota szerkezetek valtozatos fényelnyelési tulajdonsagokat
hoznak magukkal. A prokariéta fitokromok fényelnyelése gyakorlatilag a lathatd fény teljes
spektrumat lefedi. A Synechocystis CikA alapallapota példaul az ibolya tartomanyban (Pv,

400 nm) nyel el, mig a valtozott szerkezetli allapot a sarga tartomanyt (Py, 565 nm) képes

20



hasznositani (Narikawa és mtsai. 2008). A Synechocystis egy masik fitokromja, a CcaS
alapallapota a z6ld tartomany (Pg, 535 nm) altal szenved szerkezeti valtozast, mig az utébbi a
voros tartomany (Pr, 672 nm) fotonjai hatasara keril vissza alapallapotaba (Hirose és mtsai.
2008). A szerkezeti valtozas, amely megvaltoztatja a kromofor fényelnyeld tulajdonsagat,
inditja el a jelatviteli folyamatot. Ennek forrasa a molekula C-terminalis része.

Synechocystis sejtekben tobb fitokrém és fitokromhoz hasonlé molekula is el6fodul:
Cphl, Cph2, CcaS, PIpA, CikA, TaxD1, RGS.

1.2.2. UVRS, az UV-B receptor

Annak ellenére, hogy a magasabbrendii novények specifikus UV-B érzékelése régen is
ismert volt, csak a kézelmultban sikeriilt azonositani a kozvetité fényreceptort. Az UVR8
molekulat méar 2002-ben azonositottak Arabidobsis-ban  (Kliebenstein és mtsai. 2002),
viszont dont6 bizonyitékokat, miszerint ez egy specifikus UV-B receptor, csak 2009 utan
publikalt tanulmanyok hoztak (Favory és mtsai. 2009; Rizzini és mtsai. 2011). A fehérje
konzervalt szekvenciaja szamos magasabbrendli fotoszintetikus szervezetben eléfordul
(Tilbrook és mtsai. 2013), viszont tulajdonsagait eddig csak Arabidopsis-ban vizsgaltak.

Az UVRS8 fehérje UV-B sugarzas hianyaban homodimerként van jelen az illetd
szervezetben. UV-B hatdsdra, azonban monomerizalodik, és a monomerek pedig
szignéaltranszdukcios utat inditanak azaltal, hogy kolcsénhatasba lépnek a COP1-el
(Constitutive Photomorphogenesis 1), amely egy E3 ubikvitin ligaz és tobb jelatviteli ut
fontos eleme. A COP1-nek tébbek kozott a HY5, HYH és HFR1 transzkripciot szabalyzé
molekulak lebontasdban van szerepe. Az UV-B sugarzast specifikusan felfog6 kromofor
szerepét az UVR8 szamos triptofan aminosav alegysége tolti be (Rizzini és mtsai. 2011). A
keletkezett monomerek dimerizacidjaban és ezaltal a UV-B altal indukalt szignaltranszdukcio
szabalyzasaban specifikus szerepet toltenek be RUP1 és RUP2 (Repressor of UV-B
Photomorphogenesis) fehérjék (Heijde és Ulm 2013).

Synechocystis-ben és altalaban cianobaktériumokban mindeddig nem sikerilt UVR8-

at vagy szekvenciajaban hasonlo fehérjét kddol6 gént azonositani.

1.2.3. Fototropinok

A fototropin a novények egyik kék fény receptora, amelyet elsdként az Arabidopsis
nphl (non-phototropic hypocotyl 1) mutansaban irtak le (Liscum és Briggs 1995). Innen

kapta a csoport a nevét. Az Nphl egy PM-hez k6t6d6 fehérje, amely fontos szerepet jatszik az
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Arabidopsis legtobb kék fényfiiggé fototropizmusaban. A fototropinok szerepérdl és
szerkezetérdl részletesen tobbek kozott Briggs és Christie 2002-es valamint Kagawa 2003-as
cikkében olvashatunk (Briggs és Christie 2002; Kagawa 2003).

A fototropinok korulbelil 120 kDa nagysagu fehérjék, amelyek 2 N-terminalis PAS-
tartomannyal és egy C-terminalis szerin-treonin kindz tartomannyal rendelkeznek (Huala és
mtsai. 1997). Az elébbicket LOV-tartoménynak is nevezik, mivel hasonld szerkezetet
mutatnak olyan fehérjékkel, amelyek fehérje-fehérje kdlcsdnhatasokban jatszanak szerepet és
amelyek szabalyzasaban szerepet jatszik a fény, oxigén és elektromos fesziltség (Huala és
mtsai. 1997). Alapallapotaban a fototropin fehérje két flavin mononukleotid (FMN) molekulat
kot nem kovalensen (Christie és mtsai. 1999). Szerepet jatszanak a csiranévények
fototropizmuséban, a sztdbmanyilasok szabalyzasaban és a kloroplasztiszok sejten beldli
mozgasaban (Kagawa 2003). Synechocystis-ben ezidaig nem sikertlt fototropint vagy

szekvencidjaban hasonlé fehérjét kodold gént azonositani.

1.2.4. A kriptokrom/fotoliaz fehérje csalad

A kriptokromok és fotoliazok magasfokl szekvencia-hasonldsagot mutatd fehérjék.
Mig a fotolidzok fényfiiggd DNS-javité enzimekként miikddnek, a kriptokromok tobbnyire
jelatviteli molekulaként hasznosulnak (Chaves és mtsai. 2011; Muller és Carell 2009). A
magasfoku szekvencia-hasonlosag ellenére a kriptokromok nem képesek DNS-javitasra, ami a
két molekula aktiv helyein jelentkezd apr6, de fontos szerkezeti kiilonbségeknek

tulajdonithatd (Mees és mtsai. 2004; Pokorny és mtsai. 2008).

1.2.4.1. Kriptokrémok

Az els6 kriptokrom molekulat alig tobb mint két évtizede azonositottak (Ahmad és
Cashmore 1993), mindazonaltal a névények kék fenyre adott reakcidi, amelyeket tobbek
kdzott a kriptokromok is kozvetitenek, mar joval azelétt ismertek voltak (Gressel 1979).

A kriptokromok jellemzbéen flavin kromofort tartalmazo kek fény receptorok. A
novenyi kriptokromok tobbnyire kék fenyre adott valaszreakciokat kdzvetitenek, amelyek
tobbek kozott a ndvények naphossz-érzékeleéset is szabalyozzak (Yu és mtsai. 2010). Ezek
széles korben elterjedtek, eléfordulnak egyszikiekben (pl. rizs, Oryza sativa), kétszikiiekben
(pl. paradicsom, Solanum lycopersicum), mohaban (pl. Physcomitrella patens), harasztban (pl.
Adiantum capillus-veneris), algaban (pl Chlamydmonas) (Imaizumi és mtsai. 2000; Imaizumi
és mtsai. 2002; Ninu és mtsai. 1999; Perrotta és mtsai. 2001; Small és mtsai. 1995).
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Az allatokban eléforduld kriptokromok két csoportra oszlanak. Az I-es tipusd
kriptokromok, a ndévenyekéhez hasonldan fény receptorként mitkodnek (Zhu és mtsai. 2005).
llyen molekuldt taldlunk pl a Drosophila-ban (Emery és mtsai. 1998). A Il-es tipusl
kriptokromok fénytdl fiiggetlen génatiras-gatld szereppel birnak (Yuan és mtsai. 2007). Ez a
molekula emlésokre és mas gerincesekre egyarant jellemz6: Xenopus laevis, Gallus gallus,
Mus musculus, Homo sapiens (Lin és Todo 2005). A vizsgéalt rovarok tobbsége mindkét
tipust kriptokrommal rendelkezik (pl Danaus plexippus), csakigy, mint a zebrahal (Danio
rerio) (Kobayashi és mtsai. 2000; Zhu és mtsai. 2008).

1.2.4.1.1. A kriptokromok szerkezete

Szerkezetileg a legtobb kriptokrom molekula két f6 tartomanyra oszthatd. Az N-
termindlis PHR regié (Photolyase-Homologous Region) jelentds hasonldésagot mutat a
kriptokromok dimerizacidjaban jatszik szerepet (Sang és mtsai. 2005). A C-termindlis régio
nyulvanya (CCE) viszont csak a kriptokromokra jellemz6, fotoliaz fehérjéken nem fordul el
(Sancar 2003). Ha a nyulvanyban mutaciok Iépnek fel a kriptokromok elvesztik szabalyozé
képességliket, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a kiindul6 jelatviteli utak forrasa a CCE
(Ahmad és Cashmore 1993; Chaves és mtsai. 2006; Yang és mtsai. 2000). A CCE hosszUsaga
fajtol fiiggben néhany tiz (Drosophila) és néhany szaz (Chlamydomonas) aminosav kozott
valtozik. A kriptokromok és fotolidzok kozds gyokereit a szekvencia-hasonlosag mellett az
azonos kromofor molekulak kotése is meger6siti. A PHR régio nem kovalensen kot egy flavin
adenin dinukleotidot (FAD) (Lin és Todo 2005), ami megegyezik a fotoliazok els6dleges
kromofoérjaval (Oztirk és mtsai. 2008). Ezzel egyiitt egyes kriptokromoknal (pl Arabidopsis
1-es kriptokrémja, AtCryl) egy masodik kromofor, az 5,10-metenil tetrahidrofolat (MTHF) is
kotodik (Selby és Sancar 2006).

A kriptokromok, fajtol fiiggetleniil, minden szovetben kifejezddnek (Ahmad és
Cashmore 1993; Lin és Todo 2005).

Eukaridta sejtekben a kriptokromok jellegzetesen a sejtmagban vannak jelen és a
génatirast szabalyozzak, viszont, ahogy ezt az emberi retinaban is kimutattak a citoszélban is
el6fordulhatnak (Thompson és mtsai. 2003). Az I-es és ll-es tipusu allati kriptokromok a
cirkadidn oOra fényfiiggd és fénytdl fliggetlen szabalyzasadban toltenek be fontos szerepet
(Emery és mtsai. 1998; van der Horst és mtsai. 1999). A novényi kriptokromok szerepkdrét
legrészletesebben Arabidopsis-ban tanulmanyoztak. Csirazas kdzben szamos kulcsfontossagu

folyamat all kriptokrom szabalyzas alatt: hipokotil megnyulasa, a sziklevélsejtek megnyulasa,
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kloroplasztiszok fejlédése, a sztoma jarulékos sejtjeinek fejlodése. Az eldbbicken tal kiemelt
szerepe van a viragzas szabalyozasaban, valamint a napszak hosszanak érzékelésében és
kdzvetitésében, vagyis a cirkadian ora szabalyzasaban (Emery és mtsai. 1998; Harmer 2009).

Az Arabidopsis-ban kifejez6dé kriptokromok (AtCryl és AtCry2) génjeinek atirasa
cirkadian szabalyzas alatt all, habar ez csak kis amplitaddéju valtozasban nyilvanul meg
(Harmer 2009). Paradicsomban és Chlamydomonas-ban nem fényfiiggd a kriptokromok
kifejezddése, mig példaul a csirdzo harasztban jelentds pozitiv szabdlyzast mutat a kék és
voros fény (Imaizumi és mtsai. 2000; Perrotta és mtsai. 2000; Small és mtsai. 1995). Az
AtCry?2 esetében a kék fény negativ szabalyzast mutat (Yu és mtsai. 2009), az AtCryl fehérje
menyisége pedig fénytdl fiiggetlen (Lin és mtsai. 1998).

1.2.4.1.2. A Kriptokromok szerepe

A kriptokromok jelatviteli folyamatainak ertelmezése két modell alapjan torténhet. A
molekuldk kék fény hatéséra redox és szerkezeti valtozasokat szenvednek, amelyek kiilon-
kilon és/vagy egyuttesen jelatviteli folyamatokat inditanak el. A kék fény fotonjat elnyelve
az oxidalt FAD kromofor gerjesztett allapotba kerll, ami egyszeresen redukalt
szemikinonokat (FADH’ vagy FAD™) vagy kétszeresen redukalt hidrokinonokat (FADH™
vagy FADH,) eredményez (Oztiirk és mtsai. 2008). A fotolidz enzimeknél az igy létrejott
gerjesztett és redukalt FAD formak szolgaltatjak az elektront a mar kotétt DNS molekulan
talalhatd CPD keéplet felbontasahoz (Sancar 2003; Thiagarajan és mtsai. 2011). Az egyik
jelatviteli elmélet alapjan a kriptokromok aktivitdsa ehhez, a kék fényt6l fiiggd redox
allapotukhoz kothet6 (Banerjee és mtsai. 2007; Bouly és mtsai. 2007). Ez esetben a jelatvitel
eleme a szemikonon FAD"™ gyok altal szolgaltatott elektron lenne, amely leadasa utan a FAD
visszakeriilne oxidalt kiindulasi allapotaba, ezzel bezarva a fotociklust (Yu és mtsai. 2010).
Ezzel egyitt, kék fény nem csak a kromoforok redox valtozasédhoz jarul hozza, hanem
hatasara foszforilalodnak a kriptokromok. Ez a jelenseg elengedhetetlen az aktivitasukhoz
(Shalitin és mtsai. 2003). Ugyancsak fényfliggd folyamatban szerkezeti valtozasok lépnek fel
a CCE-ben (Partch és mtsai. 2005), amelyr6l kimutattdk, hogy részt vesz génszabalyzast
eredményez6 fehérje-fehérje kélcsonhatasokban (Wang és mtsai. 2001; Yang es mtsai. 2001).
Ezek a fehérje-fehérje kolcsonhatasok adjak az alapjat a masik jelatviteli elméletnek. Egyes
elképzelések szerint a foszforilacié altal létrehozott elektrosztatikus allapot befolyasolja a
kriptokromok és mas fehérjék kozti kolcsdnhatasokat, illetve hatdsara a PHR és CCE
tartomanyok szétvalhatnak, ami szintén jelatvitelt képezhet (Yu és mtsai. 2007; Yu és mtsai.
2009). Arabidopsis-ban 3 feherjét (fitokrom A: PhyA, COP1, CIB1) azonositottak,

24



amelyekrdl kimutattak, hogy fizikai kdlcsonhatasba lépnek a kriptokromokkal (Ahmad és
mtsai. 1998; Liu és mtsai. 2008; Wang és mtsai. 2001). Ezek kozil a COP1 kiilondsen fontos
mivel fényfliggé modon tobb ismert, transzkripciot szabalyzé molekula (HY5, HYH, HFR1)
lebontasat célozza (Yu és mtsai. 2010). Rajta keresztil integralédhat a kriptokromok altal
elnyelt kék fény hatasa, génszabalyozast eredmenyezve (Wang és mtsai. 2001). Az AtCryl és
a COP1 kozti kolcsonhatas elofeltétele a kriptokrom homodimerizacioja (Sang és mtsai.
2005). A kék fénynek feltételezhetéen nem a kolcsonhatas 1étrejottében van szerepe (Wang és
mtsai. 2001; Yang és mtsai. 2001), hanem a kot6dés utan a kriptokrom molekulan
bekovetkezett konformacio valtozas altal fejti ki a gatlé hatasat a COP1-re (Li és Yang 2007).
Az Arabidopsis kriptokromjai a COP1-en keresztul a PhyA lebontasdban és ezzel a
stabilitdsaban is szerepet jatszhatnak (Debrieux és mtsai. 2013).

Jelenleg az allati modellek jelatviteli Utjai részletesebben ismertek, mint az
Arabidopsis modell hasonlé fehérje-fehérje kdlcsdnhatasai. Drosophila-ban és egérben a
kriptokromok mas, génatirast szabalyzé fehérjékkel egyutt génatirast kdzvetlenil serkentd
illetve gatlé6 komplexeket hoznak létre (Ceriani és mtsai. 1999; Griffin és mtsai. 1999; Kume
és mtsai. 1999). Ezek lehetnek fényfiiggdk, mint a Drosophila dCRY-TIM/PER komplexe
(Peschel és mtsai. 2009), vagy akar fénytdl fiiggetlenek, mint példaul az egér mCRY-PER
komplexe (van der Horst és mtsai. 1999).

1.2.4.2. Fotolidzok

A DNS fotoliazok olyan flavoenzimek, amelyek elektronatviteli reakciok segitségével
fényfliggd javitast katalizdlnak az UV sugarzas altal kérositott DNS molekuldn. Az
elektronatviteli reakciokhoz szilkséges energiat a kék és az UV-A tartomany fotonjai
biztositjak (Sancar 2008). Hatasa, vagyis a fényreaktivacio, mar régrél ismert: megfigyeltek,
hogy az UV sugarzasnak Kkitett Streptomyces griseus ATC3326 telepek tulélését jelentOs
mértekben ndveli a az UV stressz utani napfeny (Kelner 1949). E hatas alapjan sikerllt Rupert
¢és munkatarsainak elészor leirni az enzimet (Rupert és mtsai. 1958).

Szubsztratjuk alapjan két f6 fotoliaz csoportrol beszélhetunk: a ciklobutan pirimidin
dimereket (CPD) kijavito CPD-fotolidzokrol valamint a (6-4)-tipusu dimereket eltavolité (6-
4)-fotoliazokrdl (Kanai és mtsai. 1997). Szerkezetileg a két fotoliaz tipus nagy hasonlésagot

mutat, esetenként szekvencia alapjan sem lehet megkulonboztetni 6ket.
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1.2.4.2.1. A fotolidzok szubsztratja

A DNS fényelnyelése az UV tartoményban a legintenzivebb (Markovitsi és mtsai.
2010; Ravanat és mtsai. 2001). UV-B hatasara tobbféle karos képlet is kialakulhat a DNS
molekulan, amelyek koziil a leggyakoribbak a szomszédos pirimidinekbdl keletkezé CPD ¢s a
(6-4) tipusu dimer illetve ennek Dewar-izomerje (Sancar 2008). Gyakorisaguknal fogva ehhez
a két képlethez, és ezen belill is féleg a CPD-hez (70-80% -a az 0sszes UV sugarzés altal
1étrehozott karosodasnak) lehet jelentés biologiai hatast hozzarendelni (Sancar 2008; Weber
2005; You és mtsai. 2001). Annak ellenére, hogy ez egy széleskdrben elfogadott adat, a CPD-
ek mutagenitdsanak dominancidjat in vitro kisérletek kérddjelezik meg (Taylor és O'Day
1990), mig més tanulmanyok arra engednek kovetkeztetni, hogy a (6-4) tipusu dimerek
hatékonyabban gatoljak a DNS polimerazt, mint a CPD-ek (Horsfall és Lawrence 1994). Az
UV-indukalt pirimidin dimerek karos hatasa abban nyilvanul meg, hogy szerkezetiiknél fogva
akadalyozzak a DNS és RNS polimerazok miikodését. 1ly modon atirds és replikéacié sorén,
nem megfelelé nukleotidok is beépiilhetnek a keletkez6 szekvenciaba, ezzel mutaciokat
okozva (Donahue és mtsai. 1994; Otoshi és mtsai. 2000). E mellett a pirimidin dimerek akar
teljesen le is allithatjak a replikéciot, ami sejthalalhoz vezethet (Sancar 2008).

Annak ellenére, hogy nem sokkal a CPD fotolidz leirdsa utén izolaltdk a
szubsztratumat is (Beukers és Berends 1960), a pirimidin dimerek kialakuldsanak kinetikaja a
mai napig nem teljesen tisztazott (Markovitsi és mtsai. 2010). Eddigi tanulmanyok szerint az
UV-indukalt dimerizacidé, vagyis a cikloaddicios fényreakcid, pikoszekundumos
id6tartomanyban zajlik, a pirimidin monomerek szingulett és/vagy triplet gerjesztett
allapotanak kozbenjarasaval (Kwok és mtsai. 2008; Schreier és mtsai. 2009). A folyamat
hatékonysagat pedig, tobbek kdzott a DNS kettds hélix szerkezete is befolyasolja (Schreier és
mtsai. 2009).

Az UV sugarzéas okozta karosodasok kijavitasara eukariotakban (Kunz és mtsai. 2005)
és prokariotakban, tobbek kozott Synechocystis sp PCC 6308-ban (O'Brien és Houghton
1982) is jelen van a DNS excizids javitasi mechanizmus. Ez a legelterjedtebb és szamos fajnal
az egyetlen DNS javitdsi mechanizmus, viszont altalaban egy tobb tényezés bonyolult
folyamatsort takar. Ezzel ellenben a fényreaktivaciohoz csak egyetlen fehérjére, a fotoliazra
van sziikség és e mellett energetikailag is elényOsebb az exciziods javitasnal. A CPD fotolidzok
szekvencidjuk alapjan tovabbi két alcsoportba sorolhatok. Az l-es tipusi CPD fotoliaz
prokariotakra, mint amilyen a Synechocystis és az E. coli (Hitomi és mtsai. 2000; Johnson és
mtsai. 1988), valamint egysejtii eukariotakra, mint példaul a S. cerevisiae (Sancar 1985)

jellemzé. A 1Il-es tipusu fotoliazok néhany kivétellel foleg magasabbrendii eukariotdkban
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fordulnak eld. Ilyen enzim talalhatd peldaul Arabidopsis-ban (Ahmad és mtsai. 1997), és
Drosophila-ban (Todo és mtsai. 1994). E Kkategoridban Kivételt képez példaul az
archebaktérium Methanobacterium thermoautotrophicum (Yasui és mtsai. 1994) és a
Chlamydomonas (Petersen és mtsai. 1999). A 6-4 tipusi fotolidz, mely szekvencia
hasonlosagot mutat az allati kriptokrommal, jelen van tobbek k&zott Arabidopsis-ban
(Nakajima és mtsai. 1998), Drosophila-ban (Todo és mtsai. 1996) és Xenopus laevis-ben
(Todo és mtsai. 1997).

A fotolidzok és kriptokromok jelenléte faji sajatossag. Mig példaul a Drosophila-ban
megtalaljuk a CPD fotoliazt, a 6-4 tipusu fotoliazt és a kriptokromot is, a Bacillus subtilis

egyik fajta molekulat sem képes eldallitani.

