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1. BEVEZETES

A fotoszintézis a foldi élet alapvetd fontossdgi folyamata, amely a napfény
sugdrzdsi energidjit kémiai energidva alakitja.

A képz6dd szerves vegyiiletek a tdpldlékldnc és a fosszilis energiahordozék
alapjdul is szolgdlnak. A fotoszintézisnek koszonhet6 a foldi atmoszféra oxigénnel vald
ellatdsa is.

Ezt a komplex folyamatot z6ld novényekben a kdvetkezd reakcidegyenlettel irhatjuk

le:

6C02 + 6H20 - C6H1206 + 602

A fotoszintézis két részre bonthatd: a fény és a sotét szakaszra. A fény szakaszban
az antenna pigment molekuldk elnyelik a Nap sugdrzdsi energidjdt, majd a gerjesztési
energidt energiadtaddsi folyamatok révén a reakciécentrumokba tovédbbitjdk. A
reakci6centrumokban megtorténik az elsddleges toltésszétvdlasztds. Az ezt kovetd redox
folyamatok, és a toltések irdnyitott széllitdsa eredményeként szabadul fel a molekuléris
oxigén és a redukalé erdt hordoz6 NADPH,.

A toltésszétvdlasztds sordn a tilakoid membran kiils6 és belsd oldala kozott kialakul
egy elektromos potencidl kiilonbség, és az elektrontranszportot kiséré proton felvétel

kovetkeztében egy pH-grddiens, amelyek az ATP szintézis sordn hasznosulnak.
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Az ATP molekuldban kémiailag tdrolt energidt és a NADPH, redukdl$ erejét

felhaszndlva jdtszédnak le az un. s6tét reakcidk ill. ezek sordn a szerves anyagok
szintézisének 1épései.

Nagy jelentségii tehdt a fotoszintézis alapfolyamatainak kutatdsa, minél jobb
megismerése, de szem elott kell tartanunk a gyakorlati alkalmazhatésdgot is. Ez a
novénynemesités, ndvényvédelem ¢és a kornyezetvédelem, valamint az alternativ
energiaforrdsok teriiletén kiemelkedd fontossagu.

Dolgozatomban a kloroplasztisz klorofill a/b fénybegyiijtd antennakomplexének

sajdtsagaival, illetve a diurndlis oszcilldcidjdval és foszforildcidjdval foglalkozom.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A fotoszintetikus elektrontranszportlinc, a Z-séma

Magasabb rendli ndvényekben, algdkban €s cianobaktériumokban a fotoszintézis
elsGdleges reakci6i két reakciécentrumban zajlanak le, az 1. és 2. fotokémiai rendszerben,
a két fotoszisztémaban (PS1 és PS2). Mind a két reakciécentrum sajdt antennarendszerrel
rendelkezik. A fotoszisztéma elnevezés alatt valdjdban a reakciécentrumokat €s a hozzdjuk
kapcsolédé antennarendszert értjiik. Magasabb rendii névényekben és zold algdkban a PS1
és a PS2 antenndi eltérd ardnyban kl-a és kl-b molekuldkat tartalmaznak. Kiszdmithato,
hogy kizdrélag a reakciécentrum klorofill molekuldi dltal elnyelt fényenergia még erés
fényben sem biztositand a fotoszintetikus appardtus optimalis miikodését. Atlagos
megvilégitési viszonyok mellett ugyanis a reakcidcentrumok kl-a molekuldi
mdsodpercenként csak egyszer gerjesztGdnének [1]. Az optimdlis miikddéshez sziikség van
antenna molekuldkra; ezek fotokémiailag inaktivak és szerepiik a fény elnyelésére és az
elnyelt energia reakciécentrumokba tovabbitdsdra korldtozédik.

Ha a fotoszintézis oxido-redukciés folyamatait sorrendben dbrdzoljuk, és
feltiintetjiik az elektrontranszportldinc komponenseinek kozépponti potencidljait, az

tgynevezett Z-sémdt kapjuk (1. dbra).
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1. dbra: A fotoszintetikus elektrontranszport Z-sémdja (jelmagyardzat a szOvegben).

A két figgdleges nyil az elektronok itjat jelzi az els6dleges donorrdl az elsddleges
akceptorra a két reakciécentrumban. Az elsddleges donorok specidlis kl-a molekuldk, a
PS2-ben ez a P680, a PS1-ben pedig a P700, Z a P680 elektron donora, M a vizbonté
enzim. Q, és Qg kinonok a PS2 els6dleges és madsodlagos akceptorai, PQ pedig a
plasztokinon molekuldk halmaza, az tn. plasztokinon-pool. A cyt bg/f komplex a
citokrémokat és a Rieske vas-kén proteint tartalmazza, PC a plasztocianint jeloli, amely
egy réz tartalmu, vizoldhaté protein. A PS1 els6dleges akceptordt A jeloli, amely egy vas-
kén protein, Fd pedig a ferredoxin, amely egy Fe-tartalmii, nem hem-jellegii fehérje.

