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P700 az 1. fotokémiai rendszer els6dleges elektrondonorja

PA foszfatidsav

PCC Pasteur Culture Collection, cianobaktériumtérzsek gylijteménye
PG foszfatidil-glicerin

PGP foszfatidil-glicerin-foszfat

PLA, foszfolipaz A,

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid (proteaz inhibitor)
PSI 1. fotokémiai rendszer

PSII 2. fotokémiai rendszer

Qa elsédleges kinon elektronakceptor

Qs masodlagos kinon elektronakceptor

R acilcsoport

RC reakcidcentrum

SDS Na-dodecil-szulfat

SQDG szulfokinovozil-diacilglicerin

TES N-tris-(hidroximetil)-metil-2-aminoetan-szulfonsav
TL termolumineszcencia

™ tilakoidmembran

UDP uridil-difoszfat

16:0 zsirsav palmitinsav

16:1 zsirsav palmitoilsav

18:0 zsirsav sztearinsav

18:1 zsirsav olajsav

18:2 zsirsav linolsav

18:3 zsirsav linolénsav



1. Bevezetés

A cianobaktériumok vagy kék-zold algak a Foldon kialakult legésibb prokariota
szervezetek koziil valok. A legiddsebb iiledékes kozetek, melyekben cianobakterialis
fosszilidkat talaltak, 3,5 milliard évvel ezel6tt alakultak ki. Az 4ltaluk kifejlesztett oxi-
géntermeld fotoszintézis révén, melynek sordn napenergia felhasznalasaval épitik be a
légkori széndioxidot sejtjeik szerves molekuldiba, elterjedtek az egész Foldon, és vizbon-
tasbol  szarmazd  oxigénfejlesztésiikkel — atalakitottdk  bolygonk  1égkorét. Az
endoszimbiodzis elmélete szerint az eukariota novényi sejt 1,5 millidrd évvel ezel6tt ala-
kult ki, miutan eldédje bekebelezte a mai cianobaktériumok Osét, és egyiittélésiik a
kloroplasztisz kialakuldsdhoz vezetett. A cianobaktériumok fotoszintetikus apparatusa
sikeres volt, €s megdrzddott a ndvényvilag evolucidja sordn, alapot teremtve az allatvilag
kifejlédésének és fennmaraddsanak is ezen a bolygon.

A cianobaktériumok, mint a kloroplasztisz dsei, rendkiviil j6 modellszervezetek a
fotoszintézis tanulmanyozasahoz. Egyszerlibb sejtszervezodésiik, konnyl szaporitasuk, és
egyes torzsek természetes transzformacios kompetenciaja révén alkalmasabb alanyai a
fotoszintézis kutatasanak, mint a nehezebben kezelhetd, bonyolultabb sejtszerkezetli, sok
sejtorganellummal rendelkezé novények. Eldnyds a cianobaktériumok felhasznaldsa ab-
bol a szempontbdl is, hogy képesek egyes lipideket a kiilsé kornyezetbdl felvenni, ezaltal
tanulméanyozhat6 ezen lipideknek a membranhoz kotott sejtfunkciokban betoltott szerepe.

A fotoszintézis fényreakcioi a tilakoidmembran lipidrétegébe agyazott fehérje-
pigment komplexekben jatszodnak le. A fotoszintetikus apparatus fehérjéi szoros kol-
csOnhatasban vannak az 6ket koriilvevd lipidmolekuldkkal. A lipid-fehérje kolcsonhatas-
ok meghataroz6 szerepet jatszhatnak a fotoszintetikus elektrontranszportban, de ezekrdl
jelenleg igen kevés ismerettel rendelkeziink. Az anionos toltést hordozé lipidmolekuldk
jelenléte feltétlentil sziikséges a polaros fehérjéknek az apolaros membranba valo beépii-
Iésé¢hez. Mig a nem fotoszintetizald prokariotakban és az eukaridta szervezetekben a
membranok foként foszfolipidekbdl éplilnek fel, cianobaktériumokban egyetlen
foszfolipid fordul eld, a foszfatidil-glicerin. A foszfatidil-glicerin ugyan hozzéavetdleg
csak tizedét teszi ki a tilakoidmembran lipidjeinek, jelenléte esszencidlis a
cianobaktériumok sejtfunkcidinak fenntartdsa szempontjabol. Jelenleg nem tisztazott,

hogy a foszfatidil-glicerin miért olyan fontos a fotoszintézis folyamatainak miikodéséhez,



ezért érdekes kihivas a foszfatidil-glicerin lipid-fehérje kolcsonhatasokban valo
résztvételének tanulmanyozasa, €s ezen kolcsonhatasok funkcionalis szerepének megérté-

S€.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A cianobaktériumok

A cianobaktériumok az egész Foldon elterjedt, kb. 2000 fajba sorolt, nagy egyed-
szdmban el6forduld prokaridta szervezetek, melyek rendkiviil jo alkalmazkodoképessé-
giik révén sz€lsdséges kornyezeti feltételek kozott is megélnek. Egyszeri sejtszervezodé-

siik miatt j6 modellszervezetek, aranylag gyorsan szaporodnak, kdnnyen tenyészthetok.

2.1.1. A cianobaktériumok sejtszervezédése, membranrendszerei
A cianobaktériumok egysejtli, fonalas vagy telepes szervezddésii prokariotak

(1. abra).

1. abra. Cianobaktériumok sejtfelépitése (Stanier ¢s Cohen-Bazire, Annu. Rev.
Microbio. 31, 225 (1977) CM: citoplazmamembran, TH: tilakoidmembran, PB1 ¢és
PB2: fikobiliszomak szembdl és oldalnézetbdl, GG: glikogénszemcse, CY:
cianoficinszemcse, P: polifoszfatgranulum, C: karboxiszoma, R: riboszéma, G:
gazvezikulum, A: a sejtfal rétegei (felnagyitva), B. tilakoidmembran-par
fikobiliszomakkal (felnagyitva)

Sejtfaluk Gram-negativ jellegli, melynek peptidoglikan rétege vastagabb, mint al-

taldban a Gram-negativ baktériumoké, és amely f6ként a mechanikai védelmet szolgélja.
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A kiilsé membran lipopoliszacharid tartalma igen jelentds, és sok fajt nyalkaburok is ko-
riilvesz.

A protoplazméban elhelyezkedé genomjuk, amely cirkularis DNS, akéar 7-15 ko-
piaszamban is el6fordulhat. Gyakran hordoznak plazmidokat is. A citoplazméban talaljuk
még a riboszomakat, valamint kiilonféle granulumokat, melyek raktarozott tapanyagokat
vagy enzimeket tartalmaznak.

Membranrendszeriiket hdromféle membran alkotja. A kiils6 membran, mely a
sejtfal része, foként fehérjékbdl és lipopoliszacharidokbol all, lipideket és karotinoidokat
kisebb aranyban tartalmaz. A kiils6 membranban foként kiilonféle transzportermolekulak
talalhatok: egyrészt passziv diffuziot lehetévé tevéd csatornak, melyeket porin tipusu fe-
hérjék alkotnak, masrészt ,facilitalt” difftzidét biztositd csatorndk, valamint aktiv-
transzport-komplexek, melyek Osszekotik a kiils6 membrant a citoplazmamembrannal,
atnyulva a rigid peptidoglikdnréteg porusain (Gantt, 1994). A kiils6 membran jelentds
mennyiségben tartalmaz még karotinoidkotd fehérjéket, melyek valoszintileg ,,védder-

ny6t” képezve ovjak a sejtet a til erds fénytdl (Jurgens és Mantele, 1991).

A sejtfalon beliil talalhat6 citoplazmamembran lipiddsszetétele hasonlit a sejt bel-
s (tilakoid) membranrendszeréhez, mely foként glikolipidekbdl és fehérjékbdl épiil fel,
de nem hasonlit a baktériumok foként foszfolipidekb6él all6 membranjara. A
citoplazmamembran fehérjéi kozott taldlunk transzportfehérjéket, pl. nitrat- ¢€s
nitritspecifikus aktivtranszport-rendszereket (Maeda és mtsai, 1998), valamint a 1égzési
elektrontranszportlanc és az oxidativ foszforilacio fehérjéit (Peschek, 1987; Schmetterer,
1994) is, mivel a cianobaktériumok sotétben a 1€gzés biokémiai reakcioin keresztiil bizto-
sitjak a megfeleld ATP-szintet. A citoplazmamembrannak fontos szerepe van az ozmoti-

kus regulécioban is (Inaba és mtsai, 2001).

Az intracellularis elhelyezkedésii tilakoidmembran a sejtfallal parhuzamosan futo
rétegekbdl all, melyek nem tapadnak Ossze, ellentétben a névények granumos szervezo-
désti tilakoidjaval, hanem egymadstol 60—70 nm tavolsagban, parosaval helyezkednek el.
A tilakoidparok kozti tér része a sejt citoplazméjanak, mig a tilakoidpar két membranja

kozti tér alkotja a tilakoid lumenét. A tilakoidmembran ad teret a fotoszintetikus
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elektrontranszportlanc fehérjekomplexeinek és mobilis elemeinek, valamint tartalmazza a
1égzési elektrontranszportlanc komponenseit is. A cianobaktériumok sajatossaga, hogy
ugyanabban a sejtkompartmentben képesek oxigéntermeld fotoszintézisre és 1€gzésre is.
Elektronmikroszkdpos felvételeken megfigyelhetd, hogy a tilakoidmembran és a
citoplazmamembran tobb ponton is kapcsolodnak egymashoz, de a kapcsolat modja, pon-

tos szerkezete nem ismert.

A cianobaktériumok kivaloan hasznalhatok a ndvényi kloroplasztisz modellje-
ként. A fotoszintézis folyamatainak tanulmdnyozésa igen nehézkes a novényekben, mert
a novényi sejt nagyon bonyolult, sok kompartmenttel bir6 sejt, melynek élettani folyama-
taiba nehéz ugy beavatkozni, hogy kérdéseinkre egyértelmii valaszokat kapjunk. A
cianobaktérium, mely 0se a kloroplasztisznak, sokkal egyszerlibb szervezet. Ha
inaktivaljuk valamely génjét, varhatéan jol koriilhatarolhato, egyértelmii hatast tapaszta-
lunk. Tehat a cianobaktériumokat felhasznalhatjuk azoknak a kérdéseknek a megvalaszo-
lasara, amelyek tanulmanyozasa a ndvényi sejtben nem lehetséges, vagy igen bonyolult.

A cianobaktériumok felhasznéaldsanak tovabbi eldnye, hogy a ndvényi sejttel el-
lentétben lehetdség van egyes olyan gének inaktivalasara is, amelyek a sejt szdmara esz-
szencialisak, ha a sejt képes a hidnyz6 génterméket, vagy az altala katalizalt reakcid vég-

termékét felvenni a sejtfalon at a kornyezetbdl. Ilyen anyagok pl. egyes lipidek.

2.1.2. A Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktérium

A Symechocystis sp. PCC6803 egysejtli, hdmérsékleti igényét tekintve mezofil
cianobaktérium (2. dbra). Természetes transzformacidos kompetencidja révén jol transz-
formalhato, homoldg rekombinacidra képes, és teljes genomszekvenciaja ismert (Kaneko
¢és mtsai, 1996). Génmanipulédciora alkalmas, kivald alanya az irdnyitott mutagenezisre
alapulo kutatasoknak (Golden és mtsai, 1987).

A Synechocystis sp. PCC6803 fotoheterotrof életmodu: életfolyamatai fotoszinté-
zisen alapulnak, de képes szaporodni gliikoz szénforrason sététben is, napi 5 perc megvi-
lagitas mellett (light-activated heterotrophic growth) (Anderson és Mclntosh, 1991). Ez
utdbbi tulajdonsaga lehetdséget ad arra, hogy a fotoszintetikus apparatus kulcsfontossagu

enzimeit is inaktivaljuk. Tehat a Symechocystist felhasznalhatjuk a fotoszintézis olyan
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részfolyamatainak a tanulméanyozéaséara, amelyeket a ndvényi sejtben igen bonyolult lenne
vizsgalni.
Pe. S ong® W A B

0,4 um

2. abra. Synechocyctis sp. PCC6803 cianobaktérium A: fénymikroszkopos; B:
elektronmikroszkopos felvételen (készitette Toku Kanaseki)

2.2. A cianobaktériumok fotoszintetikus membranjanak szerkezete, felépitése
A cianobaktériumok tilakoidmembranja mind lipid- és fehérjedsszetételében,
mind miikddésében nagyon hasonlit a ndvények kloroplasztiszaban levd

tilakoidmembranra.

2.2.1. A tilakoidmembrant felépito lipidek
A tilakoidmembrant négyfajta glicerolipid épiti fel. A glicerolipidek vazat glicerin
molekula képezi, melyet sn-1 €s sn-2 helyzetben zsirsavlancok észteresitenek, sn-3 hely-

zetbe pedig valamilyen poléros fejcsoport épiil be (3. abra).

X—CH, <« sn-3
sn-2 —  CHOCOR,

sn-1 - CH,0COR,

3. abra. Glicerolipidek felépitése. R, ¢s R,: acilcsoportok, X: polaros fejcsoport
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A tilakoid glicerolipidjei koziil harom glikolipid: a neutralis monogalaktozil-
diacilglicerin (MGDG) és digalaktozil-diacilglicerin (DGDG), valamint a negativ toltésti
szulfokinovozil-diacilglicerin (SQDG) (4. abra). A cianobaktériumokban el6forduld
egyetlen foszfolipid a foszfatidil-glicerin (PG) (Block és mtsai, 1983; Wada és Murata,
1998).

H,C-OH H,C-OH
HO O O—CH, HO 0
OH CHOCOR, OH
CH,0COR, 0——CH,
HO HO 4o 0. O—CH,
CHOCOR
MGDG o 2
CH,OCOR,
H,C-S0, OH
o DGDG
OH R,0COH,C CH,OH
HO O—CH, RIOCOH$ 0 ?HOH
HO CHOCOR, H2C—O—I|’—O—CH2
5
CH,OCOR,
SQDG PG

4. abra. Cianobaktériumok glicerolipidjei. DGDG: digalaktozil-diacilglicerid,
MGDG: monogalaktozil-diacilglicerid, PG: foszfatidil-glicerin, SQDG: szulfo-
kinovozil-diacilglicerid; R; és R,: acilcsoportok

Az Osszes glicerolipid tobb mint fele MGDG, 15-20% DGDG, az SQDG és PG
aranya 5-20% kozott valtozik. Kis mennyiségben egy 6todik lipidfajta is eléfordul a
cianobaktériumokban, a monogliikozil-diacilglicerin (MGlcDG). Ez a glikolipid az
MGDG szintézise soran keletkezd koztes termék, melynek ardnya altalaban kevesebb,
mint 1% (Sato és Murata, 1982), azonban fényen tartott és az optimalisnal magasabb ho-
mérsékletnek kitett Synechocystis sejtekben megnd a mennyisége a tilakoidban. Ez a
megnovekedett mennyiségli, csak telitett zsirsavakat tartalmazé MGIcDG, mint
,,hosokklipid” ndveli a membran rendezettségét, stabilizalja szerkezetét, ezaltal szerepe

lehet a magas hémérséklethez valo alkalmazkodéasban (Balogi és mtsai, 2005).
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A Synechocystis PCC6803 cianobaktérium citoplazma és tilakoidmembranjanak
lipidosszetételét mutatja az 1. tdblazat Gombos és mtsai (1996) alapjan. Ebben a torzsben

nincs lényeges eltérés a kétfajta membran lipidosszetételében.

Lipidosztalyok (mol%)
MGDG | DGDG | SQDG | PG
™ 62 14 18 6
CM 59 18 13 10

1. tablazat. Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktérium membranjainak
lipidosszetétele Gombos és mtsai (1996) alapjan. TM: tilakoidmembran, CM:
citoplazmamenbran

2.2.2. A glikolipidek bioszintézise

A cianobakterialis glicerolipidek bioszintézisének attekintd adbrajan (5. abra) lat-
hatd, hogy az 6sszes membranalkotd lipid szintézise glicerol-3-foszfat (G3P) és egy acil-
acilcarrier-protein (acil-ACP) reakciojaval indul, ami lizofoszfatidsav (LPA) intermedie-
ren keresztiil foszfatidsav (PA) képzddéséhez vezet.

A szintézis utak a PA kialakuldsa utdn elagaznak, egyrészt a foszfatidil-glicerin
képzddése felé (részletesebben a 2.3.2. fejezetben), masrészt a glikolipidek szintézise fe-
1€. A glikolipidek szintézisének 1épései nem pontosan ismertek cianobaktériumokban. Az
egyes lépéseket vagy biokémiai Uton igazoltak, vagy az enzimek génjét ndvényi vagy
bakterialis gének homoldgjaként azonositottak. A glikolipidek szintézise soran eldbb a
PA-foszfataz lehasitja a foszfatcsoportot a PA-rél diacil-glicerin (DG) képzddését ered-
ményezve, majd az MGDG-szintaz egy UDP-vel aktivalt gliikozmolekulat épit be a DG
MGDG-t, majd egy masodik galaktdz beépitésével jon 1étre a DGDG. Az SQDG szinté-
zise soran UDP-szulfokinovéz épiil be a DG sn-3 helyzetébe az SQDG-szintaz kozremii-
kodésével (Wada és Murata, 1998).

A glicerolipidbioszintézis fenti 1épései soran csupan telitett lipidek képzddnek,
melyekben kiilonb6z6 acil-lipid-deszaturazok hoznak Iétre telitetlen zsirsavlancokat ket-
t0s kotések kialakitdsdval az egyes deszaturdz enzimek specificitdsdnak megfeleld pozi-

cidban (Murata és Wada, 1995).
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5. abra. Glicerolipidek bioszintézise cianobaktériumokban Wada ¢és Murata
(1998) alapjan. ACP: acilcarrier-protein, CDP: citidil-difoszfat, CMP: citidil-
monofoszfat, CTP: citidil-trifoszfat, DG: diacil-glicerid, G3P: glicerin-3-foszfat,
Gal: galaktoz, Glc: gliikkéz, Gli: glicerin, LPA: lizofoszfatidsav, PA: foszfatidsav,
PGP: foszfatidil-glicerin-foszfat, R1, R2: acilcsoportok, Sq: szulfokinovéz, UDP:
uridil-difoszfat, X: ismeretlen galaktozcarrier; Enzimek: El1: G3P-aciltraszferaz,
E2: LPA-aciltranszferaz, E3: foszfatidsav-citidiltranszferaz, E4: PGP-szintaz, E5:
PGP-foszfataz, E6: foszfatidsav-foszfataz, E7: MGDG-szintaz, E8: SQDG-szintaz.

A cianobaktériumok glicerolipidjeinek zsirsavisszetétele fajonként eltér, és fligg
a kornyezeti feltételektol, foként az éléhely homérsékletétdl. A cianobaktériumokat négy
csoportra oszthatjuk membranlipidjeik zsirsavosszetétele, zsirsavaik telitetlenségének
foka alapjan (Kenyon, 1972; Kenyon és mtsai, 1972; Murata és mtsai, 1992b). Az els6
csoport tagjai minddssze egy telitetlen kotést hozhatnak 1étre zsirsavlanconként, egyetlen
deszaturaz enzimiikk segitségével. A masodik ¢és a harmadik csoportba tartozé
cianobaktériumok harom kettés kotés kialakitasara képesek kiilonb6zd deszaturaz enzi-

meikkel, mig a negyedik csoport tagjai akar négy telitetlen kotést is kialakithatnak
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ugyanazon a zsirsavlancon. A Synechocystis PCC6803 torzset a negyedik csoportba so-
roltak, melynek jellemzO zsirsava a négy telitetlen kotést tartalmazo A6,9,12,15-cisz-
oktadekatetraénsav [18:4(6,9,12,15)]. A 2. tébldzat mutatja a 30 °C-on nevelt
Synechocystis-sejtek lipidosztalyainak zsirsavosszetételét Murata és mtsai (1992b) méreé-
sei alapjan. Az MGDG ¢és a DGDG zsirsavosszetétele hasonlo, jellemzd a telitetlen koté-

sek nagy szdma. A PG ¢és foként az SQDG zsirsavlancai kevésbé telitetlenek.

Lipid Zsirsavak (mol%)

osztalyok | 14:0 | 16:0 | 16:1 | 18:0 | 18:1 | 18:2 | 18:3¢. | 18:3y | 18:4 | ZC16

MGDG 1 51 t 2 7 t 32 3 54

DGDG 1 51 1 7 t 32 4 54

SQDG 1 68

| v W Ll D

2
1 6 13 4 1 t 73
5

PG 3 51 1 17 20 1 t 53

2. tablazat. Synechocystis sp. PCC6803 sejtek lipidosztalyainak zsirsavosszeté-
tele 30 °C-on Murata ¢s mtsai (1992b) alapjan. t: nyomokban (< 0,5%)

2.2.3. Az MGDG szerepe a tilakoidmembranban

A kiilonb6zd lipidosztalyok kiillonbozd szerepet tdltenek be a tilakoidmembran
szerkezetének fenntartasaban és a fotoszintézis folyamataiban.

A glikolipidek szerepét foként magasabbrendii ndvényekben vizsgaltak.
Arabidopsis thaliandban 3 gén kddol MGDG-szintaz enzimet. Koziilik elsdsorban az
MGDI gén éltal kodolt MGDG-szintaz felelds a kloroplasztiszban eléforduldé MGDG-
tortént T-DNS inszercioval jott 1étre, melynek hatasara 75%-kal csokkent a génrdl atirodo
mRNS mennyisége. A mutans sejtekben az MGDG tartalom 42%-kal csokkent, a nové-
nyek alacsony novéstiek voltak, klorofilltartalmuk csokkent, a kloroplasztiszok kevesebb,
megvaltozott szerkezetl tilakoidot tartalmaztak (Jarvis és mtsai, 2000). Az mgdl mutéans
tulajdonsagai egyértelmiien jelezték az MGDG jelentdségét a kloroplasztisz kialakulasa-
ban. Az MGDG esszencialis voltat az is jelzi, hogy nem sikeriilt mgd/ nullmutanst 1étre-
hozni Arabidopsisban (Awai és mtsai, 2001). A tilakoidmembran szerkezetének kialaki-

tdsa szempontjabol nagy jelent6ségli, hogy az MGDG molekula nem ,bilayerképz6”
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lipid. A molekula kicsi fejcsoportja miatt kiip alakq, vizes kdzegben Un. inverz hexagona-
lis (Hy;) szerkezetet vesz fel. A tilakoidban el6fordulé tobbi lipid ,,bilayerképzd”, vizes
kozegben lamellaris szerkezetet alkot. A ,,bilayerképzd” és a nem ,,bilayerképz6™ lipidek
aranya meghataroz¢ a fehérje-,,folding”, a fehérjék membranba dgyazodasa és a fehérjék
sejten beliili szallitdsa szempontjabol (Gounaris és Barber, 1983; Bogdanov és Dowhan,
1999; Kusters €s mtsai, 1994).

A fotoszintetikus reakciok membrankornyezetének kialakitasan kiviil a fotoszinte-
tikus apparatus miikodésében is kimutathato6 MGDG-molekulak szerepe. Rontgenkrisztal-
lografias szerkezet-meghatarozéas mutatta ki egy MGDG-molekula jelenlétét az elsé foto-
kémiai rendszer (PSI) reakcidcentrumaban (Jordan és mtsai, 2001), 6 MGDG-molekulat
irtak le a PSII RC-ban (Loll és mtsai, 2005), valamint MGDG jatszik szerepet a xantofill-
ciklus miitkddésében, a violaxantin-deepoxiddz aktivitdsdnak fenntartdsdban is (Latowski
¢s mtsai, 2004).

Az MGDG szintéziséért feleldés gént cianobaktériumban is sikeriilt azonositani
(Ohta személyes kozlése), de ez nem homolog a névényi MGDG-szintdz génekkel, és a
réola szintetizalodo fehérje sem hasonlit a ndvényi enzimre. A feltételezett MGDG-szintaz
gén inaktivalasa és részleges szegregaltatdsa utdn az MGDG szintézise jelentdsen csok-
kent a mutans sejtekben. MGDG-nullmutans eléallitasa nem sikeriilt, mivel az MGDG
esszencialis lipid, és a hianyz6 lipid nem potolhato a sejten kiviilrél, mert ellentétben a

PG-vel és az SQDG-vel, az MGDG-t a sejt nem tudja felvenni a sejtfalon at.

2.2.4. A DGDG szerepe a tilakoidmembranban

Dormann és mtsai 1995-ben DGDG-hianyos mutéanst izolaltak Arabidopsis
thaliandbol. A dgdl mutansban pontmutacidoval stopkodon jott 1étre a DGDI génben,
melynek hatdsara a sejtek DGDG-tartalma 90%-kal csokkent. A mutidns ndvények nove-
kedése elmaradt a vad tipustdl, kevesebb kloroplasztiszt, benne modosult szerkezetii
tilakoidot tartalmaztak, a klorofill mennyisége és a fotoszintézis hatasfoka csokkent
(Hartel és mtsai, 1997, Reifarth és mtsa, 1997; Hartel és mtsai, 1998), illetve zavart szen-
vedett a fehérjék kloroplasztiszba torténd importja (Chen és Li, 1998). Végiil a Kelly és
mtsai altal 2003-ban 1étrehozott dgd—dgd?-1 kettés mutans, mely egyaltalan nem szinte-
tizalt DGDG molekuldkat, egyértelmiien megmutatta, hogy a DGDG alapvetd szerepet
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jatszik a normalis PSII aktivitas fenntartdsaban, valamint azt is, hogy a dgd/ mutansban
még szintetizalodott kevés DGDG esszencialis a funkcié szempontjabol. Ha ezt a mara-
dék DGDG-t is eltavolitjuk (dgdI—dgd?-1 kettés mutans), a ndvények fejlodése vissza-
marad, klorofilltartalmuk erdsen lecsokken, a fotoszintézis kvantumhatasfoka csékken.
Az észlelt nem-linedris kapcsolat a DGDG mennyisége és a PSII-re kifejtett hatasa kozott
jelzi, hogy a tilakoidmembran DGDG tartalma heterogén: a molekulak egy kisebb része
szorosan kotodik a PSII-komplexhez ¢és sziikséges annak miikddéséhez, mig a DGDG
molekuldk zome nem jatszik kozvetlen szerepet a PSII miikodésében (Steffen és mitsai,
2005). A fentieket igazoljak a legujabb rontgenkrisztallografids szerkezetkutatas adatai,
mely szerint 4 DGDG molekula taldlhaté a PSII RC-ban az elektrontranszportlanc koze-
1ében (Loll és mtsai, 2005).