1.2.4.2.2. A fotolidzok szerkezete

A fotolidzok, szubsztrat preferenciatdl fuggetlentl, 55-65 kDa nagysagu, tobbnyire
globuléaris, monomer fehérjék. Mindegyik fotolid&z nemkovalensen koti a funkcidjukhoz
elengedhetetlen FAD kofaktort, mint elsddleges kromofort (Sancar 2008). Az enzim, a
kriptokrémokhoz hasonlé N-terminalis a/pf és C-terminalis a-helikalis szerkezeti részekkel
rendelkezik. A FAD a C-termindlis tartomany mélyén, egy szerkezeti zsebben helyezkedik el,
ahol 14 aminosavval all kapcsolatban (Park és mtsai. 1995). Ez az arok, a FAD kofaktorral
egyutt, a fotoliaz enzim aktiv hatohelye. Az aktiv hatohelyen a FAD szokatlan U alakban van
jelen, amely szerkezetben az adenin az izoalloxazin gytiri kozelébe (=5 A) keriil, és amely
feltehet6leg a szubsztrat irAnyaba torténd elektronatadas stabilizaldsaban el6nyos (Sancar
2008). Az elsédleges kofaktor harom redox allapotban lehet jelen az enzimen beliil: oxidaltan
(FAD.y), egy elektron altal félig redukaltan (FADH’, FAD™) és két elektron altal redukaltan
(FADH ", FADH,). Aktiv formaja a ket elektron altal redukalt és részlegesen deprotonalt
FADH (Payne és mtsai. 1987). Az els6dleges kromofor mellett a legtébb fotolidzhoz egy
masodlagos kofaktor is csatlakozik, amely eddigi ismeretek szerint legtobb esetben (pl. E.
coli, feltehetden a Synechocystis is) egy pterin (MTHF), vagy ritkabban (pl. Synechococcus)
egy flavin (8-HDF, 7,8-didemetil-8-hidroxi-5-deazariboflavin) tipusu kromofér. A
masodlagos kofaktor szerepe a fotolidz fényelnyelési spektrumanak kibovitése, ami egy
hatékonyabb enzimet eredményez. Fotoliazhoz kapcsolddva a pterin és a flavin tipusu
molekuladk abszorbcidja egyarant eltolodik a vords felé (Johnson és mtsai. 1988; Sancar
2003). A méasodlagos kofaktorok a FAD kozelében, E. coli-ban attdl 16.8 A (Park és mtsai.
1995), Synechococcus-ban 17.5 A (Tamada és mtsai. 1997) tavolsagra heyezkednek el. FAD-
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hoz valo kozelséguk és orientaciojuk nagyban befolyasolja az energiaatadas gyorsasagat
(~200 ps és ~50 ps) és hatékonyséagat (62% és 98%) (Sancar 2003).

1.2.4.2.3. A fotoliazok miilkodési mechanizmusa

A fotoliazok fénytdl fuggetleniil, specifikusan kotddnek a szubsztratjukhoz (3. dbra).
A szomszédos pirimidinek dimerizacidja kovetkeztében a DNS molekula kettds széla
megkozelitleg 30°-0s szogben a DNS nagy arka felé hajlik, mikozben 9°-kal ki is csavarodik

a hélixbol (Park és mtsai. 2002). A szekvenciaspecifikus DNS-kot6 fehérjékkel szemben

@7\ m ¢>\ @ 3. &bra: A fotoliaz miikodésének lépései.
W W\ A \,, (Friedberg 2003)

A: A DNS kettds hélixébél kihajlo pirimidin dimer.
B: A fotoliaz specifikusan, fénytdl fiiggetleniil
kotédik a pirimidin dimerhez.

C: A fotoliaz UV-A és kék tartomanyban abszorbeal.

m d{iﬁ@f’\ D: A pirimidin dimer felbontasa utan a fotoliaz
R &7 szabadon engedi a DNS molekulat.

C Lo
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a fotoliazok ezt a szerkezeti valtozast ismerik fel és kotédnek hozza (Husain és mtsai. 1987).
Az enzim pozitivan toltott aktiv hatohelye ionos kotésekkel kapcsolatot hoz létre az érintett és
kisebb mértékben a komplementaris DNS szalak foszfat csoportjaival, igy stabilizalva a
szubsztrat-enzim komplexet (Heelis és mtsai. 1987).

E kotések eredményeként a DNS H-kotései fellazulnak és a pirimidin dimer kifordul a
DNS kettds hélixébol, egyenesen a fotolidz aktiv arkaba (Park és mtsai. 1995). A kifordult
CPD, az aktiv zsebben, mindossze 3.1 A tavolsagra van a FAD kofaktortol (Mees és mtsai.
2004). A (6-4) fotolidz szubsztratja még ennél is kozelebb, 2.7 A-nyire van a FAD-t6l (Maul
és mtsai. 2008). Az aktiv arok belso feliiletét polaris és nempolaris aminosavak alkotjak,

amelyek képesek stabilizalni a hidrofob és polaris részekkel egyarant rendelkezd pirimidin
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dimert (Heelis és mtsai. 1995). A Trp277 kiuloéndsen fontos szerepet jatszik az aktiv hatohely
kialakitasaban. E aminosav nélkil az E. coli fotolidza elveszti a specifikus kot6édési
képességét (Li és Sancar 1990).

A CPD javitas miikodési mechanizmusanak feltérképezésében a 265 nm-es atmeneti
abszorbcids spektroszkdpianak van szerepe, de az irodalomban fellelheté kOvetkeztetések
jelentOs része tobbnyire szamitogépes modellekre épiil. Jelenlegi ismeretek szerint, amelyr6l
tobb részletes beszamolé is talalhaté (Brettel és Byrdin 2010; Mdller és Carell 2009; Sancar
2003), a fotoliazok a kdvetkez6 modell szerint miikddnek: a pirimidin dimerhez valé kot6dés
utdn a FAD-nal magasabb extinkcios egyutthatéju pterin vagy flavin kromofor, mint
elsédleges fényelnyeld, elnyel egy fotont a kék/UV-A tartomanybdl (350-450 nm). A
gerjesztési energia Forster-féle rezonancias energiatadas Utjan jut el a FADH -hoz. A
masodlagos kromoférok nem esszencialisak a fotoliaz mitkkodéséhez (Heelis és mtsai. 1987), a
FADH™ kozvetlen médon is elnyelhet egy fotont de mindkét esetben egy gerjesztett FADH ™
jon létre. Ennek életideje megkozelitéleg 1 ns. A FADH ™ étad (~0,2 ns) egy elektront a CPD-
nek. Ezaltal a flavin adenin dinukleotid kofaktor ideiglenesen FADH® -va oxidalédik (Kao és
mtsai. 2005). Az elektronatadas kovetkeztében a ciklobutan gylrii kotései feltehetdleg
egymas utan bomlanak fel, elobb a C5-C5°, majd ezt kdvetden a C6-C6’ (Chatgilialoglu és
mtsai. 2007). A kotések felbomlasanak kinetikajardl élénk vita folyik, amely keretén beldl
foképp in silico modellek (Masson és mtsai. 2009) és laboratériumi kisérletek (MacFarlane és
Stanley 2003; Thiagarajan és mtsai. 2011) adatai allnak egymassal szemben. A kisérleti
adatok lassubb, nano- illetve pikoszekundumos tartomanyu kdtésbomlast tdmasztanak ala
(Thiagarajan és mtsai. 2011) a virtualis modellek Altal javasolt femtoszekundumos
tartomannyal szemben. Kao és munkatérsai kisérletei azt mutatjak, hogy az elektronleadast
kovetéen 560 ps-on belil a FAD kofaktor ismét redukalt allapotba kerul, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a kotések felbomlasa maximum ennyi id6 alatt torténik (Kao és mtsai.
2005). A kotések felbomlasa el6tti toltésrekombinacio ((T=T) "~ —> FADH’) megakadalyozasa
fontos része a CPD javitasi kinetikajanak, tehat a FADH' allapot stabilizacidja
kulcsfontossagu. Ez utobbi folyamatban, és ezaltal a DNS javitasban, kiemelt szerepe van a
fotolidiz Asn378 aminosav komponensének (Xu és mtsai. 2008a). Feltehetdleg a
kotesfeloomlas és a toltésrekombindcid kompeticidjanak kedvezétlen egyensulya miatt
javitodnak felttinden alacsonyabb hatékonysdggal a C=C dimerek (~5 %) a T=T dimerekkel
(~90 %) szemben (Murphy és mtsai. 2008). A gyiirii felbomlasa egy érintetlen timint és egy
negativ toltéssel rendelkezd timin gyokot eredményez. Az anion timin gyok atadja az

elektronjat a FADH" -nak, ami igy visszaredukalédik FADH ™ -va4, ezzel bezarva a javitasi kort
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(Sancar 2003). Az Ujbdl monomerreé valt timineket 50 ps-on belll engedi szabadjara az enzim
aktiv zsebe (Espagne és mtsai. 2009).

Fotolidz aktivitdshoz eldzetes feltétel a FAD redukalt allapota. A FADH® &tmeneti
allapot helyett bizonyos koértilmények kodzott hosszabb ideig stabilizalédhat az enzimben.
Ennek redukaldsadhoz sziikséges elektronokat 3 triptofan aminosav szolgaltatja, amelyek a
kofaktor kdzvetlen kdzelében helyezkednek el (Aubert és mtsai. 2000). A triptofan altali
redukcié csak gerjesztett FADH™ esetében miikddik. Ezek az aminosavak erésen
konzervaltak, az 6sszes ismert fotoliaz és kriptokrdm molekulaban jelen vannak (Muller és
Carell 2009). Funkcidjukat Synechococcus-ban egy tirozin is segiti (Aubert és mtsai. 1999).
Ugyanakkor, a latszélag fontos szerepik ellenére a triptofan elemek pontmutécidja nem
gatolja jelent6sen az E. coli fotolidz in vivo aktivitasat (Kavakli és Sancar 2004).

1.2.4.3. Cry-DASH kriptokrémok

A fotolidzok és a novényi valamint az Allati kriptokromok mellé Brudler és
munkatarsai tanulmanya (Brudler és mtsai. 2003) altal egy harmadik kriptokrom csoport is
bekertlt a kodztudatba, amely a DASH-kriptokrom (Cry-DASH) nevet kapta és amely
prokariotakban is eléfordul. A DASH betlisz6 a kiilonbozé szervezetekben azonositott
kriptokromok és a Cry-DASH szekvencia kozotti hasonldsagot hivatott hangsulyozni
(Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, Homo). Az elnevezés ellenére muslicdban és
emberben nincs jelen a Cry-DASH fehérje (Brudler és mtsai. 2003). A DASH-kriptokromot
elséként Synechocystis-ben (Syn-CRY, PhrB) irtak le, mint bakterialis kriptokrémot (Brudler
és mtsai. 2003; Hitomi és mtsai. 2000). A PhrB genetikai torzsfaja azt mutatja, hogy ugyan
kozel all az allati kriptokrémokhoz, viszont még kdzelebbi rokonsagban van a fotoliazokkal,
és aminosav-szekvencidja alapjan, a (6-4)-fotoliazok kozelébe rajzolhaté (Hitomi és mtsai.
2000).

1.2.4.3.1. A DASH-kriptokromok elterjedése és szerepe

Tobb mint egy évtizeddel ezeltti leirdsuk oOta a Cry-DASH fehérjék nem
rendelkeznek egységes szerepkorrel. A kutatasok féleg az egyszalii nukleinsavakra kifejtett
javito hatasukra fektetik a hangsulyt, amelyet eddig csak in vitro koriilmények kozott sikertlt
Kimutatni.

Néhany tanulmany a novényi kriptokromokhoz hasonld, cirkadian orat szabalyzo

szerepet rendel a Cry-DASH fehérjékhez (Brunelle és mtsai. 2007; Facella és mtsai. 2006),
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masok az allati kriptokromok génatirds-szabalyzd funkcidjahoz hasonlo szerepulket
hangsulyozzak (Heijde és mtsai. 2010). Azonban a szekvencia-hasonldség ellenére a Cry-
DASH molekuldk nem kovetik egyontetiien sem az allati kriptokromok jelatviteli vagy atirast
szabalyz6 szerepiket, sem a (6-4)-fotoliazok DNS-javitasat. Az Arabidpsis Cry-DASH (At-
cry3) feheérjéje, amely szekvenciaja 50%-ban megegyezik a PhrB fehérjéjével, képes nem
specifikusan kétédni a DNS molekulahoz, viszont nem fejt ki DNS-javito hatast (Kleine és
mtsai. 2003). A Vibrio cholera Cry-DASH molekulaja valamivel alacsonyabb, 38%-0s
szekvencidlis azonossagot mutat a PhrB-al. Specifikusan kotédik az egyszalt poli(dU) és
poli(rU) DNS CPD keépleteihez és kepes kijavitani azokat. Ezt a kepességét viszont kizarolag
csak egyszali DNS molekulan fejti ki (Selby és Sancar 2006). Néhany, allatokban el6forduld
Cry-DASH fehérje is mutat gyenge DNS-javitd hatést, igy peldaul a Danio rerio és Xenopus
laevis esetében is, viszont a DNS molekulahoz valé specifikus vagy nem specifikus
kotodésiiket nem sikeriilt kimutatni (Daiyasu és mtsai. 2004). Egy masik szervezet, a
Ostreococcus tauri zoldalga OtCPF2 nevii Cry-DASH ortoldg fehérjéje specifikusan viszont
gyengén kotddik a DNS molekula CPD helyeihez, és a gyenge kotddésnek megfelelden
alacsony hatékonysaggal javitja is azokat (Heijde és mtsai. 2010).

fotoliaz aktivitast tulajdonit a fehérjének. A PhrB enzim nem specifikusan és gyengén ugyan,
de képes a DNS molekulédhoz kapcsolddni (Brudler és mtsai. 2003). Emellett kimutattak azt
is, hogy fotolidz enzim nélkuli Synechocystis sejtekben a PhrB jelenléte enyhe, fényindukalt
karmentesitéssel asszocialhatd. Ez a jelenség viszont csak in vivo volt mérhet6 in vitro nem
volt kimutathatd (Hitomi és mtsai. 2000). Tovabba a Synechocystis phrA génjének atirasa,
amely a fenyindukalt DNS-javitas jelent6s részét végzo fotoliaz enzimet kodolja (Ng és mtsai.
2000; Ng és Pakrasi 2001), szignifikansan megnovekszik ahogy a sejtek exponencialis
ndvekedési szakaszukbol atkertilnek a linearis ndvekedésbe. Mindekozben a phrB gén atirasa,
amely a PhrB fehérjét kddolja és amely a phrA homologja nem mutat szignifikans valtozast
(Foster és mtsai. 2007). Ez utébbi adat is azt sugallja, hogy abban az esetben ha a PhrB
rendelkezik egy gyenge DNS-javitd hatdssal, az nagymértékben elmarad a PhrA
jelent6ségétol. Rendes nevelési koriilmények kozott a PhrB hidnya befolyéassal van 8 gén
atirasara, ami génatirast szabalyz6 szerepre utal (Brudler és mtsai. 2003). Ugyanakkor az
adatok szorasa ebben a tanulmanyban elég jelentds ahhoz, hogy PhrB génatirast szabalyzd
szerepét meg lehessen kérddjelezni. Kriptokromokhoz hasonld szerkezetébdl addéddan
megvizsgaltdk a Synechocystis sejtek fototaxisaban betoltott szerepét is. Azt talaltak, hogy
bizonyos sejtvonalakban kék és fehér fényben a PhrB nem jatszik szerepet a sejtek

fototaxisaban (Fiedler és mtsai. 2005). Ezzel ellentétben egy kozelmultban készilt tanulmany
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alapjan a PhrB fontos szereppel bir a Synechocystis sejtek UV-A sugarzas hatasara fellép6

negativ fototaxisdban (Moon és mtsai. 2010b).

1.2.4.3.2. A PhrB szerkezete

Szerkezetileg a PhrB egy 58 kDa tomegii fehérje, amely egy o/f és az ehhez
kapcsolddo helikalis tartomanyra oszthatd (Brudler és mtsai. 2003). Az o/p-tartomany az,
amely Kkoti a tobbek kdzott kriptokrom/fotoliaz csaladra jellemzé FAD kofaktort (Hitomi és
mtsai. 2000). Ez utobbi elengedhetetlen a fotolidz enzimek szdmara ahhoz, hogy specifikusan
a DNS molekula CPD képleteihez kotédhessenek (Oztiirk és mtsai. 2008). Szerkezetében, az
utobbi képleten kiviul jelen vannak azok az arginin elemek is, amelyek biztositjdk a DNS
molekula felismerésének feltételeit, viszont az energetikailag hatékony kotédéshez sziikséges
aminosavak nem konzervéaltak. Mindemellett az a szerkezeti és funkcionalis arok, amely a
fotolidzok esetében pirimidin dimert hivatott befogadni, szélesebb és sekélyebb a DASH
kriptokromoknal, ami kedvezétlen feltételeket nyujt a DNS javitdshoz. A FAD redukalaséhoz
szlikséges redox kofaktorok ugyan nem hianyoznak, viszont a FAD és a feltételezett CPD
szubsztrat kozti energiadtadas, mas szerkezeti elemeknek koszonhetéen, feltehetden kevésbé
hatékony a fotolidzhoz képest (Brudler és mtsai. 2003). Aminosav szekvencidja (Brudler és
mtsai. 2003; Park és mtsai. 1995; Tamada és mtsai. 1997), valamint abszorbcids spektruma
(Hitomi és mtsai. 2000) alapjan a PhrB valosziniileg nem képes a fotoliazokra jellemz6
masodlagos kromofor megkdtésére (Sancar 2008). A masodlagos kromofér hianya
ugyanakkor még nem zérja ki a DNS-javitas képességet (Heelis és mtsai. 1987).

Néhany, a kozelmultban megjelent tanulmany a DASH kriptokromok fényreceptor
szerepét hangsllyozva egy masodlagos kriptokrom jelenlétének bizonyitdsdhoz szolgaltat
adatokat (Huang és mtsai. 2006a; Klar és mtsai. 2007; Moon és mtsai. 2010a; Moon és mtsai.
2010b). E tanulmanyok az Arabidospis (At-cry3) és a Synechocystis (PhrB) DASH
kriptokromokra Osszpontositanak. Kimutattak, hogy a Synechocystis pterin kromoforjai, a
TaxD1-el megegyez6 fontos szerepet toltenek be a sejtek negativ fototaxisanak gatlasaban. E
hatds a Cph2 funkcidjaval ellentétes és pterin hianyaban a Synechocystis sejtek kisebb
mértekben reagélnak a voros fényre ami a vords fény receptoraival vald kapcsolatot is
feltételez (Moon es mtsai. 2010a). Ugyanakkor a pterin kromoférok a kék fény mellet
feltehet6en az UV-receptorok szerepét is betoltik a Synechocystis sejtekben (Moon és mtsai.
2010b). Arra is fény derilt, hogy a pterinek és hordoz6 fehérjéjik UV/kék fény akcids
spektruma megegyezik az E. coli-bol izolalt DASH-kriptokrom abszorpcids spektrumaval

(Hitomi és mtsai. 2000; Moon és mtsai. 2010b). Mindent egybevetve nem zarhato6 ki, hogy a
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PhrB mégis kot egy pterin tipusi kromofort, amit alatamaszt az Arabidobsis DASH-
kriptokromja az At-cry3 is, amely spektroszkdpids adatok szerint MTHF-t kot mésodlagos
kromoforként (Klar és mtsai. 2007). Tovabbi tdmaszt nyljt az elméletnek az, hogy a PhrB
szerkezetileg képes lenne kotéhelyet biztositani mind az MTHF, mind a 8-HDF
kromoféroknak (Brudler és mtsai. 2003). Ez utdbbit megingatja viszont az, hogy az E.coli és
a Synechococcus fotoliazdban megtalalhato, az emlitett kromoforok kétésében fontos szerepet
jatsz6 aminosavak tobsége nincs jelen a Synechocystis-ben (Park és mtsai. 1995; Tamada és
mtsai. 1997). A pterin tipusi kromoférok fototaxisban betoltétt fontos szerepével
kapcsolatban megjegyzendd, hogy vannak Synechocystis sejtvonalak, amelyek vad tipusai
egyaltalan nem mutatnak fototaxist kék és/vagy fehér fény alatt (Fiedler és mtsai. 2005)).
Egyik tanulmany keretében sem mérték meg az egyes sejtvonalak pterin tartalmat. Annak az
elméletnek, miszerint a PhrB masodlagos kromoforként egy pterint kot és a kék fény
receptorakent jatszik szerepet részben ellentmond az, hogy PhrB hidnyaban a Synechocystis
sejtek nem mutattak valtozast a kék fény alatti fototaxisukban a vad tipushoz képest (Fiedler
és mtsai. 2005). Ugyanakkor UV-A sugarzas alatt a PhrB feltehet6leg igenis fontos szerepet
jatszik a Synechocystis fototaxisdban (Moon és mtsai. 2010a).