A Z-sém4bdl kitiinik, hogy a PS2 létrehoz egy erds oxidanst, a P680-ot, amely
képes oxiddlni a vizet, és egy viszonylag gyenge reduktinst, a Q A-t. A misik

fotoszisztéma, a PS1 pedig létrehoz egy erGs reduktanst, A™-t, amely koztes komponensek,
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ill. a ferredoxin és a ferredoxin-NADP-reduktdz segitségével képes a NADP-t redukalni.

A P700* a PS1 gyenge oxidins terméke. A PS2 gyenge reduktdnsa koztes
komponenseneken keresztiil reagdl a PS1 gyenge oxid4dnsdval, a P700% molekuldval, és
igy z4rul a redox folyamatok ldncolata. A két reakci6centrum kozotti kapcsolatban fontos
szerepe van a cyt bg/f komplexnek.

A cyt bg/f komplex elektronokat kozvetit a plasztokinol molekuldktol a
plasztocianin felé, és ehhez az elektrontranszferhez kapcsolédéan protonok pumpdalédnak
4t a tilakoid memrén sztréma feloli oldaldrél a lumen feldli oldalra. Az irodalomban a cyt
be/f komplex aktivitdst leir6 tn. Q-ciklust eldszo6r Mitchell [2,3] k6zolte. E modell szerint

a komplexen két kinon kétShely taldlhaté (2. dbra).
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2. dbra: A cyt be/f komplex Q-ciklusa [4] (jelmagyardzat a szovegben).

Az egyik a Q, hely, ahol a kinol molekuldk oxiddcidja jatszédik le, egyben ez a proton
kilépés helye (proton output). A mésik a Q, hely, a kinonok redukcidjdnak és a protonok
belépésének a helye (proton input). A Q, hely a belsd, lumen feléli membrén felszinhez,

mig a Q; hely a sztréma fel6li membrén felszinhez kozel helyezkedik el.
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A Q-ciklusra tobb modell ismeretes. A jelenleg leginkdbb elfogadott modell szerint
a Q, helyen a kinol két 1épésben oxiddlédik. Az egyik felszabaduld elektron a Rieske vas-
kén proteint, a mdsik pedig a komplexben taldlhat6 két cyt by koziil a Q, hely kozelében
elhelyezkedd alacsonyabb potencidli formdt redukdlja. Az az elektron, amelyik a Rieske
proteint redukélta, tovdbbi lépésekben eldszor a cyt f-et, majd a cyt bg/f komplex
akceptordt, a lumenben taldlhat6é vizoldhaté plasztocianint redukdlja. A mdsodik elektron,
amely el6z0leg az alacsonyabb potencidli b-tipusd citokrémra keriilt, a membradnon
dthaladva a Q, hely kozelében elhelyezkedd magasabb potencidli cyt bg-t redukdlja. Ez az
elektron a tovdbbiakban a kinon molekuldk redukcidjdt végzi, els6 1épésben szemikinonig,
majd a ciklus mdsodik kérbeforduldsa sordn elérjiik a teljesen reduk4lt dllapotot. A ciklus
kétszeri kdrbeforduldsdnak eredményeként két molekula kinol oxiddlédik, egy molekula
kinon redukdlédik, két elektron a plasztocianint redukdlja, és a kinol molekuldk oxid4cidja
sordn négy proton szabadul fel, amely a lumenbe keriil. Az el6bbiekben leirt reakcidék
sorozata, az elektronok dramldsa a viztdl a NADP-ig, a fotoszintézis linedris
elektrontranszportja. Mind a PS1, mind a PS2 reakciécentrum koriil miikédhet azonban
ciklikus elektrontranszport is.

A PS1 koriili ciklus sordn az els6dleges reduktdns A- fel6l, minden bizonnyal a Fd
kozbeiktatdsdval [5] az elektronok a PQ-ndl visszakeriilnek a f6 elektrontranszport ldncba.
Izoldlt kloroplasztiszban a ciklikus elektrontranszport mértékét nem-fiziolégids
koztitermékek segitségével (pl. PMS) nagymértékben novelhetjiik.

A PS2 korill is miikodhet ciklikus elektrontranszport, mely sordn pl. a redukalt

feofitin molekuldkrél az elektronok a cyt b559-en keresztiil a P680-ra keriilhetnek vissza

[6].
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Az elektron- és protontranszport kapcsolatit az ATP szintézissel Mitchell
kemiozmotikus elmélete alapjdn érthetjiik meg [7]. Az ATP a tilakoid membran belss €s

kiils6 oldala kozott fellépd potencidlkiilonbség €s pH grddiens felhaszndldsdval képzddik.