2.2.5. Az anionos lipidek jelentosége a tilakoidban

Az anionos SQDG és PG a membranalkoté lipideknek csak csekély hanyadat te-
szik ki, de negativ toltésiik révén igen jelentds szerepet jatszanak a membranlipidek és a
fehérjék kozotti kdlcsonhatasban.

Az SQDG bioszintézise novényekben a kloroplasztiszban torténik. A szintézis el-
s6 enzimét az UDP-szulfokinovéz-szintazt, mely a sztromaban talalhatd, novényekben az
SODI1 gén, cianobaktériumokban az sqdB gén kodolja. A szintézis masik enzimét, az
SQDG-szintazt, mely a kloroplaszt belsé burkolomembranjdhoz kotott, névényekben az
SOD?2 gén kodolja, cianobaktériumokban az sqdX. E két enzim génjeiben létrehozott mu-
taciok segitségével vizsgaltdk az SQDG szerepét Arabidopsis thalianaban (Essigmann és
mtsai, 1998; Yu és mtsai, 2002; Yu és Benning, 2003), Chlamydomonas reinhardtii z61d-
algaban (Sato ¢és mtsai, 1995; Minoda ¢s mtsai, 2002; Riekhof és mtsai, 2003),
Synechococcus PCC 7942 és Synechocystis PCC 6803 cianobaktériumokban (Benning,
1998; Giiler és mtsai, 2000; Aoki és mtsai, 2004). Az eredményekbdl arra kovetkeztethe-
tiink, hogy az SQDG sziikséges a PSII optimalis szerkezetének és aktivitdsanak fenntarta-
sdhoz, bar a kiilonb6z6 fajokban kiillonb6zé mértékben. Synechococcus €s Arabidopsis
SQDG-hidnyos mutansaiban a PSII aktivitdsa csak kevéssé csokkent, mig a C. reinhardtii
mutansban 40%-kal. A Synechocystis PCC 6803 torzsben mind az sqdB, mind az sqdX

inaktivalasa letalisnak bizonyult, a mutans torzsek csak kiviilrél adagolt SQDG jelenlét-
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¢ben voltak fenntarthatok. Az eltérés oka talan az eltérd evolucios fejlddésiikben kere-
sendo (Giiler és mtsai, 2000; Aoki és mtsai, 2004).

A novények novekedése szempontjabol gyakran limitald tényezd a talaj vagy a
viz anorganikusfoszfat-tartalma. Foszfathiany esetén nemcsak a novekedés gatolt, de
megvaltozik a novények lipidosszetétele is: a foszfolipidek aranya csokken, mig az
SQDG ¢és DGDG aranya megné (Essigmann és mtsai, 1998; Dérmann és Benning, 2002;
Andersson ¢és mtsai, 2003; Jouhet ¢s mtsai, 2003). A lipidosszetétel oly modon valtozik,
hogy a PG és az SQDG egyiittes aranya allandé maradjon (Benning, 1998; Dormann és
Benning, 2002; Kelly és mtsai, 2003;), ezaltal a membran anionos karaktere ne valtozzon.
Hasonlé regulacié figyelhetd meg SQDG-hianyos mutansokban is, melyekben optimalis
koriilmények kozott a megnovekedett mennyiségi PG helyettesiti a hianyz6 SQDG-t
(Dérmann és Benning, 2002; Yu és mtsai, 2002; Riekhof és mtsai, 2003), ezért ezekben
az eukariota szervezetekben és a Synechococcusban az SQDG nem tlinik esszencialis
lipidnek. Erdekes kiilonbség, hogy Synechocystisben nem helyettesithetik egymést az
anionos lipidek, mindkettd nélkiilozhetetlen (Aoki és mtsai, 2004).

Az SQDG/PG helyettesitési hipotézis bizonyitasara Yu és Benning (2003) elké-
szitették az sqd2—pgpl-1 kettds mutanst Arabidopsisban. A kettés mutansban az SQDG-
szintaz enzim génje T-DNS-inszercio kdvetkeztében inaktivalodott (Yu és mtsai, 2002),
ezaltal a mutans egyaltalan nem szintetizalt SQDG-t, a PG szintje pedig a vad tipus PG
szintjének kb. 30%-a volt, a kloroplasztisz PGP-szintazat kodolo PGPI génben létrejott
pontmutécio kovetkeztében (Xu és mtsai, 2002). A kloroplasztiszban az 0sszes anionos
lipid mennyisége 30%-kal csokkent. Az anionos lipidek hidnya szerkezeti valtozasokat
okozott: a levelekben a mezofillumsejtek szdma csokkent (nétt az intercellularis tér ara-
nya), csokkent a sejtekben levd kloroplasztiszok szdma ¢€s a plasztiszban levo tilakoid
mennyisége is. A tilakoidmembranbdl szinte teljesen hianyzott a granalis szervezddés. A
sejtek klorofill- és karotinoidpigment-tartalma harmadara csokkent, a PSII-n 4thalado li-
nearis elektrontranszport kvantumhatasfoka csokkent, a sejtek DCMU-érzékenysége nott,
az elsddleges kinon elektronakceptor Qa redukaltsagi allapota modosult az anionos
lipidek elvesztésével (Yu és Benning, 2003). Bebizonyosodott, hogy az SQDG hiédnya is

lehet novekedést gatld tényezd, ha a PG-re alapulé kompenzalé mechanizmusok nem
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milkddnek. E kettds mutans tanulményozasa megerdsitette az anionos lipidek, kiilondsen
a PG fontossagat a fotoszintetikus folyamatokban.

A cianobaktériumokban és a kloroplasztiszban eléfordulod egyetlen foszfolipid, a
PG nélkiilozhetetlen a tilakoidmembran szerkezetének kialakitasahoz és miikodésének
fenntartasahoz (Hagio és mtsai, 2000; Hagio és mtsai, 2002). Szerepét in vitro és in vivo
kisérletekkel probaljak tisztazni. A PG specifikus szerepének kifejtése a 2.3. fejezetben
talalhato.

2.2.2. A tilakoidmembrant felépito fehérjék; a fotoszintetikus apparatus

A tilakoidmembranban igen magas aranyban taldlhatok fehérjék a membran
lipidrétegébe agyazva, szoros kolcsonhatasban az ket koriilvevd lipidmolekuldkkal. A
lipid-fehérje kolcsonhatasok befolyasoljadk a membran szerkezetét, és minden bizonnyal
erdteljes hatassal vannak a tilakoidra jellemz6 fotoszintetikus elektrontranszportlanc mi-
kodésére és a membranba agyazott enzimek aktivitasara.

A tilakoidmembran fehérjéinek legalabb a felét a fotoszintetikus apparatus €s a
fotofoszforilacid enzimei teszik ki, de megtalalhatok itt a légzési lanc enzimei
(Schmetterer 1994), a karotinoidok bioszintézisének membrankotott enzimei (Serrano és
mtsai, 1990), a nitrogénmetabolizmus enzimei (Guerrero és Lara, 1987), az aszkorbinsav
peroxidaz (Miyake és Asada, 1992), a lipid- és zsirsavmetabolizmus enzimei (Wada és
mtsai, 1993; Mustardy és mtsai, 1996).

A fotoszintetikus apparatus két 6 fehérjekomplexe az 1. és a 2. fotokémiai rend-
szer (PSI és PSII), melyekben a fényenergia kémiai energiava alakitasanak elsd és leg-
fontosabb 1épése zajlik: a fényindukalt toltésszétvalasztas. A toltésszétvalasztas utan az
elektronok a fotonok energidjat felhasznalva mozognak az elektrontranszportlancban
(ETL) a PSII reakciocentrumtol (RC) a plasztokinon molekulédkon, a citokrom-be/f komp-
lexen ¢és a vizoldékony elektronszallitd plasztocianin vagy citokrom-cs molekuldkon ke-
resztiil a PSI RC-ig (6. abra). A PSI RC-ban a fényenergia altal gerjesztett P700 reakcio-
centrum-klorofilltoél indulé ETL elektronokat juttat a komplex sztroma feldli oldaldhoz
kotédé ferredoxinra, mely az elektronokat a ferredoxin-NADP -oxidoreduktazhoz szallit-
ja, ahol megtorténik a NADP" redukalasa. A P700" elektronjanak potlasat a PSII felél az

elektrontranszportlancon at szallitott, és a vizoldékony elektronszallitd plasztocianin vagy
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citokrom-cs molekuldk altal a PSI lumen fel6li oldaléra juttatott elektronok biztositjak. A

PSIl-ben a reakcidécentrum-klorofill (P680) elektronjanak poétlasara a  PSII

vizbontokomplexe altal oxidalt vizmolekulak szolgalnak elektrondonorként.

NADPH NADP’
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PS I Citokrom b/f PS1 ATP szintaz

6. abra. A cianobaktériumok fotoszintetikus apparatusa. (Az éabrat Kovécs
Laszl6 készitette D.A.Bryant, ed, 1994, The Molecular Biology of Cyanobacteria,
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands cimlapja nyomén)

Az elektrontranszfer soran protongradiens alakul ki a membran két oldalan, mely-
nek elektrokémiai potencialjat a membranhoz kotott ATP-szintaz ATP szintézisére fordit-
ja. A képzodott ATP- és NADPH-molekuldk a 1égkori CO, szénhidratokkd redukalésara

forditodnak a késObbi sotétreakciok soran.

A PSII komplex homodimerré Osszeszerelddve vesz részt a fotoszintézisben
(Boekema ¢s mtsai, 1995). A PSII komplexhez csatlakozo kiilsé fénybegyiijté antenna a
cianobaktériumok esetében a sztromaban elhelyezkedd fikobiliszoma. A fikobiliszomak
hatalmas pigment-fehérje komplexek, amelyek fikobilin pigmenteket tartalmaznak, ezal-
tal a fikobiliszomék fényelnyelése az 560—650 nm hulldmhossztartoméanyba esik. A no-
vényi PSII membranintegrans kiilsé fénybegytijté-antennaja (LHCII) klorofill-a és kloro-
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fill-b pigmenteket kotd fehérjékbdl all, melyek trimerré szervezddve veszik korbe a PSII
dimereket.
A PSII monomerek kdzéppontja a reakciocentrum, ami a D1 és D2 fehérjékbdl al-

16 heterodimer, és amelyhez az elektrontranszportlanc kofaktorai kotddnek (7. dbra).

7. abra. A PSII monomer szerkezeti modellje a tilakoid lumene fel6l nézve
(Ferreira és mtsai, 2004). A transzmembran hélixek alegységenként kiilonb6zd szi-
nli hengerként abrazolva, a RC klorofilljai vildgoszo6ld, az antennaklorofillok sotét-
z61d, a feofitin kék, a kinon elektronakceptorok lila, a karotinok narancssarga szin-
nel jelezve. OEC: Mn-komplex.

A D1 ¢és D2 fehérjék koordinaljak a P680 reakciocentrumklorofillt, ami klorofill-a
molekulakbdl all6 dimer. Az elnyelt fényenergia altal gerjesztett P680-ban toltésszétvalas
torténik, s az elektron az elsddleges elektronakceptor feofitin molekuldra, onnan a Qj el-
sddleges, majd a Qp masodlagos kinon elektronakceptorra keriil. A Qp a D1 fehérjéhez
mobilisen k6tddo plasztokinon molekula, mely a PSII-rél levalva, a membranban mozog-

va széllitja az elektronokat a citokrom-be/f komplexhez.
A toltésszétvalasztas utan visszamaradt P680" elektronja a vizbontd komplex feldl

érkezd elektronnal potlodik. A vizbontd-komplex vagy Mn-komplex a D1 fehérje lumen-

ben elhelyezkedd a-hélixéhez kotddik, és feladata két vizmolekula egyidejii bontésa,

22



melynek soran 4 elektron 1ép az ETL-ba, pétolva a P680" elektronjait, valamint 4H" ta-
vozik a tilakoid lumenébe és egy O,-molekula szabadul fel. A reakcid egyenlete:
2 H,0—0,+4H +4¢e’

A komplex lumen feldli oldaldn taldlhatdé harom vizoldékony molekula: a
citokrom-csso (PsbV), a 12 kDa tomegili PsbU, ¢s a 33 kDa tomegli PsbO. Ezek az alegy-
ségek a D2 fehérje C-terminalis részével egyiitt egy olyan szerkezetet alakitanak ki, mely
befedi a vizbontd-komplexet.

A RC-hoz kapcsolodnak a belsé antennaként szolgalo CP43 (PsbC) és CP47
(PsbB) klorofill-tartalmu alegységek és az a- és B-alegységbdl allo citokrém-bssg redox
fehérje is. A PSII monomernek része még 10 kisebb, a membranba integralodott fehérje,
melyek valdszinlileg a szerkezet stabilizalasaban vesznek részt, de szerepiik jelenleg nem

tisztazott.

Tekintettel a tilakoidmembranban eléfordulo fehérjék nagy szamara és a dolgozat
terjedelmi korlataira, a tovabbiakban csak a munkdm szempontjabdl legfontosabb

1. fotokémiai rendszer fehérjéit ismertetem.

2.2.2.1. Az 1. fotokémiai rendszer fehérjéi

A cianobakterialis PSI mind trimer, mind monomer formaban megtalalhato a fo-
toszintetikus membranban, de alacsony fényintenzitason a trimer az uralkod6. Az
oligomerizacio jelentdésége nem tisztazott, de egy PSI trimer kialakitasara képtelen
Thermosynechococcus elongatus mutans torzs (Miihlenhoff és mtsai, 1996), mely erds
fényben a vad tipushoz hasonl6 iitemben szaporodott, gyenge fényintenzitdson a vad ti-
pus szaporodasi litemének csak tizedét érte el (Fromme 1998). Ennek alapjan val6szint,
hogy a trimer szerkezet alacsony fényintenzitason feltétleniil sziikséges az optimalis
fénybegytjtéshez.

A PSI trimer (8. abra) molekulatomege 1 068 000 Da. Ez a legnagyobb ¢és legdsz-
szetettebb membranfehérje, melynek a szerkezetét rontgenkrisztallografia alapjan megha-
taroztak. A 2,5 A felbontasu kristalyszerkezet alapjan a monomerek 12 fehérjealegység-
bdl allnak, melyek Osszesen 127 kofaktort kdtnek, ezekbdl 96 klorofill-a, 22 B-karotin, 3
[4Fe4S] klaszter, 2 fillokinon és 4 lipid molekula (Jordan és mtsai, 2001).
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8. abra. Thermosynechococcus elongatus cianobaktériumbol Kkristalyositott PSI
trimer szerkezete (Grotjohann és Fromme altal rendelkezésiinkre bocsatott mo-
dell).

2.2.2.1.1. A PSI kozponti magja: PsaA és PsaB

A PSI RC kozéppontja a PsaA és PsaB fehérjékbdl allo heterodimer, melyet
83-84 kDa tomegli membranintegrans fehérjék alkotnak (9. abra). A két fehérje erds
szekvenciahomologiat mutat, valdszinlileg génduplikacioval alakultak ki. Mindkett6 11
transzmembran o-hélixet tartalmaz, N-terminalisuk a sztromaban, C-terminalisuk a lu-
men fel6li oldalon helyezkedik el. A C-terminalis 5-5 transzmembran hélix alkotja a re-
akciocentrum-domént, mely kdrbeveszi az elektrontranszportlanc PSI RC-ben elhelyez-
kedo kofaktorait, és koordinalja az ETL-kofaktorok tobbségét (Jordan és mtsai, 2001).

A PSI funkcionalisan legfontosabb része az ETL, melyet monomerenként 6 kloro-
fill-a, 2 fillokinon és 3 [4Fe4S] klaszter alkot. A PsaA és PsaB fehérjék RC-doménjei a
P700 elsddleges elektrondonor klorofillpart, az ,,A” kezdeti elektronakceptorokat, az A,
elso stabil elektronakceptorokat, az A; masodlagos elektronakceptor fillokinonokat és
els6 [4FedS] klasztert (Fx) koordinaljak (Jordan és mtsai, 2001). Az ETL els6, Fx-ig tartd

szakaszaban a kofaktorok parhuzamosan, két 4gban helyezkednek el, a PsaA az egyik, a
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PsaB a masik dgban miikdddé kofaktorokat koti. Nem ismert, hogy mindkét g aktiv-e,
vagy csak az egyik, de a mérések alapjan cianobaktériumokban a PsaA altal koordinalt

agban gyorsabb az elektronok tovabbitasa (Xu és mtsai, 2003).

A L-d

F-h
F-f PsaF

9. abra. A PSI monomer modellje a sztréma feldl abrazolva (Fromme ¢és mtsai,
2001). A transzmembran o-hélixek alegységenként kiilonb6z6 szinti hengerként ab-
razolva, az ETL kofaktorai kék szinnel, a [4Fe4S] klaszterek sarga/narancssarga, az
antennaklorofillok sarga, a karotinok fekete és a lipidek tiirkisz szinnel jeldlve.

A PsaA ¢és PsaB alegységek RC-doménje szerkezeti homologiat mutat a biborbak-
tériumok fotoszintetikus reakciocentrumaval és a PSII D1 ésD2 alegységeivel. Az utob-
biak azonban nem kd&tnek antennaklorofillokat, szemben a PSI RC-mal, melynek legfobb
szerkezeti sajatossaga, hogy a reakcidcentrumot alkotd fehérje flzionalt azzal a fehérjé-
vel, amely a belsé antennaklorofillokat koordinalja (Schubert és mtsai, 1998). A PsaA és
PsaB alegységek koordinaljdk tehat a PSI pigmentjeinek nagy részét: a 90 klorofill-
molekulabol 79-et, és a 22 B-karotint.
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2.2.2.1.2. A PSI donor oldala: a lumen feldli felszin

A PSI monomer lumen feldli felszinét is foként a PsaA és PsaB alegységek alkot-
jak. A plasztocianin vagy a citokrom-c feltételezett kotdhelye egy 10 A mély iireg, me-
lyet hidrofob aminosav-oldallancok hatarolnak, s amelynek kialakitasaban két a-hélix is
kozremiikodik. Cianobaktériumokban a PsaF alegység nem vesz részt a kotdhely kialaki-
tasaban, szemben a névényi PSI-gyel, melyben a PsaF fehérjének kozvetlen szerepe van a

plasztocianin megkotésében (Fromme és mtsai, 2003).

2.2.2.1.3. A PSI akceptor oldala: PsaC, PsaD és PsaE alegységek

A PSI-komplex sztréma feldli felszinét harom alegység alkotja, melyek nincsenek
a membranba integralva. Ezek a membranfelszini alegységek alakitjak ki a ferredoxin
kotohelyét. Koziiliik legfontosabb a PsaC alegység (8,9 kDa), mely a két utols6 [4Fe4S]
klasztert (F5 €és Fp) koordinalja cisztein oldallancokon keresztiil (Jordan €s mtsai, 2001).
A PsaC génje tartalmaz két konzervativ szekvenciamotivumot (Hoj és mtsai, 1987), mely
tobb bakteridlis ferredoxinban is megtaldlhato (Oh-oka ¢és mtsai, 1988), ezeknek a
ferredoxinoknak a szerkezete is hasonlé a PsaC-hez (Adam és Hoffman, 1993; Jordan ¢€s
mtsai, 2001). Ez a konzervativ rész a PsaC fehérje kdzponti része, melyben két rovid a-
hélix koti a két [4Fe4S] klasztert. A nem konzervativ részen egy 10 aminosavbol all6 hu-
rok nyulik a feltételezett ferredoxin-kotohely felé, az N- és C-terminalisok pedig biztosit-
jak a kapcsolatot a PsaD és PsaE fehérjékkel, illetve a pontos illeszkedést a PSI magjahoz
¢s az ETL-hoz (Melkozernov, 2002).

A PsaD alegység (15,6 kDa) fontos szerepet jatszik a ferredoxin kotésében, és az
elektronok tovabbitasaban az elektrontraszportlanctol a ferredoxin felé (Chitnis, 1997;
Barth és mtsai, 1998). A molekula nagyobb része beagyazodik a PsaC és a PsaA kozé,
melyekkel ionos kolcsonhatasba 1ép, egy kinyuld szakasza pedig ,,atkarolja” a PsaC al-
egységet, ezaltal stabilizalva annak helyzetét (Fromme ¢és mtsai, 2001). A PsaD
C-termindlis régidja kapcsolatban all a Psal alegységgel is. Megfigyelték, hogy PsaL hi-
anyaban a PsaD konnyen destabilizalodik (Armbrust és mtsai, 1996).

A PsaE alegység (8 kDa) egy kompakt szerkezetii, kisméretli fehérje, mely a
PsaA, PsaB és PsaC alegységekhez kapcsolodik. Kozvetleniil részt vesz a ferredoxin ki-

horgonyzéasaban (Rousseau és mtsai, 1993; Sonoike és mtsai, 1993; Weber ¢s Strotmann,
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1993) és szerepe van a ciklikus elektrontranszportban is (Zhao és mtsai, 1993). Nové-
nyekben kimutattak kapcsolodasat a ferredoxin-NADP'-oxidoreduktdzzal (FNR) (Ander-
sen ¢s mtsai, 1992), de cianobaktériumokban nem bizonyitottak kozvetlen kapcsolatot a

PsaE és az FNR kozott.

2.2.2.1.4. A monomerek kapcsolddasi felszine: Psal., Psal és PsaM

Hérom alegység talalhaté a monomerek kapcsolddasi felszinén, koziiliikk kettd, a
PsalL és a Psal alkotjak a trimer kdzponti magjat, a trimerizaciés domént. Elssorban e
két fehérje felelds a trimerizacidért, Psal hianyaban nem képzddik trimer, a Psal-hianyos
mutansokban pedig csak kevés, instabil trimert lehet kimutatni (Schluchter és mtsai,
1996).

A Psal alegység (16,6 kDa) a trimer kdzéppontjaban taldlhatd, harom transz-
membran o-hélixébdl kettd hidrofob kapcsolatban all a szomszédos monomerekkel. Ha-
rom  karotinmolekula is  taldlhatd6 a  trimerizdciés doménben, melyek
klorofillmolekuldkkal nem allnak kapcsolatban, ezért szerepiik valoszinilileg a Psal al-
egységek Osszekapcsoldodasanak stabilizaldsa (Grotjohann és Fromme, 2005). A Psal
részt vesz harom antennaklorofill koordinalasaban is, ezek a klorofillok valészintileg fon-
tos szerepet jatszanak a monomerek kozotti energiaataddsban (Sener és mtsai, 2004). A
fehérje N-terminalis része a sztromaban helyezkedik el, ez a szakasz all kapcsolatban a
PSI RC-mal és a PsaD fehérjével is. A C-terminalis a lumen feldl talalhato, és ezen a sza-
kaszon kotédik egy kiilonleges helyzetli Ca**-ion, melynek koordinalasdban a szomszé-
dos monomerben levd PsaL fehérje is részt vesz. Ez a Ca®™-ion fontos szerepet tolthet be
a PSI trimer stabilizalasaban (Fromme ¢és mtsai, 2001).

A Psal a PSI komplex egyik legkisebb alegysége (4,3 kDa), egyetlen transz-
membran a-hélixbdl all. A Psal. és PsaM alegységek kozé beékelddve helyezkedik el, és
azokkal szoros kapcsolatot tart fenn. Klorofill-molekuldkat nem kot, de hidrofob kol-
csonhatasban all karotinokkal és a szomszédos monomerrel is (Jordan és mtsai, 2001).

A PsaM (3,4 kDa) egy transzmembran hélixbdl all, ez a fehérje a PSI legkisebb
alegysége. Egyetlen klorofill-molekuldt koordinal, mely azonban kiilonleges abbdl a
szempontbol, hogy kitiintetett szerepe van a monomerek kozotti gerjesztési energia at-

adasaban. Sener ¢s mtsai (2004) szamitasai szerint olyan szoros kapcsolatban all a szom-
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szédos monomerrel, hogy funkciondlisan inkabb annak a klorofillhdl6zatahoz tartozik. A
PsaM aminosavoldallancain keresztiil nem teremt kapcsolatot a monomerek kozott, de
hidroféob  kolcsonhatasban all  karotin-molekuldkkal, melyek részt vesznek a

trimerizacioban.

2.2.2.1.5. Periférialis membranintegrans alegységek: PsaF, PsaJ és PsaK

A PsaF fehérje (15,7 kDa) igen szokatlan szerkezetli alegysége a PSI komplex-
nek. Hairom doménbdl all, melyek koziil az N-terminalis domén a lumenben helyezkedik
el, a C-termindalis domén a sztromaban talalhato beékelédve a PsaA és a PsaC alegységek
koz¢, a transzmembran-domén pedig egy transzmembran a-hélixbol, egy rovid hidrofil
hélixbol, és két rovidebb hidrofob a-hélixbol all. Ez utdbbiak V-alakban elrendezodve
minddssze a membran harmadaig slillyednek bele a membran hidrofob rétegébe
(Grotjohann és Fromme, 2005). A PsaF N-terminalis doménje 2 hidrofil a-hélixet tartal-
maz, melyek a membran sikjaval parhuzamosan helyezkednek el 15 A tavolsagban a
citokrom-cg / plasztocianin feltételezett kotohelyétdl. Cianobaktériumokban a PsaF nem
vesz részt a vizoldékony elektronszallitok kotésében és az elektrontranszferben, nové-
nyekben azonban a PsaF N-terminélis doménje 25 aminosavval hosszabb, és ez a hosz-
szabb szakasz kozvetlen kapcsolatot alakit ki a plasztocianin és a PSI kozott (Hippler és
mtsai, 1996).