Mint a Cry-DASH tébbi tagjanal, a PhrB esetében is a kutatasok soran a feltételezett
fotolidz-aktivitdsa kapta a nagyobb hangsulyt. Ezzel egyitt ezen kutatdsok mentén mas
szerepkor is korvonalazédni latszik. Ng és Pakrasi tanuldmanyéaban kimutatta, hogy azok a
Synechocystis sejtek, amelyekben nem volt jelen sem PhrA fotoliaz, sem PhrB érzékenyebbek
voltak az UV sugarzasra, mint azok a sejtek, amelyekben jelen volt a PhrB és csak a fotoliaz
hianyzott (Ng és Pakrasi 2001). Arra alapozva, hogy a sejtek UV érzékenysége hosszu tavon a
D1 fehérjeszintézis hatékonysagatol fiigg, feltételezhet6, hogy a PhrB fontos szerepet jatszik a

= sz

beépllésében.
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2. Célkitiizések

Fénystressz alatt a fotoszintetikus apparatus fehérjéi fokozott litemben cserélodnek. A
PSII helyredllitasi ciklus egyik fontos lépese a fény altal karositott D1 alegységek 0j D1
fehérjével vald helyettesitése, amihez psbA hRNS molekuldk szintézise szlikséges. Mivel az
UV sugérzas altal okozott karositas potencidlisan meggatolhatja a D1 fehérje szintézishez
sziikséges hRNS képzodést, felmeriil az az érdekes lehetdség, hogy az UV-indukalt DNS
karositas kozvetlen vagy kozvetett hatassal van a PSII fehérjeszintézistol fliggd helyreallitasi

ciklusanak miikodésére. Ennek tisztazasara a kovetkezo kérdések vizsgalatat tiiztiik ki célul:

1, Milyen hatésa van a PSII helyreallitasi ciklusanak miikodésére a DNS javitd enzim fotoliaz

(PhrA) hianya a Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktériumban?
2, Milyen szerepe van a fotolidzzal homoldg PhrB fehérjének az UV-indukalt DNS karositas

kijavitasaban, valamint a PSII helyreallitasi ciklusanak mitkodésében a Synechocystis sp. PCC

6803 cianobaktériumban?
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3. Anyagok és mddszerek

3.1.  Sejttenyészetek

A Kisérletekhez a Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktérium vad tipusat valamint
ennek a fotolidz (phrA", slr0854") és a bakterialis kriptokrom (phrB-, sll16297) muténsait
hasznaltuk. A sejteket folyamatos razatas mellett (120 rpm) BG-11-es tapoldatban neveltik.
Az inkubétorban valo nevelés 3%-0s CO, koncentraciot, allando 30 °C-os hémérsékletet és

40 pmol m™s™ fehér fényii (FF) megvilagitéast biztositott.
3.2. AphrA és phrB” mutansok

A phrA” és phrB° mutéansok létrehozadsdhoz a Synechocystis vad tipusi sejtek
pMosBlue plazmid konstrukciokkal lettek transzformélva. A plazmidokban a slr0854 (phrA)
és sll1629 (phrB) nyitott leolvasasi keretek rendre spektinomicin (pMosP1Sp) és kanamicin

(pMosB3Km) kazettakkal lettek megszakitva (4. abra).

Hindlll (32) Hindlll (2046)

Pstl (1622) Smal (1230) BamHI (11)
\ 5 BamHI (2067)
Eco91| (BstEll; 2646)—\ / _—HindIll (982) Xmal (1428)_  \ / é@ o (g47)

Ncol (1523) Smal (1430) Smal (249)
kanamicin

sil1629 A
<%, /b?; BamHI (99) EcoRV (95). "S5 @ spektinomicin
EcoRV (95) %y % N CcoRV (95)\ S, kazetta
% % 2\ Smal (106) 9 sIr0854
g Pstl (61) ¥
Pstl (61)>, e L) Hindlll (45) ——
i EcoRI (120 in
Hindill @5)—_ A (120) 2887)

Pvul (243) pMOSP1 Sp
(ca. 5250 bp)

kazetta

pMosB3Km
(4578 bp)

N——Pvul 1289
4, abra: A phrA™ és phrB™ mutansok létrehozasahoz hasznalt konstrukciok. pMosB3Km a phrB™ és

pMosP1Sp a phrA  mutanshoz.

A mutansok szelekcioja 20 ug/ml spektinomicin (pMosP1Sp) és 25 pg/ml kanamicin
(pMosB3Km) jelenlétében tortént.

3.3. Kisérleti és mintavételi beéllitasok

A Kkiserletekhez exponencialis novekedési szakaszukban levé sejttenyészeteket
hasznaltunk. Sejtvonalanként ez rendszerint 200 ml tenyészetet jelentett. Miutan a sejteket
Ulepitettik (4000 g, 10 min, 24 °C) és friss BG-11 tapoldatba felvettik, 6.5 pg/ml klorofill
koncentracidig higitottuk a tenyészeteket, majd a centrifugalas altal okozott mechanikai
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stresszbol vald felépiilés érdekében 1 oOrara visszahelyeztikk Oket az inkubatorba. Az
ultraibolya B (UV-B) és nagy intenzitasu FF (500 umol m?s™) alatt végzett kisérletek 30 °C-
on zajlottak. A sejttenyészetek négyzet alaku iivegkddakban voltak kitéve a beérkezd
sugarzasnak, mikozben allando keverés mellett 2.5 centiméteres réteget képeztek. Az
ultraibolya C (UV-C) sugarzas kiszirése érdekében az UV-B lampéat, valamint az
Uvegkadakat egyardnt 0.1 mme-es Clarfoil celluléz acetdt membrannal (Courtalouds
Chemicals, UK) vontuk be, amely nem enged at 290 nm-nél alacsonyabb hulldmhosszU
sugarzast. Az UV-B sugarzast egy kétcsdves Vilber Lourmat VL-215M lampa biztositotta,
mig a magas (500 pmol ms™) és alacsony (50 pmol m?s™) fotonstirliségii FF forrasa 6 darab
50 W-o0s Osram Halopar halogén ég6 volt. Az UV-B sugarzas intenzitasat egy 312 nm-es
érzékeldvel ellatott Cole Parmer Radiometer (97503-00-es modell), mig a FF-ét egy LiCor
Photometer (DMP Ltd.) segitségével allitottuk be. A sejttenyészetek fellletén mért UV-B
sugarzas intenzitdsa 3.0 W m? (8.0 umol m?s™) volt, ami a viszonylag magas optikai
stirliségii (Ronté és mtsai. 1989), 2.5 cm vastag szuszpenzi6 belsejében étlagosan 0.3 W m™-
nek (=0.8 umol m?s™) felelt meg.

A friss BG-11-ben felvett sejtek egy dra inkubalas utan atkeriiltek az tvegkadakba,
amelyek 30 °C-os vizfiirddben iiltek. Jellemz6en két iivegkadat hasznaltunk egyszerre,
egyikben vad tipust sejteket, a méasikban pedig az egyik mutans vonal sejtjeit tettik Ki
kiilonboz6 sugarzasoknak. A kisérleti koriilményekhez vald alkalmazkodas (allando keverés,
30 °C, légkori CO, koncentracid) érdekében a sejtek 60 percig alacsony (50 pmol m?s™?)
fotonstirliségii fehér fény alatt keveredtek. Ezek utan a sejteket UV-B (8 pmol m™?s™) vagy
nagy intenzitasi FF (500 pmol m?s™) kezeléseknek tettik ki a fehérjeszintézist gatl
linkomicin jelenlétében (300pg/ml), illetve annak hianyaban. Az UV-B kezelések fehér
hattérfény (50 pmol m?s™) jelenlétében torténtek, amely megegyezett a kezelést megel6z6
adaptacios fénnyel. A fehér hattérfény eldsegiti a fénykarosodast szenvedett fehérje
alegységek szintéziset (Sicora 2003).

Az UV-B és FF jelenlétében zajlo kiserletek elsé szakasza 270 percig tartott. A
kisérlet kovetkez szakaszaban lekapcsoltuk az UV-B sugarzast és 120 (PhrA kisérletek)
illetve 90 percen (PhrB kisérletek) keresztiil a sejtek az adaptaciés FF-ben (50 pmol m?s™)
regeneralodhattak. Az utolso, 60 percig tartd szakaszban, a fehér fenyforrasokat kikapcsolva,
csak UV-B sugarzas (8 pmol m's™) érte a tenyészeteket.

A magas fotonsfirliségli FF-t (500 pmol m?s™) alkalmazé kezelések, a kisérleti
koriilményekhez vald alkalmazkodasi szakaszt kovetéen 90 percig tartottak. Ezutan a sejtek

(jabb 90 percig adaptaciés FF-ben (50 umol m™s™) regeneréalédhattak.
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A kisérletek soran meghatarozott idopontokban mintdkat vettiink oxigéntermelés
meghatarozasahoz, valtozo klorofill fluoreszcencia méréséhez, hRNS izolalasahoz, D1
fehérjét tartalmazé TM-ok izolaldsahoz, DNS kérosodas megéllapitasdhoz és genomi DNS

tisztitasahoz.
3.4. Fotoszintetikus aktivitas meghatarozasa

Fotoszintetikus aktivitasra fényimpulzus altal indukalt fluoreszcencias mérésekbdl és
oxigéntermelési képességbdl kovetkeztettiink, amely jelenségek betekintést engednek a PSII
komplexek elektrontranszport-aktivitasaba.

A fenyimpulzus altal indukalt fluoreszcencia mérésekhez alkalmanként 1 ml mintat
vettink. A méréseket, 3 perces sotétadaptalas utan, szobahomérsékleten végeztik 3-(3,4-
diklorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU, 10uM / 23,3 pg/ml) jelenlétében illetve ennek
hianyaban. Telit6 fényvillanas utan egy FL 3000 Fluorometerrel (Photon Systems Instruments
Ltd.) kovettik a fluoreszcencia lecsengés paramétereit. A mért paraméterek kozil a
fluoreszcencia relativ amplitudojat (Fm-F0, t=0-hoz viszonyitva) hasznaltuk a miikodéképes
PSII komplexek mennyiségének becsléséhez. Az adatokat a Fluorwin program 3.6.3.11
verzigjaval regisztraltuk, a kiértékelésiiket Origin-ben (OriginLab) végeztik.

Az oxigéntermelési merések 30 °C-on zajlottak es a fluoreszcencids mérésekkel
megegyezben alkalmanként 1 ml sejttenyészetet igényeltek. A mintdkhoz 2,6-dimetoxi-1,4-
benzokinon (DMBQ) elektron akceptort (0,5 mM) adtunk, majd masfél perces sotétadaptacio
utan, folyamatos telitd fény (1500 pumol m'%s™) mellett mértik az oxigéntermelést. A
meéréseket egy Clark-elektrod koré épitett Hansatech DW2 miiszerrel végeztik. A mért

értéekek megjelenitését és kiértékelését egy hazilag készitett program vezérelte.
3.5. D1 fehérje stressz-dinamikajanak elemzese

TM izolalasdhoz 10 ml sejttenyészetet hasznaltunk. Kozvetlenul mintavétel utan a
sejteket centrifugaltuk (4000 g, 4 °C, 10 min) és 1 ml GM pufferben felvettiik. Rendszerint ez
az elegy -20 °C-on fagyasztasra kerilt. Az izolalas napjan, jégen valo felolvasztast és
centrifugalast (4000 g, 4 °C, 10 min) kovetden, a feliiliszot eltavolitottuk, a sejteket pedig 0.5
ml GM pufferben felvéve hozzaadtuk a szintén 0.5 ml GM pufferrel atitatott
uveggyongyokhoz (1,65 g, @ 100 um). A mintédkat 4 °C-on haromszor 1.5 percig magas
frekvencian razattuk és a razatasok kozott 1.5 percig jégen tartottuk. Ezek utan eltavolitottuk a

feluliszot, majd még ketszer atmostuk az (veggyongyoket, alkalmanként 0.5 ml GM
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pufferrel. E folyamat végen mintanként 1.5 ml, sejttérmelékben gazdag GM puffert kaptunk.
Eltavolitottuk az elegyb6l a mosas soran atkeriilt liveggyongyoket €s a nagyméreti
sejttérmeléket (4000 g, 4 °C, 2 min), majd a felllusz6t Uj csovekbe helyezve hosszan
centrifugaltuk (15.500 g, 4 °C, 20 min). Az igy kapott csapadékot 100 pul PM pufferben vettiik
fel és metanolos kivonassal meghataroztuk a klorofill-a koncentraciojat (ccn=(16.5*Ages-
8.3*Ags0)).

A mintakat 6%-os dusitogélre vittik fel, majd 12 %-os denaturdlé akrilamid géelen
valasztottuk el (Barbato és mtsai. 1992). A gélre felvitt mintak, higitastol fiiggéen, 50 vagy 20
ng klorofillt tartalmaztak.

Elvélasztas utan a gél 30 percig Dunn-oldatban &zott, majd elektroblot segitségével a
benne véandorolt fehérjéket PVDF (Polyvinylidene fluoride) membranra (Millipore,
Immobilone-P) vittik at. A PVDF membrant, az elektroblot-szendvics Osszeallitasa el6tt 5
mp-ig metanolban, ezt kdvetdéen 2 percig MilliQ vizben, majd 5 percig Dunn-oldatban
aztattuk. A membran szabad terileteit zsirszegény tejpor és TTBS puffer 10 %-o0s (w/v)
oldataval blokkoltuk 1 6rén keresztill. A blokkolés utan 2*5 percig, egyenként 50 ml TTBS
pufferrel mostuk majd inkubaltuk az els6dleges, nyulban termelt poliklonalis PsbA C-
terminalis antitesttel (AS05 084, Agrisera), amelyet 1:8000 aranyban tartalmazott a
folyamatban hasznalt TTBS puffer. Az inkubalas szobahOmérsékleten 2 érat, 4 °C-on 12-14
orat tartott. Az els6dleges antitesttel valo inkubalast ujabb TTBS pufferes mosasok kdvettek,
5x 5percig, egyenként 50 ml TTBS pufferrel. A mosasok utdn a membrant 37 °C-on, 1 éran
keresztil inkubaltuk kecskében termelt anti-nydl IgG, alkalikus foszfatdz aktivitasu
masodlagos antitesttel (1:5000, A3687, Sigma). Az inkubalas végén a membrant 50 ml APB
pufferrel mostuk 5 percig, majd 15 ml APB.ben oldott 100 pl NBT és 50 pl BCIP oldat
segitségével eldhivtuk. A membranokat beszkenneltiik, a fehérje savokat pedig Imagel

segitségével szamszerUsitettiik (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

GM, Grinding Medium: 50 mM MES, 5 mM Na,EDTA, 1 mM benzamidin, 2 mM amino-
kapronsav, 1 mM Fenil-metilszulfonil-fluorid (PMSF, etanolban oldva).

PM, Preparation Medium: 50 mM Tris, 1 M szachar6z, pH 7.5.

Katod puffer: 0.02 Tris, 0.2 M glicin, 0.1% (w/v) SDS, pH 8.3.

Andd puffer: 0.02 Tris, 0.2 M glicin, pH 8.3.

Dunn-oldat: 3 mM Na,CO3, 10 mM NaHCO3, 10% (v/v) metanol.

TBS (Tris-Saline Buffer) oldat: 10 mM Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.6, Tween.

APB (Alcaline Phosphate Buffer) oldat: 0.1 M Tris, 0.15 M NaCl, 0.5 M MgCl,, pH 9.8.

NBT (Nitro Blue Tetrazolium) oldat: 50 mg/ml 70 % dimetilformamidban.

BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate) oldat: 50 mg/ml 100 % dimetilformamidban.
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3.6.  Feheérjék radioaktiv jel6lése és elvalasztasa 2D gél modszerrel

A fehérjék radioaktiv jel6lése [35S]Met és [35S]Cys (Trans-label, MP Biochemicals,
Irvine, USA) keveréekével tortént a (Komenda és mtsai. 2008) altal leirt modszer szerint. A
sejtek (75 pg Chl) ezek utan 20 perces magas intenzitast FF (500 pmol m?s™) kezelésnek
voltak kitéve, 29 °C -on. A kezelés utan a kisérleti elegybdl vett mintak folyékony nitrogénnel
lettek fagyasztva. TM izolalasahoz a felolvasztott sejtek tilakoid puffer oldattal lettek mosva
és liveggyongyokkel feltorve. A feltort sejtek centrifugalas utan (20.000 g, 15 min, 4 °C) Ujra
tilakoid pufferbe lettek felvéve.

A membranfehérjék nativ korulmények kozti elvélasztdsa (CN)-PAGE-el tortént a
(Wittig és Schagger 2008) altal leirtakkal megegyez6éen. Az izolalt TM mintak 1% n-dodecil-
B-maltozidban lettek felvéve és 4-14%-os poliakrilamid gélen elvalasztva. Az elvalasztott
fehérjékrdl gélkép késziilt és meg lett hatdrozva a klorofill fluoreszcenciajuk (Fuji LAS 3000
szkenner), majd a mintasdvok alapjan a gél fel lett szeletelve. A szeletek ezutdn 30 percen
keresztlil Tris oldatban lettek inkubélva és ennek végén mindegyik szelet egy 12-20%-0s
linearisan gradiens poliakrilamid gélre (7M urea) (Sobotka és mtsai. 2008) lett helyezve. igy a
TM elemei a masodik dimenzioban is elvalasztodtak. Szkennelés utan (Fuji LAS 3000
szkenner) a gél ki lett szaritva és Phosphorimager lapon el6 lett hivva. Az eldhivott felvétel is
be lett szkennelve (Storm, GE Healthcare, Vienna, Austria). A fehérjék azonositdsahoz az
illetd savok ki lettek vagva a gélbdl és tomegspektrometrids analizisnek lettek alavetve

(APEX-Qe 9.4T FT-MS, Bruker Daltonics, Billerica, MA) (Komenda és mtsai. 2012).

Tilakoid puffer: 25 mM MES/NaOH, pH 6.5, 5 mM CaCl,, 10 mM MgCl, és 20% glicerol.
Tris oldat: 25 mM Tris/HCI, pH 7.5 ,1% SDS (w/v), 1% ditiotreitol.

3.7.  Génexpresszio vizsgalatok

A psbA2 és psbA3 transzkriptek vizsgalatahoz 6ssz-RNS-t tisztitottunk a kezelés alatt
levé sejttenyészetekbdl, majd ezt mintaként hasznalva reverz transzkripcios reakcidban
komplementer DNS-t (cDNS) szintetizaltunk. Az igy kapott cDNS-t Q-PCR reakcidban
hasznaltuk templatként és a felszaporodé amplikonok Cr értékét az RNaz B alegysegét
kodold rnpB Cr értékeihez viszonyitottuk. Ez utdbbit, konstitutiv kifejezodése révén, kontroll
génként hasznaltuk. Ezen felll az abrakon lathatd transzkript szintek értékei a kezeletlen
mintak Ct értékeire vannak normalva. Az értékek 3, egymastol fuggetlen kisérlet adataibol

szarmaznak. Mindegyik adatpont legalabb 3 ismétlés eredménye.
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RNS izolalasdhoz mintanként 10 ml sejttenyészetet hasznaltunk. A mintakat azonos
térfogatu, 5% fenolt (v/v) tartalmazé etanolban fixaltuk és centrifugéltuk (10000 g, 10 min, 4
°C). Az igy ulepitett sejteket 500 pl reszuszpenziés pufferben mostuk, amit Gjabb
centrifugalas (13000 g, 5 min, 4 °C) és a feluluszé eltavolitdsa utan 250 pl reszuszpenzids
puffer hozzéadasa kovetett. Ehhez az elegyhez 37,5 pul EDTA-t (0.5 M) adtunk és 3
fagyasztas-felolvasztasnak (-20/+4 °C) vetettik ald. A felnyilt sejtek elegyéhez 375 pl lizis
puffert adunk és ebbdl forro-fenol madszerrel tisztitottunk 6ssz-RNS-s (Mohamed és Jansson
1989). Ehhez 65 °C-ra melegitett vizfiirdében kevertiik 6vatosan a mintakat, a szintén 65 °C-
ra hevitett, 700 ul vizzel telitett fenollal. Ezt 3x3 percig ismételtiik, minden alkalom végén, 2
perces jegelés utan, lecentrifugélva (13000 g, 5 min, 4 °C) a mintakat, a feltldszokat pedig 0j
csovekben, Gjabb adag fenollal keverve. Egy utolsd lépésben a felliliszéhoz 700 pl
kloroformot adtunk, 6vatosan kevertlk és centrifugaltuk (13000 g, 5 min, 4 °C). Az igy kapott
feluliszéhoz LiCl-ot (2.5 M) adagoltunk és legaldbb 30 percig inkubaltuk -20 °C-on.
Inkubalas utadn a jégen felolvasztott mintékat centrifugéaltuk (20000 g, 60 min, 4 °C), az
Ulepitett nukleinsavakat pedig 400 pl 70%-os etanollal mostuk, majd Gjbdl centrifugéltuk
(20000 g, 15 min, 4 °C). A feliiliszotol megszabadulva a mintat szobahOmérsékleten
szaritottuk és MilliQ vizben vettiik fel.

A mintat, RNS koncentracidjanak meghatarozdsa utan (ND-1000, Nanodrop
Technologies) DNaz reakcionak vetettiik ala (Turbo DNA-Free Kit, Ambion), jellemzéen a
kovetkezd kisérleti felallasban: 43.9 pl minta, 5 pl DNaz puffer, 1 ul DNéz, 0.1 ul RNaz gatld
enzim (Applied Biosystems). Az igy Osszedllitott elegyet 1 oOran keresztil, 37 °C-on
inkubaltuk, majd 5 pl inaktivéacids reagenssel keverve (10 min, 25°C) ledllitottuk a reakciot.
A mintat centrifugaltuk (10000 g, 10 min, 4 °C), a fellluszébdl pedig Ujbdl RNS
koncentraciot mértink. Ennek alapjan allitottuk 6ssze a reverz transzkripcids elegyet, amely
reakciotérfogata 20 ul volt: 13.2 pl minta (500 ng RNS), 2 pl 10x reverz transzkripcios
puffer, 0.8 ul 25x dNTP (100 mM) keverék, 2 ul 10x random primer, 1 pl Multiscribe reverz
transzkriptaz, 1 pl RNaz gatlo enzim (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems).

A gPCR reakcidékhoz a cDNS minta 50-es higitasat alkalmaztuk. A reakcidk térfogata
25 pl volt, amit 12.5 pl Maxima SYBR Green PCR Master Mix (2x), 1.5 pl cDNS minta, 10.6
pl MilliQ viz, 0.4 pl génspecifikus primer vegyiilet (5 pmol/pl) alkotott. A kapott Ct értékeket
az Applied Biosystems 7000 Sequence Detection Software 1.2.3 segitségével nyertik ki.

Reszuszpenzios puffer: 0.3 M szachar6z, 10 mM NaOAc, pH 4.5.
Lizis puffer: 2% (w/v) natrium-dodecil-szulfat (SDS), 10 mM NaOAc, pH 4.5.
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3.8. UV-B altal indukalt DNS kéarosodas vizsgalata qPCR segitségével

A mddszer azon az elven alapul, miszerint a DNS szélon kialakult karosodasok
gatoljak a DNS-polimeraz miikodését. Ezaltal a qPCR reakcio sordn csak a karosodasoktol
mentes DNS molekula sokszorozodik hatékonyan, igy a DNS-polimerazt gatlé kepletek
szdma kiszdmolhat6 a reakcid végén 1étrejott, a kontroll mintdhoz képest kisebb mennyiségii
DNS-b6l. A CPD-ek a leggyakoribb UV-B altal indukalt, a DNS molekulan megjelend
karosodasok (Sancar 2008). Ennek tekintetében olyan primer-part valasztottunk a Q-PCR
reakciohoz, hogy az a Synechocystis genomjanak azt az 1 kilobazisnyi szakaszat hatarolja,
amely a legtobb szomszédos pirimidin bazist tartalmazza (F:
TGATGAAAGGATCTCCCCCA, R: AACCCTCGGTAGAAGAGCAGG). Eziltal
feltérképezhetjik egy adott genomi egység karosodasanak maximalis mértékét, UV-B
sugarzas alatt. Egy masik, 50 bazisnyi genomi szakaszt behatarolé primerpart is hasznaltunk,
amely szakaszon a szomszédos pirimidin bazisok szama a lehetd legkisebb volt (F:
GCATTACCATGGCTATGTGTACAAC, R: GCATGGCACACACCAACAGT). Igy, mivel
ezen a szakaszon a CPD-ek kialakulasanak csak minimalis esélye volt, belsé kontrollként
milkodott. Az 1 kb nukleinsav felszaporodasabol szarmazd Cr értékeket az 50 bazisnyi
szakasz Ct értékeihez normaltuk, majd az 6sszes adatpontot a kezeletlen mintdk (t=0) C+
értékeinek fuggveényében &brazoltuk. A primerparokat egy hazilag, PERL nyelvben irt
programmal valasztottuk ki.

A gPCR reakciokhoz meghatarozott idépontokban 600 pl mintat vettink a kezelés
alatt 1év6 sejttenyészetkbdl. Ezt 10x-en bestritve (6000 g, 10 min, 4 °C, +60 pl MilliQ) 3x
fagyasztottuk/ olvasztottuk (-80/+4 °C), majd az igy felnyilt sejtszuszpenziét 100x-an
kihigitva hasznéltuk templatként. A reakciok térfogata 25 pl volt és a kovetkezoket
tartalmaztak: 12.5 pl Maxima SYBR Green PCR Master Mix (2x), 3.2 ul 10x-en higitott
templat, 8.9 pl MilliQ viz, 0.4 ul szekvenciaspecifikus primer vegyilet (5 pmol/ul).

Megjegyzendd, hogy a fenti modszer minden olyan karosodasra érzékeny, ami
akadalyozza a DNS-polimeraz miikodését, igy nem specifikus a CPD-re. Annak érdekében,
hogy az 6sszes karosodason beltl meg tudjuk hatarozni a CPD-k mennyiségét ezt a mddszert

az alkalikus gél madszerrel egyuttesen alkalmaztuk.

3.9. UV-B-indukalt DNS karosodas kimutatasa alkalikus gél mddszerrel

3.9.1. Genomi DNS izolalasa

A genomi DNS (gDNS) izolalas minden l1épésénél figyelmet forditottunk arra, hogy ne
okozzunk toréseket a DNS szélakban. A kisérletek soran mintanként 15 ml sejttenyészetet
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centrifugaltunk (6500 g, 10 min, 4 °C). A felliliszot eltavolitva a sejteket 200 ul telitett Nal
oldatba vettlk fel. Ezt 10 percen keresztil 37 °C-on inkubaltuk, majd 1 ml MilliQ vizzel
Kiegészitve lecentrifugaltuk (9000 g, 10 min, 4 °C). A halvanykék szinli feliiliszot
eltavolitottuk, a sejteket pedig 400 ul Tris | pufferben vettiik fel, majd 100 pl lizozim (50
mg/ml) oldatot adtunk az elegyhez és 10 percen keresztil, 37 °C-on inkubaltuk. Inkubalas
utan, a kék szint feliiliszotol megszabadulva (5500 g, 4 °C, 5 min), a sejteket Gjabb 400 ul
Tris | pufferben mostuk. Az igy kapott sejteket 500 pl Tris I pufferben vettiik fel és 100 pl N-
lauril-szarkozin natrium sé oldatot (10% w/v), valamint 4 pl RNazA enzimet (10 mg/ml)
adtunk hozza (20 min, 37 °C). Ettdl a 1épéstdl kezdve kizardlag széles nyilasn, vagott hegyii
pipettdkat hasznaltunk. A 20 percig inkubalodott sejtekhez 25 pl Proteinaz K-t (20mg/ml)
adagoltunk (60 min, 60 °C). Az 1 6ras inkubalast kovetden iilepitettik a mintakat (17500 g, 4
°C, 20 min) ¢és az igy keletkezett attetszd, zold feliiliszot Gj eppendorf csébe helyeztiik. DNS
tisztitashoz a mintat azonos térfogatd, TE oldattal telitett fenollal kevertiik (15 min, 25 °C).
Centrifugalas utan (15000 g, 4 °C, 5 min) a feltiluszot 0j cs6be vittiik at, majd a fenol-TE
oldattal val6 keverést még kétszer megismételtilk. Egy utolso 1épésben a felliliszt azonos
térfogatd kloroformmal kevertik és centrifugaltuk (15000 g, 4 °C, 5 min). A DNS
kicsapasahoz NaOAc-ot (1/9-ed térfogatnyi) és i-Propanolt (0.7 térfogat résznyi) adtunk a
felilisz6hoz és -20 °C-on inkubaltuk legalabb 30 percen keresztiil. Ezt kovet6en
centrifugaltuk (20000 g, 4 °C, 60 min) és 400 ul 70%-os etanollal mostuk a mintat. A
keletkezett csapadékot szobahOmérsékleten szaritottuk, majd 20-30 pl MilliQ vizben
jrahidrataltuk (4 °C, 12-14 h) a DNS-t.

3.9.2. Specifikus DNS karosodasok meghatarozasa

A CPD-k felderitéséhez a rehidratalt genomi DNS-t T4 endonukledz V pirimidin
dimer glikozilaz (Epicentre, Applied Biosystems) enzimmel emésztettiik, amihez legalabb
500 ng DNS-t hasznaltunk. A T4 enzim a pirimidin dimereknél hasitja DNS szal glikozil-
kotéseit és hatasara felbomlanak az itt talalhaté foszfodiészter kotések (Higgins és Lloyd
1987). Egy emésztés jellemzben a kovetkezOképpen allt 6ssze: 20 pl rehidratalt gDNS, 2.3 pl
T4 Puffer (10x), 0.7 ul T4 endonukleédz V.

A 7,8-dihidro-8-oxoguanin (8-0xoG) oxidativ karosodasok (Bjelland és Seeberg 2003)
mennyiségének meghatarozasa érdekében Formamidopirimidin-DNS gliokozilazzal (FPG)
emésztettiik az izolalt genomi DNS-t. Az FPG egy DNS —javitd enzim, amely az oxidalt purin
bazisokat tavolitja el a karosodott DNS szakaszrol és jellemzdéen a 8-0xoG helyeken hasit
(Zharkov és mtsai. 2003).
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Az emesztett genomi DNS fragmentumokat 0.6%-o0s agardéz (>1,200 g/cm?
gélerdsségli SeaKem) gélen valasztottuk el. A gél, feltdltése elott, 1 oran keresztiil 500 ml
Bézikus elektroforézis pufferben azott. Feltoltés elott az emésztett mintakat térfogatuk felének
megfeleld bazikus mintapufferrel 10 percig, szobahOmérsékleten inkubaltuk. A DNS
vandorlasa rendszerint 12-14 oran keresztll, alacsony, 20 V-os fesziltségen, 40 mA-nél
alacsonyabb aramer6sség mellett, 4 °C-on zajlott, amihez a futtato kozeg a Bézikus
elektroforézis puffer volt. Az elektroforézis utdn a bazikus gélt 500 ml Semlegesité oldatban
aztattuk szobahdémérsékleten, 30 percen keresztiil. Ezt kdvetden etidium bromidos oldatban
festettiik, majd UV fény alatt lefényképeztiik és elemeztiik a gélt. Minél tébb helyen talaltak
az emlitett enzimek UV-B Aaltal indukalt, vagy oxidativ karosodasokat, annal kisebb
fragmentumokra szakadt a DNS és a gélképen ez egy elh(zodo foltként jelenik meg, amit
kiilonb6z6 méreti  fragmentumok alkotnak. Egy hazilag, MATLAB-ban készitett
szamitdgépes program segitségével meghataroztuk a keletkezett fragmentumok atlaghosszat.
Ezt 0Osszehasonlitva a kontroll mintdbdl szarmaz6 genomi DNS atlaghosszaval
megallapitottuk, hogy atlagban hany kéarosodéas talalhaté egy kilébazisnyi szakaszon, UV-B

kezelés utan (Sutherland és mtsai. 2003).

Tris | Puffer: 50 mM Tris, pH 8, 5 mM EDTA, 50 mM NacCl.

TE (Tris-EDTA) puffer: 10 mM Tris-HCI pH: 1mM EDTA 8.

Bazikus elektroforézis puffer: 50M NaOH, 1mM EDTA.

Bézikus mintapuffer (6x): 300 mM NaOH, 6 mM EDTA, 18 (w/v) Ficoll, 0.15% wi/v
bromkrezolzold.

Semlegesitd oldat: 125 ml Tris 2M pH:8, 375 ml H0.

Etidium bromidos oldat: 50 pl etidium bromid (10 mg/ml), 500 ml MilliQ viz.

3.10. Szignifikancia-teszt
Az adataink variabilitasdt One Way Anova teszttel hataroztuk meg. A “prob” érték

annak a valdszintségét jeloli, hogy a nullhipotézis, miszerint a tesztelt adatok kozdtt nincs

jelentds kiilonbség, igaz. A prob értékeket 0.05-0s szignifikancia szintnél értelmeztik.
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4. Eredmenyek és kiértékelésik
4.1. A fotolidz hatasanak vizsgalata
4.1.1. A PhrA hidnyanak hatasa a PSIl1 komplexek aktivitasara

Nagy energidju UV-B sugarzas hatdsara karosodik a fotoszintetikus apparatus PSII
komplexe és a DNS szerkezete. Az illetd szervezet mindkét esetben hatékony javitasi
mechanizmussal éri el azt, hogy a keletkezett kdrok ne lehessenek maradanddak. A DNS
javitasi mechanizmus hatasat vizsgaltuk a Synechocystis sp. PCC6803 (Synechocystis) sejtek
PSII javitasi mechanizmusara vad tipusban (VT) és fotoliaz nélkili mutansban (phrA’). Ez
utobbi sejtvonal képtelen az UV-B Aaltal indukalt termékek, jellemzéen CPD-K, specifikus
Kijavitasara, tehat hidnyzik a DNS-t javitd mechanizmusa. A vizsgalataink els6 1épésében a
Synechocystis sejtek PSIl  komplexeinek aktivitasara terjedtek ki, amely jelenséget
fényimpulzus altal indukalt klorofill-a fluoreszcencia és a sejtek altal termelt oxigén
merésével vizsgaltuk.

A kisérletek els6 részében, amelynek soran a sejtek fehér hattérfény mellett (50 umol
m2s?) viszonylag er8s UV-B sugarzasnak (8 pumol m?s™) voltak kitéve, a phrA™ sejtek
Iényegesen gyorsabban veszitettek PSII komplexeik aktivitdsdbol mint a vad tipusuak. Két 6ra
UV-B-stressz jelent6s PSII aktivitasbeli kiilonbséget eredményezett a mutans és a VT sejtek
kdzott (prob: 0.009, p: 0.05), mely utébbiakban a fehérjeszintézis alapu PSII javitas biztosan
miikodoképes volt (BA. dbra). A kezelés els6 részének végére, 270 perc UV-B sugarzas utan a
VT sejtek PSII aktivitasa a kiindulasi értékiik 60%-ara csokkent, mig a phrA sejtek esetében
ez joval alacsonyabbra, a kiindulasi érték 20%-ra esett. A kisérlet masodik szakasza soran, az
UV-B sugarzast lekapcsolva, mindkét sejtvonal stresszmentes, 50 pumol m?s™-as fehér
fénynek volt kitéve. Ennek soran, 120 perc alatt gy a VT, mint a mutans sejtek részben
regeneralodast kovetden, a kisérlet harmadik szakaszdban a sejteket fehér hattérfény
mellézésével UV-B sugarzasnak tettiik ki, aminek kdvetkeztében, 60 perc elmultaval a phrA
sejtek PSII aktivitdsa a kiindulasi értékik 10%-ara esett. A VT sejtek, ugyanezen kezelés
végére, megorizték PSII aktivitasuk kozel felét, ez a kiindulasi érték mindossze 45%-ara
csokkent.

Az alapkisérlet els6é szakaszat megismételve a sejttenyészetekhez fehérjeszintézist

gatlo linkomicint adagoltunk. Ennek kovetkeztében mindket sejtvonal PSII aktivitasa
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5. &bra: PSII komplexek aktivitdsa UV-B sugarzas alatt és utan, a VT és phrA sejtvonalakban. Mind a
VT (korok), mind a phrA™ (négyzetek) sejteket 3 kezelési szakasznak tettiik ki: 270° UV-B+FF (8 umol m™
s', 50 pmol m? s%), 120° FF (50 pmol m™? s%), 60° UV-B (8 pmol m? s%). A sejtek klorofill-a
fluoreszcenciajanak kezdeti amplitudéja (F-Fo) (A) valamint a telitett fény mellett zajlé oxigéntermelési
ratdja (B) a milkodoképes PSII kozpontok mennyiségét tiikrozi. A méréseket a fehérjeszintézist gatlo
linkomicin hianyaban (lres szimbolumok) és jelenlétében (teli szimbolumok) is elvégeztiik. Mindkét tablan
szereplé adatpontok 3, egymastol fiiggetlen kisérlet adatainak atlagat képviselik és a kezeletlen minték

értékeihez (t=0) vannak viszonyitva.
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rohamos csokkenést mutatott es 120 perc UV-B és fehér hatterfény mellett a kiindulasi érték
10%-4ra esett. Linkomicin jelenlétében a két sejtvonal PSII komplexeinek aktivitasa kozel
azonos mértékben, parhuzamosan zajlott (5. &bra). Mivel a linkomicin gatolja a D1 fehérjek
szintéziset a PSIl komplexek muikodoképességének csokkenése a fehérjeszintézis alapt
javitasi folyamatok kikapcsolasaval csak a kezelésben hasznalt sugarzas karos hatasat tikrozi.
Ugyanakkor, a két sejtvonal PSII komplexei miikodésének kozel azonos aranyu gatlasa azt is
mutatja, hogy a Synechocystis sejtekben a specifikus DNS javitasi Ut hidnya 6nmagéaban nem
befolyasolja a PSII komplexek UV-B érzékenysegét.

A fehérjeszintézis alapu PSII javitas hatékonysagat tikrozi azonban az egyes
sejtvonalak, linkomicin hianyaban illetve jelenlétében &brazolt PSII aktivitasgorbéi kozti
kilénbség. A linkomicin jelenlétében illetve hidanyaban mért aktivitasbeli kiilonbség, 120 perc
UV-B kezelés utan jelentdsen (prob: 0.012, p: 0.05) kisebb a phrA™ sejtek esetében, mint a
VT-ban (5A. abra). Az UV-B kezelés soran, a linkomicint6l mentes sejtek kozti kiilonbség
tovabb novekszik (210°, 270’), még inkabb hangsulyozva a mutans sejtek kevésbé hatékony
fehérjeszintéziset. A PSII aktivitasbeli valtozasabol nyert adatok azt mutatjak, hogy az UV-B
kezelés alatt karosodott PSII komplexek javitasa jelentdsen hatékonyabb a vad tipust
sejtekben, amelyek rendelkeznek miitkodoképes fotoliaz enzimmel, mint a phrA™ sejtekben,
amelyek nem rendelkeznek fotoliaz aktivitassal. A két ké&rosodési gorbe hasonld lefutdsa
linkomocin jelenlétében tehat azt mutatja, hogy a kilénbség, amit linkomicin nélkil latunk, a
fehérjeszintézis alapu javitas elégtelen voltanak kovetkezménye.

A fényimpulzus altal indukalt klorofill-a fluoreszcencids méréseinket a sejtek
oxigentermelési képességének mérésével is alatamasztottuk. A fehérjeszintézis kiiktatasaval a
sejtvonalak oxigéntermelése azonos mértékben csokken, hiszen hianyoznak a de novo
szintetizalt alegységek, amelyekhez az oxigénfejlesztdé komplex kapcsolodhatna (Hakala és
mtsai. 2005; Vass e€s mtsai. 1996). Viszont a phrA™ sejtek oxigéntermelési rataja, a
maradanddan kijavitatlan PSII komplexek szdmanak novekedésével linkomicin nélkil is
latvanyosan csokken az UV-B stressz elorehaladtaval mig a VT, amely képes regeneralni a
karositott alegységeit a fotoszintetikus komplexeinek fokozott miikodésével kezeli a
stresszhelyzetet (5B. &bra). Ez tdbbek kozott arra is rdmutat, hogy az altalunk véalasztott 8
umol m? s intenzitasi UV-B sugarzéas nem egy kérnyezet idegen, elttlzott kisérleti beallitas,
hanem egy olyan érték, amely mellet a Synechocystis képes hatékony fotoszintézisre.
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4.1.2. A D1 fehérjemennyiség valtozasa UV-B hatéasara

UV-B stressz hatdsara a PSII komplexek els6sorban a D1 alegységeik karosodasa
miatt mikodésképtelenné valnak (Aro és mtsai. 1993; Sass és mtsai. 1997). Az alacsony
intenzitast fehér hattérfény (50 pmol m?s™) hasznélata az UV-B kezelés kézben enyhit a
nagy energiaju sugarzas altal okozott PSII aktivitascsokkenésen, azéltal, hogy eldsegiti a

fehérjeszintézis alapu javitast (Sicora 2003).
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6. dbra: Az UV-B stressz hatdsa a D1 fehérje mennyiségének valtozasara a VT és phrA™ sejtekben. A
sejttenyészetek (VT: fehér, phrA™: piros) 3 kezelési szakaszon estek at: 270° UV-B+FF (8 pmol m?s? | 50
pumol m? s?), 120° FF (50 pmol m? s™), 60° UV-B (8 pmol m? s?). Az abran szerepld oszlopok 3
egymastol fiiggetlen kisérlet szamszerisitett adatait képviselik, amelyek a kezeletlen (t=0) mintdkhoz

viszonyulnak.

Az UV-B kezelések soran hasznalt sejttenyészetekbdl vett mintdk D1 fehérje
mennyiségei aldtdmasztjak a sejtek oxigéntermelésébdl illetve a fényimpulzus altal indukalt
klorofill-a fluoreszcenciajabdl szarmazé adatokat. A fotolidz alapd DNS javitasra képtelen
phrA™ sejtek az 0ssz-D1 fehérjemennyiséguk figyelemre mélto részét elveszitettek az UV-B
kezelés végére, amelyet az ezutan kovetkez6 regeneracios €s UV-B mentes szakaszban sem
voltak képesek Ujratermelni, igy a kezelések végére szignifikansan alacsonyabb szinten
maradt, mint a VT-ban (prob: 0.006, p: 0.05) (6. abra). Ezzel szemben a vad tipusu sejtek D1

fehérje mennyiségére alig volt hatassal az UV-B sugarzas. A kisérletek elsé szakaszanak
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vegére, 270 percnél, jelent6sen (prob: 0.0419, p: 0.05) magasabb D1 fehérje allomany volt
kimutathat6 a VT-ban, mint a muténs sejtekben.

4.1.3. UV-B altal indukalt psbA hRNS allomany valtozasa a VT és a phrA™ sejtekben

A Kkarosodott PSIlI  komplexek hatékony javitasanak el6feltétele, hogy a
fehérjeszintézis folyamatdhoz sziikséges hRNS molekulék kelld mennyiségben jelen legyenek
a sejtekben. Ezek kozil a legfontosabb a leggyorsabban cserél6dé D1 fehérje szintéziséhez
szlikséges psbA gencsaladrol készilt hRNS allomany (Méaté és mtsai. 1998; Mattoo és mtsai.
1984). Ugyanakkor a hatékony javitasi folyamatokhoz szamos mas hRNS jelenléte is
elengedhetetlen. Ilyenek példaul a D2 fehérje, FtsH protedz, stb. hRNS allomanyok (Cadoret
és mtsai. 2005; Cheregi és mtsai. 2007a; Sass és mtsai. 1997; Viczidn és mtsai. 2000).
Synechocystis sejtekben a psbA gencsalad psbA3-as tagjanak atirasa UV-stressz hatasara
felfokozodik. Ennek kovetkeztében a megnovekedett psbA3 mMRNS mennyiség
hozzajarulasaval az 6ssz-pshA mRNS allomany jelentésen megnovekszik (Maté és mtsai.
1998). Kisérleteink soran a psbA3 mMRNS mennyiségét, a PSII javitasahoz elengedhetetlen
gének képviseldjeként, markerként hasznaltuk annak érdekében, hogy hRNS allomany
szintjén vizsgéalhassuk az UV-B sugarzas hatdsat a fotolidz enzim, tehat DNS javitds
jelenlétében (VT), illetve annak hidnyaban (phrA"). A kisérleteink elsé szakaszaban, az UV-B
hatasara a psbA3 mRNS allomanya mindkét sejtvonalban megndvekedett, majd a 270 perces
UV-B kezelést kovetd 120 perces regeneracios szakasz végére a VT sejtek psbA3 alloméanya,
UV-B sugérzés hianyaban, visszaesett a kezdeti, kezeletlen szintre (7. &bra). A VT-ban, a
kisérlet harmadik szakaszaban, 60 perc UV-B sugarzas ujra, a kezelés elsé szakaszahoz
hasonlo mértékben indukalta a psbA3 atirasat.