A PsaF fehérje nem koordinal klorofill-molekulakat, de hidrofob kapcsolatban all
néhany klorofillal és f-karotinnal (Fromme ¢és mtsai, 2001).

Cianobaktériumokban két funkcidt tulajdonitanak a PsaF-nek. Az egyik, hogy el-
kiiloniti, védi a pigmenteket a lipid fazistdl, a masik funkcioja pedig a gerjesztési energia
tovabbitasa a bizonyos koriilmények kozott cianobaktériumokban is eléfordulo kiilsé an-
tenna (fikobiliszoma) fel6él. A PsaF- és Psal-hianyos mutansokkal végzett kisérletek
(Jeanjean és mtsai, 2003; Kouril és mtsai, 2003) azt mutatjak, hogy e két alegység fontos,
de nem nélkiilozhetetlen a PSI és a koriilotte vas-hianyban kialakul6 IsiA antennagytirti
(Bibby és mtsai, 2001) kozti energiatranszferben.

A Psal alegység (4,4 kDa) szorosan a PsaF fehérje mellett helyezkedik el, egyet-

len transzmembran hélixet tartalmaz, harom klorofillt kot, és hidrofob kolcsonhatasban
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all karotinokkal. Szerepe lehet a PsaF stabilizalasdban és a gerjesztési energia ataddsdban
az IsiA-gyuritdl a PSI felé (Grotjohann és Fromme, 2005).

A PsaX alegységet (3 kDa) eddig csak termofil cianobaktériumokban irtak le
(Koike és mtsai, 1989; Ikeuchi és mtsai, 1991). A 2,5 A felbontasban késziilt szerkezeti
modell (Jordan és mtsai, 2001) csak 29 aminosavat tartalmaz, az N-terminalis
szekvenalassal meghatarozott 6 aminosav hianyzik, mert azokat, valosziniileg a szerkezet
flexibilitdsa miatt, nem lehetett azonositani. A PsaX fehérje egy transzmembran hélixbdl
all, egy klorofillmolekulat koordinal, és hidrofob kapcsolatban all néhany B-karotinnal és
egy PG-molekulaval.

A PsaK alegység (8,5 kDa) periféridlis elhelyezkedésti, nincs kapcsolata a tobbi
kis integrans alegységgel, csak a mellette levd PsaA-val. Két transzmembran o-hélixet
tartalmaz és egy hurkot a sztromaban, kot két klorofillt, és kapcsolata van néhany karo-
tinnal (Jordan és mtsai, 2001). Novényekben kimutattak kapcsolatat az LHCI fehérjékkel

(Jensen ¢€s mtsai, 2000).

2.2.2.2. A cianobakterialis és a novényi PSI 6sszehasonlitasa

Az 1. fotokémiai rendszernek, mint energiaatalakitdo rendszernek a szerkezeti és
elektrontranszportlanc kofaktorai pedig, mint a PSI funkcionalisan legfontosabb részei,
azonosnak tekinthetdk a cianobaktériumokban €s a névényi kloroplasztiszban (Jordan és
mtsai, 2001; Ben-Shem és mtsai, 2003).

A legszembeotlobb kiilonbséget a cianobakterialis és a novényi PSI kdzott annak
negyedleges szerkezetében és kiils6 antennaiban talaljuk. A cianobaktériumok PSI komp-
lexe a fényviszonyoktol fiiggd ardnyban trimer szervezddésii, mig a ndvényi PSI mindig
monomer (Kouril és mtsai, 2005), melyhez a kiilsé antenna (LHCI) fehérjéi kapcsolod-
nak.

Nem ismert, hogy a trimer szerkezetli PSI miért eldnydsebb a cianobaktérium
szdmara, azonban kimutattdk, hogy a trimerizdciora képtelen Psal-hidnyos
Thermosynechococcus elongatus sejtek szaporodasa alacsony fényintenzitason szinte tel-
jesen ledll (Miihlenhoff és mtsai, 1996; Fromme 1998). Feltételezhetd, hogy a trimer

szerkezet az optimalis fénybegyljtéshez sziikséges alacsony fényintenzitason, amely a
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mélyebb vizekben €16 cianobaktériumok szdmara altalanosan eléforduld kornyezeti té-
nyezd volt az evolucio soran.

A cianobakterialis PSI-hez altaldban nem kapcsoldodik kiilsé antenna, azonban bi-
zonyos koriilmények kozott az egyébként a PSII-hoz kotddd fikobiliszomak, eddig fel
nem tart modon a PSI-hez kapcsolddva, gerjesztési energidjukat kozvetleniil a PSI-hez
tovabbitjak. Vas-hiany esetén, amikor a fikobiliszomak lebomlanak, a PSI trimerek koriil
18 IsiA fehérjébdl allé6 membranintegrans gytirti alakul ki, amely kiils6 antennaként szol-
gal (Bibby és mtsai, 2001). Az IsiA-gytliri a PSII-ben levé CP43 alegységhez hasonlo
klorofilltartalmt fehérjékbdl all, melyek tobb ponton kapcsolodnak a PSI trimerhez, de
foként a PsaF és PsalJ alegységeken keresztiil tovabbitjak a gerjesztési energiat a PSI RC
fele.

Sem fikobiliszoma, sem IsiA-gytirii nincs a zéldalgakban és a magasabbrendii no-
vényekben, helyette klorofilltartalmii membranintegrans fehérjék alkotnak fénybegyiijto-
antennat (LHCI és LHCII) a PSI- és PSII-komplexek koriil. A PSI kiils6 felszine mentén
elhelyezked6 LHCI antennat fehérjedimerek alkotjak, melyek négyféle Lhca fehérjébol
allhatnak. Az LHCI antenna fehérjedsszetétele az aktualis fényintenzitastol fiigg (Ben-
Shem és mtsai, 2003).

A cianobakterialis és a novényi PSI kissé kiillonbozik fehérjealegységeiben is. A
PsaM ¢s PsaX alegységek csak a cianobaktériumokban fordulnak eld, a novényekben pe-
dig négy 1j alegység jelent meg az evolucio soran. Kisebb valtozasok kovetkeztek be a
Psal ¢és a PsaF szerkezetében is: a PsalL megrovidiilt, hidnyzik az a kitliremkedés, amely
a szomszédos monomerrel teremt kapcsolatot, a PsaF pedig hosszabb lett.

A PsaF alegység lumenben elhelyezkedd N-terminélisa ment at nagyobb valtoza-
son. A lumendlis domén 25 aminosavval hosszabb lett, és ez a szakasz kdzvetlen kapcso-
latot hoz 1étre a vizoldékony elektronszallitd plasztocianin és a PSI RC kozott (Hippler és
mtsai, 1996; Hippler és mtsai, 1998). Cianobaktériumoban ez a kapcsolat hidnyzik, a
PsaF nem vesz részt a vizoldékony elektronszallitok kotésében. Mig a novényekben a
plasztocianin a PSI elektrondonora, cianobaktériumok ¢€s egyes algdk a plasztocianin
mellett a citokroém-cs molekulat is elfogadjak elektrondonorként. Valdszintileg a vastar-
talmu citokrém-cs 0sibb elektronszallitd, mint a plasztocianin, mivel az oxigénfejlesztd

fotoszintézis elterjedése elbtti tengerekben a vas-ionok gyakoribbak voltak a rézionoknal.
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Ebben az iddben a citokrom-cs megfeleld elektronszallitd volt, késébb azonban, mikor az
atmoszféra oxigénszintje megemelkedett, a vas ritka elemmé valt, ritkdbba, mint a réz,
emiatt a kifejlodo novények a réztartalmu plasztocianinnal valtottak fel a citokrom-ce-ot
(De la Rosa és mtsai, 2002).

A novényi PSI komplex PsaH alegysége a cianobakteridlis PSI trimerizacios
doménjében helyezkedik el, ezaltal meggatolva a novényi PSI trimerizacidjat. Ez az al-
egység a kotdhelye az LHCII-nek, amikor erés fényen a PSII fénybegytijté-komplexe a
PSI-hez kapcsolddva, gerjesztési energidjat a PSI-nek adja at (Lunde és mtsai, 2000; Ben-
Shem és mtsai, 2003).

A PsaG alegység megjelenése valdszinlileg a PsaK fehérje génduplikaciojanak
eredménye. A PsaG kialakuldsa igen jelentds a PSI fejlodése szempontjabol, mivel ez a
fehérje teremti meg az egyetlen intramembran kapcsolatot az LHCI és a RC kozott. A
PsaG az Lhcal fehérjéhez kotddve erds és stabil kihorgonyzast biztosit az antennadvnek.
Ugyanakkor, mivel az antenna tobbi alegysége az Lhcal-hez kapcsoldodik, és kozvetleniil
a PSI-komplexhez csak gyenge masodlagos kolcsonhatasokkal kotddik, sztochiometridjat
konnyen és gyorsan véltoztatva alkalmazkodik az aktualis fényviszonyokhoz (Ben-Shem
¢s mtsai, 2003). Ez a varialhaté antenna elénydsebb a valtoz6 fényviszonyok kozott az
6cean felszinén €16 algdk, és méginkdbb a szarazfoldre 1épd novények szdmara, mint a
cianobaktériumok szimmetrikus, kevésbé valtoztathatd fénybegyiijté-komplexe (Ben-

Shem és mtsai, 2004).

2.3. A PG specifikus szerepe az oxigéntermelo fotoszintetikus membranokban
2.3.1. A PG eléfordulasa

A semleges pH-n negativ toltést hordozé PG szinte minden sejtben eléfordulo
lipid. A nem fotoszintetizalo prokaridtdkban egyike a legnagyobb mennyiségben eléfor-
dulé anionos foszfolipideknek. Fontos, de nem nélkiilozhetetlen dsszetevdje a prokariota
sejtnek (Matsumoto, 2001). A fotoszintetizald baktériumok fotoszintetikus reakciocent-
rumaban a PG-nek specifikus szerepe van a Qg elektronakceptor mikrokdrnyezetének
kialakitdsaban (Nagy ¢és mtsai, 2004).

A nem fotoszintetizal6 eukariota sejtekben foként a mitokondriumban szintetiza-

16dik, ahol elsésorban a kardiolipin szintézisének prekurzora. A kardiolipin nélkiilozhe-
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tetlen a 1égzési lanc és az oxidativ foszforilacié fehérjekomplexeinek Osszeszerelésében
¢s stabilizalasaban (Schlame €és mtsai, 2000).

A cianobaktériumokban €és magasabbrendii novényekben eléforduld PG f6 tome-
gét a tilakoidmembran tartalmazza, mely az oxidativ fotoszintézis fényreakcidinak szinte-
re. Bar a PG-t ndvényekben és fotoszintetikus membranokban mar régen azonositottak
(Benson és Maruo, 1958), szerepe sokdig ismeretlen volt. Napjainkban a cianobakterialis
¢s novényi mutansok létrehozasa teremtette meg a lehetdséget funkcionalis és membran-
szerkezeti szerepének felderitésére (Benson és Maruo, 1989).

A tilakoidmembrant foként glikolipidek (MGDG, DGDG ¢és SQDG) épitik fel, az
egyetlen foszfolipid, a PG aranya minddssze 7-10% (Joyard ¢és mtsai, 1998). A
tilakoidmembran Osszetételére jellemzo a fehérjék igen magas aranya. Féként a fotoszin-
tetikus elektrontranszport és a fotofoszforilacid fehérjekomplexeit tartalmazzak: PSI-,
PSII-, citokrom-be/f-komplexeket és az ATP-szintazt. Ezek a fehérjekomplexek ionos
kolesonhatasba keriilnek a membranban 6ket koriilvevo lipidekkel. A PG és az SQDG
fejcsoportjai biztositjak azt a negativ toltésii kornyezetet, mely ahhoz sziikséges, hogy a
hidrofil fehérjék bedgyazddhassanak a hidrofob membranba (Douce és Joyard, 1996).

Az utdbbi években lehetdvé valt a fotoszintetikus apparatus fehérje—pigment
komplexeinek rontgenkrisztallografids tanulmanyozasa. Ezek a vizsgalatok PG moleku-
lakat mutattak ki a PSI és a PSII komplexek reakciocentrumaiban a termofil
Thermosynechococcus elongatus cianobaktériumban (Jordan ¢és mtsai, 2001; Loll és
mtsai, 2005), valamint az LHCII fénybegytijté antennaban is (Liu és mtsai, 2004), mely a
PSII RC-hoz kapcsolodik ndvényekben. Utobbi megfigyelések megerdsitik a korabbi
eredményeket ¢és feltételezéseket, melyek szerint a PG nélkiilozhetetlen a
tilakoidmembran fehérjekomplexeinek dsszeszereléséhez €s stabilizalasdhoz.

A n6vényi sejtek egyéb, a tilakoidtol eltérd dsszetételli membranjaiban is taldlunk
néhany szazalék PG-t. A mitokondrium belsé membranjaban a PG a kardiolipin szintézi-
sének prekurzora, a kloroplasztisz kiilsd envelopmembranjaban pedig részt vesz a

genomban kodolt fehérjék plasztiszba térténd transzportjaban (van’t Hof és mtsai, 1993).
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2.3.2. A PG bioszintézise

A PG bioszintézisének 1épéseit eldszor E. coli baktériumban irtak le (Kontinen és
Tokuda, 1995), majd késobbi vizsgadlatok igazoltdk, hogy a reakciout
cianobaktériumokban és novényekben megegyezik a bakterilis szintézissel (Joyard és
mtsai, 1998; Wada és Murata, 1998).

Cianobaktériumokban a PG molekulak szintézise (5. ébra, 15. oldal) glicerol-3-
fosztat (G3P) és egy acilcarrier-protein (ACP) altal szallitott zsirsav (acil-ACP) reakcio-
javal indul, mely lépést a G3P-aciltranszferaz enzim katalizélja, és melyben egy 1-
acilglicerol-3-foszfat vagy lizofoszfatidsav (LPA) és szabad ACP jon 1étre. Az ACP altal
(16:0) lehet. A kovetkezd 1épésben az LPA-aciltranszferaz enzim egy palmitinsavat épit
be az sn-2 helyzetbe, mialtal foszfatidsav (PA) képzddik. A PA a CDP-diacilglicerol-
szintdz enzim segitségével és CTP felhasznalasaval CDP-diacilglicerinné (CDP-DG) ala-
kul, mikdzben pirofoszfat szabadul fel. A CDP-DG glicerol-3-foszfatta és PG-foszfatta
(PGP) alakul tovabb a PGP-szintaz enzim kozremiikodésével. A PG bioszintézisének
utolso Iépéseként a PGP-foszfatdz lehasitja a foszfat csoportot, igy egy P; felszabadulasa
kozben kialakul a PG-molekula (Wada és Murata, 1998).

A fenti reakciok soran képzodott PG-molekuldk mindegyike telitett zsirsavakat
tartalmaz, mivel a G3P-aciltranszferaz és az LPA-aciltranszferaz szubsztratspecificitisa
helyzetbe. A telitett PG molekuldkba acil-lipid-deszaturaz enzimek épitenek be kettds
kotéseket a zsirsavlancok meghatarozott helyeire, 1étrehozva ezzel a kiillonbozd telitetlen
PG-molekuldkat (Murata és Wada, 1995).

A PG bioszintézise soran képzddott PA intermedier felhasznalddhat glikolipidek,
MGDG, DGDG ¢s SQDG szintézis¢hez is.

A PG szintézisében résztvevd enzimek koziil jelenleg hdromnak a génje ismert
Synechocystis PCC6803 cianobaktériumban: LPA-aciltranszferdz (sll1848) (Weir és
mtsai, 2005), CDP-DG-szintdz (cdsA, slr1369) (Sato és mtsai, 2000) és PGP-szintaz
(pgsA, sll1522) (Hagio és mtsai, 2000).
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Magasabbrendii névényekben a PG bioszintézisének 1épései alapvetéen meg-
egyeznek a cianobaktériumokban leirtakkal, azonban PG nemcsak a kloroplasztiszban,
hanem az endoplazmas retikulumban (ER) és a mitokondriumban is képzddik (Mudd és

mtsai, 1981) (10. &bra).
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10. abra. A kloroplasztisz glicerolipidjeinek bioszintézise Somerville és Browse
(1991) alapjan. ACP: acilcarrier-protein, CDP: citidil-trifoszfat, CoA: koenzim-A,
DG: diacil-glicerid, ER: endoplazmatikus retikulum, KL: kloroplasztisz, LPA:
lipofoszfatidsav, PA: foszfatidsav, PC: foszfatidil-kolin, PE: foszfatidil-etanolamin

A kloroplasztiszban  folyé  PG-szintézisben felhasznalt zsirsavak a
kloroplasztiszban jonnek létre a zsirsav-szintdz kozremiikddésével, mely foként 16:0-
ACP és 18:0-ACP molekulakat szintetizal. A sztréméban elhelyezkedd szolubilis sztearil-
kult 18:1-ACP ¢és a 16:0-ACP molekuldk nagyrészt foszfatidsav szintézis¢hez hasznalod-
nak fel a plasztiszok boritdmembranjdban (Andrews és Mudd, 1985). A cianobakterialis

uthoz hasonldan (prokariota uton) 1étrejové PG-molekuldkban a boritomembranhoz ko-
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tott acil-lipid-deszaturazok segitségével jonnek létre tovabbi telitetlen kotések a zsirsav
oldallancokban.

A plasztiszban szintetizalt acil-ACP-molekulak egy rész¢ébdl az oldhato acil-ACP-
tioészteraz enzim hidrolizissel zsirsavat szabadit fel, mely a boritomembranban lokalizalt
acil-CoA-szintetaz segitségével acil-CoA-va alakul. Az acil-CoA-molekuldk az ER-ba
transzportalddva PG és mas foszfolipidek szintéziséhez hasznaldédnak fel. Az ER-ban
szintetizalt PG-molekulak mind az sn-1, mind az sn-2 pozicidban foként 18:1 zsirsavat
hordoznak, mert az ER-ban miikodo G3P-aciltranszferaz és LPA-aciltranszferaz a 18:1-
CoA-t részesitik eldnyben. A 1étrejott PG molekuldk deszaturaldsat az ER-ban lokalizalt
acil-lipid-deszaturazok végzik (Joyard €s mtsai, 1998).

A kloroplasztiszban talalhato PG prokariota tipusu, mivel sn-2 helyzetben 16

szénatomszadmu zsirsav észteresiti, és egyedi szerkezetli, mert tartalmaz egy transz konfi-

crer

(Dorne és Heinz, 1989).

PG-bioszintézis folyik még a mitokondriumban is, hasonl6 biokémiai uton, mint a
plasztiszban. A mitokondridlis PG szintézis¢hez hasznalt zsirsavak eredete nem tisztazott.
Transzportalodhatnak a plasztiszbdl acil-CoA formdjaban, mely a mitokondriumban visz-
szaalakul acil-ACP-v¢, vagy szintetizalodhatnak a mitokondriumban is (Wada és mtsai,
1997). A mitokondriumban létrejott PG kardiolipin (CL) (11. abra) szintézisére hasznalo-

dik fel a CL-szintaz kozremiikdésével (Katayama és mtsai, 2004).

Cl)H OH
O:I|’—O—CH2—CHOH—CH2—O—P:O

o) o)

CH, CH,
CHOCOR, CHOCOR,
CH,OCOR, CH,0COR;

11. abra. Kardiolipin.

A CL a mitokondrium belsé membranjaban halmozodik fel, ahol a 1égzési elekt-

rontranszport és az oxidativ foszforilacio fehérjekomplexeihez kapcsolodva, azok felépi-
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téséért és stabilizalasaért felelds. Baktériumokban igen érdekes és fontos szerepét irtak le:
a CL a kettéosztodo sejtek polusain és a sejt kozépvonalaban a plazmamembranban fel-
halmozdodva befolyasolta a kialakuld osztodéasi gyliri helyzetét (Mileykovskaya ¢és
Dowhan, 2005).

2.3.3. A PG szerepe a magasabbrendii novényekben és algakban

Eukariota fotoszintetizald szervezetekben a PG nélkiilozhetetlen a mitkodoképes
fotoszintetikus apparatus felépitéséhez. Siegenthaler és mtsai 1987-ben, ill. Duchene és
mtsai  2000-ben tanulméanyoztdk a PG-molekuldk eloszlasait a spenotndvény
tilakoidmembranjaban. Méréseik alapjan a PG molaris megoszlasa a membran kiilso, ill.
belsé rétegében 58:42, és ugy taldltdk, hogy a fotoszintetikus aktivitas fligg a belsd
membranréteg PG-allomanyanak integritasatol. Késobbi kutatasok igazoltak, hogy a PG
fontos szerepet jatszik a tilakoidmembran biogenezisében és a kloroplasztisz differencia-
l6dasaban (Xu és mtsai, 2002; Hagio és mtsai, 2002; Babiychuk ¢és mtsai, 2003), valamint
a kloroplasztisz kiilsé boritomembranjaban lokalizalt PG kozremiikddik a genomban ko-

dolt fehérjék kloroplasztiszba torténd importjaban (van’t Hof és mtsai, 1993).

In vitro kisérletekkel mutattak ki a PG szerepét a PSII komplexhez kapcsolodd
fénybegyiijté komplex (LHCII) trimerizaciojaban (NuBlberger és mtsai, 1993; Kiihlbrandt
1994), majd 2004-ben spenot LHCII kristalyok rontgenkrisztallografids analizise (Liu és
mtsai, 2004) bizonyitotta a PG jelenlétét az LHCII-monomerek trimerizacios felszinén,
ahol hidrofob kdlcsonhatas révén szerkezetstabilizalo szerepet tolt be.

Droppa ¢és mtsai (1995) foszfolipaz C enzimmel kezeltek borsobdl izolalt
tilakoidmembrant. Az enzim eltadvolitotta a membranban levé PG-molekuldk fejcsoport-
jat, minek hatasara jelentdsen csokkent a PSII aktivitasa.

Foszfolipdz A, (PLAj)-kezelésnek kitett bors6 tilakoidmembranban az enzim
hidrolizalta a membranban levé PG sn-2 helyzetében észteresitett zsirsavat, mely a nové-
nyekben jellemzdéen A3-transz-hexadecénsav (Jordan €s mtsai, 1983). Az emésztés ered-
ményeként a PSII aktivitasa csokkent. Fontos megjegyezni, hogy az in vitro rendszerek-
ben a foszfolipazkezelés hatasara felszabaduld szabad zsirsavak aspecifikus hatdsokat

valthatnak ki, melyek esetenként téves kovetkeztetések levonasahoz vezethetnek.
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Szintén in vitro PLA, kezelésnek tettek ki Kruse és mtsai (2000) spendtbol izolalt
PSII-dimereket. Két ora PLA,-kezelés utan a dimerek monomerekre estek szét, valamint
izolaltak kisebb komplexeket is, melyek tartalmaztak a D1, D2 és CP47 fehérjéket, de
CP43 fehérjét nem. Eredményeiket rekonstrukciods kisérletekkel is megerdsitették. Megal-
lapitottak, hogy a PG fontos szerepet jatszik a PSII-komplex szerkezeti integritdsanak
fenntartasaban, és valosziniisitették, hogy a PG a CP47-D1-D2 szubkomplex és a CP43
alegység kapcsolodasi felszinéhez kotddik. Jelenleg nem allnak rendelkezésiinkre olyan
rontgenkrisztallografias szerkezetvizsgalatbol szarmaz6 adatok, melyet ndvénybdl izolalt
PSII-komplexen mértek, azonban a Thermosynechococcus elongatus cianobaktérium
PSII-komplexén 3,0 A felbontisban végzett szerkezetvizsgalat (Loll és mtsai, 2005) iga-
zolta Kruse ¢és mtsai feltételezését: kimutattak egy PG-molekulat, mely a CP43 ¢és a D1
fehérje kozott helyezkedik el a PSII RC-ban.

Murata és mtsai kimutattak, hogy magasabbrendii névényekben a PG-molekulak
zsirsavlancainak telitetlensége befolyasolja a ndvény hidegérzékenységét (Murata és
mtsai, 1982; Murata, 1983). Ezt in vivo is igazoltdk, amikor dohdnyndvényeket transz-
formaltak siit6tokbol, ill. Arabidopsisbol szarmazoé G3P-aciltranszferaz génekkel. A G3P-
aciltranszferaz specificitasa hatdrozza meg a PG-molekula sn-1 helyzetébe épitett zsirsav
telitetlenségét. A siitétok G3P-aciltranszferaz enzime telitett zsirsavat épit a PG-
molekulaba, mig az Arabidopsis enzime telitetlen, foként 18:3 zsirsavakat. A
transzgenikus novények hidegérzékenysége korrelalt a PG-molekulék telitetlenségével: a
telitett PG-t szintetizalo transzgenikus ndvény érzékeny volt az alacsony homérsékletii
fotoinhibicidra, mig a telitetlen PG-t el6allito tolerdns (Murata és mtsai, 1992).

A telitetlen PG jelentdségét az alacsony hémérsékletli fotoinhibicio elleni véde-
lemben mas szerzok is megerdsitették (Moon €s mtsai, 1995; Ariizumi és mtsai, 2002).
Deszaturaz génjeikben mutans cianobaktériumok vizsgalata alapjan egyértelmiivé valt,
hogy a membranlipidek telitetlensége alapvetd szabalyozo eleme a fénystressz elleni vé-
dekezésnek. A membranlipidek telitetlenségének csokkenése csokkentette a fénystresszel
szembeni rezisztenciat alacsony hoémérsékleten (Gombos ¢a mtsai, 1994). A
membranlipidek telitetlenségének novelése ezzel szemben megndvelte az alacsony ho-
mérsékletli fotoinhibicidval szembeni tolerancidt a transzformalt cianobaktériumokban

(Wada és mtsai, 1994; Gombos és mtsai, 1994).