A kezelés masodik, regeneracios szakaszaban a phrA™ sejtvonal psbA3 mRNS
allomanya semmilyen vélaszreakciot nem mutatott az UV-B sugarzas megsziinésére. Az UV-
B kezelés végén mért relativ mRNS értékek, a phrA™ sejtvonalban nem mutattak jelentds
(prob: 0.744, p: 0.05) eltérést a regenerécids szakasz végén mért értékektdl (7. abra). Ezzel
egyutt az Gjabb, 60 perces UV-B inger sem indukalta a psbA3 atirasat. E valaszreakcid hianya
a phrA sejtekben arra engedett kdvetkeztetni, hogy az UV-B altal indukalt DNS karosodasok
specifikus javitd enzimének hianyaban a mutans sejtek genomjaban annyi pirimidin dimer
halmozddik fel, amennyi mar akadalyozza a psbA3 atirasat. E karosodasok gatlé hatasa nem
szoritkozik specifikusan a psbA géncsalad elemeire, hanem akadalyozzak azon gének atirasat

is, amelyek fehérje-termékei nélkulozhetetlenck a mar meglévd mRNS molekulak
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lebontéasahoz. gy maradhatott valtozatlan a mutans sejtek psbA3 allomanya, az elsd szakasz

UV-B sugarzasat kovetden, a kisérletek végéig (7. abra).
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7. dbra: A psbA3 transzkript szintjeinek valtozasa UV-B stressz hatasara a VT és a phrA™ sejtekben.
Mindkét sejtvonal (VT: fehér, phrA™: piros) 3 kezelési szakaszon estek at: 270’ UV-B+FF (8 pmol m?s?, 50
pmol m?s™), 120’ FF (50 umol m? s™), 60° UV-B (8 pmol m™? s™). Az abran szerepld oszlopok 3 egyméstol
fiiggetlen kisérletbdl szarmazo psbA3 transzkript szintjeinek szamszertsitett értékeit képviselik, amelyeket az
rnpB (az RnazP B alegységét kodold slrl311) transzkript szintjeihez, valamint a kezeletlen (t=0) minta

értékeihez viszonyitottunk.

4.1.4. UV-B éltal indukalt DNS karosodasok szamszeriisitése qPCR-el

Az UV-B sugarzas altal indukalt DNS karosodas szamszeriisitéséhez kétféle modszert
alkalmaztunk. A kvantitativ PCR modszer lehetdvé teszi az Osszes olyan DNS karosodas
mennyiségének becslését, amely gatolja a DNS polimerazok miikodését. Ezzel a modszerrel
nem &ll modunkban kiilonbséget tenni a kiilonb6zé karosodasok kozott. Ennek
eredményeképpen azt talaltuk, hogy a vad tipusu sejtekben nem halmozodott fel jelentds
(prob: 0.724. p: 0.05) mennyiségli DNS karosodas az UV-B kezelés és a regeneracios szakasz
egyiittes idOtartama alatt (8. abra). UV-B kezelés alatt és utan, 1 kb hosszd DNS

szakaszonken, atlagosan minddssze 0.1-0.2 karosodast mutattunk ki a VT genomjaban.
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Ezzel ellenben a phrA™ sejtek DNS-ében, a kezelés soran fokozatosan felhalmozddtak
a DNS polimerazt gatlé modosulasok, olyannyira, hogy a 270 perces UV-B stressz végére 1
kb DNS szakasz megkozelitéleg 1 karosodast tartalmazott (8. &bra). E karosodasok
mennyisége a regeneracios szakaszban sem csokkent. Ez egyrészt arra enged kovetkeztetni,
hogy a fotoliaz enzim hidnyaban a DNS javitas teljes mértékben és visszafordithatatlanul
ledllt a phrA™ sejtekben. Masrészt, mivel az emlitett karosodasok kijavitdsa a fotoliaz
mitkodésképtelensége mellett nem valdsult meg, ezek feltehetéleg UV-B &ltal indukalt
specifikus maddosulasok. Megemlitend6, hogy Synechocystis-ben megtalalhato a DNS
excizios javitdsi mechanizmus is, amely a fotoliaz aktivitdsdhoz sziikséges 320-500 nm
(Weber 2005) tartomanyba es6é fény hidnyaban is képes eltavolitani a CPD-ket (O'Brien és
Houghton 1982). E folyamat azonban a fotoreaktivaciohoz képest, igen lassunak bizonyult,
valamint a fotolidz enzim hianyaban feltehetleg jelentdsen akadalyozott is (O'Brien és
Houghton 1982; Sancar és Smith 1989).
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8. abra: UV-B stressz soran keletkezett, polimeraz-gatlé DNS karosodasok becslése qPCR-es
mddszerrel, VT és phrA™ sejtekben. A VT (fehér) és a phrA™ (piros) sejtek 3 kezelési szakaszon estek at:
270’ UV-B+FF (8 pmol m? s™, 50 pmol m? s?), 120’ FF (50 pmol m? s™), 60’ UV-B (8 umol m?s?). Az
abran szerepld oszlopok értékei két, egymastol fiiggetlen kisérlet adataibdl szarmaznak és az atlagosan 1 kb-
nyi DNS szakaszon felhalmozdd6, DNS polimeraz-gatlé képletek mennyiségét képviselik, a kezeletlen (t=0)

allapot értékeihez viszonyitva.
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A regeneracios szakaszt kovet6, fehér hattérfény nélkiili UV-B megvilagitas mellett a
VT sejtekben is nagyobb szd&mban jelentkeztek DNS polimerazt gatlo karosodasok. Ez
feltehet6leg a kék fény hidnyanak tulajdonithatd ugyanis ez az a hullimhossz-tartomany (430-
450 nm) ahol a Synechocystis CPD fotoliaz masodlagos kromoforja (7,8-didemetil-8-hidroxi-
5-deazariboflavin, 8-HDF) abszorbeal (Yasui és mtsai. 1994). Ha a spektrum kék
tartomanyaba es0 fény nincs jelen, a fotoliaz szlikebb spektrumbol kénytelen energiat
tovabbitani a pirimidin dimerek felé, ezaltal csdkken a hatékonysaga illetve megnovekszik a
ki nem javitott karosodasok mennyisége.

A Synechocystis genomjaban a gének atlagos hossza 1 kb. Ennek alapjan a kiserleti
adataink azt mutatjak, hogy az UV-B kezelés végére a phrA” mutans sejtek, atlagosan, minden
génje tartalmazhatott 1 DNS polimerazt gatlé kérosodast. Ez alatdmasztotta a psbA3
szintjének meghatarozasanal tett feltételezésunket, miszerint a kezelés végére jorészt leall a
fehérjeszintézis a sejtekben. Ezt tiikrozi a PSII aktivitas hanyatlasa is, melynek mértéke a

kezelés végére a linkomicinnel kezelt sejttenyészetek aktivitdsahoz kozelitett.

4.1.5. UV-B-indukalt DNS karosodasok szamszeriisitése alkalikus gélen

Annak ellenére, hogy a CPD fotolidz hianya mellett latjuk a DNS karosodasok
felhalmozodasat a phrA™ sejtekben a qPCR-es modszer nem teszi lehetévé e karosodasok
jellegének meghatarozasat. A modszer altal szolgaltatott adatok szamszeriisitésében minden
olyan kéarosodas benne van, amely akadalyozza a génatirast. igy, annak érdekében, hogy
biztosak lehessiink a DNS kérosodasok eredetében, egy masik modszert is alkamaztunk,
amellyel specifikusan kimutathaté az UV-B sugéarzas &ltal leggyakrabban indukalt CPD
jelenléte. UV-B kezelést elszenvedett sejtekbdl izolaltunk gDNS-t, amelyet ezt kovetéen T4
endonukleaz V enzimmel emésztettiink. Az emlitett enzim egyes szalu hasadast okoz a DNS
molekulaban, a CPD-nél. Az emésztett gDNS-t agardz gélen, alkalikus futtatd kézegben
vélasztottuk el, amely hatésara a kettds szala DNS egyes szaltva disszocialodik. Igy, minél
tobb CPD-t ismert fel a T4 enzim a gDNS annal kisebb fragmentumokként valasztodik el a
gélen. Mivel ezek a karosodasok véletlenszertien helyezkednek el a genomon, ezért egymas
kozotti tavolsaguk is és a keletkezd fragmentumok hossza is véletlenszert, igy a kiilonb6z6
méretll fragmentumok, etidium bromidos festés utdn nem koriilhatardlhaté savként, hanem
elmosodott foltként valnak lathatdva a gélen (9A. abra). Az UV-B-kezelt és kezeletlen mintak
fragmentumainak atlaghosszabol, vagyis a T4 endonukledz V szubsztrat mennyiségébdl
kovetkeztettlink a kezelés soran kialakult CPD-k szdméara. Az elvélasztott DNS szalak

atlaghosszat egy Matlab-ban irt program segitségével hataroztuk meg.
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Azt talaltuk, hogy az alkalikus gel modszerével kapott értékek nagymeértékben

hasonlitanak a qPCR moddszerével kapott értékekhez. E nagymértékii atfedés a két modszer

eredmeényei kozott arra enged kovetkeztetni, hogy az UV-B stressz soran, a Synechocystis

genomjaban felhalmozodott, DNS polimerazt gatld6 modosulasok tulnyomé tébbsége CPD

volt (9B abra, 8. abra).
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A 1d6 (perc)

DNS karosodasok viszonylagos értékei

B

1 kb-onként

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

vt

I phrA”

—

120
UV-B + FF

Id6 (perc)

270
UV-B + FF

9. abra: UV-B stressz soran keletkezett CPD mennyiségének meghatarozasa alkalikus gél modszerrel,

VT és phrA” sejtekben. Fehér hattérfénnyel (FF, 50 umol m™ s™) egyiitt adott UV-B sugarzasnak (8 umol
m?2 s™) kitett VT (fehér) és phrA™ (piros) sejtekbdl vett mintakbél genomi DNS-t (gDNS) tisztitottunk. A

tabla: Endonukledz V PDG-el emésztett és alkalikus gélen elvalasztott, VT és phrA™ sejtekb6l szarmazo

gDNS. A muténs sejtek UV-B-vel kezelt gDNS-ébdl szarmazd aproé fragmentumok elmosodott foltként

jelennek meg az alkalikus gélen. B tabla: Az etidium bromiddal lathatova tett DNS sdvok és foltok

szamszerusitése. Az abran szerepld oszlopok 3, egymastdl fiiggetlen kisérletb6l szarmazé adatok alapjan

készultek.
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4.1.6. PhrA modell

Adatainkat és az azokbdl levont kovetkeztetéseket a kovetkez6 grafikus modellbe

foglaltuk dssze:
DNS
javitasi
ciklus T7T

FF
ﬁ PSII

Ossze- javitasi ,

szerelés ciklus Lebantss \ x

N0

psbA hRNS

L 4 /
de novo ‘\

fehérjeszintézis

agﬁ

10. dbra: A DNS javitéasi ciklus és a PSII javitasi ciklus kapcsolatanak abrazolasa. Az UV-B sugarzas
specifikus CPD-et alakit ki a DNS molekulan, amelyek gatoljak a polimerazok aktivitasat, igy akadalyozva,
illetve ledllitva a hRNS atirasat. A fotolidz enzim egy fényreaktivacionak nevezett folyamat soran képes
megsziintetni ezeket a DNS karosodasokat visszadllitva a pirimidin dimerek monomer formajat, amely
lehet6vé teszi a polimerazok mitkodését. UV-B hatésdra, a DNS-el parhuzamosan a PSII reakciokozpont
fehérjéi is karosodnak, aminek kovetkeztében a D1 és D2 fehérjék lebontasra keriilnek. Ezek
ujraszintéziséhez elegendé hRNS-re van sziikség, amely csak abban az esetben elérhetd, ha a fotoliaz enzim
kelld hatékonysaggal eltiinteti a DNS molekulardl a polimerdz-gatld6 médosulasokat. Ha ez megtortént, akkor
a fehérjeszintézis folytatddhat: a hRNS-ek alapjan D1 és D2 fehérje szintetizalddik, amelyek dsszeszerelés és

aktivacié utan Ujbol ellathatjak a reakciokdzpont elektrontranszport szerepét.
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4.2. A PhrB hatdsanak vizsgalata
4.2.1. A phrB sejtek DNS javitasi kapacitasa

A Cry-DASH csoport egyes tagjaira vonatkozo irodalmi adatok alapjan (Daiyasu és
mtsai. 2004; Heijde és mtsai. 2010; Selby és Sancar 2006) nem kizéarhatd hogy a PhrB fehérje
is szerepet jatszik az UV-B altal kérositott DNS javitasaban. Ennek kivizsgaldsahoz genomi
DNS-t izolaltunk UV-B sugarzéasnak kitett (270°, 8 pmol m?s™* UV-B és 50 pmol m™s™ FF)
vad tipusu és phrB’ sejtekbdl.

Az izoldlt gDNS mintdkat, az UV-B hatasara feltételezhetéen megjelend ¢és
felhalmozo6dd pirimidin dimerek kimutatasa érdekében, T4 PDG enzimmel emésztettiik. Az
emésztett fregmentumokat, az el6z6 kisérletekkel megegyez6 modszerrel, alkalikus gélen
valasztottuk el, majd a gélképet kielemeztiik. Azt talaltuk, hogy 270 perc UV-B sugarzas utan
a vad tipust sejtekhez hasonldéan a phrB™ sejtekben nem halmozodott fel kimutathatd
mennyiségit CPD (11. &bra). Ezzel szemben, ugyanilyen stresszkérilmények kozott, a PhrB-
vel homolog fotoliaz fehérjét nélkiiloz6é mutans sejtvonal (phrA’) jelentds mennyiségii CPD-t
halmoz fel (9A. abra). Ezeket az eredményeket alatamasztottdk a gPCR maodszerrel kapott
eredményeink, amellyel szintén nem volt kimutathat6 jelent6s mennyiségii javitatlan, DNS
polimerazt gatlo karosodas a phrB’ sejtek gDNS-ében.

Ahhoz, hogy pontosabb képet kapjunk a phrB" sejtek DNS javitasi képessegérol egy
masik jellegzetes és kiilonbozo stresszkoriilmények kozott gyakran fellépé DNS karosodas
felhalmozddasat is leellendriztiik. A legtobb stressztényez6 jelenlétében oxidativ stressz is
kialakul, ami a DNS szerkezetében jelent6s karokat okozhat. Ennek egyik leggyakoribb
forméaja az, amikor a purinbazisok oxidativ karosodast szenvednek és létrejon a 7,8-dihidro-8-
oxoguanin (8-oxoG) termék (Bjelland és Seeberg 2003). Annak érdekében, hogy
megallapitsuk vajon PhrB fehérje résztvesz-e e karosodasok eltavolitasaban, illetve, hogy a
phrB’ sejtek DNS javitasa a vad tipuséhoz hasonléan hatékony-e, a mar emlitett modon izolalt
gDNS mintakat FPG enzimmel emésztettiik.

Mivel az FPG jellemzdéen a 8-0x0G helyeken hasit (Zharkov és mtsai. 2003), a
potencialisan kialakult és alkalikus gélen szétvalasztott fragmentumok pontos képet adnak a
genomi DNS-ben felhalmozodott 8-0xoG karosodasok mennyiségérdl. Az altalunk vizsgalt,
270 perc UV-B stressznek alavetett phrB™ sejtekbdl tisztitott genomi DNS-ben nem lehetett

kijavitatlan, illetve felhalmozddott 8-oxoG termékeket kimutatni (11. abra).
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11. dbra: UV-B stressz soran keletkezett specifikus karosodasok kimutatasa phrB’ sejtek gDNS-ében,
alkalikus gél médszerrel. UV-B-vel (8 pmol m? s™) és fehér hattérfénnyel (FF, 50 umol m? s™) phrA™ és
phrB™ sejtek gDNS-ét emésztettiik T4 PDG vagy FPG enzimekkel, majd a keletkezé fragmentumokat
alkalikus gélen elvalasztottuk. A tabla: phrB™ sejtek gDNS-e UV-B-vel és FF-el kezelve, T4 PDG-vel
enzimmel emésztve. B tdbla: phrA™ sejtek gDNS-e UV-B-vel és FF-el kezelve, T4 PDG-vel enzimmel
emésztve. C tabla: phrB™ sejtek gDNS-e UV-B-vel és FF-nyel kezelve, FPG-vel emésztve. D tdbla: phrA
sejtek gDNS-e UV-B-vel (20 pmol m?s™) kezelve, FPG-vel emésztve.

Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PhrB fehérjét nélkiil6z6 sejtek
DNS javitasa a vad tipuséhoz hasonlé hatékonysaggal miikodik. Ugyanakkor megallapitottuk,
hogy a PhrB nem vesz részt kimutathatd mértékben a kiilonbozé DNS kérosodasok
eltavolitasaban és valoszintileg, legalabbis a Synechocystis Cry-DASH fehérje esetében, méas

szerepet lat el.

4.2.2. PSII aktivitas VT és phrB™ sejtekben, UV-B és magas intenzitasu lathaté fény

jelenlétében

Mivel a PhrB homoldgjarol, a Synechocystis CPD fotoliaz enzimérdl bebizonyitottuk,
hogy kozvetetten befolyassal van a fénystressz altal karositott PSII aktivitasanak
visszaallitasaban, az volt a célunk, hogy kivizsgaljuk, hogy az emlitett folyamatban szerepet
jatszik-e a PhrB. Ennek érdekében 0Osszehasonlitottuk a VT és a phrB™ sejtek PSlI
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aktivitasanak valtozasait UV-B, valamint magas intenzitast lathatdo feny alatt. Ehhez
fenyimpulzus &ltal indukalt fluoreszcencias valamint oxigéntermelési mérések adatait
hasznaltuk.

Az UV-B kezelések 360 percig tartottak es két szakaszbol alltak (12. abra). Az els6
szakasz 270 percet Olelt fel, ami alatt mindkét sejtvonalat 8 umol m?st UV-B és 50 pmol m”
25 héttér FF-nek tettilk ki. E szakasz folyaméan a PhrB-t nélkiilozé sejtek PSII aktivitdsa
jelentésen nagyobb szazalékban csdkkent, mint a VT sejteké. 30 perccel az UV-B stressz
megkezdése utan a phrB’ sejtek PSII aktivitasa a kiindulasi érték 50%-ara esett, mig a VT
sejtek ugyaneddig az idépontig csak 20%-ot veszitettek (12A. &bra). Ez a kezdeti jelentds
PSII aktivitasbeli kilonbseég (prob: 0.013, p: 0.05) jellemezte az UV-B kezelés els6 szakaszat.
A kezelés masodik szakaszaban lehet6séget nytjtottunk a sejteknek az UV-B éltal okozott
karosodasok kijavitasara. Az UV-B sugarzas lekapcsolasa utan, 90 percen keresztul csak az
50 umol ms™-0s hattérfény érte a sejteket. Ennek koszonhetéen mindkét sejtvonal képes volt
részben regeneralodni. A VT sejtek a stresszkezelést megel6z6 PSII aktivitasuk 70 szazalékat
érték el, mig a muténs sejtvonal a kezdeti aktivitasdnak mindossze 45%-at volt képes
visszaallitani. A két sejtvonal kozotti kezdeti aktivitasbeli kiilonbség jellemzéen mindkeét
szakaszon keresztul fennmaradt (12A. abra).

A PSIl aktivitds fenntartdsa, stresszkorlilmények kozott gyors és hatékony
fehérjeszintézist igényel. A fehérjeszintézist gatlé linkomicin jelenlétében a VT és a phrB’
sejtek ugyanabban az Utemben és ugyanolyan gyorsan veszitettek PSII aktivitasukbol.
Fehérjeszintézis hianyaban UV-B (8 pmol m?s®) + FF (50 umol ms™) kezelés soran
minddssze 80 perc alatt mindkét sejtvonal PSII aktivitasa 20%-ig csokkent. Mivel ebben az
esetben a fehérjeszintézis regenerdlé hatésa teljes mértékben kizéarhatd, a latvanyos
aktivitasbeli csdkkenés kizarolag a PSII fénykarosodasanak hatékonysagat tukrdzi. Mindez
arra utal, hogy a linkomicin nélkili kisérletekben, a VT és a PhrB hianyos sejtek kozott
jelentkezd kiilonbségeket a csokkent hatékonysagu fehérjeszintézis €s ezen keresztiil az
alacsonyabb PSII javitasi kapacitas hozza létre.

A linkomicinnel kezelt sejtek adatai és a linkomicin hianyaban mért adatok kozti
kilonbség a fehérjeszintézis hatékonysagat mutatja, ami a Kisérletek 60-adik percében mar
szignifikans kilonbséget mutat a VT és phrB’ sejtvonalak kozott (prob: 0.043, p: 0.05) (12A.

abra).
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12. dbra: Magas intenzitdsu FF vagy UV-B sugérzas altal eléidézett PSII aktivitasbeli kiilonbségek a
VT és phrB’ sejtekben. A tabla: A VT (kék) és phrB™ (sarga) sejtek 2 kezelési szakasznak voltak kitéve:
270’ UV-B+FF (8 umol m?s™, 50 umol m? s™), 90’ FF (50 pmol m?s™). B: tabla A VT és phrB™ sejtek 2
kezelési szakaszon mentek at: 90° magas intenzitast FF (500 umol m? s™), 90° FF (50 umol m? s™). A
kezelések a fehérjeszintézist gatld linkomicin jelenlétében (telt szimbdlumok) illetve hianyaban (ures
szimbo6lumok) zajlottak. Az abrakon szerepl$ adatok 3, egymastol fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagéat

képezik.
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13. dbra: A VT és phrB™ sejtek oxigéntermelésének véaltozasa UV-B sugarzas vagy magas intenzitasu
FF hatasara. A tabla: A VT (kék) és phrB™ (sarga) sejtek 2 kezelési szakasznak voltak kitéve: 270” UV-
B+FF (8 umol m2s™, 50 pmol m? s™), 90* FF (50 umol m™? s™). B tabla: A VT és phrB sejtek 2 kezelési
szakaszon mentek at: 90° magas intenzitas( FF (500 pmol m? s™), 90’ FF (50 umol m? s™). A kezelések a
fehérjeszintézist gatld linkomicin jelenlétében (teli szimbolumok) illetve hianyaban (lires szimbolumok)

zajlottak. Az abrakon szerepl6 adatok 3, egymastol fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagat jelentik.
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Ahhoz, hogy megéllapithassuk, hogy a PhrB hianyaban jelentkez6 csokkent
fehérjeszintézis kizarolag csak UV stressz alatt észlelheté-e, magas intenzitasu fehér fényben
is megvizsgaltuk a PhrB hatasat. A VT és a phrB™ sejtvonalakat 500 pmol m?s™-os
sugarzasnak tettuk ki 90 percen keresztil, amit egy szintén 90 perces regeneralodas kovetett,
50 pmol m?s? FF jelenlétében. Linkomicin jelenlétében a sejtek PSII aktivitdsi gorbéje
parhuzamosan haladva csokkent, mig linkomicin hidnyaban az aktivitds csokkenése 30 perc
kezelés kovetkeztében mér szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a phrB™ sejtekben, a VT-
hoz képest (prob: 0.045, p: 0.05) (12B. abra). Ugyanez a kiilénbség jellemezte a regeneracios
szakaszt is.