37



A Chlamydomonas reinhardtii zoldalga mf1 és mf2 PG-mutéans torzseiben a A3-
transz-hexadecénsav-tartalmit PG teljes hidnya az LHCII fénybegylijtd komplex
monomerizacidjat eredményezte (Maroc és mtsai, 1987; Garnier és mtsai, 1987), és a
mutansok a PSII-aktivitas hidnya miatt képtelenek voltak fotoautotrof novekedésre. A
mutans sejtekben a tilakoid nem vett fel granalis szerkezetet, a fotoszintetikus apparatus
az alacsony hémérsékletli fluoreszcencia emisszid alapjan képtelen volt a statel/state2
atmenetre, s6t a tilakoidmembranbol csak nyomnyi mennyiségben volt kimutathato a
PSII core komplex jelenléte. Az LHCII monomerek gerjesztési energidjukat feltehetéen
allandoan a PSI-nek tovabbitottak (El Maanni és mtsai, 1998; Pineau és mtsai, 2004). A
mutans sejtekhez  kiils6leg adagolt A3-transz-hexadecénsavat tartalmazo PG-
molekulakkal sikeriilt el6idézni az LHCII monomerek oligomerizacidjat (Garnier és
mtsai, 1990; Dubertret és mtsai, 2002), és egy revertalt torzsben, mely normal mennyisé-
gl PG-t szintetizalt csokkent A3-fransz-hexadecénsav-tartalommal, a PSII biogenezise is

részben helyreallt (Pineau és mtsai, 2004).

Magasabbrendii novényekben a PG szerepét in vivo tobbnyire Arabidopsis
thaliana mutansokban tanulmanyozzak. 4. thalianaban 3 gént talaltak, melyek homol6-
gok a bakteridlis PGP-szintaz génjével. Koziiliik ketté kodol PGP-szintdz enzimet: a
PGPI gén terméke a kloroplasztiszba jutva vesz részt a PG szintézisében, a PGP2 gén
terméke pedig az ER-ban folyd PG-bioszintézis enzime. A harmadik génrdl bebizonyo-
sodott, hogy nem PGP-szintdzt kodol, hanem a mitokondriumban foly6 kardiolipin-
bioszintézis enzimét, a CL-szintazt (Katayama és mtsai, 2004).

Xu ¢és mtsai (2002) izolaltak egy csokkent PGP-szintaz-aktivitasi mutéanst,
amelyben pontmutacié alakult ki a PGPI génben. Annak ellenére, hogy a pgp/ mutans-
ban a mutacid csak 30%-kal csokkentette a PG szintjét a vad tipushoz képest, csokkent a
fotoszintézis hatékonysaga, a klorofill pigmentek bioszintézise, a fénybegyiijtd komple-
xek és a PSI és PSII RC-k szama, a novények pedig lassu novekedésiiek és halvanyzold
szinliek voltak.

A pgpl ,knockout” mutanst T-DNS-inszercioval hoztak létre szintén a PGPI
génben (Hagio és mtsai, 2002). A mutans PG tartalma csak 12%-a volt a vad tipusénak,
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crer

kloroplasztisz differencialodasara és a tilakoidmembran biogenezisére. A levelekben a
mezofillumsejtek szadma erdsen csokkent, a kloroplasztiszokban kevés duzzadt
tilakoidmembran képzddott, mely nem alakitott ki granumokat. A kicsiny levelek sargé-
szoldek, szinte atlatszoak voltak, a fotoszintetikus aktivitds hidnya miatt a névény nem
volt képes autotrof novekedésre, csak szachardzzal kiegészitett taptalajon tudott fennma-
radni. Ez a PG-hianyos mutéans egyértelmiien bizonyitotta, hogy a PG nélkiilozhetetlen a
kloroplasztisz fejlodéséhez, kiilondsen a tilakoid kialakulasahoz. Hasonld kovetkezteté-
seket vontak le Babiychuk és mtsai (2003) is egy masik Arabidopsis pgpl ,.knockout”

mutans tanulmanyozasa alapjan.

2.3.4. A PG szerepe cianobaktériumokban

In vitro kisérletben Kruse és Schmid 1995-ben mutattdk ki a PG fontossagat a
cianobakterialis PSII-komplex mukddésében. Oscillatoria chalybea cianobaktériumbol
izolalt PSII-partikulumokat foszfolipdz A,-kezelés utan kiilonboz6 lipidek hozzaadéasaval
probaltak ismét miikodoképessé tenni. A vizsgalt PG, MGDG és foszfatidil-kolin lipidek
koziil csak a PG hozzaadasaval sikeriilt az elektrontranszport helyreallitasa. Feltételezték,
specifikus ellenanyagok segitségével PG-kotd régiokat kerestek a D1 molekulan. Megal-
lapitottak, hogy a PG a DI proteinnek ahhoz a szakaszdhoz kotddik, amely a fehérje
membranba vald kihorgonyzasaért felelds. Ismert, hogy mind ndévényekben, mind
cianobaktériumokban a fotoszintetikus apparatus fénystresszre leginkdbb érzékeny eleme
a PSII RC-ban levé D1 fehérje. Fotoinhibicid soran a D1 fehérje karosodasat annak le-
bontasa ¢€s ujraszintézise koveti (Aro és mtsai, 1993). A de novo szintetizalt D1 fehérje
beépiilése a PSII-komplexbe illetve a membranba telitetlen lipidkdrnyezetet és PG-t igé-

nyel (Wada és mtsai, 1994; Gombos és mtsai, 1994).

A fenti eredményeket jelenleg nem tdmasztjak ala rontgenkrisztallografias szerke-
zetvizsgalatok. A kordbban Thermosynechococcus elongatus (Zouni és mtsai, 2001;
Ferreira és mtsai, 2004) és Thermosynechococcus vulcanus (Kamiya ¢€s Shen, 2003)

termofil cianobaktériumokbol kristalyositott PSII-komplexekben az elért 3,8-3,7 A fel-
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bontas nem tette lehetévé lipidmolekuldk azonositasat. A Loll és mtsai altal 2005-ben
kozolt tanulmany 3,0 A-s felbontasban irja le a 7. elongatus PSIl-szerkezetét. Ebben a
nagyobb felbontasban sikeriilt azonositaniuk 11 lipid molekulat a RC koriil, és tovabbi
harmat a monomerek kapcsolddasi felszinén. Az azonositott 14 lipidmolekula koziil egy
PG-molekulat irtak le a D1 fehérje és a CP43 kozotti teriileten. Lattak még 2—3 azonosit-
hatatlan lipofil molekulat is a Qg-kotéhely kozelében. Sajnos az izolalas és kristalyositas
technikaja, a detergenskezelés bizonytalanna teszi kiilondsen a fehérjekomplex felszinén,

a detergensnek kitett helyeken levd lipid molekuldk megtartdsat és azonositasat.

Az in vitro vizsgalatok korabban emlitett hatranyait kikiiszobolve, az egyes
lipidfajtak  szerepének tanulményozésaban biztosabb eredmények érheték el
cianobaktériumok in vivo vizsgalataval, melyre kivald lehetdséget biztosit, hogy a
cianobaktériumok koziil els6ként a Synechocystis sp. PCC6803 teljes genomszekvenciaja
ismertté¢ és elérhetévé valt 1996-ban (Kaneko és mitsai, 1996). A Symechocystis sp.
PCC6803 pgsA (Hagio és mtsai, 2000) €s cdsA (Sato és mtsai, 2000) mutansai lehetévé

tették a PG szerepének in vivo tanulmanyozasat cianobaktériumban.

2.3.4.1. A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA cianobaktérium

A pgsA mutanst Hagio és mtsai hoztak 1étre 2000-ben. A Synechocystis PCC6803
teljes genomszekvenciajanak ismeretében, az E. coli PGP-szintaz génjével (Ohta és
mtsai, 1981) valéo homologia alapjan azonositottak a cianobaktérium PGP-szintaz génjét
kazettat inszertaltak, ezzel inaktivaltak a gént, és megteremtették a transzformans sejtek
szelekcigjanak lehetdségét. Az inaktivalt génrél nem szintetizalodik a PGP-szintdz en-
zim, ezaltal a mutans sejtek nem képesek a PG eldallitdsara, ugyanakkor az enzim inakti-
valasa nem befolyasolja a tobbi lipid bioszintézisét (5. dbra, 15. oldal). A mutans sejtek
PG nélkiil nem képesek fennmaradni, szaporodasukhoz a tapoldatba adagolt, telitetlen
zsirsavlancokat tartalmaz6 PG-t igényelnek, melyet képesek felvenni a sejtfalon keresz-
til.

PG-vel kiegészitett tapoldatban a mutans sejtek szaporodésa és fotoszintetikus ak-

tivitdsa a vad tipushoz hasonld, azonban a PG-t tartalmaz6 tapoldatban felszaporodott
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kultarat PG-mentes médiumba athelyezve, a tilakoid membran PG-tartalma 5 nap alatt a
harmadara csokken, gyengiil a fotoszintetikus aktivitds is, a sejtek szaporodasa pedig

egészen lelassul, szinte leall (Hagio és mtsai, 2000).

2.3.4.2. A PG jelentosége a PSII szerkezetének és funkcidjanak fenntartasaban

Magasabbrendii ndvények esetén in vitro kisérletekben kimutattdk, hogy
fotoinhibicid utan a sériilt D1 fehérje kijavitasa a PSII-komplex monomerizaciojaval kez-
dddik (Baena-Gonzalez és mtsai, 1999), és fény deriilt a PG meghatarozo6 szerepére is a
PSII-komplex dimerizéacidjaban (Kruse és mtsai, 2000).

Az in vitro adatokat in vivo is meger6sitették a Synechocystis sp. PCC6803 pgsA
cianobaktériumon végzett vizsgalatok (Sakurai és mtsai, 2003). A PG szintézisére képte-
len mutanst PG-mentes médiumban nevelve, a PG fokozatos kiiiriilésével parhuzamosan
a PSII-komplexek dimer szerkezetét egyre névekvd aranyban monomer szerkezet valtotta
fel. A folyamat visszafordithaté volt, ha a mutans sejteket PG-vel kiegészitett tapoldatba
tettek at. Ezek az in vivo adatok alahuzzak a PG jelentdségét a PSII-komplex
oligomerizacidjaban.

Hagio és mtsai (2000) a pgs4 mutans vizsgalatakor, valamint Sato és mtsai (2000)
az altaluk eldallitott CDP-diacilglicerin-szintaz-hianyos, ezaltal PG szintézisére szintén
képtelen cds4 mutans vizsgalatakor megfigyelték, hogy a PG kiiiriilése soran csokken a
sejtek  klorofilltartalma  és  oxigénfejlesztése. Gombos ¢€és mtsai  (2002)
termolumineszcencia (TL)-mérések alapjan kimutattdk, hogy a PG-tartalom csokkenése
befolyasolja a PSII elektrontranszportjat: a PG hidnya gétolja az elektron atjutasat az el-
s6dleges (Qa) és masodlagos (Qg) kinon elektronakceptorok kozott. A TL mérésekor a
PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelkedett sejtekben megfigyelhetd B-sav a Qg és a
Mn-komplex S, allapota kozti toltésrekombindciobol szarmazik, és a Qa €és Qp kozti
normalis elektrontatadasra utal, mig a PG-mentes médiumban nevelt sejtekben mérhetd
Q-sav a Q4™ ¢és a Mn-komplex kozti toltésrekombinaciobol ered, és a Qp elektronakceptor
inaktivalddasat jelzi normalis Qa-miitkodés mellett. A TL eredményekhez hasonldan a Qa
¢s Qp kozti elektronatadds gatlasat jelzi, hogy mesterséges elektronakceptorok, pl.
p-benzokinon, hozzaadasaval nem mérhetd oxigénfejlddés a PG-hianyos PSII-ben, mig a

PG-vel ellatott kontroll sejtben a p-benzokinon fokozza az oxigénfejlodést (Hagio ¢€s
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mtsai, 2000). Ez a hat4s nagyon hasonlit a DCMU herbicid hatdsara, mely gatolja a Qa és
Qg kozti elektronatadast. Hasonld kovetkeztetések vonhatok le klorofillfluoreszcencia-
kinetikai mérésekbdl is. DCMU jelenlétében mind a PG hozzdadasaval nevelt, mind a
PG-hidnyos sejtek fluoreszcenciagorbéje gyorsan emelkedik, jelezve a Qa normalis mii-
kodését, majd a maximum elérése utan lassan cseng le a Q4™ és a Qp kozti elektronatadas
gatlasa miatt. A PG-hidnyos sejtekben DCMU nélkiil mért klorofillfluoreszcencia kineti-
kaja hasonl6 a DCMU-val mért kinetikahoz, ami a QA €s Qg kozti elektrontranszfer gat-
lasara utal. A mérések alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy PG hidnyaban megvaltozik a
D1 fehérjén a Qp-kotdhely, és ez megzavarja az elektronok tovabbitasat Qa-rol Qp-re
(Gombos és mtsai, 2002).

Sakurai és mtsai (2003) a pgsA-sejteken végzett kisérleteik soran megfigyelték,
hogy a sejtek szdmara eldnytelen PSII dimer/monomer arany a mutans sejtek fokozott
fényérzékenységét eredményezte PG-hidnyos allapotban. A fokozott fényérzékenység
kovetkeztében a sejteket 215 pmol foton - m™s™ fénnyel megvilagitva a sejtkultura kife-
héredett (in. ,,photobleaching” jelenség) a fotoszintetikus pigmentek lebomlasa és a sej-
tek haldla miatt. A jelenséget valosziniileg az valtotta ki, hogy a PG-hianyos sejtekben a
Qa ¢s Qg kozti elektronatadés lelassulasa miatt megnétt a redukalt Q4 aranya és életideje,
ez triplet allapotu klorofill képzddéséhez vezetett, mely reaktiv oxigéngyokok képzodését
eredményezte (Vass és mtsai, 1992). A reaktiv oxigéngyokok karositjak a fotoszintetikus
pigmenteket és foként a PSII komplex legérzékenyebb részét, a D1 fehérjét. Tehat a fo-
kozott fényérzékenységet a fotoinhibicidval hozhatjuk kapcsolatba. Azonban Sakurai és
mtsai (2003) ugy talaltak, hogy a PG hidnya a D1 fehérje turnoverét nem befolyésolta,
inkabb a sériilt D1 fehérje kijavitasa és komplexbe épitése utan a PSII dimerizacidjaban,

ezaltal a PSII komplexek ujra-aktivalasaban jatszhat szerepet.

2.3.4.3. A PG szerepe a PSI szerkezetének és miikodésének fenntartasaban

A cianobakteridlis PSI in vivo mind trimer, mind monomer formaban megtalalha-
to a tilakoidmembranban, de alacsony fényintenzitason az oligomer forma az uralkodo6. A
trimer molekulatomege meghaladja az 1 milliéo Da-t, és a fehérjék mellett témegének kb.

30%-t a kofaktorok teszik ki, melyek nemcsak a funkci6é szempontjabol fontosak, de sze-
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repiik van a PSI-komplex 0sszeszerelddésében és a szerkezeti integritds fenntartasaban is
(Fromme ¢s mtsai, 2001).

A PG fontossagat a cianobakterialis PSI-komplex stabilizalasaban Ikegami és
Katoh (1991) mutattdk ki in vitro rekonstrukcids kisérleteikben. Eterrel extrahalt PSI-
partikulumokbdl PG ¢és klorofill-a hozzdadasaval sikeriilt helyreéllitaniuk az aktiv komp-
lexet, ami jelzi a PG fontossagat mind a PSI szerkezete, mind funkcidja szempontjabol.

Rontgenkrisztallografids szerkezetvizsgalatbol 2.5 A-s felbontasban ismerjiik a
Thermosynechococcus elongatus cianobaktérium PSI-komplexének szerkezetét (Jordan
¢s mtsai, 2001). Ez a felbontas mar lehetdvé teszi az egyes lipidmolekuldk felismerését is.
Négy lipidmolekulat azonositottak a PSI-komplex integrans kofaktoraként: 3 PG és egy
MGDG-molekulat. Az egyik PG ¢és az MGDG az elektrontranszportlanc egyik tagja, a
fillokinon kozelében helyezkednek el, ezek eltérd toltésiik révén szerepet jatszhatnak a
kettéagazd elektrontranszportlanc két dganak eltérd viselkedésében. A masodik PG peri-
fériasan helyezkedik el, szoros kapcsolatban a PsaX alegységgel, mig a harmadik PG mo-
lekula a monomer-monomer kapcsolodasi felszinen talalhato, ahol egy klorofill-a koordi-
nalasdban vesz részt, mely valosziniileg szerepet jatszik a monomerek kozti energia-

transzferben (Fromme €s mtsai, 2001).

Annak ellenére, hogy a szerkezetvizsgalatok igazoltak PG-molekulak jelenlétét a
PSI RC-ban, eddig nem sikeriilt in vivo igazolni a PG jelent6ségét a cianobakterialis PSI-
komplex szerkezetében és miikodésében. Mig a Synechocystis sp. PCC6803 pgsA vizsga-
latakor Hagio és mtsai (2000) és Gombos €s mtsai (2002) a PG hidnyédnak erds gatlo ha-
tasat tapasztaltadk a PSII aktivitasara, a PSI miikodésében nem figyeltek meg valtozast a

PG kiurulése soran.
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3. Célkitiizések

Hagio és mtsai (2000) mar néhany nap PG-megvonas utan a PSII aktivitascsok-
kenését tapasztaltdk a Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtekben, Gombos ¢és mtsai
(2002) pedig kimutattak, hogy mar 3 nap PG-megvonas olyan PG-hianyt eredményezett a
PSII kozelében, ami zavart okozott a Qa és Qp kozti elektronatadasban. Ellentétben a PG-
megvonds PSII-re gyakorolt hatasaval, Hagio és mtsai (2000) 9 nap PG-Kkiiirités alatt sem
tapasztaltak valtozast a PSI aktivitasdban. Ez azért is meglepd, mert Jordan és mtsai
(2001) rontgenkrisztallografias szerkezet-meghatdrozassal kimutattdk 3 PG-molekula je-
lenlétét a PSI RC-ban. Koziiliik egyik az ETL fillokinon komponense kozelében talalha-
to, és ezért fontos lehet a PSI funkcidja szempontjabol, egy masik PG pedig a monome-
rek kapcsolodasi felszinén kot egy klorofill-a molekulat. Ezek a PG-molekulak valoszi-
niileg nélkiilozhetetlenek a PSI mitkddéséhez, és olyan jol védett, zart helyen kotddnek a
PSI RC alegységeihez, ahonnan nehezebb Oket eltdvolitani, mint a PSII komplex felszi-
nérodl a gyors kicserélodésti D1 fehérje kdzelébdl, pl. a Qp kotdhely kornyékérdl.

Feltételezésiink szerint, ha a Synechocystis PCC6803 pgsA sejteket elegendden
hosszu ideig neveljiik PG-mentes tapoldatban, akkor a PG turnoverétdl fiiggéen a PSI-
komplexek reakciocentrumabdl is sikeriil kiiiriteni a PG-t, ami a PSI aktivitdsanak valto-
zasat is eredményezheti.

Azonban a pgsA sejtek hosszu ideig tartd nevelése PG-mentes médiumban nem
egyszerti, mivel a sejtek fényérzékennyé valnak, és 200 pE - m™s” fényen tartva néhany

nap alatt elpusztulnak (Sakurai és mtsai, 2003).

Munkam soran elébb célul tiztem ki a pgsA sejtek PG-mentes tapoldatban valo,
kellden hosszu ideig tarté nevelésével a PSI RC-k PG-mentesitését, majd a kovetkezo

kérdések megvalaszolasat:
a)  Milyen hatasa van a PG kitiriilésének a Synechocystis PCC6803 pgsA sejtek é€letcik-

crer

hozzaadasaval visszafordithatok-e?
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b)

d)

A PG kitirtilésének hatasara hogyan valtozik a sejtek lipidosszetétele, és ezzel 6sz-

szefiiggésben valtozik-e a tilakoidmembran fizikai allapota, mikroviszkozitasa?

Van-e a PG kiurilésének mérhet6 hatasa a PSI aktivitasara?

Okoz-¢ a PG kiiiriilése valtozasokat a PSI reakcidocentrumok szerkezetében, fehér-

je-0sszetételében?
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4. Kisérleti anyagok és modszerek
4.1. Synechocystis sp. PCC6803 pgsA nevelési koriilményei

A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA mutans térzsét (Hagio €s mtsai, 2000) BG11
médiumban (Allen 1968) neveltiik, mely 5 mM HEPES-NaOH (pH 7,5) puftert, 20 pg/ml
kanamicint és 20 uM PG-t (18:1, 18:1 foszfatidil-glicerin, Na séja; Sigma, St. Louis) is
tartalmazott, melyet etanolban oldva adtunk a sejtekhez. A sejteket 30 °C-on, folyamatos
30 pmol - m™s™ intenzitasu megvilagitas mellett, fehér fényen neveltiik. A kultirék leve-
goztetését allando rézatassal biztositottuk (korkords razo, 100 rpm).

A PG kiliriilésének vizsgalatahoz a sejtkultarat lecentrifugaltuk, a PG tartalmt
médiumot kimostuk, majd PG-mentes BG11 médiumban neveltiik tovabb azonos koriil-
mények kdzott, mint a PG-vel kiegészitett taipoldatban nevelt sejteket.

A sejtek szaporodasat egyrészt az optikai denzitds (OD7sp) mérésével kovettiik,

masrészt Biirker-kamras sejtszamlalast is végeztiink.

4.2. Morfolégiai vizsgalatok: elektronmikroszkopos vizsgalatok

Az Osszecentrifugalt cianobaktérium sejteket 0,1 M foszfat pufferben (PB, pH:
7,4) oldott 1%-os paraformaldehid és 1%-os glutaraldehid oldatban 4 °C-on négy o6ran
keresztiil fixaltuk. Rovid foszfatpufferes mosas utdn az utérogzités 0,1 M PB-ben oldott
1%-0s ozmium-tetroxiddal tortént. A mintakat novekvd alkoholkoncentracioval (30% —
50% — 70% — 90% — 96% — 100%) viztelenitettiik, majd Spurr miigyantaba agyaztuk. A
polimerizacié utdn (56 °C, 24 ora) a blokkokbdl Reichert Ultracut E tipusu
ultramikrotommal 85-90 nm vastag ultravékony metszeteket készitettiink, amelyeket
uranil-acetattal és 0lom-citrattal kontrasztositottunk, majd Zeiss EM 902 elektronmikro-
szkoppal tanulmanyoztunk.

A sejtek méretének Osszehasonlitasdhoz lemértiik az azonos nagyitasti fotokon
lathatd nem osztddo sejtek atmérdjét mm-ben, majd 2545 adat atlagat felhasznalva ki-
szamitottuk a sejtek térfogatat, feltételezve, hogy azok gomb alaktuak. A PG-vel kiegészi-
tett tdpoldatban nevelt mutans sejtek atlagos térfogatat egységnyinek véve %-ban fejeztiik

ki a PG-¢heztetett sejtek eltérését.
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4.3. Lipid- és zsirsavanalizis
4.3.1. Lipidek extrahalasa és elvalasztasa

A lipideket Bligh és Dyer (1959) éaltal leirt modon nyertiik ki intakt sejtekbdl klo-
roform ¢és metanol 1:2 aranyu elegyével. A lipidosztalyok elvalasztasat és a zsirsavak
analizisét Sato és Murata (1988) altal kozolt eljaras alapjan végeztiik. A lipidek elvalasz-
tasa szilikagél vékonyréteg lapokon (Merk 5721) tortént kloroform, metanol és 28% am-
monium-hidroxid 65:35:5 térfogataranyu futtatoelegyben, szobahdmérsékleten. Az elva-
lasztott lipidfrakciokat ANSA (8-anilino-1-naftalén-szulfonsav) kezelés utan UV-fény
alatt megjeloltiik, és 50 pg 15:0 zsirsav, mint belsé kontroll felvitele utdn a lemezrdl le-

kapartuk.

4.3.2. Zsirsavanalizis

A lemezrdl lekapart lipideket 5% HCl-at tartalmazé metanolban 85 °C-on 2 6ra
hosszat észteresitettiik. Az igy nyert zsirsav-metilésztereket hexanba atrazva Supelco SP-
2330 kapillarisoszlopon Hewlett Packard HP6890 tipusu gazkromatograffal valasztottuk

el.

4.4. A sejtek pigmenttartalmanak vizsgalata

A pgsA sejtek pigmenttartalméanak valtozasat abszorpcios spektrumuk felvételével
kovettiik. A spektrumokat Shimadzu UV-1601 spektrofotométeren vettiik fel 400—
750 nm hulldmhossztartomanyban 1 nm-ként. Hogy a sejtszuszpenzid nagy fényszordsa-
bol adodo hibéakat csokkentsiik, a sejteket 80% szacharoz oldatban szuszpendaltuk fel, és
a sejtszamot ugy allitottuk be, hogy a mintdk 750 nm-en mérve kozel azonos optikai
denzitasuak legyenek.

A sejtek klorofill- 1ill. fikocianintartalmanak becsléséhez megmértik a
sejtszuszpenzid optikai denzitasat a klorofillra jellemzd csiics maximuménal 682 nm-en,
ill. a fikocianinra jellemzé maximalis elnyelésnél 630 nm-en. Az adatokat sejtszamra

normaltuk.
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4.5. A tilakoidmembran szerkezetének vizsgalata
4.5.1. A tilakoidmembran izolalasa

A szerkezetvizsgélatokhoz tilakoidmembrant izolaltunk Murata és Omata (1988)
modszerének kisebb moédositdsdval. Miutdn a cianobaktérium sejteket centrifugalassal
(3000 g, 10 perc) 6sszegytijtottik, S mM TES pH 7,0 pufferben mostuk, a sejtfalat 0,2%
lizozimmel emésztettiik. Az emésztés 10 mM TES pH 7,0, 5 mM EDTA, 600 mM sza-
chardz pufferben tortént 2 Ora hosszat 37 °C-on. A sejtek feltarasa Bead Beater
homogenizatorban tortént 100 pm atmérdji iiveggyonggyel 8x1 percig ordlve. A sejtek
feltarasat ¢és a tovabbi 1épéseket jégen végeztiik ImM PMSF protedzgétld hozzdadasaval.
A feltart sejteket 15 perc DNaz kezelés utan centrifugalassal elvalasztottuk a feltaratlan
sejtektdl és a tormeléktdl, majd a membranvezikulumokat tartalmazéd szuszpenziot 1€p-
csOs cukorgradiensen ultracentrifugaltuk (130 000 g, 16 6ra). A lecentrifugélt gradiensen
a 39%-os ¢és az 50%-os cukorréteg hatararol nyertiik a tilakoidfrakcidt, mig a
citoplazmamembran a 10%-o0s és a 30%-o0s cukorréteg hataran gyilt 6ssze. A membran-
frakciokat 10 mM TES pH 7,0, 10 mM NacCl pufferrel mostuk, centrifugaltuk (162 000 g,
2 ora), majd 10 mM TES pH 7,0 pufferben felszuszpendalva, I mM PMSF hozzaadasaval
-80 °C-on taroltuk.

4.5.2. FTIR: Fourier-transzformacios infravoros spektroszképia

A tilakoidmembran fizikai allapotdnak felmérését infravords spektroszkopia fel-
hasznalasaval végeztiik (Szalontai és mtsai, 2000). Az infravords spektrumban az elekt-
romos dipélmomentummal rendelkezd aszimmetrikus molekuldk rezgéseit mérjiik. Nagy
diplolusmomentuma miatt a viz erésen abszorbedl az infravords tartomanyban, igen erds,
1643 cm™ koriili kombinaciés rezgése teljesen lefedi a fehérjék amid I savjat, nydjtasi
rezgése savjanak laba pedig a lipidek vizsgalata szempontjabol fontos C-H nyujtasi rez-
géseket fedi el 2800-3050 cm™ kozott. Ezért az infravords spektrum felvétele elétt a
membranszuszpenzioban levé H,O molekuldkat mosassal D,O-ra cseréltiik. A H—D izo-
topesere miatt a D,O molekulak kombinacids rezgése 1209 cm™'-re tolodik, nytjtasi rez-
gése pedig 2500 cm™ tajara. Ezért D,O-ban mind a fehérjék, mind a lipidek rezgési savjai
jol lathatdak. A nehézvizes mintak spektrumat Philips PU9800 FTIR spektrométerrel vet-

titk fel 2 cm™ spektralis felbontassal. A minta és a hattér spektrumat is 128 interferogram
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Osszeadasaval nyertiik. A homérsékletfiiggés mérése 5-80 °C tartomanyban 2 °C-ként,
termosztalt mintatartd segitségével, a kovetkezd mérési ciklus ismételgetésével tortént:
felvettiik a hattér és a minta spektrumat egy adott hdémérsékleten, beallitottuk az 0j (min-
dig magasabb) homérsékletet, 7 percet vartunk az 0 hdmérsékletnek megfeleld egyen-
suly bedllasara, és itt is felvettiik a hatteret s a mintat. A méréseket szamitogép vezérle-
tével, az adatok kiértékelését az SPSERV programmal (Bagyinka Csaba, Biofizikai Inté-
zet, SzBK, Szeged) végeztiik.

4.5.3. DSC: differencialis pasztazo kalorimetria

A DSC (differential scanning calorimetry) mddszerével elsésorban fehérjék ho-
nyomon. A fehérjék atalakuldsa (pl. komplexek szétesése vagy fehérjék denaturacidja)
sordn a fehérje oldat hdkapacitasa megvaltozik. A kornyezet hdmérsékletének novelésé-
vel a minta hdokapacitdsa nd, az atalakulas hdmérsékletén éri el maximalis értékét, utana
csokken. Az atalakulds homérséklete (Ty,) a hokapacitds gérbe maximumahoz tartozéd
hémérséklet. Az atalakulds kalorimetrikus entalpidjat (AH.) a gorbe alatti teriiletbdl
szamithatjuk ki.

Mivel a tilakoidmembran kalorimetrikus atalakulasa igen érzékeny a szuszpenda-
16 oldat ionerésségére, a méréseket alacsony ionerdsség mellett végeztik, a
tilakoidmembrant 10 mM TES (pH 7,4), 0,4 M szorbitol médiumban szuszpendalva. A
tilakoidmembran hékapacitasat DASM4 (Biopribor, Puscsino, Oroszorszag) tipusu nagy
érzékenységli pasztazd kaloriméterrel 20—-100 °C hémérsékleti tartomanyban mértiik, a

hémérsékletet percenként 1 °C-kal novelve.

4.6. Fehérje-klorofill komplexek oligomerizacidjanak vizsgalata
4.6.1. Tilakoidizolalas

A fehérje-klorofill komplexek oligomerizacidjanak vizsgalatahoz tilakoidot izo-
laltunk Komenda ¢s Barber (1995) modszere szerint. A centrifugaldssal (2500 g, 10 perc)
Osszegytjtott sejteket 50 mM MES (pH 6,5), 2 mM amino-kapronsav proteazgatlo, 5 mM
EDTA o6sszetételii pufferben tartuk fel, melyet kozvetleniil a feltaras elétt 1 mM PMSF

protedzgatldval €és 1 mM benzamidin peptidazgatloval egészitettiink ki. A feltards soran a
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sejteket 1:1 térfogataranyban a sejtszuszpenzidhoz adott 0,1 mm atmérdjli tiveggyonggyel
tortiik 15x1 percig jéggel hitott Bead Beater homogenizatorban (Biospec Products,
Bartesville, OK). Az intakt sejtek eltavolitasa utan a tilakoidot centrifugéalassal 6sszegylij-
tottiik (20 000 g, 30 perc, 4 °C), és 20 mM MES (pH 6,5), 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl,,
0,5 M mannitol, 20% (v/v) glicerin, ] mM PMSF ¢és 1 mM benzamidin tartalma puffer-
ben felszuszpendalva felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A tilakoidmembran
klorofilltartalmat 90%-os acetonnal extrahaltuk, és 663 nm-en mért abszorpcidja alapjan

hataroztuk meg (Arnon és mtsai, 1974).

4.6.2. A komplexek elvalasztasa anion-cserélé kromatografiaval

A monomer ¢s oligomer fehérje-klorofill komplexek elvalasztasat Rogner és
mtsai (1990) médszerének kisebb modositasaval végeztiik. A C pufferben 1 mg - ml™
klorofill-koncentracioban szuszpendalt tilakoidot eldszor 0,1% (w/v) n-dodecil-B-D-
maltozid (DM) kezelésnek tettiik ki 10 percig 4 °C-on sotétben. A tilakoid membrant
30 perc 145000 g centrifugalassal valasztottuk el a membran felszinéhez k&todod
fikobiliszomaktol és egyéb fehérjéktdl. Utana 1% (w/v) DM detergenssel kezeltiik a
tilakoidot 30 percig 4 °C-on, majd 90 percig 145 000 g centrifugéalassal valasztottuk szét
a fehérje-klorofill komplexeket tartalmazo fazist a kitilepedett membrantol.

Az extrahalt komplexeket HPLC technikaval valasztottuk szét 10 °C-ra hiitott Va-
rian Prostar (Varian, Palo Alto, CA) folyadékkromatograffal. A 100-300 pul térfogata
mintakat MonoQ HR 5/5 oszlopra (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala) toltottiik fel,
melyet D pufferrel [20 mM MES, (pH 6,5), 10 mM CaCl,, 10 mM MgChL, 0,5M
mannitol, 5 mM MgSO, és 0,03% (w/v) DM] ekvilibraltunk. A komplexeket 5-200 mM
MgSO, 1épesés gradienssel elualtuk 0,4 ml - perc” aramlasi sebesség mellett, és 437 nm-
en mért abszorpcioval klorofillra detektaltuk.

Az eluatumbol 1 ml-es frakciokat gytjtottiink, melyeknek fehérjedsszetételét
77 K fluoreszcenciaemisszios spektrumuk alapjan azonositottuk. A PSI- ill. PSII-
komplexeket tartalmazo frakciok egy részét E pufferrel (20 mM MES pH 6,5 kiegészitve
I mM PMSF ¢és 1 mM benzamidin inhibitorokkal) szemben egy éjszakan at dializaltuk,
majd a dializdlomembranban levd hig mintakat szilard Sephadex G-150 porba dgyazva

betoményitettiikk. A frakciok masik részébdl StrataClean gyanta (Stratagene, La Jolla,
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CA) felszinére gytijtottiik a komplexeket. A gyanta alkalmas hig fehérje oldatok koncent-
ralasara, mivel felszinén megkotddnek a fehérjék, és kozvetleniil felhasznalhatok SDS-

gélelektroforézis vizsgalatokhoz.

4.6.3. 77 K fluoreszcencia spektroszkopia

A MonoQ anioncseréld oszloprol gytijtott 1 ml-es frakciokat (lasd 4.6.2. fejezet)
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd folyékony nitrogénnel hiitétt Perkin-
Elmer LS 50 spektrofluoriméterrel (Foster City, CA), a klorofill 437 nm-es hullimhosz-
szan tortént gerjesztés utan, 600—780 nm hulldmhossztartoméanyban vettiik fel a ,,steady

state” fluoreszcencia emisszids spektrumokat.

4.6.4. PSI oligomerek azonositasa gélsziiréssel

A MonoQ oszlopon elvélasztott PSI-komplexek méretét gélsziiréssel hataroztuk
meg TSK 3000 SW (7,5%600 mm) oszlopon (Tosoh Bioscience, Tokio). Az oszlopot D
pufferrel (lasd: 4.6.2. fejezetben) ekvilibraltuk, kalibralashoz M, fehérjestandardokat
(Bio-Rad, Hercules, CA) hasznaltunk. A szeparalast 0,5 ml - perc” aramlési sebességgel

végeztik.

4.7. A PSI-aktivitas mérése

A sejtek PSI-aktivitasat a P700 fényindukalt abszorpciovaltozdsanak mérésével
hataroztuk meg egy hazi készitésli kétsugaras spektrofotométerrel 705 nm hulldmhosz-
szon, 15 °C-ra termosztalt 1 cm-es tivegkiivettaban, intakt sejteken (Hu és mtsai, 1998).
A mintat 532 nm hullamhosszisagu Nd-YAG 1ézerbdl (Quanta Ray LAB-130-10 TH,
Spectra-Physics, California) szarmazo6 10 ns hosszu impulzussal gerjesztettiik. Egy volf-
ram-jod lampa fényébdl monokromatorral (MC15, Ritsu, Asaka, Japan) eldallitott 705
nm-es mérdéfény intenzitasat fotoelektronsokszorozoval detektaltuk 200 ms-os iddtarto-
manyban 16-256 ismétlésben 4 masodperces idokozokkel. A gerjesztd fénybdl szarmazd
szort fényt és a minta altal kibocsatott fluoreszcenciat a detektor és minta kdzé helyezett

szurbkkel és monokromatorral kiiszoboltik ki.
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4.8. PSI-komplexek fehérje-osszetételének vizsgalata

A MonoQ oszlopon szeparalt PSI monomerek és trimerek fehérjealegységeit
tricin-SDS  poliakrilamid-gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk Schagger és von
Jagow (1987) altal leirt mddszer szerint. A frakciok fehérjetartalmat Bradford-féle
fehérjemeghatarozassal (Bradford, 1976) mértiik meg, majd a Sephadex-géllel betomé-
nyitett ill. StrataClean gyantaval 6sszegyljtott fehérjékbdl azonos mennyiségeket to1tot-
tiink 12%-os tricin-SDS gélre. Az elektroforetikus szétvalasztas (150 V, 3 6ra szobahdn)
utan a fehérje sdvokat eziistfestéssel tettiik lathatovad (Ausubel és mtsai, 1995), vagy
nitrocellul6z membranra (Protran BA85; Schleicher és Schnell, Keene,NH) blottoltuk at
Towbin és mtsai (1979) eljarasa szerint, 300 mA aramerdsséggel 2 ora alatt 4 °C-on. A
membranra atvitt fehérjealegységeket Synechocystis sp. PCC6803 PsaA ¢és Psal, vala-
mint Synechococcus sp. PCC7002 PsaC és PsaD fehérjék ellen nyulban termeltetett
poliklonalis ellenanyagokkal reagaltattuk. Az ellenanyagok Dr. John H. Golbeck labora-
toriumaban késziiltek [University of Nebraska Antibody Core Facility; Xu és mtsai,
(1994)]. Az ellenanyaggal megjeldlt fehérjéket anti-nyul masodlagos ellenanyaghoz kon-
jugalt alkalikus-foszfatdz enzim reakcidjaval tettiik lathatova a standard NBT/BCIP
(nitroblue tetrazdlium / 5-bromo-4-kloro-3-indolil foszfat) festési protokoll szerint

(Ausubel és mtsai, 1995).
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5. Eredmények
5.1. Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtek szaporodasa

A pgsA sejtek PG sziikségletének vizsgalatahoz felvettiik a PG-vel kiegészitett ill.
PG-mentes tapoldatban nevelt sejtek szaporodasi gorbéit. A kultarak 750 nm-en mért op-
tikai denzitasa alapjan a PG-mentes médiumban nevelt sejtek szaporodasa jelentdsen el-
maradt a PG-vel kiegészitett médiumban nevelt sejtek szaporodasatol. A szaporodas iite-

me végig lassubb volt, a 2. hét utan az OD mar nem ndévekedett (12/A 4bra).

S 1 = +PG
- —PG
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12. abra. Synechocystis PCC6803 pgsA sejtek szaporodasa. A sejtkultara A: 750
nm-en mért optikai denzitdsanak, és B: a tdpoldatban levd sejtek szamanak valtoza-
sa PG-vel kiegészitett (¢) és PG-mentes (¢) tapfolyadékban. A gorbék harom fiig-
getlen mérés atlagat és szorasat abrazoljak.
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A Biirker-kamras sejtszdmlalés is hasonld eredményt adott: két hét PG-¢heztetés
utan a sejtszam nem nott, a sejtosztodas leallt (12/B abra), majd a PG-&hezés 4. hetében a
kultara elpusztult.

A sejtkultara pusztuldsanak folyamata 3 hét PG-¢hezés utdn még visszafordithato
volt, ha a sejteket PG-vel kiegészitett tapoldatba tettiik at, és PG jelenlétében neveltiik

tovabb. A kulttra optikai denzitasa lassan ismét novekedett (13/A abra) és a sejtosztodas
megindult (13/B 4bra).
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13. abra. 21 napig PG-éheztetett Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtek szapo-
rodasa PG-vel kiegészitett tapoldatban. A sejtkultira A: optikai denzitdsanak és

B: sejtszamanak ndvekedése a hozzaadott 20 uM PG hatdsdra. Az abrazolt adatok
harom fiiggetlen mérés atlagabol szdrmaznak.

5.2. A sejtek morfolégiaja

A mutans sejtek elektronmikroszkopos vizsgalata alapjan a PG-vel kiegészitett
tapoldatban nevelt pgsA4 sejtek morfologidja igen hasonld a vad Synechocystis sejtekéhez.

A sejtszerkezet ép, a tilakoid mennyisége €s rendezettsége atlagos (14. abra).

14. abra. PG-vel Kkiegészitett tapoldatban 5 napig nevelt Synechocystis sp.
PCC6803 pgsA sejt elektronmikroszképos képe. Lépték: 0,4 um.
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A 21 napig PG-¢éheztetett sejtek csak kevés tilakoidot tartalmaznak, mely nem
mutat szabalyos parhuzamos elrendezddést. A sejtek alakja gyakran torz, és sok furcsa,

szabalytalanul 0szt6do sejtet lathatunk (15. abra).

15. abra. 21 napig PG-mentes tapoldatban nevelt Synechocystis sp. PCC6803
pgsA sejtek elektronmikroszképos képe. Lépték: 0,4 pm.

Mivel a PG-¢éheztetett sejtkultiranak ebben a stddiuméaban mar sem az optikai
denzitasa, sem a sejtszdma nem novekszik, feltételezhetjiik, hogy a sejtek megrekedtek az
osztodas egyik fazisaban, azt befejezni mar nem képesek. A sejtek felpuffadtak, becsiilt
térfogatuk atlagosan legalabb 50%-kal nagyobb a PG hozzaadasaval nevelt sejtekénél, de
a sejtek 20%-anak térfogata tobb mint kétszeresére novekedett. Ez a kiilonbség az azonos

nagyitasu elektronmikroszkopos felvételeken j(’)l lathato (16. abra).
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16. abra. Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtek elektronmikroszkopos felvé-
telen. A: PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelt sejtek; B: 21 napig PG-mentes
médiumban nevelt sejtek. A két felvétel azonos nagyitassal késziilt, 1épték: 0,8 pm.
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Ha a 21 napig PG-éheztetett sejtekhez PG-t adunk, a hozzaadas utan 2-3 nappal
ismét szép tilakoidszerkezetli, kisebb méreti sejteket lathatunk (17. ébra), tehat a sejtek
tilakoidmembranjanak szerkezete és az osztodasi képesség helyreallithaté a PG vissza-

adasaval.

17. abra. Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejt, melyet 21 nap PG-éheztetés
utan 3 napig PG-vel kiegészitett tipoldatban neveltiink. Lépték: 0,4 um.

5.3. Lipid- és zsirsavtartalom

A cianobaktériumok membranjat, hasonléan a novények fotoszintetikus memb-
ranjahoz, négy fajta lipidmolekula épiti fel: MGDG, DGDG, SQDG és PG. Kis mennyi-
ségben, foként a citoplazmamembranban eléfordul egy 6todik fajta, a MGleDG is. Meg-
vizsgaltuk, hogy a hossz iddtartami PG-éhezés hogyan befolyasolja a pgsAd sejtek
lipidosszetételét. A szilikagél vékonyréteg-kromatografiaval elvalasztott lipideket (18.
abra) a lemezrdl lekaparva észteresitettiik, majd a metil-észtereket gazkromatograffal
szétvalasztottuk. A 3. tabladzatban foglaltam Gssze a vad tipusi €és a mutans sejtek
lipidosztalyainak aranyait. A PG-vel kiegészitett tapoldatban 5 napig nevelt mutans sejtek
lipidosszetétele hasonld az 5 napig nevelt vad tipuséhoz, azonban nagyobb ardnyban tar-
talmaz PG-t. Ez nem meglepd, hiszen a sejtkultirahoz nagy feleslegben adtunk PG-t,
melynek egy része a sejtek falahoz tapadt, illetve a sejtfalon keresztiil a membranfrakcio-
ba jutott. A PG-mentes médiumban nevelt sejtekben folyamatosan csokkent a PG aranya,
azonban nem sikertilt teljesen kiiiriteni a PG-t a sejtekbdl harom hét PG-megvondssal
sem, annak ellenére, hogy hdrom hét utan az egész kultura elpusztult a PG-¢hezés kovet-
keztében. Valoszinlileg a sejtek nagyon €rzékenyek a tilakoid PG-tartalmanak csokkené-

sére, és amikor a PG-tartalom 4% aléa csokkent, a tilakoidba mar nem jutott elegendd PG
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a PG-fiiggd sejtfunkcidk fenntartdsahoz. A PG ardnyanak csokkenésével parhuzamosan

az SQDG aranyénak kismértékli névekedése is megfigyelheto.
vad —PG14 —PG21 +PG

MODE T M i s a—

PG
SQDG

DGDG—

18. abra. Synechocystis sp. PCC6803 vad tipusi és pgsA sejtek lipidosztalyai
szilikagél vékonyréteg-kromatografiaval elvalasztva. +PG: PG-vel kiegészitett
médiumban 5 napig nevelt sejtek, -PG14: PG-mentes médiumban 14 napig nevelt
sejtek, —PG21: PG-mentes médiumban 21 napig nevelt sejtek

Lipidosztalyok (mol%)

Minta | MGDG | DGDG | SQDG | PG
vad 51,45 23,67 | 16,86 | 8,02
+PG | 43,01 21,10 | 21,86 | 14,03
-PG14 | 54,57 15,95 23,50 |5,98
-PG21 | 52,24 14,76 | 28,93 | 4,07

3. tablazat. Synechocystis sp. PCC6803 vad tipusi és pgsA sejtek lipid-
osztalyainak aranya. +PG: PG-vel kiegészitett médiumban nevelt sejtek, —PG14:
PG-mentes médiumban 14 napig nevelt sejtek, -PG21: PG-mentes médiumban 21
napig nevelt sejtek. A tdblazatban levd adatok harom fliggetlen mérés atlagai,
SD < 40,5 volt minden esetben.

A 4. tablazatban a mintak lipidosztalyainak zsirsavosszetétetelét foglaltam Ossze.
A zsirsavosszetétel alapvetden nem valtozott a mutécio illetve a PG-megvonas hatasara,
azonban megfigyelhetd, hogy a sejtek atépitették a kiviilrl bevitt PG-molekulakat. A
kultrdhoz adagolt PG mind sn-1, mind sn-2 helyzetben 18:1 zsirsavakat hordozott, en-

nek magas aranya (60%) a PG-vel kiegészitett médiumban 5 napig nevelt sejtek esetében
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még jol megfigyelhetd, a 3 hétig PG-mentes tapoldatban tartott sejtek esetében azonban

mar csak 11%, mikdzben a 16:0 zsirsav aranya elérte a vad tipusra jellemz6 értéket.

Zsirsavak (mol%)

Minta Lipid 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
MGDG | 53,74 5,04 ny 5,60 14,90 20,72

vad DGDG 51,31 6,18 1,89 3,93 13,18 23,51
SQDG 71,97 6,31 3,21 8,57 8,70 1,24

PG 57,09 ny 9,10 12,93 20,88 ny

MGDG | 51,46 7,42 0,74 4,27 17,10 19,01

PG DGDG 51,27 6,32 1,52 5,35 16,90 18,64
SQDG 69,02 11,07 1,24 7,05 10,44 1,18

PG 19,04 2,13 9,95 60,05 6,80 2,03

MGDG | 48,86 7,96 1,92 6,11 19,51 15,64
_PG14 DGDG 49,18 5,72 5,17 8,27 18,09 13,57
SQDG 62,58 9,61 4,95 8,69 10,89 3,28

PG 42,69 ny 28,62 19,34 9,35 ny

MGDG | 55,71 7,45 1,92 5,58 17,36 11,98
PG DGDG 62,94 5,04 4,40 5,81 13,54 8,27
SQDG 74,29 7,05 4,05 591 7,42 1,28

PG 56,77 3,91 20,21 11,06 8,05 ny

4. tablazat. Synechocystis sp. PCC6803 vad tipusa és pgsA sejtek

lipidosztalyainak zsirsavosszetétele. +PG: PG-vel kiegészitett médiumban nevelt
sejtek, —PG14: PG-mentes médiumban 14 napig nevelt sejtek, —PG21: PG-mentes
médiumban 21 napig nevelt sejtek, ny: nyomokban (< 0,5). A tabldzatban levo ada-
tok harom fliggetlen mérés atlagai, SD < +0,5 volt minden esetben.

5.4. A pgsA sejtek pigmenttartalmanak valtozasa a PG kiiiriilésének hatasara

Abszorpcios  spektrumok  felvételével kovettik nyomon a pgsd sejtek
pigmenttartalmanak valtozasat a PG kiiiriilése sordn. A 19. abra mutatja a kiilonboz6 ide-
ig PG-mentes tapoldatban nevelt mutans sejtek abszorpcids spektrumat az 570-750 nm

hulldmhossztartomanyban. A spektrumokat a fikocianinra jellemzd 630 nm-re normaltuk.
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Jol megfigyelheté a 680 nm koriil megjelend klorofillcsucs csokkenése a PG ki-

urulése soran.
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19. abra. PgsA sejtek abszorpcids spektruma. —PGO —21: PG-vel kiegészitett
tapoldatban 5 napig elénevelt, majd kiilonbozé ideig (0, 6, 10, 17, 21 napig) PG-
mentes tdpoldatban nevelt sejtek; +PG21: 21 napig PG-vel kiegészitett tapoldatban
nevelt sejtek. A spektrumokat 630 nm-re normaltuk.

Annak igazolasara, hogy a fikocianin mennyisége nem valtozik a sejtben a PG-
tartalom csokkenésével, megmértiik a kiilonbdz6 mintdk optikai denzitasat a fikocianinra
jellemz6 630 nm-en, majd az értékeket sejtszamra normaltuk. A 20/A ébra mutatja, hogy
a sejtek fikocianitartalma nem valtozik szignifikdnsan a PG kitiriilésének harom hete
alatt.

A sejtek klorofilltartalmanak becsléséhez a klorofill-cstics 682 nm-nél mért ma-
ximumabdl kivontuk a fikocianincstcs klorofillal atfedd értékét, és a kiillonbozetet abra-
zoltuk a PG-kitiriilés idejének fliggvényében (20/B abra). A sejtek klorofilltartalma ha-
rom hét alatt a PG-¢heztetés eldtti klorofilltartalom 20%-4ra csdkkent.
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20. abra. PG-mentes tapoldatban nevelt sejtek A: fikocianin- és B: klorofill-
tartalmanak valtozasa. A pontok hdrom mérés atlagat és szorasat abrazoljak.