A sejtvonalak stressz alatti oxigéntermelési ratai aldtamasztjak a fényimpulzus altal
indukalt fluoreszcenciajukbol leszlirt adatokat. UV-B sugarzas hatdsara a VT sejtek
oxigéntermelése fokozodik, ami feltételezhetden a nagy mennyiségli fényenergia befogadéasat
tikrozi, amely folyamatot a VT-ban egy hatékonyan miikod6 fehérjeszintézis tamogat. A
mutéans sejtek oxigéntermelése ezzel szemben tébb mint 20 szdzaléknyit csokken az UV-B
stressz elsé 30 percében. A nagy intenzitasu FF kozel azonos hatassal van a phrB’ sejtvonalra,
mint az UV-B sugarzds és 30 perc alatt 80 szadzalék ala csokkenti a mutans sejtek
oxigéntermelését a kiindulasi értékhez képest. Az UV-B megvilagitds utani regeneracios
szakaszban a mutdns sejtek 90 perc alatt visszanyerték a stressz elotti oxigéntermelési
kapacitasukat, mig a nagy intenzitdsi FF utani regeneracios 90 perces szakasz végén mért

oxigéntermelésiik elmaradt a kiindulasi értéktol (13. abra).

4.2.3. D1 fehérjemennyiség véltozasa UV-B és intenziv FF jelenlétében a VT és phrB-
sejtekben

Az UV-B sugarzds egyik elsddleges célpontja a PSII komplex javitasanak
legfontosabb eleme a D1 feherje (Cheregi és mtsai. 2007; Greenberg és mtsai. 1989; Sass és
mtsai. 1997). A D1 fehérje lebontasa és az ezt kovetd de novo szintézise nagy intenzitasu
lathaté fény okozta stressz alatt is kulcsfontossagu folyamat (Aro és mtsai. 1993; Nixon €s
mtsai. 2010). Kisérleteink soran a VT-ban fellelheté D1 fehérje mennyisége nem mutatott
nagy Véltozast UV-B sugarzas (8 pmol m™s™) és fehér hattérfény (50 umol m?s™) hataséra.
Ellenben az UV-B kezelés végére a phrBsejtek szabad szemmel is lathato, szignifikans
mértékben veszitettek D1 mennyiségiikb6l (prob: 0.001, p: 0.05) (14A. abra). Ez a veszteség
részben poétlodott a kezelést kovetd regeneracios szakasz végére, elérve azt a szintet, amely
nem tért el szignifikansan a VT regeneracios szakasza végén mért atlagos D1 szintt6l (prob:

0.165, p: 0.05) (14A. abra).
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14. bra: D1 fehérje szintek valtozasa a VT és phrB’ sejtek TM-jaiban, UV-B vagy nagy intenzitasu FF
hatésara. A tabla: A VT (fehér) és phrB™ (sarga) sejtek 2 kezelési szakasznak voltak kitéve: 270 UV-B+FF
(8 pmol m? s, 50 pmol m? s, 90° FF (50 pmol m? s?). B tabla: A VT és phrB™ sejtek 2 kezelési
szakaszon mentek at: 90° magas intenzitasi FF (500 pmol m? s™), 90’ FF (50 pmol m™ s™). Az &bréan
szereplé oszlopok 3 egymastdl fiiggetlen kisérlet szamszeriisitett adatait képviselik, amelyek a kezeletlen
(t=0) mintakhoz viszonyulnak. A higitasi sorrend az 1 pg Chl-ra normalt (t=0) fehérjeminta 2x-es (50%), 5x-
0s (20%) és 20x-0s (5%) higitasait mutatja.

Hasonlé eredményeket kaptunk akkor is, amikor 500 pumol m?s*-os fehér fénnyel
kezelt sejtekben ellendriztiik a D1 szintjének valtozasat. A PhrB hianyos sejtek, a VT-hoz
képest, kisebb hatékonysaggal voltak csak képesek potolni az erés fényben karosodott
fehérjéket, és a kezelés végére a phrB™ sejtek TM-jai szignifikansan kevesebb D1 fehérjét
tartalmaztak (prob: 0.014, p: 0.05) (14B. abra). A regeneracios szakasz, az UV-B kisérlethez
hasonloan, csak részben segitette a mutans sejtvonal tilakoidjainak D1 ellatasat, viszont ez
ebben az esetben is elég volt ahhoz, hogy ne térjen el szignifikansan a VT regeneracidja
végén mért értékektol (prob: 0.911, p: 0.05) (14B. abra).
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A mutans sejtek UV-B, valamint nagy intenzitasu FF alatt tapasztalt csokkent D1
termelé képessége alatdmasztja a fényimpulzus altal indukalt fluoreszcencia, valamint az
oxigéntermelési mérésekbdl szarmaz6 adatokat. Ezzel egylitt megerdsiti azt a hipotézist,
miszerint UV-B ¢és nagy intenzitasi FF alatt a PhrB hianya jelent6és mértékben hatraltatja a

PSII komplex javitasat.

4.2.4. A PSII komplex 0sszeszerelése PhrB hianyaban

A PhrB hianya befolyassal van a stresszhatas utan fellelheté D1 fehérje mennyiségére.
Ahhoz, hogy Kideritsiik, hogy ez a hatas csak a D1 fehérjére szoritkozik-e, a phrB™ sejtek
membranfehérjéinek elvélasztasat és elemzését thztik ki célul, amely folyamat, fehérje
szinten, lehetévé teszi a PhrB hidnya hatasanak vizsgalatat. A fehérjék elvalasztasa
kétdiemenzios autoradiografias képalkotassal egybekétott nativ SDS elektroforézissel tortént
(2D CN/SDS-PAGE). A PSII komplex oligomer formai mennyiségének meghatarozasahoz a
mutattak, hogy a VT dimer allapotban 1év6 PSII reakciocentrum-tartalmahoz (RCC2) képest
a phrB" sejtek kisebb mennyiségli RCC2-vel rendelkeztek. A PSII komplex nagy
alegységeinek (CP47, CP43, D1, D2) viszonylagos mennyisége, alatdmasztotta az RCC2
mennyiségérél alkotott képet, miszerint a mutans sejtekben kevesebb az Osszeszerel6dott
reakciocentrum. Ahogy az a festett és az autoradiografias gélen is latszik, a PhrB mutans, a
V/T-hoz képest, nagyobb mennyiségli szabad CP47 alegységet tartalmazott (15. bra). A VT-
ban viszont a D1 fehérje koztes formaja (intermediate D1, iD1) volt jelen feltiing
mennyiségben, amely a komplex 6sszeszerelése soran rendszerint a CP43-as és CP47-es
antenna alegységekkel még nem rendelkez6 PSII reakciokdzpontban van jelen (Komenda és
mtsai. 2008). Ez az iD1 &llapot nem volt jelentds mennyiségben azonosithatd a phrB™ sejtek
TM-jaban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a mutans sejtekben a PSIlI komplex de novo
Osszeszerelése nem miikddik megfeleléen. Feltételezhetéen azért, mert a mutacio
kovetkeztében nem képesek hatékonyan ellenstlyozni az UV-B illetve az intenziv FF karos
hatasait.

A kétdimenzios gél felbontdsa ravilagitott méas, a PSIl komplex felépitésében nem
résztvevd fehérjék mennyiségének valtozasara is. Ezek legtobbje a PM-el asszocidlhato. A
VT-hoz képest kisebb mennyiségben jelen 1évé fehérjék kozt volt a SbtA bikarbonat
transzporter (SIr1512, 3-as sav), az UrtA urea transzporter (SIr0447, 4-es sav), a PilAl pilus
fehérje (SI11694) és az RbcS fehérje (SIr0012, 6-0s sav), ami a ribul6z-1-5-bifoszfat

karboxilaz/oxigenaz (RuBisCO) enzimkomplex kis alegységét alkotja, ami latszolag
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15. abra: A VT és a phrB sejtek radioaktivan jeldlt membranfehérjéinek 2D géles (2D-CN/SDS-
PAGE) elemzése. A VT és phrB™ sejtek pigment fehérje komplexeinek nativ és 2D festett gélképe,

Klorofill-fluoreszcenciaja és autoradiogramja 20 perc magas intenzitasti FF (500 pmol m? s™) utan. Az

abran feltlintetett alegységek: PSII kettes fotokémiai rendszer, PSI egyes fotokémiai rendszer, RCC

fotokémiai rendszer alapkomplex, RC47 reakciokdzpont CP47 antennafehérjével, CP43 antennafehérje, D1

és D2 PSII alegységek, ShtA bikarbonat transzporter, PilA1 motilitas és feltételezett klorofill k6té fehérje,

RbcS RuBisCO kis alegyseg, iD1 atmeneti D1 alegység. A zardjelekben feltiintetett értékek az illeté fehérje

komplex monomer (1), dimer (2) illetve trimer (3) allapotat jeldlik. Minden egyes, gélre felvitt minta 5 pg

klorofillt tartalmazott.

komplexet képez az SbtA fehérjével. Mindemellett egy a citoplazmaval asszocialhato foszfat-

kot transzporter fehérjét (sl10680) is talaltunk, amelybdl tobb volt jelen a mutans sejtekben

mint a VT-ban.
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Osszességiikben a 2D gél adatok arra utalnak, hogy a PhrB hianya befolyassal van
egyes a PM-hez kothet6 és legalabb egy citoplazmafehérje szintézisére, az el6bbiek kozé
sorolva a D1 fehérjét is, ami irodalmi adatok szerint a PM kozelében szintetizalodik
(Nickelsen és Rengstl 2013).

4.2.5. A psbA gének indukcidja UV-B vagy magas intenzitasu FF altal, PhrB hidnyaban
illetve jelenlétében

Fenystressz alatt a psbA gének transzkripcidjanak gyakorisaga jelent6sen
megemelkedik, ami alapfeltétele annak, hogy mind UV-B (Huang és mtsai. 2002; Maté és
mtsai. 1998), mind pedig magas intenzitast FF alatt (Hihara és mtsai. 2001; Huang és mtsai.
2002) elegendé mennyiségli D1 fehérje allhasson a PSII javitasi ciklus rendelkezesére.

Synechocystis-ben a D1 fehérjét 3 psbA gen kodolja, amelyek kozul UV-B (Maté és
mtsai. 1998) valamint magas intenzitasu FF hatdsara (Mohamed és mtsai. 1993) a psbA3
indukalddik a legmarkansabban. Kihasznalva e gén stressz-marker jellegét, segitségével
megprobaltuk meghatarozni, hogy a PhrB, PSII javitasi ciklusban kifejtett hatasa a de novo
szintetizalodo fehérjék transzkripcidja el6tt vagy utan mutatkozik-e meg.

Azt talaltuk, hogy az UV-B sugarzasnak kitett phrB™ sejtekben, a psbA3 gén a VT-hoz
hasonlé mértékben indukalodik és a transzkript szintek nem ternek el szignifikansan sem 120
percnél (prob: 0.247, p: 0.05), sem a kezelés végén, 270 perc utan (prob: 0.925, at p: 0.05)
(16A. &bra). Az indukalo tényezd, UV-B hiényaban, 90 perc alatt és 50 pmol m?s™-os
regeneracios fény mellett, a psbA3 transzkript szintek mindkét sejtvonalban a stresszt
megel6z6 szintre estek vissza. Szignifikans eltérést ezen adatok kozott sem fedeztiink fel
(prob: 0.996, p: 0.05).

Ezek utan, amikor Ujabb adag UV-B sugarzasnak tettilk ki a sejteket, a psbA3 gén
mind a VT-ban, mind a mutans sejtekben hatarozott indukciét mutatott, ami
szignifikans eltérés nelkili, hasonld szintre emelte mindkét sejtvonal transzkript szintjeit
(prob: 0.994, p: 0.05) (16A. abra).

A nagy intenzitasu fehér fénynél végzett kisérletek is hasonld eredményeket hoztak.
Az 500 pmol m™ s™*-o0s FF hasonlé szintre emeli a VT és a phrB™ sejtek psbA3 transzkript
szintjeit amelyek nem térnek el szignifikansan sem 45 perc (prob: 1.775, p: 0.05), sem 85 perc
(prob: 0.332, p: 0.05) kezelés utan (16B. abra). A stresszkezelést kovetd 50 pmol m™? s™-os
fény hatdsara a hRNS indukcié megsziinik és a transzkript szintek a fénystressz eldtti allapot
korali szintre allnak be mindkét sejtvonalban, nem mutatva szignifikans eltérest egymastol
(prob: 0.311, p: 0.05).
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16. abra: A psbA3 transzkript szintjének relativ véltozdsa UV-B sugarzas és nagy intenzitdsu FF
hatasara VT és phrB™ sejtekben. A tabla: A VT (fehér) és phrB™ (sarga) sejtek 2 kezelési szakasznak voltak
kitéve: 270’ UV-B+FF (8 pmol m? s, 50 pmol m? s™), 90’ FF (50 umol m™ s™). B tabla: A VT és phrB
sejtek 2 kezelési szakaszon estek at: 90° magas intenzitasi FF (500 pmol m™ s), 90° FF (50 umol m™ s™).
Az oszlopok a psbA3 gén indukcidjanak mértékét abrazoljak, a Synechocystis RNaz P enzimének B
alegységét kddol6 rnpB (slrl311) haztartasi gén RNS szintjéhez viszonyitva. Az abrakon szerepld adatok 3
egymastdl fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagat mutatjak.
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Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a PhrB jelenléte nem befolyasolja a
Synechocystis sejtek azon képességét, hogy megfelelé6 mennyiségii psbA3 hRNS-t
szintetizaljanak a PSIlI komplex javitasi ciklusanak ellatasahoz. Kdvetkezésképpen a PhrB

fehérje transzkripcid utan fejti ki hatasat.

4.2.6. A PhrB szerepe a DNS javitasban

A DNS igen érzékeny az UV-B sugarzasra, aminek hatasara jellegzetes, DNS és RNS
polimerdzokat gatl6 modosuldsok alakulnak ki a molekuléan. Ezek tobbsége CPD (Weber
2005), amelyeket a fotoliaz enzim kellé hatékonysaggal eltavolit a genombol (Sancar 2008).
E hatékonysdg mértékét jol szemlélteti annak a két adatsornak a nagymértékii atfedése,
amelyek kozul az egyik az 6sszes olyan UV-B éltal létrehozott karosodast abrazolja, amely
gatolja a DNS polimeraz mikodését, a masik pedig kizardlag csak azokat a karosodasokat
jeleniti meg, amelyeket a fotolidz képes kijavitani (8., 9. dbrék). Ezek alapjan nem talzas azt
allitani, hogy Synechocystis-ben a fotolidz enzim képes Kkijavitani a legtobb olyan DNS
karosodast, ami az UV-B sugarzas kovetkeztében jon l1étre. Ez a nagymértékii hatékonysag
elméletben energetikailag nem teszi kifizetédévé egy masik, azonos szerepli enzim jelenlétét.
Ennek megfeleléen azt talaltuk, hogy a PhrB hidnya nem volt negativ hatdssal a DNS
karosodasok kijavitasara, hianyaban nem volt jelentds mennyiségii karos DNS képlet
Kimutathatd a genomban (11. &bra). Ezek az adatok megegyeznek az irodalomban fellelhetd
informéciokkal, amelyek értelmében a PhrB ugyan in vitro koérilmények kozott képes
egyszali DNS molekuldhoz kot6dni, viszont ez, a fotolidzzal ellentétben, nem specifikus
(Brudler és mtsai. 2003), és valdsziniileg nincs fotoreaktivalo szerepe (Hitomi és mitsai.
2000). Ugyanakkor elképzelhetd, hogy a DNS-hez valo kotédési képessége altal, a PhrB mas
fajta DNS karosodas kijavitasaban jatszik szerepet, amelyhez nem sziikséges a specifikus
fotoreaktivacio. Ennek kideritése érdekében leellendriztik az egyik leggyakoribb, oxidativ
karosodas kovetkeztében létrejovo termék felhalmozddasanak mértékét a PhrB hianytos
sejtekben. Azt talaltuk, hogy a 8-0xoG termék nem halmozadik fel kimutathatd mennyiségben
a sejtek genomjaban (11. abra).

Ezek az adatok arra engedtek kovetkeztetni, hogy a PhrB fehérje nem vesz részt az

UV-B stressz soran keletkez6 specifikus illetve gyakori DNS karosodasok kijavitasaban.
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4.2.7. A PhrB hatasa az UV-B és magas intenzitasu FF altal gatolt PSII aktivitasra

Szerepénél fogva a fotoszintetikus apparatus leginkdbb UV-B-érzékeny eleme a PSI|I
pigment-fehérje komplex. UV-B sugarzas hatasara leall a PSII elektrontranszportja és a
sugarzas altal karositott D1 és D2 feherjék lebontasra kertilnek (Aro és mtsai. 1993; Nixon és
mtsai. 2005). A karosodas mértéke minden esetben attdl fligg, hogy a stressz folyamén a
Syncehocystis sejt javitd mechanizmusai milyen hatékonysaggal képesek ellensulyozni a
sugarzas negativ hatasait. A PSII szempontjabdl ez f6leg a D1 fehérje potlasanak kapacitasat
jelenti. Stresszkoriilmények kozott a D1 fehérje akar 20 percenként is lecserélédhet (Mattoo
és mtsai. 1984).

Kisérleti eredményeink szerint fehérjeszintézist gatlé linkomicin jelenlétében a VT és
a PhrB fehérjét nélkiil6z6 phrB™ sejtekben azonos mértékben csokken a PSII aktivitas, mind
UV-B, mind pedig magas intenzitasu FF alatt. Ebbdl az kovetkezik, hogy a PhrB jelenléte
nem befolyasolja a fénystressz, PSllI-re gyakorolt karos hatdsat. Ugyanakkor, linkomicin
hidnyaban, amikor a fehérjeszintézis mikkod6képes, azonos fénystressz hatasa alatt a phrB
sejtek PSII javitasa kevésbé hatékony mint a VT sejteké. Ezt a jelenséget a fentiek mellett az
is alatamasztja, hogy a phrB’ sejtekben a D1 fehérje mennyisége alacsonyabb, mint a VT-ban
(14. &bra). Vagyis a PhrB fehérje hianyaban a PSII javitisi folyamat nem miikodik
kell6képpen hatékonyan, és ez érzékenyebbé teszi a Synechocystis sejteket a fénystresszre.
Az a tény, hogy ez a jelenség nem csak UV-B sugarzas, hanem nagy intenzitasu lathat6é fény

alatt is megfigyelhetd, arra utal, hogy a PhrB hatdsa nem hullamhossz tartoméany-specifikus.

4.2.8. A PhrB hatésa a PSII pigment-fehérje komplex javitasi ciklusara

A PSII javitasi ciklus els6 f6 1épése a D1 és D2 fehérjék lebontasa és a fehérje
komplexbdl vald eltavolitasa. E folyamat legfontosabb katalizatora mind UV-B (Cheregi és
mtsai. 2007), mind pedig nagy intenzitasu FF (Komenda és mtsai. 2006) esetében az FtsH
protedz. Mivel tapasztalataink szerint a phrB™ sejtek TM-jabdl is eltavolitodik a D1 fehérje
(14. &bra), eléggé valosziniitlen, hogy a PhrB fehérje ezt a folyamatot katalizalna. A javitasi
ciklus kovetkez6 fontos 1épése a psbA gének indukcioja. Eredmeényeink azt mutattak, hogy a
PhrB feheérje ebben a szakaszban sem jatszik szerepet, mivel mind a jelenlétében (VT), mind a
hianyaban (phrB’) a psbA2 és psbA3 gének kovetkezetes transzkripcios indukcibja volt
megfigyelheté (16. abra). A D1 fehérje de novo szintézisét kovetden a PSII alegységeinek
Osszeszerelése a kovetkezd lépés. Ebbe a folyamatba kaptunk betekintést a ketdimenzids

fehérje elvalasztas altal. Ennek alapjan a PhrB hianyanak hatasa a PSII komplex dimer
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formajanak kialakulasaban és PSII alegységek mennyiségének befolyasolasaban jelentkezik
(15. &bra). E két adatot dsszevetve arra kovetkeztettiink, hogy a PhrB szerepe vagy a psbA
transzkriptumok &tirasaban vagy a mar szintetizalt alegységek Gsszeszerelésénél keresendd. A
PSII-vel asszocialhato feherjék mellett PhrB hidnyaban, mas, PSII-h6z nem kot6dé fehérjek
mennyisége is megvaltozott. Fénystressz €s az azt kovetd hatdsok szempontjabol ezek koziil a
legfontosabbak az SbtA, RbcS és a PilAl fehérjék. Az SbtA a bikarbonat transzportban
jatszik szerepet, mig az RbcS a ribul6z-1-5-bifoszfat karboxilaz/oxigendz (RuBisCO) Kkis
alegységét képezi, tehat fontos szerepet latnak el a CO, transzportjanak és megkotésének
folyamataban (Furbank és mtsai. 1996; Shibata és mtsai. 2002; Wang és mtsai. 2004). Az is
emlitésre méltd, hogy 2D géles eredmények alapjan e két fehérje latszélag komplexet képez
egymassal (15. &bra). Mindemellett, a szemmel lathatéan csdkkent mennyiségiik arra enged
kovetkeztetni, hogy a phrB™ sejtekben alacsonyabb hatékonysaggal zajlik a CO, megkdtése,
mint a VT-ban. Ez alatdmasztja a stresszkorilmények alatt mért PSII aktivitasbeli
kilonbségeket a VT és a mutans kozott, mivel a CO, megkotésének gatlasaval ndvekszik a
sejtek ROS tartalma, ami viszont gatolja a PSII komplex fehérjéinek szintézisét, kiilondsen a
D1-ét (Murata és mtsai. 2007; Nishiyama és mtsai. 2001; Takahashi és Murata 2005;
Takahashi és Murata 2006).

4.28.1. A PhrB hatédsa a CO, haztartasra

Alacsony szervetlen széntartalom (Ci) mellett a Synechocystis sejtekben, mas géenekkel
egyutt, indukal6dik az slr2006-2013 géncsoport is, amely sejtmembrant atszeld ionszallitassal
hozhatd 6sszefliggésbe (Wang es mtsai. 2004). Az slr2006-2013 géncsoport atirdsat mas
szénanyagcseréhez kothetd génekkel (ndhF3/ndhD3/cupA, sbtA/sbtB) és a NADP(H)
dehidrogenazt kodold génnel egyitt, az NdHR szabalyozza (Figge és mtsai. 2001; Wang és
mtsai. 2004). A felsorolt és szénanyagcseréhez kothetd elemek koziil kett6t viszont a PhrB is
szabalyoz. A PhrB-t kodold sl11629 gén hianya kdzvetlendl ugyan nincs befolyassal az sbtA
és rbcS gének kifejezédésére (Brudler és mtsai. 2003), viszont a 2D géles adataink szerint
befolyasolja az SbtA és RbcS fehérjék mennyiségét (15. abra), valamint génkifejez6dés
szintjén, 7 méasik génnel egydtt, szabalyzasa alatt tartja a slr2013-at (Brudler és mtsai. 2003).
Ezaltal a PhrB kdzvetetten kapcsolodik a Synechocystis-ben zajlé CO, széllitési és/vagy Ci
felhalmozasi (CCM) folyamatnak. Ezt alatdmasztja az az irodalmi adat, miszerint a CCM-hez
szllkséges gének inaktivalasa érzékennyé teszi a sejteket a magas intenzitasu FF-el szemben
(Xu és mtsai. 2008b), csakugy, mint a PhrB hianya (12., 13. abrék). Ezt kiegeszitve, a CO,
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megkdtés folyamatanak megszakitasa a Calvin-Benson cikluson keresztll gatolja a D1
fehérjék szintéziseét (Takahashi és Murata 2005; Takahashi és Murata 2006).

Ezt a két jelenséget, a magas intenzitdsi FF-re, valamint az UV-B-re valo
érzékenyseget és a csokkent mennyiségii D1 fehérjét, latjuk akkor is, amikor inaktivaljuk a
PhrB-t kddolo sll1629-es gént.

4.2.8.2. A PilAl-el tarsithaté funkciok

A PilAl-et, ami a pilin fehérjecsalad kiemelked6 tagja, a Synechocystis felszinére
kivalasztdédo fehérjeként irtak le (Sergeyenko és Los 2000), amelynek legfontosabb szerepe a
sejt motilitdsdban van (Bhaya és mtsai. 2000; Bhaya és mtsai. 2001).

Ezen kivdl, irodalmi adatokbdl az is ismert, hogy a PilAl klorofill molekulak
kotésevel illetve szallitasaval is asszocidlhatdo (He és Vermaas 1999). A PilAl-et kodold
sl11694 transzkript szintje megndvekszik ha a sejtben nincs jelen az isiA gén (Singh és mtsai.
2005). Ez utdbbi egy klorofill kot fehérjét kddol, amely hasonlit a CP43 alegységhez, és
szintézise vas megvonassal konnyedén indukalhatd (Laudenbach és Straus 1988). Fé szerepe
abban 4ll, hogy klorofillt kotve alternativ fénybegylijtd antennaként miikodjon akkor, amikor
a sejt alacsony vas-tartalma kdvetkeztében a fikobiliszomék lebontésra keriilnek. Ugyanakkor
ha az isiA gén nincs jelen a sejtben, akkor a sl11694 transzkript szintje megndvekszik ami arra
utalhat, hogy a PilA1 fehérje alternativ megoldasként atveheti az IsiA klorofill molekulat kotd
illetve tarold szerepét (Singh és mtsai. 2005). Az elegendé klorofill molekula jelenléte
szabalyzé szerepet tolt be a PSII javitasi ciklusanak dsszeszerelési szakaszaban (Hernandez-
Prieto és mtsai. 2011; Kopecna és mtsai. 2013; Nixon és mtsai. 2010; Wu és Vermaas 1995).
fgy feltételezhetd, hogy a PilA1 fehérje részt vesz a PSII javitasi ciklusban, mint klorofillt

kotd/tarolo/szallitod fehérje.

4.2.8.3. A PhrB hatasa a PilAl-re

Az egysejtli cianobaktériumok mozgasahoz elengedhetetlen a 1V-es tipusu pilusok
jelenléte. Ezek koziil a legkiemelkedébb szerepe a PilA1-nek (sl11694) van (Bhaya és mtsai.
2000; Bhaya és mtsai. 2001). PilAl feherjében hianyos (Asll1694) Synechocystis sejtekkel
végzett kisérletek alapjan a PhrB fehérje fényreceptorként szolgalhat a sejtek mozgasahoz
mivel kiilonboz6 hullamhosszusagu fény alatt kivitelezett kisérletek azt mutattak, hogy képes
befolyasolni a sejtek fototaxisat (Moon és mtsai. 2010b). Ebbdl kifolyolag feltételezhetd,

hogy a PhrB fehérje olyan jelatviteli utakra van hatassal, amelyek a PilAl fehérje szintézisét
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szabalyozzak. A fentiekkel 6sszhangban a phrB° mutansban a PilAl fehérje kisebb
mennyiségben van jelen, mint a VT-ban (15. &bra).

A Synechocystis sejtek mozgasa a CAMP Altal kozvetitett jelatviteli Gt szabalyzasa
alatt all. Az egyik lehetséges ut, amelyen keresztiil a PhrB kifejti a PilAl-et szabalyzé hatasat
a CAMP jelatviteli rendszer. A cAMP molekula szintéziséhez adenilat ciklaz nevli enzim
szlikséges, amelyet a cyal gén kddol. E gén hidanydban a sejtek mozgasképtelenné valnak,
viszont extracellularis CAMP segitségével ez az allapot visszafordithatd (Terauchi és Ohmori
1999). Emellett az is ismert, hogy a Synechocystis sejtek, a CAMP receptor fehérjéjuk, a
SYCRP1 fehérje hianyaban is mozgasképtelenek, valamint az is, hogy a CAMP-SYCRP1
komplex szabalyozza a pilusok szintézisét (Yoshimura 2000; Yoshimura és mtsai. 2002). A
PhrB szerepét kutatva az egyik legfontosabb tdmpont a génexpresszidban betdltott szerepe.
Stresszmentes kornyezetben a PhrB 8 gén transzkripcios gatlasaban jatszik szerepet (Brudler
és mtsai. 2003). E 8 gén kozll az acetolaktat szintazt kddold ilvN promotere, szekvencia
adatok alapjan, kot6helyet biztosit az SYCRP1-nek (Ochoa de Alda és Houmard 2000). Ezek
alapjan feltételezhet6, hogy a PhrB és az SYCRP1 legalabb egy gén szabalyz régidjan k6zos
kotéhellyel rendelkezik. EzAltal a PhrB serkentheti a pilusok szintézisét ugy, hogy elfoglalja a
SYCRP1 kotohelyét az ilvN promoterén, ami kovetkeztében tobb SYCRP1 fehérje marad
szabadon a pilusok szintézisének serkentéséhez.

A PhrB fehérje nagy valoszinliséggel nem a kék fényre adott és cAMP altal kozvetitett
jelatviteli ut szabalyzéasaban vesz részt (Ohmori és Okamoto 2004; Terauchi és Ohmori 2004).
Kimutattdk viszont, hogy UV-A megvilagitas alatt a hianya befolyasolja a sejtek mozgasat
(Moon és mtsai. 2010b). Az UV-A sugarzas, a kék és voros fény mellett az egyik
legfontosabb fototaxist kivaltd tényezé (Moon és mtsai. 2012), amit alatdmaszt az is, hogy az
UV-A befolyassal van a cAMP molekulak szintézisére (Terauchi és Ohmori 2004), amelyek a
sejt motilitasaval tarsithatok (Terauchi és Ohmori 1999). Mivel a PhrB feltehetéen egy pterin
jellegh méasodlagos kromofort kot, az elsédleges és masodlagos kromofdrjanak egyiittes
abszorpcids spektruma a 377-410 nm-es tartomanyba esne (Huang és mtsai. 2006b; Klar és
mtsai. 2007; Moon és mtsai. 2010a), ami atfed az UV-A tartomannyal, igy megerésitva a
PhrB fényreceptor szerepét.

Abszorbcios tulajdonsagait és a sejtek mozgasara gyakorolt hatasat egybevetve joggal
feltételezhetd, hogy a PhrB egy UV-A-t illetve kék fényt érzékeld fehérje, amely e szerepe
altal képes befolyasolni a sejt CAMP tartalmat és ezaltal a pilusok bioszintézisét.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy PhrB hidnyaban a Synechocystis sejtek
érzékenyebben reagaltak az UV-B illetve a magas intenzitasu FF stresszekre. A kiilonb6z6

id6tartamq, intenzitasi és hullamhossz- tartomanyba tartozé fény kezelések szamos gén

69



transzkripcidjat befolyasoljak. Ezek kdzott talalhatok olyanok is, amelyek rendkivil fontosak
a Synechocystis pilusai szintézisében és milkodésében. A pilT1 (sl11533), pilT2 (slr0161),
pilC1 (slr0162) és pilC2 (slr0163) gének kifejez6dése, 15 perc magas intenzitasti FF hatasa
kovetkeztében, lecsokkent (Hihara és mtsai. 2001). A PilT fehérje ATP-t kotésben jatszik
szerepet és mas fajokban fellelhetd ortologjai elengedhetetlenek a sejtmozgashoz, mig a PilC
fehérje szlikséges a pilusok dsszeszereléséhez (Bhaya és mtsai. 2000; Huang és mtsai. 2002).
Ezen kivul azt is kimutattdk, hogy 1 oOranyi nagy intenzitasu FF a pilAl kifejez6dését is
negativan befolyadsolja (Hihara és mtsai. 2001). UV-B stressz kovetkeztében jelentsen
lecsokken a pilusok Gsszeszereléséhez sziikseges PilM-et kodold pilM (slr1274) kifejez6dése.
A pilT1 (sll1533) kifejez6dése pedig nemcsak FF stressz, hanem UV-B hatasara is veszit
hatékonysagabol (Huang és mtsai. 2002). Mivel a Synechocystis sejtek PhrB hianyaban
kilonosen érzékenyek és mozgasukban is korlatozottak (Moon és mtsai. 2010b),
feltételezhetd, hogy a PhrB fehérje fénystressz alatt részt vesz a pilusok Osszeszereléséhez
elengedhetetlen fehérjék stabilizaldsaban illetve a pilusok mozgasanak energiaellatasat végzo
fehérjék segitésében.

A PhrB hatésat, amint az a felsoroltakbol is latszik, szdmos tanulmany adatai kothetik
potencialisan a PilAl fehérje szintéziséhez. Ugyanakkor nem kizart, hogy a PhrB a CO,

fixalas folyamatéban is szerepet jatszik.
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4.2.9. PhrB modell

Irodalmi adatok és sajat eredményeink Osszevetésével a kovetkez6 modell alapjan

magyarazzuk a PhrB hianyaban észlelt jelenségeket:

psbA de novo

hRNS fehérje-
szintézis

Ossze-
szerelés

/)

17. &bra: A PhrB hatasa a Synechocystis sejtek PSII javitasi ciklusara. UV-B vagy/és nagy intenzitasu
fehér fény hatasara a PSII reakcidékozpont fehérjéi karosodast szenvednek, aminek kovetkeztében a D1 és D2
fehérjék lebontasra kertilnek. A PSII reakciokdzpont aktivitasat csak (gy nyerheti vissza, ha a hianyzé D1 és
D2 fehérjék de novo szintetizalodnak, illetve szintézis utdn sikeresen Osszeszerelédnek. A PhrB a hRNS
szintézise utan fejti ki hatasat. Egyrészt befolyasolhatja a psbA hRNS-ek atirasat azaltal, hogy szabalyozza az
RbcS és SbhtA fehérjék mennyiségét, igy potencidlisan akadalyozva a Calvin-Benson ciklus CO,-kotd
aktivitasat, ami reaktiv oxigéngyokok (ROS) kialakulasadhoz vezethet. A ROS molekulak jelenléte gatolja a
D1 fehérje szintézisét. Méasrészt a fehérje alegységek PSII reakcidkdzpontta vald dsszeszerelésénél fejtheti ki
hatdsat, azaltal, hogy szabalyozza a PilAl fehérje mennyiségét, ami viszont a klorofill molekulak

raktarozasahoz illetve szallitasdhoz kothetd, igy befolyasolhatja az 6sszeszerelési folyamatot.
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5. Osszefoglalo

5.1. A PhrA és PhrB hatasa hatasa a PSII javitasi ciklusra

A PSII javitasi ciklus egy rendkivil fontos folyamat, amely biztositja a fotoszintezis
hatékony miikodését. A folyamatot szamos tényez6 befolyasolja (Murata és mtsai. 2007,
Nishiyama és mtsai. 2011), jelen eredményeink szerint a PhrA fotoliaz és a PhrB Cry-DASH
kriptokrom jelenléte is. Szerkezeti homoldgidjuk ellenére a két fehérje kiilonboz6 utakon
keresztlil hat a PSII javitasi ciklusara, hianyuk mégis azonos hatast eredményez: a D1
alegység potlasanak és feltehetden beépiilésének hatékonysaga csokken (18. abra).

Kimutattuk, hogy UV-B sugarzas alatt, a PhrA hianyaban felhalmoz6dé DNS
karosodasok befolyassal vannak a fotoszintetikus folyamatokra. Tovabba azt is ismertettik,
hogy a fotolidz enzim hianya sulyosbitja az UV-B stressz soran keletkez6 karosodasokat a
Synechocystis sejtek PSIlI komplexében. Ez utobbi a DNS javitds hianya kovetkeztében
felhalmozddé DNS kérosodasok miatt jelentkezik, amelyek jelentdsen csokkentik a PSII
komplex miikodéséhez elengedhetetlen psbA géncsalad elemeinek hatékony kifejez6dését.
Ezaltal a D1 fehérje potlasa lelassul, ami altal jelentésen csokken a sejtek fotoszintetikus
aktivitdsa (5. abra). Kijelenthetjik tehat, hogy az UV-B Aéltal indukalt karosodasok
enyhitésében fontos szerepet jatszé ket javitd mechanizmus, a DNS javitasi folyamata és a
PSII komplex javitési folyamata kdzvetlen kapcsolatban all egymassal (10. abra).

A fotoszintetizald ¢€l6lények PSII komplexének D1 alegysége az illetd szervezetek
leggyorsabban cserélédo fehérjéje. Emiatt érthetd, hogy a DNS polimerazt és ezzel egyiitt az
altalanos génkifejezddést gatlo DNS kérosodasok felhalmozddasa, gyorsan jelentkezd, gatlo
hatssal van a fehérjecserére szorul6 PSIlI komplex javitasi ciklusara. Adataink arra is
ramutatnak, hogy ha az UV-B stressz fehér hattérfény és a Synechocystis sejtek szdmara
idealis hémérséklet mellett zajlik, akkor a PhrA hatékony mtikddése, az altalunk alkalmazott
dozisok mellett elegendé ahhoz, hogy a DNS karosodasok szintje kellden alacsonyan
maradjon, igy nincs befolyassal a PSII javitasi ciklusara. A DNS karosodasok negativ hatasa
akkor valik jelentéssé, amikor a PhrA gatolva van. Mivel a fotolidz enzim és altaladban a
pirimidin dimerek javitasi folyamatanak hatékonysaga homérsékletfiiggé az emlitett gatld
hatds természetes koriilmények kozott is felléphet. Sarkvidéki és havasi névények esetében
példaul a magas UV-B sugarzas és alacsony hémérséklet kovetkeztében felléphet a DNS e
specifikus javitasi folyamatanak gatlasa, ami az egyedek genomjanak karosodasa mellett

magas mutagén potencialt hordoz magaban (Lamare és mtsai. 2006).
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A fotoliaz enzim mellett és azzal akar parhuzamosan a PhrB is szerepet jatszik a
Synechocystis PSII  aktivitdsanak regenerdlasaban. Hianya gatolja azon karosodasok
Kijavitasat, amelyeket a sejtek UV-B sugarzas valamint magas intenzitasu FF kovetkeztében
szereznek. Adataink ravilagitanak arra, hogy a fotoliazzal homoldég PhrB nem vesz részt a
specifikus UV-B termékek eltavolitasdban, sem pedig ROS-ok altal létrehozott 8-oxoG
Kijavitasdban. A DNS-javitasi szerepét kizarva, arra kovetkeztettiink, hogy a PhrB a PSII
javitasi ciklus egy vagy tobb 1épésénél, a fehérje komplex kijavitasanal vagy
Osszeszerelésénél szerepet jatsz6 fehérjék szabalyzdsaban fejti ki hatasat. Ezek kozdl,
funkcidik alapjan, kiilondsen fontosnak tiinnek a CO, fixalassal asszocialhaté SbtA és RbcS
fehérjék, valamint a PilA1 fehérje, amelynek foleg a sejtek motilitdsdban tulajdonitanak
szerepet (17. dbra). Az utdbbi fehérje a klorofill molekulédk szallitdsahoz illetve tarolasahoz is
kothet6, ami egy rendkiviil fontos folyamat a PSII javitasi ciklusban (He és Vermaas 1999;
Singh és mtsai. 2005).

A PhrB egyik szerepe a kék fény hatdsanak kozvetitése a Synechocystis jelatviteli
Utjaihoz. Mivel az UV-A/kék spektrum fotonjai viszonylag kénnyen okoznak karosodast a
PSII komplexben, joggal feltételezhetd, hogy hasonld hatékonysdggal indukaljak a
karosodasok kijavitasanak folyamatat elinditd fényreceptorokat is. Az altalunk feltart adatok
arra utalnak, hogy a PhrB feltételezhetéen a szénanyagcserén vagy/és a PilAl fehérjén

keresztill a PSII javitési ciklusat szabalyozza.
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5.2.  Osszefoglalo modell
A vizsgalataink soran felhalmozott adatok grafikus formaban a kovetkezOképpen
festenek:

javitasi
ciklus

Ossze-
szerelés

PSIl_ o X
e ) I

N \EJ

fehérjeszintézis

18. dbra: A PhrA és PhrB hatasa a Synechocystis PSII javitasi ciklusara. A PhrB jelenléte befolyasolja
tobbek kozdtt az ShtA és RbcS fehérjék mennyiségét. Mindkét fehérje a Calvin-Benson ciklus aktivitasahoz
kotheté, amelynek hatékony miikodése megelézi a ROS-ok talzott képzOodését. A magas ROS szintek
kdzvetlenll képesek akadalyozni a D1 alegység de novo szintézisét. Ezzel parhuzamosan a PhrB a PilAl
fehérje mennyiségére is hatassal van. Ez utobbi a klorofill molekulak kotésével és szallitasaval tarsithatd, ami
egy rendkivil fontos eleme a PSII komplex javitasanak. A javitas kozben felszabaduld klorofill molekulék,
mindamellett, hogy megkdtésuk hidnya lassitja a komplex osszeszerelését, oxidativ k&rosodas forrésai
lehetnek. A PhrA jelenléte feltétleniil szilkséges az UV-B sugarzas alatt keletkezett DNS karositasok
kijavitdsahoz. Hianydban a DNS molekulan pirimidin dimerek halmozédnak fel, amelyek akadalyozzék a
polimerazok miikodését. Ezaltal ledll a D1 alegység de novo szintéziséhez elengedhetetlen hRNS-ek

termelése és leall a PSII javitasi folyamat.
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5.3.

Kovetkeztetések

Az UV-B sugarzasbol szarmaz6 DNS karosodasok befolydssal vannak a
fotoszintetikus folyamatokra.

A fotolidz (PhrA) enzim hianya sulyosbitja az UV-B stressz soran keletkez6
karosodasokat a Synechocystis sejtek PSII komplexében.

Az emelkedett UV-B érzékenység a DNS javitas hianya kovetkeztében felhalmozddd
DNS karosodasok miatt jelentkezik, amelyek jelentdsen csokkentik a PSII komplex
miikodéséhez elengedhetetlen psbA géncsalad elemeinek hatékony kifejez6dését.

Az UV-B dltal indukalt karosodasok enyhitésében fontos szerepet jatsz6 két javito
mechanizmus, a DNS javitasi folyamata és a PSIl komplex javitasi folyamata,
kdzvetlenll kapcsolatban all egymassal.

A PhrB hianya akadalyozza a sejtek UV-B sugarzas valamint a magas intenzitasu FF
kovetkeztében szerzett karosodasainak kijavitasat.

A hatésat, a PhrA-val ellentétben, nem a specifikus UV-B-karosodasok visszaforditasa
és nem a ROS-ok altal 1étrehozott 8-0xoG Kijavitasa Utjan fejti Ki.