Mivel a Synechocystis sejtekben a klorofillmolekulak nagyobb része kotodik a
PSI-hez, mint a PSII-hdz, a sejtek klorofilltartalménak nagyaranyu csokkenése azt sejteti,
hogy valodsziniileg a PSI-komplex miikodése ill. szerkezete is médosul a PG-kivonds ha-

tasara.

5.5. A tilakoidmembran szerkezetének vizsgalata
5.5.1. FTIR: Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia

Altaldban a membranok fizikai allapota, adott hdmérsékleten folyadékkristalyos
vagy gél fazisa a membranalkoto lipidek fejcsoportjatol, a glicerint észteresitd zsirsavlan-
cok hosszatol és leginkabb ezeknek a zsirsavaknak a telitetlenségétdl fiigg (Ono és
Murata, 1981). A novények PG-tartalma és hidegérzékenysége kozotti kapcsolat tobb no-
vény esetében egyértelmiien kimutathatd volt (Bishop, 1986; Tasaka és mtsai, 1990),
ezért megvizsgaltuk, hogy Synechocystisben valtozik-e a tilakoidmembran fazisatalakula-
sanak hémérseéklete, ha a PG-t eltavolitjuk a membranbdl.

A membranok infravords spektrumanak igen jellemzd értéke a lipidmolekulak
zsirsavlancaiban levd CH, csoportok veym (szimmetrikus nyujtasi) rezgése. A vgmCH»

rezgés frekvencidja megvaltozik a membran rendezettségének valtozéasaval, ezért ezen
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rezgések homérsékletfiiggd mérésével informdciot kaphatunk az adott membran gél—

folyadékkristalyos fazisatalakuldsanak homérsékletérdl.
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21. abra. Synechocystis pgsA sejtek tilakoid membranjanak vymCH; rezgésébol
meghatarozott fazisaitmenete. Pgs4+PG: PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelt

mutans sejtek; -PG21: 21 napig PG-¢&heztetett pgsA sejtek; -PG2IR: 21 nap PG-
¢heztetés utan 3 napig PG hozzaadéasaval nevelt pgsA4 sejtek.

A 21. abra mutatja a pgs4 sejtek vymCH, rezgés frekvencidjat a homérséklet
fliggvényében. Nem taldltunk szignifikans eltérést a PG hozzaadasaval nevelt sejtek
tilakoidmembranjanak és a PG-éheztetett sejtek tilakoidmembranjanak a fazisatalakulasi
hémérsékletében. Az atalakulds hémérséklete minden esetben 19-21 °C volt. Ez az ered-
mény valoszinlileg azzal magyarazhatd, hogy bar a membran PG-tartalma csokkent, ez a
valtozas a membran lipidtartalmanak csak kb. 10%-at érintette, igy nem befolydsolta az

egész membranrendszer fizikai allapotat.

5.5.2. DSC: differencialis pasztazé kalorimetria

A differencialis pasztaz6 kalorimetria modszerével azt vizsgaltuk, hogy a PG je-
lenléte illetve hianya befolyasolja-e a tilakoidmembranba agyazott fehérjék
hoékapacitasat.  Mivel az  irodalomban nem  ismeretesek  cianobakteridlis

tilakoidmembranrél felvett DSC- gorbék, a Symechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtek
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tilakoidmembranjanak endoterm 4talakuldsait a magasabbrendi novényekbdl izolalt
tilakoidmembranok kalorimetrikus atalakulasai alapjan prébaltuk azonositani.

Magasabbrendii novények tilakoidmembranjaban alacsony ionerdsség mellett 7
endoterm atalakulést figyeltek meg 40-90 °C tartomanyban (Thompson és mtsai, 1986;
Smith és mtsai, 1989; Nolan ¢és mtsai, 1992). Ebbdl az els6 6t (42,5-75,8 °C) a PSII-
komplexhez kapcsolodo atalakulasokhoz kotheto.

A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtek tilakoidmembranjanak jellemzé DSC-
gorbéit mutatja a 22. dbra. Négy endoterm atalakulas figyelhetd meg a 4090 °C homér-
sékleti tartomanyban, melyek koziil két jelentdsebb 67,48 °C-nal (T,) és a 79,66 °C-nal
(T,). A magasabbrendii ndvényekbdl meghatarozott atalakulasi hoémérsékletek alapjan a
T, atalakulas nagy valdsziniiséggel a PSII-h6z kapcsolhato, mig a T, atalakulas valoszi-
niileg a PSI szerkezetfiiggd denaturacidjat jelzi. A PG kiliriilése soran a tilakoidmembran
atalakulasi hémérsékletei nem valtoztak szignifikdnsan, azonban az atalakulasok kalori-

metrikus entalpiavaltozasa csokken (5. tablazat).
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22. abra. A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtek tilakoidmembranjanak
endotermikus atalakulasai. PG+: PG-vel kiegészitett tdpoldatban nevelt sejtek,
PG14: 14 napig PG-mentes tapoldatban nevelt sejtek, PG21: 21 napig PG-mentes
tapoldatban nevelt sejtek, T; és T,: kiillonbozé fehérjekomplexek maximalis
hokapacitasa; a gorbék egy-egy reprezentativ mérés eredményét mutatjak.
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AHcal (mcal/mg fehérje) 2AH.q
Minta T T, (mcal/mg fehérje)
+PG 5,77 4,24 10,01
-PG14 4,51 4,04 8,55
-PG21 3,73 2,54 6,27

5. tablazat. A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtek tilakoidmembranjaban
megfigyelt endotermikus atalakulasok Kkalorimetrikus entalpiavaltozasa.
Y AH.: az Osszes atalakulas kalorimetrikus entalpiavaltozasa, +PG: PG-vel kiegé-
szitett médiumban nevelt sejtek, -PG14: 14 napig PG-mentes tapoldatban nevelt
sejtek, -PG21: 21 napig PG-mentes médiumban nevelt sejtek. A méréseket 3 fiig-
getlen kisérletben végeztiik, a tablazatban szerepld értékek egy reprezentativ mérés
adatai.

A PG sejtekbdl valo kiiiritése soran megfigyelhetd, hogy a T, atalakulas kalori-
metrikus entalpiavaltozasa el6bb kezd csokkenni, mar két hét PG-éheztetés utan jelentd-
sebb, mint a T, 4talakuldsé. Ez megerdsiti azt a gyanunkat, hogy a T, atalakulas a PSII-
hoz kothetd, hiszen a PG-tartalom csokkenése mar néhany nap utan érinti a PSII szerke-
zetét ¢és miikodését (Hagio és mtsai, 2000; Gombos ¢és mtsai, 2002; Sakurai és mtsai,
2003), mig a PSI miikédésében 10 nap PG-éhezés utan sem figyeltek meg csokkenést.
Harom hét PG-¢heztetés utan mar a T, atalakulds kalorimetrikus entalpiavaltozasa is igen
jelentésen csokken, mely a PSI oligomerek szétesésére utalhat.

A termodinamikai paraméterekben megfigyelt valtozasok visszafordithatok, ha a
PG-mentesitett sejtekhez ismét PG-t adunk, és 3 napig PG jelenlétében neveljiik dket to-
vabb. A visszaallitott sejtek endoterm atalakuldsanak paraméterei megegyeznek a PG-vel
kiegészitett médiumban nevelt sejtek paramétereivel.

A mért DSC-paraméterek alapjan valoszintsithetjiik, hogy a PG kitiriilésének ha-

tasara a tilakoidmembranban levd fehérjeoligomerek szerkezete fellazult.

5.6. A PSI-oligomerizacio vizsgalata

A DSC-gorbéken lathatd T, atalakulds kalorimetrikus entalpiavaltozasanak csok-
kenése a PG kiiiriilése soran felvetette annak lehetdségét, hogy valtozasok kovetkeztek be
a PSI szerkezetében is. Cianobaktériumokban a PSI RC trimer és monomer formaban is

eléfordul, aranyuk fiigg a nevelési koriilményektdl, foként a fényintenzitastol. Alacsony
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fényintenzitdson a trimer a domindns, valdsziniileg azért, mert a trimerekben egyes
klorofillmolekulak abszorpcidja a szomszédos monomerek klorofilljaival kapcsolatba
keriilve eltolodik a hosszabb hullamhosszak fel¢, ezaltal a mélyebb vizrétegekbe is lejuto,
kisebb energiaja fényt is képesek hasznositani (Fromme és mtsai, 2001).

A PSI RC oligomerizacidjanak vizsgalatahoz fehérje-klorofill komplexeket izolal-
tunk a kiilonb6z6 ideig PG-mentes médiumban nevelt pgsA4 sejtek tilakoidmembranjabol.
Az 1% dodecil-maltoziddal szolubilizalt komplexeket MonoQ anion-cseréld kromatogra-
fidval szeparaltuk. A 23. dbra mutatja a 1épcsés MgSO, gradienssel elualt frakciokat, me-
lyeket PG-vel kiegészitett médiumban nevelt sejtek tilakoidjabol nyertiink.
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23. abra. PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelt pgsA sejtek 1% p-dodecil-
maltoziddal szolubilizalt tilakoidmembranjanak elaciés profilja MonoQ
anioncserélo oszlopon. A detektalas abszorpciomeéréssel tortént 437 nm-en.

Az elualas soran 1 ml-es frakciokat gyijtottiink, melyeknek felvettiik az alacsony
homérsékletii  fluoreszcenciaemisszios spektrumat. A kapott 77 K fluoreszcencia-
spektrumok (24. abra) megfeleltek azoknak a spektrumoknak, melyeket Van der Lee és
mtsai mértek 1993-ban Synechocystis sejtekbdl tisztitott PSI monomerekbdl és trimerek-
bol.
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24. abra. MonoQ oszloprdl elualt fehérje-klorofill komplexek 77 K fluoresz-
cencia emisszids spektruma. (—): az 1. cstucsbol nyert PSI; (—): a 3. cstcsbol nyert
PSII; (—): a 4. csucsbdl nyert PSI. A gerjesztés hullamhossza 437 nm volt.

A spektrumok alapjan megéllapitottuk, hogy a MonoQ oszloprdl elualt frakciok
koziil az 1. és a 4. csucs PSI komplexeket, a 3. cstcs pedig PSII-komplexeket tartalmaz.
A 2. cstesbol vett frakciokban PSI-re és PSII-re jellemz6 fluoreszcenciaemissziot is mér-
tiink, tehat PSI- és PSII-komplexek keverékét tartalmazza (az abran nincs feltiintetve).

Annak megallapitasara, hogy az 1. és 4. csucsok a PSI-komplexnek milyen
oligomerjeit tartalmazzak, a csucsokbol gylijtott frakciokbol gélsziirést végeztiink TSK
3000 SW oszlopon (25. abra). A gélszlirés megmutatta, hogy az 1. csucs olyan fehérje-
klorofill komplexet tartalmaz, melynek becsiilt molekulatomege 300 kD koriili, mig a 4.
csucs fehérje-klorofill komplexének becsiilt molekulatdmege meghaladja a 600 kD-t.

A fluoreszcenciaspektrumok és a gélszlirés eredményei alapjan megallapitottuk,
hogy a MonoQ anion-cserélé oszloprol elualt frakciok a kovetkezd fehérje-klorofill
komplexeket tartalmazzak: 1. cstcs: PSI monomerek, 2. csucs: PSI- és PSII-komplexek,

3. csucs: PSII oligomerek, 4. cstcs: PSI trimerek.
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25. abra. PSI oligomerek elucios profilja TSK 3000 SW gélsziiréo oszlopon.
— MonoQ oszloprodl eluélt 1. cstucsbol nyert PSI monomer, becsiilt moltomege:
300 kD; — MonoQ oszloproél elualt 4. csucsbol nyert PSI trimer, becsiilt moltdmege
meghaladja a 600 kD-t.

A 26. abra mutatja a pgsA sejtek szolubilizalt tilakoidmembranjanak MonoQ elu-
cios profiljat a PG kitiriilésének kiillonbozo fazisaiban. Jol lathato, hogy a PG Kkiiiriilése
soran a PSI trimereket tartalmazé 4. csucs aranya egyre csokken, a 21 napig PG-mentes
médiumban nevelt sejtek tilakoidjabol mar kimutathatatlan. Ha a 21 napig PG-mentes
tapoldatban nevelt sejtekhez ismét PG-t adunk és tovabbi 3 napig PG-vel kiegészitett mé-
diumban neveljiik, ismét kimutathat6 a PSI trimerek jelenléte a tilakoidban. A PSI RC-k
PG hozzaadasara bekovetkezd trimerizacidja megfigyelhetd abban az esetben is, ha a PG
hozzaadasaval egyidejiileg 0,4 mg - ml" linkomicin proteinszintézis-gatlot is adunk a sej-

tekhez, tehat a visszaallas nem igényel de novo fehérjeszintézist.

66



1 4

W "

K /\~\/\_/¥ o

k M -PG21R+L

L R R B B EL D
20 40 60 80

Eltcios idd (perc)

1,0
0,5
0,0
1,0
0,5
0,0

1,0
0,5
0,0
1,0
0,5
0,0
1,0
0,5
0,0

Abszorpcio (rel.)

1,0
0,5
0,0

o Juuloul Looealoenal bl loooaloenal TR | Looaalennl

26. abra. PgsA  sejtek  p-dodecil-maltoziddal szolubilizalt tilakoid-
membranjanak eluciés profilja MonoQ anioncserélé oszlopon. +PG: PG-vel
kiegészitett médiumban nevelt sejtek; -PG7: 7 napig PG-mentes médiumban nevelt
sejtek; -PG14: 14 napig PG-mentes tapoldatban nevelt sejtek; -PG21: 21 napig PG-
mentes médiumban nevelt sejtek; -PG21R: 21 napig PG.mentes tdpoldatban, majd
3 napig PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelt sejtek; -PG2/R+L: olyan 21 napig
PG-¢éheztetett, majd 20 oran at PG jelenlétében nevelt sejtek, melyekhez a PG hoz-
zéadasakor 0,4 mg - ml™ linkomicint is adtunk.

5.7. A pgsA sejtek PSI aktivitasa a PG Kiiiriilése soran

A sejtek PSI-aktivitdsat az intakt sejtek 705 nm-en mért fényindukalt abszorpcio-
valtozasabol (AA7ps) hatdroztuk meg. A AA7¢s mérésével detektalhatjuk a P700 klorofill
dimerek redoxallapotanak valtozasat, mely aranyos a fotooxidalhaté P700 mennyiségé-

vel. A mérési eredményeket a 6. tablazatban 6sszegeztem.
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PG-éheztetés ideje (nap)
0 3 7 10 | 14 | 21 | R
AA7s/ng Klorofill | 3,25 | 3,07 | 3,20 | 2,96 | 2,51 | 1,34 | 3,11

6. tablazat. A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejtek PSI-aktivitasa a PG Kki-
iiritése soran. AA;ps: 705 nm-en mért fényindukalt abszorpciovaltozas, R: 21 nap
PG-¢éheztetés utan 3 napig PG-vel kiegészitett tdpoldatban nevelt sejtek; az adatok
3 fiiggetlen kisérlet atlagabol szamitott értékek, SD <+0,1 volt minden esetben.

A PG-mentes tapoldatban nevelt pgsA sejtekben a fotooxidalhatdo P700 mennyisé-
ge a PG-¢heztetés elsé hetében nem mutat eltérést a PG-vel kiegészitett tapoldatban ne-
velt sejtekhez képest. A PG-¢heztetés masodik hetében kb. 20 % aktivitasvesztés figyel-
hetd meg, a harmadik hét végére azonban mar csak a kezdeti aktivas 40%-a mérhet6 a
sejtekben. Ha 21 nap PG-¢éheztetés utan a sejteket PG-vel kiegészitett médiumban nevel-
jik tovabbi 3 napig, a sejtekben levo fotooxidalhato P700 mennyisége visszaall a PG-
¢heztetés elotti szintre.

Mérési eredményeink megerdsitik azt a feltételezést, hogy a hossztidejii PG-

¢heztetés hatdssal van a PSI RC miikodésére és/vagy mennyiségére is.

5.8. A PSI monomerek és trimerek fehérjeosszetétele

Az anioncseréld kromatografidval elvalasztott PSI monomer és trimer frakciok
fehérjedsszetételét SDS-gélelektroforézis €s immunoblot modszerrel analizaltuk. A frak-
ciok fehérjetartalmat 12%-os tricin-SDS-poliakrilamid-gélen megfuttattuk (27/A ébra),
majd nitrocellul6zmembranra blottolva, cianobakteridlis PsaA, PsaC, PsaD ¢és Psal. fehér-

jék ellen termeltetett poliklonélis ellenanyaggal megjeloltiik (27/B abra).
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27. abra. A pgsA sejtekbol izolalt PSI oligomerek fehérjetartalmanak analizi-
se. A: PG hozzaadasaval nevelt sejtekb6l szarmazo PSI frakciok 12% tricin-
SDS-PAGE képe eziistfestéssel. M: PSI monomer; T: PSI trimer. B: PSI frakcidk
immunoblot analizise. /. sav: PG jelenlétében nevelt sejtekbdl tisztitott PSI mo-
nomer; 2. sav: 21 napig PG-éheztetett sejtekbdl izolalt PSI monomer; 3. sav: 21 na-
pig PG-mentes médiumban, majd 3 napig PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelt
sejtekbdl izolalt PSI monomer; 4. sav: linkomicin és PG hozzdadéasaval 20 6ran at
nevelt, eltte 21 napig PG-€heztetett sejtekbdl tisztitott PST monomer; 5. sav: PG
jelenlétében nevelt sejtekbdl szarmazo PSI trimer; 6. sdv: 21 napig PG-éheztetett,
majd 3 napig PG-vel kiegészitett médiumban nevelt sejtekbdl szarmazé PSI trimer;
7. sav: linkomicin és PG hozzdadasaval 20 6ran at nevelt, eltte 21 napig PG-
¢heztetett sejtekbol izolalt PSI trimer; 8. sav: 21 napig PG-mentes tapoldatban ne-
velt sejtekbdl izolalt tilakoidmembran. A membran 1-7 savjat cianobakteridlis
PsaA, PsaC, PsaD ¢és PsalL fehérjék ellen termelt poliklonalis ellenanyagokkal, a 8.
savot pedig csak PsaL elleni ellenanyaggal jeloltiik.

A PsaA, PsaC és PsaD fehérjék esetében nem talaltunk eltérést a jelolodésben a

PG hozzaadasaval ill. PG-mentes médiumban nevelt mintakbdl izolalt PSI trimer és mo-

nomer frakcidokban, a Psal jelolédésében azonban kiilonbségeket figyeltiink meg. Az

crer

sikertilt kimutatni, mig a monomer frakcidkban (27/B ébra 2—4. sav) sokkal kisebb jelo-

16dést kaptunk. A 21 napig PG-mentes tapoldatban nevelt sejtekbdl szeparalt PSI mono-

merekben a PsalL fehérje mennyisége a kimutathatdsag szintje alatt maradt (27/B éabra 2.

sav), de a PG hozzaadasaval visszaallitott trimerekbdl (27/B abra 6. sav) és a monome-

rekbdl (27/B abra 3. sav) is ismét kimutathato volt. Feltételezhetjiik, hogy a PsalL fehérje
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PG hianyéban levalt a PSI RC-rdl. A PsaL fehérjét tartjak a trimerizacioért felelds alegy-
ségnek (Chitnis és Chitnis, 1993), mivel a Psal.-hidnyos mutdnsokban nem alakulnak ki
trimerek (Schluchter és mtsai, 1996). Annak ellenére, hogy a 21 napig PG-¢heztetett sej-
tek PSI komplexében nem tudtuk kimutatni a PsaLL alegységet, az ugyanebbdl a mintabol
szarmazd tilakoidmembranban nagy mennyiségli Psal. fehérjét sikeriilt detektalnunk
(27/B ébra 8. sav). Ez utobbi megfigyelés megmagyarazhatja azt a jelenséget, hogy a ha-
rom hétig PG-éheztetett sejtekben PG hozzaadéasara a PSI monomerek trimerizacidja ko-
vetkezik be abban az esetben is, ha fehérjeszintézis-gatlo linkomicint adunk a sejtekhez
(26. abra). A trimerek kialakulhatnak linkomicin jelenlétében is, mert de novo fehérje-
szintézis nem sziikséges a trimerek felépiiléséhez, mivel a trimerizacidhoz sziikséges

PsaL fehérjealegységek jelen vannak a tilakoidban.
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6. Az eredmények megvitatasa

Célul tiztiik ki annak felderitését, hogy a foszfatidil-glicerin milyen szerepet tolt
be a fotoszintézis egyes folyamataiban ¢és mas sejtfunkciokban. Vizsgélatainkat a
Synechocystis sp. PCC6803 pgsA cianobaktérium torzs felhasznalasaval végeztiik, mely a
PGP-szintdz enzim génjének inaktivaldsa miatt a PG eldallitasara képtelen, de amely
fenntarthatd ¢és szaporithato a PG kiviilrél torténd potlasaval. A Synechocystis sejtek
ugyanis, ellentétben a ndvényi sejtekkel, fel tudjak venni a PG-t és az SQDG-t a koriilot-
tiik levé médiumbol, ezaltal lehetséges olyan mutans torzsek eldallitasa és tanulmanyoza-
sa is, amelyek az egyébként esszencialis lipideket nem tudjak szintetizalni. Hasonld mu-
tansok eléallitdsa novényekben nem lehetséges, de a Synechocystis sejten, mint a
kloroplasztisz modellszervezetén, tanulmanyozhaté az anionos lipidek fotoszintetikus
membranokban betdltott szerepe. A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA térzson korabban
kimutattdk, hogy a PG megvonasanak hatdsa kezdetben a PSII miikodésének zavardban
nyilvanult meg (Hagio és mtsai, 2000, Gombos ¢s mtsai, 2002, Sakurai és mtsai, 2003),
¢s Loll és mtsai (2005) ki is mutattak egy PG-molekulat a PSIT RC-ban. A PSII mtikodé-
sét befolyasold PG-molekuldk azonban féként a PSII komplex felszinéhez kotddnek és
konnyen levalnak a komplexr6l, ezért lattunk valtozasokat a PSII miikodésében mar a PG
kitirtilésének kezdetén. A szerkezetvizsgalatok sordn a kristalyositdst megel6zo
detergenskezelés eltavolitotta a PG-molekulakat a komplex felszinérdl, ezért azok nem
latszottak a kristalyszerkezetben. A legutobbi rontgenkrisztallografiai szerkezetvizsgalat
(Loll és mitsai, 2005), melyben egy PG-molekulat taldltak a masodlagos kinon
elektronakceptor fehérjekornyezetét jelentd D1 fehérje és a CP43 alegység kozott, ma-
gyarazhatja azt a korabbi eredményt, mely szerint a PG kivonasa gatolta az elsddleges és
masodlagos kinon elektronakceptorok kozotti elektrontranszportot (Gombos és mitsai,
2002). A PSI komplexek esetében a rontgenkrisztallografias szerkezetvizsgalat egyértel-
mien kimutatta 3 PG-molekula kotddését a PSI RC-hoz jol fedett, a detergensektdl elzart
helyzetben (Jordan és mtsai, 2001). Felmeriilt, hogy a rovid ideig tarté PG-éheztetés utan
a sejtekben megmarado néhany PG-molekula, erésen kotédve a PSI RC fehérjéihez, ele-
gendd lehet a PSI funkcidjanak fenntartasahoz. Ezért probaltuk a pgsA sejteket olyan
hosszu ideig fenntartani PG-mentes tdpoldatban, ami a PG teljes kiiiriilését eredményezi,

eltavolitva a PG-molekulakat a PSI reakcidcentrumabdl is.
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Gyenge fényen ¢és optimalis hdmérsékleten a pgsA sejtek 3—4 hétig ¢letben tartha-
tok voltak PG-mentes tapoldatban is. A PG-megvonas hatisara a sejtkultira optikai
denzitasanak novekedése mar egy hét utan jelentdsen lassult, a sejtek €ltek, de a sejtszam
novekedése, az 0sztddo sejtek ardnya lecsokkent. A sejtek szaporodésanak leallasa a nem
tulsdgosan hosszu ideig (kb. 3 hét) tarté PG-€heztetés utdn még visszafordithato volt, ha a
tapoldathoz ismételten PG-t adagoltunk, de a PG-megvonas 4. hetében a sejtek karosoda-
sa mar olyan mértéket ért el, hogy a folyamat visszafordithatatlanna valt, és az egész kul-
tura elpusztult. A sejtek osztodasanak gyors leallasa arra utalt, hogy a PG kiliriilése befo-
lyasolhatta a sejtosztodas folyamatanak valamely 1épését.

A morfologiai vizsgalatok a sejtszerkezet torzulasat mutattdk a PG Kkiiiriilése so-
ran. A tilakoid szerkezetének felbomlasa mellett a sejtek térfogatanak novekedését is
megfigyeltem, ami utalhat arra, hogy a sejtek felkésziiltek az osztddasra, genetikai allo-
manyukat és enzimkészletiiket felszaporitottdk, de nem képesek osztodni. Nagyszamu
torzan osztodo sejtet figyeltem meg a hossza ideig PG-éheztetett kultarabol készitett
elektronmikroszkopos felvételeken: ezek a sejtek megkezdték az osztoédast, de nem tud-
tak befejezni, mintegy ,,befagytak” az osztdodas egy fazisaban. Korabbi irodalmi adatok
nem utaltak arra, hogy a PG-nek szerepe lehet az osztddasban, azonban néhany éve is-
mert, hogy baktériumokban a PG-bdl szintetizdlodo kardiolipin fontos szerepet tolt be az
osztédas folyamataban (Dowhan és mtsai, 2004; Mileykovskaya és Dowhan, 2005). A
sejt pélusain halmozodik fel a plazmamembranban, és ez a CL-felhalmozodas figyelhetd
CL részt vesz az osztddasi gytirli kialakitasaban (Mileykovskaya és Dowhan, 2000). Az
osztodasi gyliriibdl indul el az a folyamat, mely végiil kialakitja az utddsejteket elvalaszto
harant plazmamembrant és sejtfalat. A CL jellegzetesen nem ,,bilayerképzd™ lipid, mely
ha nagyobb koncentracioban fordul el6 a membranban, hajlamos inverz hexagonalis fa-
zist kialakitani, kiilonosen kétértékli kationok jelenlétében. Ennek a nem ,.bilayer” szer-
kezetnek valosziniileg szerepe van a sejtosztodaskor a sejt kozépvonalaban formalodo
szeptum kialakitasaban (Kawai és mtsai, 2004). Cianobaktériumokban nem szintetizalo-
dik CL, de a megfigyelt osztddasi rendellenességek alapjan felmeriilt, hogy a PG-nek ha-
sonlo szerepe lehet a cianobaktériumok osztddasaban, mint a CL-nek a baktériumok ese-

tében, kiillondsen annak ismeretében, hogy in vitro kisérletekben kimutattdk a PG-
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molekulakbol 4116 membran inverz hexagonalis fazisba valo atalakulasat Ca*" ionok je-
lenlétében (Harlos és Eibl, 1980).