A PhrB feltehetdleg a PSII javitasi ciklusban fellelhet6, a javitasban vagy a feherje
komplex 6sszeszerelésében szerepet jatszo fehérjéken keresztil fejti ki hatasat.

Ezek koziil, funkcioik alapjan, kitlinnek a CO, fixalassal asszocialhato SbtA és RbcS
fehérjek, valamint a PilAl fehérje, amelynek fboleg a sejtek motilitasaban
tulajdonitanak szerepet, viszont jelenlétik a klorofill molekulak szallitasahoz, illetve

tarolasahoz is kotheto.
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7. A PhD. értekezés 6sszefoglaldja

A Foldon €16 fotoautotrof szervezetek olyan molekulakomplexekkel rendelkeznek,
amelyek képesek egyltt a napfény energiajat kémiai energiava alakitani (PSII, PSI, cyt bg/f,
ATP-szintetdz), mig méas molekuldk, bizonyos hulldmhossztartoméanyl sugarzads hatasara
specifikus folyamatokat szabalyoznak (fitokromok, kriptokromok, fototropinok, UVR8) az
illetd szervezetben. Mindezek soran, napfény hatasara, az illeté molekulak atmeneti
modositasokon esnek at, viszont a sugarzas intenzitasanak és mindségének fiiggvényében az
emlitett molekuldk szerepiikbdl kifolyolag maradand6d karosodast is szenvedhetnek. E
jelenség nemcsak a fény hatasara specifikus folyamatokat ellatd molekuldkra korlatozodik
hanem gyakorlatilag minden fényérzékeny molekulat érint. Ez utébbiak kozil a legfontosabb
a DNS, amelyen az ultraibolya-B (UV-B) sugéarzas (280-315 nm) jellegzetes szerkezeti
valtozasokat hozhat létre.

Természetes korilmények kozott, a napfény hatdsadra maodositast illetve karosodast
szenvedett molekulak vagy kijavitodnak es visszanyerik Kiindulasi forméajukat, vagy helyettiik
uj molekulak szintetizalodnak.

A fotoszintetikus apparatuson belil a kettes fotokémiai rendszer (PSIl) D1 fehérje
alegysége hordozza, vagy koti a PSII elektrontranszportjaban aktivan szerepet jatszé redox
kofaktorok talnyomo részét. Ugyanakkor a vizbontd komplex kofaktorainak is a D1 biztosit
kotédési helyet. Szerepiiknél fogva a PSII D1 és D2 fehérjéi rendszeresen €s viszonylag
gyakran kérosodnak. Az oxigéntermel6 komplexszel egyiitt az UV-B sugarzas és altalaban a
fotoinhibicio elsddleges célpontjanak szamitanak. A fotoszintetikus szervezetek nagy energiat
fektetnek a karosodott alegységek gyors és hatékony poétlasdba hiszen a fénynek
sziikségszeriien kitett fotoszintetikus apparatus hatékonysaga ezektdl fiigg.

A D1 fehérje potléasa a PSII javitasi ciklus legfontosabb része. Ez utdbbi tobb 1épésbol
all: 1. karosodott D1 és D2 alegységek proteolitikus eltdvolitasa, 2. hirvivé RNS atirdsa a
psbA és psbD gének alapjan, 3. fehérjék de novo szintézise a hirvivé RNS-ek alapjan, 4. az
ujonnan szintetizalt fehérjék beépilése a PSII komplexbe, 5. a vizbontdé komplex, valamint a
kis molekulatomegii fehérjék kapcsoldodasa és a PSII komplex aktivalasa. Ha ez a javitasi
ciklus nem kelléen hatékony és a karosodasok mértéke tultesz a javitds mértékén, akkor
fotoinhibiciorol beszélink.

A fotoszintetikus apparatus mellett, az UV-B sugarzas a DNS-t is karositja. Az UV-B
energidjanak hatasara dimerizalddnak a DNS szerkezeti elemei és az esetek talnyomo
részében ciklobutan pirimidin dimerek (CPD) jonnek létre. Mivel ezek a képletek
akadalyozzak a DNS és RNS polimerazok miikodését, annak fliggvényében , hogy a szervezet
milyen gyorsan képes megszabadulni tdliik, akar letdlisak is lehetnek. A fotolidz egy olyan
enzim, amely az UV-A és a kék feny energiajat hasznalva specifikusan az emlitett képletek
monomerizalodasat katalizalja, méghozza gyorsabban és jobb energiahatékonysaggal, mint
mas, nem specifikus folyamatok, amelyek a karos képletek kimetszeset végzik. Az fotoliaz
altal katalizalt folyamat a fényreaktivacid, amely a DNS javitasi ciklus egy specifikus
valtozata.

A PhrB fehérje a Synechocystis sp. PCC6803 fotoliazanak (PhrA) szerkezeti
homologja. Alig tobb mint egy évtizede azonositottdk és egy aminosav szekvencian alapulo
molekulacsoportba, a DASH kriptokromok (Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, Homo)
kozé soroltak. A PhrB pontos szerepét maig nem sikerdlt tisztazni. Az irodalomban szerepelt
mar gyenge fotolidzként, transzkripcids szabalyzoként és kék fényreceptorként is, ami arra
utal, hogy a fehérjének tobb folyamatban fontos szerepe lehet.

Ezek ismeretében arra kerestlik a valaszt, hogy:

1, Milyen hatédsa van a PSII helyreallitasi ciklusanak miikodésére a DNS javitdé enzim
fotolidz (PhrA) hianya a Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktériumban?
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2, Milyen szerepe van a fotolidzzal homoldg PhrB fehérjének az UV-indukéalt DNS
karositds kijavitdsaban, valamint a PSII helyreallitdsi ciklusanak mukodésében a
Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktériumban?

Annak érdekében, hogy a DNS és a PSII javitasi ciklusanak kapcsolatat vizsgaljuk,
olyan Synechocystis muténst hasznaltunk, amelyben a fotolid&z hidnyanak kovetkeztében
(phrA’) nem volt jelen az UV-B-re specifikus DNS javitasi ciklus. Azt talaltuk, hogy a vad
tipussal (VT) dsszehasonlitva, UV-B sugarzas alatt, a phrA” sejtek gyorsabban veszitenek PSII
aktivitasukbol. Fehérjeszintézist gatlo linkomicint adagolva a sejttenyészetekhez az is
kiderult, hogy az ok, amiért a mutans sejtek érzékenyebben reagalnak az UV-B sugarzasra,
mint a VT, a PSII javitasi ciklusanak de novo fehérjeszintézisének 1épésében keresendd.

A PSII aktivitast tiikrozte az is, hogy mig a VT sejtek a stresszkezelések alatt és utan
is képesek voltak a stresszmentes allapotukra jellemzé mennyiségii D1 fehérjét eldallitani,
addig a mutans sejtek D1 mennyisége a kezelések végére jelentdsen lecsokkent. Ez utobbi
hatds maradandénak volt, a phrA” sejtek nem voltak képesek helyredllitani a D1
alloméanyukat, az UV-B stressz megsziinte utan sem.

Mivel elméletben a hatékony de novo fehérjeszintézis egy bdséges hirvivé RNS
(hRNS) tartoméanyra tdmaszkodik, megvizsgaltuk, hogy UV-B sugarzas alatt hogyan alakul a
D1-et kodolé és stresszkorilmények altal indukalt psbA3 transzkript szintje a két
sejtvonalban. Az eddigi eredményeket aldtamasztva, az alkalmazott UV-B stressz hatékonyan
indukalta a VT sejtek psbA3 atirdsat, ami a stressz megsziintével visszaesett a kiindulasi
szintre. EQy, a stresszmentes regeneraciot koveté masodik adag UV-B sugérzéssal kimutattuk,
hogy a VT-ban ismételten is indukalhat6 a psbA3 atirasa. Ezzel szemben a phrA™ sejtekben
mar az els6 szakasznyi UV-B kezelés végére jelentésen alacsonyabban volt a sejtek psbA3
szintje a VT-hoz képest, ami a stressz hianyaban sem valtozott, nem esett vissza az UV-B
kezelés el6tti szintre. A kezelés utani, maradandd alacsony D1 szintet magyarazva a masodik
adag UV-B sugarzas mar nem hozott psbA3 indukciét a fotoliaz hianyos sejtekben. Mivel az
elso kezelés végétdl fogva, a regeneracids szakaszon keresztiil, a masodik kezelés végéig nem
valtozott jelent6sen a mutans sejtek psbA3 szintje, arra kdvetkeztettink, hogy az UV-B altal
okozott specifikus képletek akadalyozzak az RNS polimerazok mikodését. fgy sem ujabb
psbA3 hRNS nem tudott képz6dni, sem pedig olyan hRNS molekulak, amelyek a mar
meglévé RNS allomany lebontasahoz sziikséges fehérjéket kddoljak.

A DNS karosodasok szamszerusitéséhez ¢€s azonositasdhoz kétféle modszert
alkalmaztunk: gPCR és alkalikus gélelektroforézis. A qPCR-re alapozott eljaras segitségével
azt deritettink ki, hogy az UV-B kezelés végére, a phrA™ sejtekben, atlagosan majdnem 1
karosodas jut a genom minden 1kb szakaszara. Mivel a Synechocystis atlag génhossza 1kb
korll van, ez egy igen szignifikans jelenség. Ahhoz, hogy megéllapithassuk, hogy az ilyen
mértékben felhalmozodott, DNS polimerazt gatlé karosodasok milyen ardnyban azonosak az
UV-B altal létrehozott CPD képletekkel, genomi DNS-t (gDNS) izolaltunk a sejtvonalakbdl
és Endonukledz V PDG enzimmel emésztettilk. Ez utobbi enzim specifikusan a CPD-nél
hasitja a DNS molekulat, igy minél tébb a karosodas annél kisebb fragmentumok jénnek létre
az emésztés utan. Alkalikus gélen a kiillonb6z6 méretli fragmentumok foltként jelennek meg
és minél lennebb fut a folt, annal kisebb fragmentumok alkotjak, tehat annal tébb
szubsztratumra lelt az enzim. A gélképeket kiértékelve és szamszertsitésevel azt talaltuk,
hogy a DNS polimerazt gatlo képletek jelentés része UV-B ltal indukélt CPD volt.

A PhrB fehérje hatdsat a phrB™ sejtek és a VT 0sszehasonlitasa alapjan vizsgaltuk. Azt
talaltuk, hogy a phrB’ sejtek nemcsak UV-B stresszre, hanem magas intenzitasu fehér fényre
(FF) is erzékenyebben reagalnak mint a VT. Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy a PhrB
hataskore nem korlatozodik az UV-B altal létrehozott specifikus képletek kijavitasara.
Linkomicin alkalmazésaval kideritettik, hogy a phrA™ sejtvonalhoz hasonléan a phrB" sejtek
fokozott stresszérzékenysége a PSII javitasi ciklus de novo fehérjeszintézisével hozhat6
kapcsolatba.
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Mivel nem csak az UV-B stresszel asszocialhatd, nem volt meglepd, hogy PHR
hidnyaban nem halmozodott fel kimutathatd mennyiségli CPD és az egyik leggyakrabban
eléfordulo, oxidativ stressz kovetkeztében kialakuld 7,8-dihidro-8-oxoguanin DNS karosodas
sem volt kimutathatd UV-B kezelés utan. Ez arra engedett kdvetkeztetni, hogy a fotoliazzal
ellentétben a PhrB nem a DNS javitasan keresztul fejti ki hatasat a PSII javitasi ciklusara.

Megerdsitve a PhrB ¢és a PSII javitasi ciklusa kozti 6sszefiiggést, kimutattuk, hogy mig
a VT-ban nincs jelentds valtozas a D1 fehérjeallomanyban, sem az UV-B, sem pedig a FF
stresszkezelések utan, addig a phrB’ sejtekben az jelentésen csokken.

Mivel a phrB’ sejtek genomjaban nem halmozaddott fel kimutathaté mennyiségii DNS
karosodas, nem szolgalt meglepetésként, hogy a mutans sejtek psbA3 hRNS allomanya a VT-
hoz hasonl6 indukciot mutatott, mind UV-B, mind pedig FF hatéséra, illetve ezek hianyaban
egyarant. Ez a jelenség arra utalt, hogy a PhrB nem a hRNS allomanyon keresztll fejti Ki
hatasat a PSII javitasi cikluséra illetve a D1 fehérje potlasara.

Ezek alapjan megvizsgaltuk azt, hogy a PhrB hatasa csak a D1 fehérjére szoritkozik-e,
vagy netan &ltalanosabb ennél. A 2D nativ géles kisérletink arra vilagitott r4, hogy PhrB
hianyaban tobb fehérje mennyisége is lecsokken. Ezek kdzil a legfigyelemreméltébbak a CO,
alegységét alkotd RsbC és a sejt motilitasaért felelds, valamint feltehetéen klorofill molekula
kotésére képes PilAl voltak.

Mind az SbtA, mind pedig az RsbC csokkent mennyisége potencialisan hatassal van
psbA gének atirdsara, mivel a Calvin-Benson ciklus csokkent mitkodését vonnak maguk utan,
A PilAl a PSII komplex dsszeszerelésében jatszhat szerepet a klorofill kot6 képessége altal.
Hianyaban kevesebb klorofill llhat a rendszer rendelkezésére, igy kevesebb funkcionalis PSII
képzddése varhato.
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8. Summary of the Ph.D. thesis

Photoautotrophic organisms are unavoidably exposed to the Sun’s radiation while
harvesting its energy via pigment-protein complexes (PSII, PSI, cyt b6/f, ATP synthetase) and
being regulated via specific light receptors (phytochromes, cryptochromes, phototropins,
UVRS8). Both of these processes require that the respective molecules and molecule
complexes endure temporary structural and/or redox modifications.

Parallel to these phenomena, depending on the wavelength and intensity of the
radiation, the aforementioned molecules may suffer permanent damages as well. This
damaging effect is not necessarily restricted to molecules that have a functional role in being
exposed to radiations, it is rather a general phenomenon, affecting every single molecule,
which is capable to absorb in the respctive wavelength range. The most important among
these is DNA, which absorbs heavily in the UV range and UV-B (280-315 nm) specifically
produces structural changes in the molecule.

Under normal circumstances the molecules modified via radiation from the Sun are
repaired or replaced to ensure their functionality. These processes are of utmost importance as
the efficiency and continuity of photosynthesis depends on them.

Within the photosynthetic apparatus the repair of PSII enjoys high priority, mostly
because its D1 subunit holds or binds most of the redox cofactors, required for the initial
charge separation in the light phase of photosynthesis. In addition to this D1 also provides
several binding moieties for the oxygen evolving complex. Because of their role in processing
and transferring radiational energy, the subunits of PSII D1 and D2 regularly suffer damages
and are replaced at a relatively high rate. Photosynthetic organisms invest a great amount of
energy in keeping these repair and replacement processes swift and efficient.

The most important steps of PSII repair are the replacement of the D1and D2 subunits.
The repair process itself consists of several steps: (1) Proteolytic removal of the damaged D1
and D2 protein subunits, (2) Transcription of mRNA from the psbA and psbD genes encoding
the D1 and D2 subunits, respectively, (3) Production of new protein subunits from the
respective mRNA pools, (4) Incorporation of the newly synthesized protein copies into the
PSII complex, and finally (5) Religation of redox cofactors and reactivation of PSII. If this
cycle becomes ineffective, photoinhibition will take over and photosynthesis will slow down
and eventually stop.

Besides the photosynthetic apparatus DNA is another major target of UV-B. The
energy of UV-B radiation forms dimers, mostly cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs), in the
DNS’s structure, which obstruct the function of RNA and DNA polymerases. This effect,
depending on how fast the organism is able to rid itself from the dimers, may quickly turn
lethal. Photolyase (PhrA) is an enzyme, which, using the energy of UV-A and/or blue photons
is able to specifically catalyse the monomerization of CPDs, in a way that is quicker and more
energy efficient than other, non specific processes that rely on the excision of the damaged
sites. The process catalysed by photolyase is termed photoreactivation.

PhrB, the structural homologue of the Synechocystis sp. PCC6803 (Synechocystis)
photolyase (PhrA) has been identified in 2003. Based on its amino acid sequence it has been
assigned to a group of molecules called DASH cryptochromes (Drosophila, Arabidopsis,
Synechocystis, Homo). However, despite the structural similarities to photolyases, the exact
function or rather functions of PhrB have not been clearly established to this day. It has been
proposed that it acts as a weak photolyase, a transcriptional repressor and/or a blue light
receptor as well. All these data point towards a protein with diverse functions.

In the light of these information we intended to study the following:

1. What effect, if any, has the lack of the DNA repair photolyase (PhrA) enzyme on the PSII
repair cycle in the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803?

2. What role does PhrB, homologue protein of PhrA, play in the UV-B induced DNA repair
and in the PSII repair cycle of the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803?
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In order for us to study the effect of DNA photoreactivation on PSII recovery we used
a Synechocystis mutant which didn’t have a functional photolyase enzyme (phrA’), hence its
specific DNA repair process of UV-B-induced damages was greatly impaired. Comparing
phrA™ cells to the wild type (WT) Synechocystis we found that under UV-B radiation the
mutant cells lost a greater portion of their PSII activity and at a higher rate as well. The
addition of protein synthesis inhibitor lincomycin to the cell lines made it clear that the
extreme UV-B sensitivity of the phrA™ cells originated in the de novo protein synthesis step of
the PSII repair cycle.

Since it is the protein with the fastest replacement rate within the thylakoid membrane,
we concentrated on the de novo synthesis of D1. The D1 pool did not change significantly in
the WT. In contrast the phrA” cells lost a significant portion of their D1 pool, which proved to
be permanent, as they were unable to recover it even in the absence of UV-B radiation.

In theory efficient de novo protein synthesis relies on an available and abundant
MRNA pool. To test whether phrA™ cells had enough psbA3 at their disposal, which is the
stress-induced isoform of the psbA gene family coding for D1, we carried out transcript
analysis on both cell lines. In concert with the previous data psbA3 in WT showed a
considerable induction upon exposure to UV-B and an expected decrease when the stress
factor was eliminated. A repeated UV-B exposure proved that the psbA3 stayed just as
inducable in a second stress phase, as it was initially, thus the genome probably did not suffer
permanent damage. Unlike in the WT, at the end of the UV-B treatment, the psbA3 induction
dropped significantly in phrA" cells, compared to their initial rise, and mirroring the
permanent effect on the D1 pool, this did not change even in the absence of UV-B radiation.
Induction of psbA3 in the phrA” cells was also absent in the second UV-B treatment, pointing
towards a greatly damaged genome. This assumption was underlined by the fact that besides
the absence of the stress gene induction, the mutant cells were unable to degrade the already
existing mRNA pool, giving rise to the hypothesis that UV-B radiational damage was not
limited to the psbA genes, rather it affected the whole genome.

To quantify the UV-B-induced DNA damage, we applied two methods: a gPCR
method and an alkaline gel electrophoresis method. The gPCR method does not distinguish
between DNA damages as it takes every DNA polymerase blocking damage into account.
Applying this we found that at the end of the UV-B treatments, in average every 1 kb DNA
from phrA™ cells contained close to 1 DNA polymerase blocking damage. Since the average
gene length of Synechocytsis is 1 kb this is a significant amount of damages. In order to
determine how much of these damages are UV-B-induced CPDs, we digested genomic DNA
(gDNA), isolated from UV-B treated WT and phrA™ cells, with the T4 Endonuclease V PDG
enzyme. This enzyme specifically cleaves DNA strands at CPD sites, hence the more
substrate it finds on the molecule, the shorter fragments will result from the digestion.
Separated on an alkaline gel, short fragments will form a smudge, and the farther this smudge
runs on the gel, the shorter the fragments are, hence the more CPDs were on the DNA.
Analysing the gel image we were able to approximate the amount of CPDs which
significantly overlapped with our gPCR data, proving that most DNA polymerase blocking
damages on the genome of phrA™ cells, causing the higher UV-B sensitivity, were in fact
CPDs.

We studied the effect of PhrB by comparing WT and phrB’ cells. As a result we found
that phrB" cells lost a bigger portion of their PSII activity not only to UV-B, but also to high
intensity photosynthetically active radiational (PAR) stress. This let us assume that the effect
of PhrB is not restricted to UV-B alone rather it is a general event. With the help of
lincomycin we once again arrived at the conclusion that, similar to phrA™ cells, the enhanced
UV-B and PAR sensitivity of phrB™ cells is due to an inefficient de novo synthesis during PSII
repair.

However, in the absence of PhrB, unlike in the case of the missing photolyase, CPDs
did not accumulate in the gDNA nor did one of the most frequently occuring oxidative
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damages, 7,8-dihidro-8-oxoguanin. Thus we found that despite the structural similarities to
PhrA, PhrB does not exert its effect on the PSII repair process through the specific DNA
repair.

Nevertheless PhrB does have a significant effect on PSII repair as its absence greatly
influences the D1 pool of phrB" cells, which ended up to be significantly lower than that of
the WT cells, both under UV-B and PAR. Since phrB cells did not accumulate detectable
amounts of DNA damages, it was of no surprise that their psbA3 levels were similar to the
WT’s. This phenomenon indicated that PhrB acts either at the level of protein degradation,
psbA transcription or PSII assembly. The effect on degradation could be excluded because the
process occurs efficiently even in the absence of PhrB.

As the effect of PhrB firmly targeted protein synthesis, we intended to find out
whether this includes other proteins besides D1. Applying 2D native gel analysis, we found
that in phrB’ cells the amount of several proteins decreased. The most notable ones were
SbtA, a bicarbonate transporter, RbcS the small subunit os RuBisCO and PilAl, a motility
protein of Synechocystis which is also assumed to be able to bind chlorophyll.

Both, the decrease of SbtA and the RsbC have the potential to lower the efficiency of
psbA transcription because with their decrease the efficiency of the Calvin-Benson cycle will
drop as well, which results in the generation of reactive oxygen species, that specifically
hinder D1 synthesis. The PilA1 most probably has an important role in the assembly of PSII
complexes, through its potential ability to bind and transfer chlorophyll molecules.
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