A PG fokozatos kiiiriilése soran megfigyeltem a sejtek klorofilltartalmanak erétel-
jes csokkenését is. Hosszabb ideig tartd PG-éheztetés utan szinte eltlint az abszorpcios
spektrumbol a klorofillra jellemzd, 680 nm-en mérheté cstcs, ugyanakkor a
fikobiliproteinek koncentracidja nem valtozott szignifikdnsan. A klorofilltartalom ilyen
nagymértékli csokkenése nemcsak a PSII miikodésének zavaraval allhatott kapcsolatban
[melyet kordbban Hagio és mtsai (2000), Gombos és mtsai (2002) és Sakurai és mtsai
(2003) mar leirtak], de valdsziniileg érintette a PSI miikodését ill. mennyiségét is. A
klorofillmolekuldk nagyobb része ugyanis a PSI-hez ko6tddik, mivel a Synechocystis sej-
tek nagyobb szdmban tartalmaznak PSI komplexeket, mint PSII-t, és a PSI RC-k tobb
klorofillt kétnek, mint a PSII RC-k (Zouni és mtsai, 2001; Jordan és mtsai, 2001).

A PG kiliriilése soran a pgsA4 sejtek lipidosztalyainak aranyai csak kismértékben
valtoztak. Megfigyeltem, hogy a PG nem {iriilt ki teljesen a sejtekbdl, még a kultira pusz-
tuldsa elétt néhany nappal is kimutathaté volt néhany szdzalék PG jelenléte. Ennek oka
valosziniileg a PG egyenldtlen eloszldsa a sejtekben a sejtfal-citoplazmamembran és a
tilakoidmembran frakciok kozott. Ha a PG szintje néhdny szazalék ala csokkent, mar nem
jutott elegendd PG a tilakoidba, hogy fenntartsa a fotoszintetikus folyamatokat és az
energiatermelést, ami a mar nem osztddod, csak vegetalo sejtek gyors pusztulasahoz veze-
tett.

Erdekes megfigyelés, hogy a PG mennyiségének csokkenése az SQDG mennyi-
ségének kismértékii novekedésével jart egyiitt. Ez ellentmond azoknak a korabbi tapasz-
talatoknak, miszerint a Synechocystis sejtekben az anionos lipidek nem képesek helyette-
siteni egymast (Aoki és mtsai, 2004). Valoészintileg vannak olyan funkciok, amelyekben a
szulfolipid atveheti a PG szerepét Synechocystis sejtekben is, de teljes mértékben nem
helyettesitheti azt.

A pgsA sejtek lipidosztalyainak zsirsavosszetételében nem talaltunk 1ényeges elté-
rést a vad tipushoz képest a PG kiiiritése soran, azonban igen figyelemreméltd, hogy a
Synechocystis sejtek atépitették a kiilsé kornyezetbdl felvett PG-molekulakat a vad tipus-
ban termel6d6hdz hasonld molekulatipusra. A kiviilrdl felvett lipidmolekuldk zsirsavai-

nak kicserélddését mar masok is megfigyelték (H. Wada személyes kozlése), azonban
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eddig még nem publikaltak. Synechocystisben még nem irtak le lipadz enzimeket sem, me-
lyek a lipimolekuldkbol zsirsavakat hasitandnak le, de a zsirsavkicserélddésben szerepet
jatszo lizo-MGDG-aciltranszferdz (Wada ¢s mtsai, 1993) és lizo-PG-aciltranszferaz
(Weier és mtsai, 2005) enzimeket mar sikeriilt azonositani.

A pgsA sejteken felvett FTIR spektrumok egyértelmiien azt mutatjdk, hogy a
tilakoidmembran lipidfrakcidjanak fizikai allapotat, mikroviszkozitdsdt nem valtoztatta
meg az egyébként is alacsony aranyban jelenlevd PG mennyiségének csokkenése. Ez a
megfigyelés ellentmondani latszik a kordbban transzgenikus dohdny tilakoidjan végzett
méréseknek (Szalontai és mtsai, 2003), melyben az FTIR vizsgalatok a PG
telitetlenségétol fliggd szerkezeti valtozasokat mutattak ki. Esetiinkben a tilakoid PG-
tartalméanak jelentds csokkenését értiik el, de a PG-molekulak telitetlensége nem valto-
zott. Ennek lehetséges okait az el6zé bekezdésben a zsirsavosszetétel valtozasaival kap-
csolatban fejtettem ki. A két mérési eredmény kozotti kiilonbséget magyardzhatjadk a
cianobaktérium €s a magasabbrendli ndvény tilakoidjanak szerkezetében 1évo eltérések.

A lipidtartalom valtozasaval kapcsolatos funkcionalis valtozdsokat vizsgalva
megallapithattam, hogy a PG fokozatos kiiirtilése soran a sejtekben mérhetd PSI-aktivitas
csokkent, mely kiilondsen a tobb mint két hétig tartd PG-&heztetés utdn valt jelentdssé.
Feltételezhetjiik, hogy hosszabb ideig tart6 PG-megvonas utan érte el a PG-hidny azt a
szintet, amikor mar a PSI RC-bodl is kezdtek kiiiriilni a PG-molekulak. Harom hét PG-
¢heztetés utan a sejtek PSI-aktivitasa mar a felét sem érte el a PG-megvonas elétti érték-
nek, de ha a sejtekhez ismét PG-t adtunk, az aktivitas visszaallt a kezdeti szintre.

Feltételeztiik, hogy a fotoszintetikus funkciok valtozasanak hatterében a funkci-
6khoz kapcsolhato fehérjekomplexek oligomerizacidjaban és fehérjedsszetételében bekd-
vetkezett valtozasok allhatnak. Korabbi vizsgéalatok kimutattdk a PSII RC dimerek
monomerizacidjat a PG-tartalom csokkenésének hatasara (Sakurai és mtsai, 2003). Ezek
a megfigyelések alapot szolgaltattak arra, hogy hasonld szerkezeti valtozasokat feltéte-
lezzek a PSI aktivitascsokkenése mogott is. A szerkezetvizsgalatokat nagynyomasu fo-
lyadékkromatografidval elvalasztott PSI oligomereken végeztem. A PSI aktivitasdnak
csokkenésével parhuzamosan megfigyeltem a PSI trimerek ardnyanak csokkenését és a
monomerek aranyanak novekedését a tilakoidban a PG kiiiriilése soran. Ezek a megfigye-

lések vezettek a pgsA sejtek tilakoidmembranjaban levo fehérjekomplexek szerkezeti sta-
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bilitasanak vizsgalatahoz, DSC-paraméterek mérésével. Megallapitottam, hogy a
tilakoidba agyazott fehérjék hokapacitasa a PG kitiriilésével parhuzamosan folyamatosan
csokkent, és ennek alapjan feltételezhettem, hogy a PG kiiiriilése nemcsak a PSII mar is-
mert monomerizacidjat okozta (Sakurai és mtsai, 2003), de a PSI szerkezetét is befolya-
solta.

Kromatografias vizsgalataim fényt deritettek arra, hogy az elegendden hosszl ide-
ig tartd PG-€heztetés utan mar csak PSI monomerek talalhatok a membranban, a trimerek
teljesen eltlintek a tilakoidbol. A PSI monomerizaloédasa visszafordithatd volt: ha a PG-
hidnyos sejtekhez kiviilr6l PG-t adtunk, a PSI trimerek aranya visszaallt a PG-¢heztetés
elotti szintre. A visszaallas bekovetkezett akkor is, ha linkomicin fehérjeszintézis-gatld
szert is adtunk a sejtekhez, tehat a trimerek nem de novo szintetizalt fehérjékbdl, hanem a
meglévé monomerekbdl alakultak ki a PG hatéaséra.

A PG-hianynak a PSI oligomerizacidjara ¢és aktivitasara kifejtett hatdsarol szdmol-
tak be Sato és mtsai (2004) is a Synechocystis sp. PCC6803 cdsA mutanson (mely szintén
képtelen a PG szintézisére) végzett kisérleteik alapjan. A tilakoid fehérjekomplexeit
dodecil-B-D-maltozid-gélelektroforézissel elvalasztva Gigy talaltdk, hogy mar egészen ro-
vid ideig tartd6 PG-¢heztetés utdn bekovetkezett a PSI monomerizacioja, mikozben a PsaA
¢s PsaB reakcidcentrum-fehérjék mennyisége is erdsen lecsokkent. Ennek ellentmond,
hogy ugyanakkor nem tapasztaltdk a PSI aktivitdsanak csokkenését. Ellentmondasos
megfigyeléseik részben abbol adddhattak, hogy a miénktdl eltérd kisérleti kortilményeket
alkalmaztak, kiilonos tekintettel a fény- és hdmérsékleti viszonyokra, valamint a széndi-
oxiddal buborékoltatott kultirdk felhasznaldsadra. A buborékoltatott rendszer gyorsabb
osztddast, a kultira hirtelen felszaporodasat jelenti, mely felgyorsitja a fiziologias folya-
matokat, ¢€s a felgyorsult valtozasok nem teszik lehetové a részletes vizsgalatokat. Ennek
a problémanak az elkeriilésére hasznaltam razatott kultarakat, amelyek finomabb ¢&s rész-
letesebb vizsgalatokat tettek lehetdvé.

A fehérjék oligomerizacidjaban bekovetkezd valtozasok a szerkezethez kapcsolo-
do funkciokat is megvaltoztathatjak. Bar a PSI oligomerizacidjanak szerepe nem tiszta-
zott, némely szerzé szerint a funkcionalis valtozasok hatterében tobbféle szerepet is felté-
telezhetlink. Az oligomer szervezddés megvédheti a PSI RC-t a fénystressztdl, lehetdvé

téve a tobblet gerjesztési energia sugarzasmentes eloszlatasat és hové alakitasat (Mukerji
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¢s Sauer, 1989; Karapetyan és mtsai, 1999). Masok szerint, a trimer szerkezetben a hosz-
szabb hullamhosszokon elnyeld, un. ,;red” klorofill molekuldk kapcsolatba keriilnek a
szomszédos monomerek klorofilljaival, ezaltal abszorpcidjuk eltolédik a magasabb hul-
lamhosszak felé, szélesitve azt a hulldimhossztartomanyt, amelyben hasznositani tudjdk a
fényt (Trissl, 1993). A hosszuhulldmu klorofillok képesek az altaluk elnyelt kisebb ener-
giaju fény energiajat tovabbitani a P700 fel¢ (van Grondelle és mtsai, 1994; Shubin és
mtsai, 1995). Sener ¢és mtsai (2004) szerint egyrészt a trimer szerkezet stabilabb, mint a
monomer, mert a monomerekrél konnyen levalnak a periférids alegységek, valamint a
klorofill és a karotinoid molekuldk egy része is. Masrészt, mivel alacsony fényintenzita-
son a PSI/PSII arany és a PSI trimer/monomer arany megnd, €s elotérbe kertiil a PSI korii-
li ciklikus elektrontranszport, a trimer szervezddés szerepet jatszhat a ciklikus elektron-
transzport miikodtetésében és a fikobiliszoméaknak a PSI RC-hoz val6é kapcsolodasaban
is. Kiilonbséget talaltak a gerjesztési energia ataddsdban is a monomer és a trimer kozott,

de a mért kis kiilonbség nem magyarazza a trimer szervezodés elotérbe kertilését.

Az oligomerek szétesése egyiittjarhat a fehérjedsszetétel megvaltozasaval is, en-
nek vizsgalatahoz a fehérjeanalitikdban hasznalatos gélelektroforézist, és az egyes fehér-
jék azonositasara szolgaldé immunojelolést alkalmaztam. Ezekkel a modszerekkel a PG
kitiriilése soran monomerizalodd PSI komplexekben megfigyeltem a Psal fehérjealegy-
ség levalasat a reakciocentrumrol. A PsalL fehérjérdl ismert, hogy a monomerek kapcso-
lodasi felszinén helyezkedik el, és elsdsorban ez a fehérje felelés a trimerizacidért
(Chitnis éa Chitnis, 1993). Psal-hianyos mutansokban nem képzddtek trimerek, csak PSI
monomerek (Schluchter és mtsai, 1996). A pgsA4 sejtekben a PG kiliritése és a PSI
monomerizalddasa utdn nem volt kimutathatd a PsalL alegység jelenléte a PSI monome-
rekben. Bebizonyosodott, hogy a PG hidnya nem a PsalL fehérje szintézisét gatolta, mivel
ha PG-t adtunk a sejtekhez, a PsalL fehérje linkomicin fehérjeszintézis-gatld jelenlétében
is beépiilt a reakciécentrumba. A PG-hidnyos tilakoidmembranban kimutatott Psal. fehér-
jék azt bizonyitjak, hogy a Psal alegységek nem bomlottak le, csak levaltak a PSI RC-
1él, és ha a sejtekhez kiviilrél PG-t adtunk, képesek voltak a PSI monomerekbe ismét be-
¢épiilni ¢és trimereket kialakitani. A 28. abra azt mutatja, hogyan kapcsoldédnak a PSI mo-

nomerek PG-molekuldkon keresztiil, a PsalL alegységek 0sszekapcsolodasaval trimerré.
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28. abra. PSI monomerek osszekapcsolodasa trimerré a PG-molekuliakhoz ko-
t6do Psal. alegységeken keresztiil.

Bar a cianobakterialis PSI 2,5 A felbontast kristalyszerkezete, melyet Jordan és
mtsai kozoltek 2001-ben, tartalmaz egy PG-molekulat a monomerek kapcsolodasi felszi-
nén, ez a PG-molekula nem kapcsolodik a Psal.-hez, hanem a PsaA-hoz koétédve egy klo-
rofill-a koordindlasdban vesz részt. Azonban a Grotjohann és Fromme altal 2005-ben
megjelentetett Osszefoglald tanulméany kozli, hogy a Psal fehérje kozelében lattak egy
masik lipidjellegli molekulat is, melyet elektrondenzitasa alapjan nem sikeriilt azonosita-
niuk (ezért kordbban nem is publikaltdk), de amelyhez valdsziniileg 4 zsirsavlanc tarto-
zik. Elképzelhetd egy olyan, 4 zsirsavlancot hordoz6 molekulaszerkezet, melyben 2 PG-
mar kimutattak in vitro kisérletekben (Fragata és mtsai, 1997; Yang ¢és mtsai, 2005; Wu
és mtsai, 2005), miszerint a Ca>" ion elésegiti a komplexek oligomerizacijat, valamint
képes ionpart kialakitani egy vagy tobb lipidmolekula foszfattartalmu fejcsoportjaval.
Elképzelésiinket az in vitro mérések tapasztalatain til megerdsiti, hogy a kristalyszerke-
zetben is lathato egy Ca®" ion a PsaL-hez kétdve a PSI trimerizacios felszinén (Jordan és
mtsai, 2001; Fromme és mtsai, 2001). Amennyiben feltételezésiink helyes, és az azonosi-

tatlan lipidmolekula PG, az kozvetlen szerkezeti igazolasat adna eredményeinknek, mi-
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szerint a PG meghatarozoé szerepet jatszik a PSI komplex Psal fehérjealegységének koté-
sében és ezaltal a PSI trimerizacidjaban.

Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a PG-molekuldk meghataroz6 szere-
pet jatszanak a fotoszintetikus szervezetek energiatermelésében létfontossagu fehérjék
szervezOdésében. Olyan, eddig még nem ismert fehérje-lipid kdlcsonhatasokra sikertiilt
felhivnom a figyelmet, amelyeknek a részletesebb felderitése az egyes fehérjék és PG-
molekulék altal 1étrehozott fehérjedomének funkcidjanak megértéséhez vezethet. E10szor
sikeriilt kimutatnom a PG-molekuldk jelentdségét olyan lipid-fehérje kolcsonhatasban,
mely a PSI szerkezete és funkcidja szempontjabdl 1étfontossagli. Ezek tovabbi vizsgalata

all jelenlegi kutatasaim homlokterében.
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7. Osszefoglalas

Kisérleteinket a Synechocystis sp. PCC6803 pgsA cianobaktérium torzson végez-
tiikk, mely a PGP-szintaz enzim génjének inaktivalasa miatt a PG eléallitasara képtelen, de
amely fenntarthat6 és szaporithato a PG kiviilrdl torténd potlasaval. Ezen a mutanson ko-
rabban kimutattak, hogy a PG megvonasa kezdetben a PSII mitkddésének zavarat okozza,
de nem tapasztaltak eltéréseket a PSI mikodésében (Hagio és mtsai, 2000; Gombos és
mtsai, 2002; Sakurai és mtsai, 2003). Miutan a rontgenkrisztallografias szerkezetvizsgala-
tok PG-molekuldkat mutattak ki a PSI RC-ban (Jordan és mtsai, 2001), felmeriilt, hogy a
PG hidnya azért nem okoz valtozast a PSI mitkddésében, mert a PSI reakcidcentrumbol
nem sikeriilt eltdvolitani a szorosan kotott PG-molekulakat.

Munkém kiindulasi pontjaként célul tiiztem ki a PG kiiiritését a PSI reakcidcent-
rumabdl is, majd az ennek kovetkeztében megnyilvanuld szerkezeti és funkcionalis val-
tozasok felmérését. A PG fokozatos kiliriilése soran megfigyelt hatasok és megmért pa-

raméterek alapjan kérdéseinkre a kovetkezd valaszokat kaptuk:

a) Az alkalmazott hd- és fényviszonyok kozott a pgsA4 sejtek 3—4 hétig tarthatok élet-
ben PG-mentes tapoldatban. A sejtosztodas kb. két hét PG-megvonas utan ledllt, de
3 hét PG-€heztetés utan a sejtosztodas gatlasa még visszafordithatd volt, ha a médi-
umba PG-t adagoltunk. Hosszabb PG-megvonas a sejtek pusztulasahoz vezetett.

Az elektronmikroszkopos morfologiai vizsgalatok alapjan a PG kiiiriilése a tilakoid
szerkezetének felbomlasat eredményezte, valamint a PG-hidnyos sejtek térfogata
atlagosan legalabb 50%-kal nétt, de a sejtek egyotode tobb mint kétszeresére duz-
zadt, és osztodasi rendellenességeket is mutattak. Megallapitottam, hogy a PG hia-
nya gatolta a sejtek osztodasat.

A PG kiiiriilésével parhuzamosan erdsen lecsokkent a pgsA4 sejtek klorofilltartalma,
ami a fotokémiai rendszerek PG hianyaban bekovetkezd sériilésével allt kapcsolat-
ban. A fikobiliproteinek szintézisét, szerkezetét és mikddését nem érintette a PG-

hiany.

b) A pgsA sejtek PG-tartalma folyamatosan csdkkent a PG-éheztetés soran, azonban

nem sikeriilt teljesen kiiiriteni a PG-t a sejtekb6l. Ha a sejtekben a PG aranya 4%
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d)

ala csokkent, a kultura elpusztult. Kimutattam, hogy a pgsA4 sejtek a tapoldatbol
felvett PG-molekuldk zsirsavait kicserélték, a molekuldkat atépitették a fajra jel-
lemzd lipidszerkezetre.

A pgsA sejtek tilakoid membranjan felvett FTIR-spektrumok alapjan a PG-
molekuldk nagy részének eltavolitisa nem véltoztatta meg a tilakoid

lipidfrakcidjanak mikroviszkozitasat.

A pgsA sejtekben a fotooxidalhatd P700 mennyisége két hét PG-éheztetés utan
kezdett csokkenni, ekkor kezdtek a PSI RC-bdl is kitiriilni a PG-molekuldk. A sej-
tekben mérhetd PSI-aktivitds csokkenése 3 hét PG-megvonas utan még visszafor-
dithat6 volt a PG kiviilrél torténd potlasaval. Kimutattam, hogy elegendden hosszu
ideig tartd6 PG-megvondassal a PSI RC-bdl is eltavolithatok voltak a PG-molekulék,

¢s ez befolyasolta a sejtekben levd, fotooxidalhatdo P700 mennyiségét.

A sejtekben mért PSI-aktivitds csokkenésével parhuzamosan szerkezeti valtozadsok
is bekovetkeztek a PG kiliriilése sordn. A DSC-gbérbék a tilakoidban levd
fehérjekomplexek hokapacitasanak csokkenését, szerkezetének felbomlasat mutat-
tak. A PSI komplexek oligomerizacidjanak vizsgalata a PSI trimerek aranyanak fo-
kozatos csokkenését, monomerizaciojat tarta fel. A PSI monomerekbdl PG hianya-
ban levaltak a trimerizacioért felelos PsalL fehérjealegységek, melyek a tilakoidban
maradva PG hatasara képesek voltak ismét trimereket kialakitani a PSI monome-
rekbdl. Megallapitottam, hogy a PSI monomerek trimerizaciojahoz sziikséges, hogy
a PsalL fehérjealegységek a PG-molekulakon keresztiil stabilan kotédjenek a PSI
reakciocentrumokhoz.

A PG-kitiriilés kovetkezményeként a sejtfunkciokban és a fotoszintetikus membran
szerkezetében bekodvetkezd valtozasok kronoldgiai sorrendjét a 29. dbran foglaltam

0ssze.
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PG-megvonas

e D

PSll-aktivitas W PSI aktivitas W
fényérzékenység AN PSI monomerizacio A\ sejthalal
PSII monomerizacid AN PsaL disszocial

sejtosztodas, PG kihiguldsa sejtosztddas nincs, PG lebomlasa
Jle
|

reverzibilis irreverzibilis

29. abra. A PG-éheztetés hatasai a pgsA sejtek funkcioira a PG Kkiiiriilésének
fiiggvényében

A Synechocystis sp. PCC6803 pgsA sejteken végzett méréseink in vivo bizonyit-
jék a PG-molekulak meghataroz6 szerepét a fotoszintetikus folyamatokban és a sejtosz-

tddasban.
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Osszefoglalas

A cianobaktériumok vagy kék-zold algdk a Foldon kialakult legdsibb prokaridta
szervezetek koziil valok. Az altaluk kifejlesztett oxigéntermeld fotoszintézis révén, mely-
nek sordn napenergia felhasznélasaval épitik be a 1égkori széndioxidot sejtjeik szerves
molekuldiba, elterjedtek az egész Foldon, és vizbontasbol szarmazo oxigénfejlesztésiikkel
atalakitottak bolygonk 1égkorét. Az endoszimbiodzis elmélete szerint az eukaridta ndvényi
sejt 1,5 milliard évvel ezeldtt alakult ki, miutdn bekebelezte a mai cianobaktériumok 6sét,
¢s egylittélésiik a kloroplasztisz kialakuldsdhoz vezetett.

A cianobaktériumok, mint a kloroplasztisz 6sei, rendkiviil j6 modellszervezetek a
fotoszintézis tanulmanyozasahoz. Egyszerlibb sejtszervezodésiik, konnyl szaporitasuk, és
egyes torzsek természetes transzformacios kompetenciaja révén alkalmasabb alanyai a
fotoszintézis kutatasanak, mint a nehezebben kezelhetd, bonyolultabb sejtszerkezetli, sok
sejtorganellummal rendelkezé ndvények. A fotoszintézis fényreakcidi a tilakoidmembran
lipidrétegébe agyazott fehérjekomplexekben jatszodnak le, melyek koziil kulcsfontossa-
guak az 1. és a 2. fotokémiai rendszer (PSI és PSII). A fotoszintetikus apparatus fehérjéi
szoros kolcsonhatasban vannak az dket koriilvevo lipidmolekuldkkal. A lipid-fehérje kol-
csOnhatdsok jelentdsen befolydsolhatjdk a fotoszintetikus elektrontranszportot, de ezekrdl
jelenleg igen kevés ismerettel rendelkeziink.

A cianobaktériumok, a zdldalgdk és a magasabbrendii novények
tilakoidmembranjanak lipidosszetétele igen jellegzetes. Foként glikolipidek épitik fel,
melyek koziil a neutrdlis monogalaktozil-diacilglicerin (MGDG) ¢és digalaktozil-
diacilglicerin (DGDG) a f6 membrankomponensek. A tilakoid lipidjeinek mindossze 20—
30%-at teszik ki az anionos lipidek, a szulfokinovozil-diacilglicerin (SQDG) és a
foszfatidil-glicerin (PG) (Block ¢és mtsai, 1983; Wada ¢és Murata, 1998). A nem
fotoszintetizal6 baktériumok és az eukaridta sejtek membranjait foként foszfolipidek al-
kotjak, a cianobaktériumokban és a tilakoidban azonban a PG az egyetlen foszfolipid.

A PG fotoszintetikus funkcidkban betoltott szerepét korabban elsdsorban in vitro
kisérletekben vizsgaltak. Borso novény levelébdl izolalt tilakoid membrant foszfolipaz C
enzimmel kezeltek Droppa és mtsai (1995). Az enzim lehasitotta a PG-molekulék fejcso-
portjat, és ez a PSII aktivitdsdnak csokkenését eredményezte. Kruse és mtsai (2000)

foszfolipaz A, enzimmel kezeltek izolalt PSII komplexeket. Az enzim a foszfolipidek
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egyik zsirsavat hasitja le, minek kovetkeztében a PSII szerkezetének felbomlasat figyel-
ték meg. Az enzim hatisara felszabadult PSII-alegységek alapjan feltételezt¢ék PG-
molekuldk jelenlétét a CP43 alegység ¢s a PSII reakciocentrum (RC) D1-D2-CP47
szubkomplexe kozott. Feltételezésiiket megerdsitették a nemrég 3 A felbontisban késziilt
rontgenkrisztallografias szerkezetmeghatarozas eredményei (Loll és mtsai, 2005).A PG
szerepét in vivo is tanulmanyoztak Arabidopsis thaliana mutansokban. Xu ¢és mtsai
(2002), Hagio ¢s mtsai (2002) és Babiychuk ¢és mtsai (2003) kimutattak, hogy a PG esz-
szencialis a kloroplasztiszok kialakuldsédhoz ¢és a tilakoidmembréanok felépitéséhez.

A Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktérium teljes genomszekvencidjanak meg-
ismerése (Kaneko és mtsai, 1996) lehetové tette a PG szerkezeti és funkcionalis szerepé-
nek in vivo tanulméanyozasat cianobaktériumokban, a molekularis bioldgia moédszereinek
felhasznalasaval. A Synechocystis sejtek képesek a PG-t felvenni a sejtfalon at a kiilsd
kornyezetbdl. Ez a tulajdonsaguk lehetévé tette, hogy a PG bioszintézisében résztvevd
enzimek inaktivalasaval, és a PG kiviilr6l torténd potlasaval szabalyozzuk a sejtek PG-
tartalmat. Hagio és mtsai (2000) a PG-foszfat-szintdz enzim pgsA génjét inaktivaltak
kanamicin rezisztenciakazetta beépitésével, mig Sato és mtsai (2000) egy masik, PG-
szintézisben résztvevd gént, a CDP-diacilglicerin-szintdz cdsA génjét inaktivaltak hason-
16 modon.

Amikor a PG-vel kiegészitett tapoldatban nevelt pgs4 sejteket PG-mentes médi-
umba attéve nevelték tovabb, Hagio és mtsai (2000) a sejtek oxigénfejlesztésének csok-
kenését fegyelték meg, valamint mesterséges kinonok hozzdadéasaval gatolni tudtak a
PSII miikddését. Gombos és mtsai (2002) kimutattak, hogy PG hidnyaban zavar tdmadt a
masodlagos kinon elektronakceptor (Qg) kotohelye kornyékén a PSII RC-ban, ezaltal
gatlodott az elektronok atadéasa az elsddleges kinon elektronakceptor (Qa) molekularol a
Qg-re. Ezek az eredmények megmutattdk a PG fontossagat a PSII szerkezetében és mii-
kodésében.

Bar a rontgenkrisztallografias mérések harom PG-molekula jelenlétét mutattak ki
az 1. fotokémiai rendszer reakciocentrumaban (Jordan és mtsai, 2001), a PSI aktivitasat
nem zavarta meg a pgsA sejtek 9 napos PG-¢éheztetése sem ( Hagio és mtsai, 2000). Fel-
meriilt, hogy a rovid ideig tartd PG-Eheztetés utan a sejtekben megmaradd PG-

molekulak, erdsen kotédve a PSI RC fehérjéihez, elegenddek lehetnek a PSI funkcidja-
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nak fenntartasdhoz. Feltételeztiik, hogy ha a Synechocystis PCC6803 pgsA sejteket ele-
gendden hosszua ideig neveljiik PG-mentes tapoldatban, akkor a PG turnoverétdl fiiggden
a PSI-komplexek reakciocentrumabdl is sikeriil kitiriteni a PG-t, ami a PSI aktivitasdnak
valtozésat is eredményezheti.

Célul thiztiik ki annak felmérését, hogy a hosszu ideig tarto PG-éheztetés hogyan
sét, hogy a PG-kiiirités hatasara bekdvetkezd valtozasok visszafordithatok-e a PG vissza-
adasaval. Megmértiik a sejtek lipidosszetételének valtozasat a PG kiiiriilésének hatasara,
valamint ellendriztiik, hogy a PG kiliriilése befolydsolja-e a tilakoidmembran
mikroviszkozitasat. Valamint célul tiiztiik ki annak a kérdésnek a megvalaszolasat, hogy
vajon hosszu ideig tarto PG-¢heztetéssel el lehet-e érni a PSI aktivitdsanak csokkenését,
és ez okoz-e szerkezeti valtozasokat a PSI oligomerekben és azok fehérjedsszetételében.

Gyenge fényen és optimalis hdmérsékleten a pgsA sejtek 3—4 hétig életben tartha-
tok voltak PG-mentes tapoldatban is. A PG-megvonas hatisara a sejtkultira optikai
denzitasanak novekedése mar egy hét utan jelentdsen lassult, a sejtek €ltek, de a sejtszam
novekedése, az 0sztddo sejtek aranya lecsokkent. A sejtek szaporodasanak leallasa harom
hétig tarté PG-éheztetés utan még visszafordithato volt, ha a tdpoldathoz ismételten PG-t
adagoltunk, de a PG-megvonas 4. hetében a sejtek kadrosoddsa mar olyan mértéket ért el,
hogy a folyamat visszafordithatatlanna valt, és az egész kultura elpusztult.

Az elektronmikroszkopos morfoldgiai vizsgalatok a sejtszerkezet torzuldsat mu-
tattdk a PG kilirtilése soran: a tilakoid szerkezete felbomlott, a sejtek térfogata
megnovekedett, ami utalhat arra, hogy a sejtek felkésziiltek az osztodasra, de nem képe-
sek azt végrehajtani. Torzan oszt6do sejtek voltak megfigyelhetok a hosszu ideig PG-
¢heztetett kulturaban: ezek a sejtek megkezdték az osztddast, de nem tudtak befejezni,
mintegy ,,befagytak” az osztddas egy fazisaban. Korabbi irodalmi adatok nem utaltak ar-
ra, hogy a PG-nek szerepe lehet az osztodasban, azonban néhany éve ismert, hogy bakté-
riumokban a PG-bdl szintetizal6dé kardiolipin (CL) fontos szerepet tolt be az osztddas
folyamatdban (Dowhan és mtsai, 2004; Mileykovskaya és Dowhan, 2005). A CL a sejt
ahol specifikus fehérjékhez kapcsoldodva részt vesz az osztddasi gytiri kialakitasaban

(Mileykovskaya és Dowhan, 2000). A CL jellegzetesen nem kettésréteg képzd6 lipid,
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mely ha nagyobb koncentracidoban fordul el6 a membranban, hajlamos inverz hexagonalis
fazist kialakitani, kiilonosen kétértékii kationok jelenlétében. Ennek a kettosrétegtol elté-
r0 szerkezetnek valdsziniileg szerepe van a sejtosztodaskor a sejt kozépvonalaban forma-
16d6 szeptum kialakitdsaban (Kawai és mtsai, 2004). Cianobaktériumokban nem szinteti-
zalodik CL, de a megfigyelt osztodasi rendellenességek alapjan felmeriilt, hogy a PG-nek
hasonl6 szerepe lehet a cianobaktériumok osztodasaban, mint a CL-nek a baktériumok
esetében, kiilondsen annak ismeretében, hogy in vitro kisérletekben kimutattdk a PG-
molekulakbol 4116 membran inverz hexagonalis fazisba valé atalakulasat Ca®" ionok je-
lenlétében (Harlos és Eibl, 1980).

A PG fokozatos kiiiriilése soran a sejtek klorofilltartalma erételjesen csokkent.
Hosszabb ideig tarté PG-¢heztetés utan szinte eltlint az abszorpcids spektrumbol a kloro-
fillra jellemz6, 680 nm-en mérhetd cstcs, ugyanakkor a fikobiliproteinek koncentracidja
nem valtozott szignifikdnsan. A klorofilltartalom ilyen nagymértékii csokkenése jelezte a
PSII korabban mar megfigyelt miikodési zavaran til (Hagio és mtsai 2000; Gombos és
mtsai, 2002; ¢és Sakurai és mtsai, 2003), a PSI miikodésének zavarat is, mivel a
klorofillmolekuldk nagyobb része kotddik a PSI-hez, mint a PSII-h6z (Zouni és mtsai,
2001; Jordan és mtsai, 2001).

A pgsA sejtek lipidosszetételét vékonyréteg-kromatografiaval hatdroztuk meg. A
PG kiiiriilése soran a pgsA sejtek lipidosztalyainak ardnyai csak kismértékben valtoztak, a
PG-tartalom folyamatos csokkenése ellenére sem sikeriilt a PG-t teljesen kiiiriteni a sej-
tekbdl, még a kultara pusztuldsa elétt néhany nappal is kimutathat6 volt néhany szazalék
PG jelenléte. Ennek oka valdsziniileg a PG egyenldtlen eloszlasa a sejtekben a sejtfal-
citoplazmamembran és a tilakoidmembran frakciok kozott. Ha a PG szintje néhany széza-
1€k ald csokkent, mar nem jutott elegendd PG a tilakoidba, hogy fenntartsa a fotoszinteti-
kus folyamatokat és az energiatermelést, ami a sejtek gyors pusztuldsdhoz vezetett. Meg-
figyeltiik, hogy a PG mennyiségének csokkenése az SQDG mennyiségének kismértékii
novekedésével jart egyiitt. A pgsA sejtek lipidosztalyainak zsirsavosszetételét gazkroma-
tografiaval meghatarozva, nem talaltunk 1ényeges eltérést a vad tipushoz képest a PG ki-
uritése sordn, azonban igen figyelemreméltd, hogy a Synechocystis sejtek atépitették a
kiils6é kornyezetbdl felvett PG-molekuldkat a vad tipusban termel6d6hoz hasonldé moleku-

latipusokra. A pgsA sejteken felvett FTIR spektrumok egyértelmiien azt mutatjak, hogy a
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tilakoidmembran lipidfrakcidjanak fizikai allapotat, mikroviszkozitdsdt nem valtoztatta
meg az egyébként is alacsony aranyban jelenlevé PG mennyiségének csokkenése.

A PSI funkcigjat a 705 nm-en mért abszorpciovaltozas detektalasaval kovettiik,
mely a P700 elsddleges elektrondonor redox allapotanak valtozasét jelzi, és ardnyos a
sejtekben levd fotooxidalhatdo P700 mennyiségével. Megallapitottuk, hogy a PG fokoza-
tos kilirtilése soran a sejtekben mérhetdé PSI-aktivitas csokkent, mely kiillondsen a tobb
mint két hétig tartdé PG-éheztetés utan valt jelentdssé. Valoszinilileg hosszabb ideig tarto
PG-megvonas utan érte el a PG-hiany azt a szintet, amikor mar a PSI RC-bdl is kezdtek
kitiriilni a PG-molekulak. Harom hét PG-éheztetés utan a PSI-aktivitds mar a felét sem
érte el a PG-megvonas elotti értéknek, de ha a sejtekhez ismét PG-t adtunk, az aktivitas
visszaallt a kezdeti szintre.

A PSl-aktivitas csokkenése mogott hasonld szerkezeti valtozasokat feltételeztiink,
mint amit Sakurai és mtsai (2003) tapasztaltak, akik PSII RC dimerek monomerizacigjat
irtak le a PG-tartalom csokkenésének hatasara. Ezért megvizsgaltuk a pgsA sejtek
tilakoidmembranjaban levo fehérjekomplexek szerkezeti stabilitasat differencialis paszta-
z6 kalorimetria modszerével. A tilakoidba agyazott fehérjék hdkapacitdsa a PG kitiriilé-
sével parhuzamosan folyamatosan csdkkent, és ennek alapjan feltételezhettiik, hogy a PG
kitiriilése nemcsak a PSII mar ismert monomerizaciojat okozta, de a PSI szerkezetét is
befolyasolta. A PSI oligomerizaciojaban bekovetkezett valtozasokat HPLC technikaval
vizsgaltuk. Cianobaktériumokban a PSI mind trimer, mind monomer formaban megtalal-
hato a tilakoidmembranban, de alacsony fényintenzitason a trimer az uralkodd. A PSI tri-
merek fzioldgiai szerepe nem tisztazott (Sener és mtsai, 2004). Méréseink soran a PSI
oligomereket MonoQ anioncser¢ld oszlopon elvalasztva, a PSI aktivitasanak csokkenésé-
vel parhuzamosan a trimerek mennyiségének csokkenését és a monomerek ardnyanak
novekedését tapasztaltuk. Harom hétig tarté PG-¢heztetés utan mar csak PSI monomere-
ket taldltunk a membranban, a trimerek teljesen eltiintek a tilakoidbol. A PSI
monomerizalddasa visszafordithatd volt: ha a PG-hianyos sejtekhez kiviilrél PG-t adtunk,
a PSI trimerek ardnya visszaallt a PG-¢heztetés elotti szintre. A visszaallas bekovetkezett
akkor is, ha linkomicin fehérjeszintézis-gatld szert is adtunk a sejtekhez, tehat a trimerek
nem de novo szintetizalt fehérjékbdl, hanem a meglévé monomerekbdl alakultak ki a PG

hatasara.
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A MonoQ oszlopon elvalasztott PSI trimerek és monomerek fehérjedsszetételét
SDS-poliakrilamid-gélelektroforézis és immunoblot mddszerével tanulmanyoztuk. Im-
munjeldléssel a PSI komplex 4 fontos fehérjealegységét vizsgaltuk, melyek koziil a RC-
ot alkot6 PsaA, valamint a sztroma feldli felszinen elhelyezkedd PsaC és PsaD minden
mintaban hasonlo jel616dést mutatott a trimerekben és a monomerekben. A PG kiliriilése
soran monomerizal6dé PSI komplexekben azonban megfigyeltiik a PsalL fehérjealegység
levalasat a reakcidocentrumrol. A Psall fehérjérdl ismert, hogy a monomerek kapcsolddasi
felszinén helyezkedik el, és elsdsorban ez a fehérje felelds a trimerizacioért (Chitnis és
Chitnis, 1993). A pgsA sejtekben a PG Kkiiiritése és a PSI monomerizalddasa utdn nem
volt kimutathat6 a Psal alegység jelenléte a PSI monomerekben. Bebizonyosodott, hogy
a PG hianya nem a PsalL fehérje szintézisét gatolta, mivel ha PG-t adtunk a sejtekhez, a
PsaL fehérje linkomicin fehérjeszintézis-gatld jelenlétében is beépiilt a reakcidcentrumba.
A PG-hidnyos tilakoidmembranban kimutattuk a PsalL fehérjék jelenlétét, ami azt bizo-
nyitja, hogy a Psal alegységek nem bomlottak le, csak levaltak a PSI RC-r6l. Ha a sej-
tekhez kiviilrél PG-t adtunk, képesek voltak a PSI monomerekbe ismét beépiilni €s trime-
reket kialakitani. Bebizonyitottuk a PG-molekuldk szerepét a PsalL alegység kotésén ke-
resztiil a PSI trimerek kialakitasaban.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a PG-molekulak meghatirozo szere-
pet jatszanak a 1. fotokémiai rendszer szervezodésében. El0szor nekiink sikertilt kimutat-
nunk a PG-molekuldk jelentdségét olyan lipid-fehérje kdlcsonhatasban, mely a PSI szer-

kezete és funkcidja szempontjabol 1étfontossagu.
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Summary

The role of phosphatidylglycerol in the structure and function of Photosystem I

Cyanobacteria represent one of the oldest groups of prokaryotic organisms. The
oldest known cyanobacterium fossils emerged 3.5 billion years ago. Photosynthetic
oxygen production by cyanobactaria changed the reductive atmosphere to oxidative one,
opening the way for new types of life. Photosynthesis provided various N-, C- and O-
containing organic compounds, which served as food supply for all living organisms on
Earth. Eukaryotic plant cells developed 1.5 billion years ago by the incorporation of
ancestors of cyanobacteria. This endosymbiotic interaction led to the evolution of the
chloroplast-containing cells of higher plants.

Cyanobacteria, the ancestors of chloroplasts, can be considered as ideal model
organisms for the investigation of the processes of oxygenic photosynthesis. Their simple
cell structure, easy culturing, and the natural transforming competence of some strains
make them attractive subjects for photosynthesis research. Photosynthetic reactions occur
in pigment-protein complexes embeded in the thylakoid membrane. Lipid-protein
interactions play an important role in photosynthetic electron transport, but these
interactions are little-known yet.

Thylakoid membranes of cyanobacteria, green algae and higher plants possess a
characteristic membrane lipid composition. They contain two neutral galactolipids,
monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) and digalactosyldiacylglycerol (DGDG), as
major components. The anionic phospholipids, such as phosphatidylglycerol (PG) and
sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG), are minor components of photosynthetic
membranes (Block et al., 1983; Wada and Murata, 1998). In non-photosynthetic bacteria
and eukaryotic cells the membranes contain mainly various forms of phospholipids. In
cyanobacteria and in thylakoids of higher plants, however, PG is the only phospholipids,
and in photosynthetic membranes it is present at relatively low level.

Previously the role of PG was investigated by in vitro experiments. Thylakoid
membranes isolated from pea leaves were treated by phospholipase C (Droppa et al.,
1995). Photosystem II (PSII) activity of the membrane decreased after removing the
headgroup of the PG molecules by the enzyme. Isolated PSII dimers were treated by
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phospholipase A,, and the disintegration of the PSII complexes following the treatment
suggested the presence of a PG molecule between CP43 subunit and the CP47-D1-D2
subcomplex (Kruse et al., 2000). Recently this suggestion has been confirmed by X-ray
crystallography at 3 A resolution (Loll et al., 2005). The role of PG was studied in vivo in
Arabidopsis thaliana mutants. Xu et al. (2002), Hagio et al. (2002) and Babiychuk et al.
(2003) demonstrated that PG is essential for the development of the chloroplasts, and that
it is needed for the formation of the thylakoid membrane structure.

The availability of the complete genome sequence of the cyanobacterium
Synechocystis sp. PCC6803 (Kaneko et al., 1996) opened the way for studying the
structural and functional roles of PG in vivo, via molecular genetic approaches.
Synechocystis cells are able to uptake PG from culture medium through the cell wall.
This makes possible to maintain mutants lacking essential enzymes in PG biosynthesis.
The pgsA gene encoding PG phosphate synthase, was inactivated by the insertion of a
kanamycin resistance gene cassette (Hagio et al., 2000). Another gene that plays a crucial
role in PG biosynthesis, cds4 that encodes CDP-diacyglycerol synthase, was disrupted
similarly by Sato et al. (2000). Both mutants required supplementation of PG in the
culture medium for growth.

When the pgsA cells grown in PG-supplemented medium were transferred to
medium without PG, Hagio et al. (2000) observed a 40% decrease in photosynthetic
oxygen evolving activity in the cells, and they were able to inhibit PSII activity by
artificial quinones. Gombos et al. (2002) demonstrated a perturbation of the surroundings
of the secondary quinone acceptor (Qg) in PG-depleted pgsA cells. They found that the
lack of PG can block the electron transport between the primary quinone electron
acceptor (Qa) and Qg. Other investigations showed the role of PG in the maintanence of
the dimer structure of PSII (Sakurai et al., 2003). These results indicated that PG
molecules are essential constituents of PSII.

Although, X-ray crystallographic measurements indicated the presence of three
PG molecules in PSI reaction centers (RCs; Jordan et al., 2001), PSI activity was not
significantly affected by PG depletion, even after 9 days (Hagio et al., 2000). This finding
suggested that the strength of PG binding by PSII might be much weaker than that of the
PSI RCs. Accordingly, following 9 days of PG depletion, cells still may contain enough
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PG to maintain PSI activity, but looser binding could lead to the loss of PSII activity at an
earlier stage.

We supposed that, using a long-term PG depletion of pgsA4 cells, we could remove
the PG molecules from PSI RCs, as well. Our aim was to determine the effect of the
long-term PG depletion on the cell cycle, growth, pigment content and morphology of the
pgsA cells, as well as the reversibility of the observed effects by re-adding PG. We
measured the lipid content of PG depleted cells, and the changes in the thylakoid
membrane fluidity of the cells induced by long-term PG depletion. We determined the

effect of long-term PG depletion on the activity, structure and protein content of PSI RCs.

The pgsA cells remained viable for 3—4 weeks in PG-free medium in low light and
at optimal temperature. The growth of the culture was blocked after two weeks of PG
depletion, but the cessation of growth was reversible by adding PG until the forth week of
PG deprivation. The block of the growth suggests that PG could influence processes,
required for cell division. Morphological investigations by electron microscopy revealed
a deformation of the PG-depleted cells. The PG-depleted cells lost the structure of their
thylakoids and the volume of the cells increased. This latter finding suggests that the cells
were ready for division but it could not occur. Following the re-addition of PG to such
cells we could observe normal cell division, which resulted in the formation of small cells
with normal morphology.

Although, there is no direct evidence for a role of PG in cell division, recently it
has been shown that the cardiolipin (CL) synthesized from PG is important for cell
division in bacteria (Dowhan et al., 2004; Mileykovskaya and Dowhan, 2005). CL
accumulates in the mid-cell membrane and takes part in the formation of the Z-ring of
cell division (Mileykovskaya and Dowhan, 2000). CL is a non-bilayer forming lipid,
which can form inverse hexagonal phase in the presence of bivalent cations. This non-
bilayer structure may have a role in forming the septum in the mid-cell part (Kawai et al.,
2004). There is no CL in cyanobacteria, but the observed anomaly of cell division
suggests that PG might have a similar function in cell division. This supposition is
confirmed by earlier in vitro results that demonstrated the conversion of an artificial PG-

membrane into inverse hexagonal phase by Ca®" ions (Harlos and Eibl, 1980).
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The absorption spectra of intact pgsA4 cells showed that the chlorophyll content
decreased gradually during PG depletion; even though, the phycocyanin content
remained constant. Since, more chlorophyll molecules bind to PSI than to PSII, one can
assume that PSI functions are more severely affected by PG depletion than those of PSII
(Zouni et al., 2001; Jordan et al., 2001). This could explain the dramatic decrease in
chlorophyll content.

The lipid composition of pgs4 cells was determined by thin layer
chromatography. The PG content in the PG-depleted cells decreased, but PG was not
removed from the cells completely. In parallel with the decrease of the PG content, we
observed an increase of the SQDG content. This seems contradict ecarlier results
suggesting that PG and SQDG are not able to substitute each other in Synechocystis cells
(Aoki et al., 2002). We assume that in some processes SQDG can substitute PG. The
fatty acid composition of the lipids from pgs4 cells was measured by gas
chromatography. We could observe that, except for the fatty acid composition of PG, the
deprivation did not alter significantly the fatty acid composition of other lipids.
Exogenously added synthetic dioleoyl-PG molecules were re-tailored, and the PG
molecules were transformed to lipid species similar to those of the wild type.

PSI activity was monitored in intact cells by measuring absorbance changes at 705
nm. This method detects changes in the redox state of PSI. When PG-depletion affected
not only the PSII environment but also the PSI structure, this decreased dramatically the
function of the PSI RCs. Behind the functional changes we assumed structural alterations
in PG-depleted cells. Sakurai et al. (2003) earlier demonstrated the effect of PG depletion
on the oligomerization of PSII. Differential scanning calorimetric (DSC) measurements
indicated that PG depletion resulted in a decrease of the structural integrity of protein
complexes in isolated thylakoid membranes in pgsA cells.

In cyanobacteria PSI RCs exist in trimeric and monomeric forms (Chitnis 1996;
Fromme et al., 2001). In thylakoid membranes a dynamic equilibrium exists between
these forms of PSI, but PSI trimers dominate at low light conditions. The physiological
role of the PSI trimers is not clear (Sener et al., 2004). We investigated the
oligomerization state of PSI RCs by separation of PSI trimers and monomers using

anion-exchange chromatography. In parallel with the decrease in PSI activity,
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monomerization of PSI trimers was detected in PG-depleted thylakoid membranes. PSI
trimers completely disappeared from thylakoids after three weeks of PG starvation. This
observation is in good agreement with the DSC data.

The protein composition of isolated PSI trimers and monomers was analyzed by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and immunoblotting. We used specific
antibodies for detecting PsaA (one of the RC subunits), PsaC and PsaD proteins on
stromal side of the PSI, and PsaLl protein. All of the studied protein subunits were present
in the PSI monomers separated from the pgsA cells, however, the content of PsalL was
much lower than in the isolated trimers. PsaL protein is the key component of the trimer-
forming domain in PSI complexes (Chitnis and Chitnis, 1993; Schluchter et al., 1996).
PsaL subunits were not present in PSI monomers isolated from PG-depleted cells, in spite
of the fact that we could detect the presence of PsaL proteins in the thylakoid membranes.
Following the re-addition of PG to the PG-depleted cells, PsaL proteins could bind again
to the PSI monomers and promote trimerization of PSI RCs.The PG-induced
reconstitution of PSI trimers in the presence of linkomycin (a protein synthesis inhibitor)

confirmed that de novo protein synthesis is not required for the restoration of PSI trimers.

In summary, we could generate a PG-deficient cyanobacterial mutant and we
could use it as a model system to demonstrate the importance of PG molecules in lipid-
protein interactions that are essential for the structural and functional integrity of

Photosystem I.
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Koszonet illeti Szekeres Miklost az angol nyelvii kozleményeim lektoralasaért.

Végiil kdszonettel tartozom csalddomnak, gyermekeimnek tiirelmiikért, és fér-
jemnek Racskod Tamasnak tdmogatasaért, valamint a komputertechnikaval valé kiizdel-

meimhez nyujtott segitségéért.
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