2.2. Az elsé fotokémiai rendszer, a PS1

A PSI1 reakciécentrum egy plasztocianin:ferredoxin oxidoreduktdz, a tilakoid
membrénban ko6tott pigment-protein komplex. A fotoaktiv komponens magdban foglalja
a primér elektrondonort, a P700-at, a primér elektronakceptort, az Ay-t, a koztes kinon

akceptort, az A;-et, és hdrom vas-kén centrumot, az Fy-et, F-t, és Fg-t (3. dbra).

PsaD

Ferredoxin + * +
Docking

oS Plastocyanin
Docking

3. dbra: A PS1 szerkezete [8] (jelmagyardzat a szovegben).

A primér donor kl-a P700-at tartalmazd izoldlt rekciécentrum komplex két nagy

molekulatéinegﬁ (82,5 és 83,2 kDa), egymdshoz nagyfoki homoldgidt mutatd
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(valésziniileg génkett5z6dés eredményeként eldallt) komplexbdl 4ll, amelynek &sszesen
mintegy 60 kl-a molekuldja antenna funkci6t 14t el [9]. A reakciécentrum komplexhez
kozepes molekulatomegii (19-25 kDa) ki-b tartalmi (kl-a/kl-b ardny 3 és 4 k6zotti érték)

periférids fénybegyijté antenna komplexek (LHCI) asszocidlédnak [10][11].

2.3. A misodik fotokémiai rendszer, a PS2

A PS2 a linedris elektron transzportot kozvetiti a viztdl a plasztokinon molekuldk

felé (4. dbra).

4. dbra: A PS2 partikulum szerkezete [12] (jelmagyardzat a szovegben).

A PS2-ben abszorbedlédott fényenergidt az antenna molekuldk az elsddleges
elektron donorra, a P680-ra tovabbitjdk, amely valésziniileg egy kl-a dimer. A P680-rdl
az elektron az elsddleges elektron akceptorra, a feofitinre keriil. A toltésszétvdlasztds

folyamata egy, a Q,-ra torténd gyors elektrondtadassal stabilizalédik. Egy lassabb reakcid
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sordn az elektron a mdsodlagos plasztokinon akceptorra, a Qg-re jut. Egy mdsodik
toltésszétvélasztasi reakcid utdn a Qg egy ujabb elektront kap, és egy protondlédési reakcié
utdn plasztokinol keletkezik, amely azutdn disszocidl a Qg kotShelyr6l. Az elektronok a
plasztokinol molekuldkon keresztiil jutnak el a PS2-181 a cyt bg/f komplexre.

A P680% egy Mn-tartalmi vizbonté enzim kozbeiktatdsdval képes a vizbdl
elektronokat nyerni, midltal oxigén fejlédik.

A PS2 reakciécentrum-komplexe a D,/D, protein heterodimer komplex, melyhez
a cyt b559 is kapcsolddik [13]. A PS2 partikulum Osszesen mintegy 25 polipeptidet
tartalmaz, koztiik a belsd, kl-a tartalmi antenna polipeptideket, egy 9 kDa-os polipeptidet,
melynek funkcidjit nem ismerjiik, a vizbonté rendszer polipeptidjeit, valamint a kiilsd

antenna polipeptideket, az LHCII polipeptidjeit.

2.3.1. A PS2 belsé antenna rendszere

A reakciécentrum komplexhez két kl-a komplex asszocidlédik: a CP47 és a CP43.
Ez a két antennakomplex, mint valamennyi kl-b molekuldt nem tartalmazé komplex, a
kloroplasztiszban kddolt [14]. A CP47 és a CP43 alkotja a PS2 belsd, proximdlis
antenndjat. A CP47 és a CP43 polipeptidenként 20-25 kl-a és mintegy 5 B-karotin
molekulat képesek megkdtni.

A PS2 proximdlis antenndjdhoz kozel helyezkedik el néhdny kisebb kl-a/b komplex,
a CP29, a CP27 és a CP24 [14-16]. Ezeknek a komplexeknek a kl-a/kl-b ardnya 2 és 5

kozotti érték.
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A CP29 kl-a/kl-b ardnya 4-5, amely jéval magasabb, mint a PS2-h6z tartozé

fénybegydjté komplex, az LHCII kl-a/kl-b ardnya. A CP29 sokkal szorosabban kotddik
a PS2 k6zponti magjdhoz, mint az LHCII, és ezt a kot6dést nem befolyésoljdk fiziol6giai
koériilmények. Ellentétben az LHCII-vel a CP29 sosem véndorol a tilakoid membrén nem
tapadt régidjdba. Detergens kezelések, amelyek a PS2 prepardtumokbdl eltdvolitjdk a
CP29-et, gdtoljdk az elektronok eljutdsdt a kinon akceptorokra, bdr nincs bizonyiték arra
vonatkozéan, hogy a CP29-nek szerepe volna a kinonok elektron-akceptdldsdban (B.R.
Green LHC review, 9ref.)

A PS2 kis mennyiségben tartalmazza a CP24 komplexet is, amely az SDS-PAGE
alapjdn csak egy polipeptidet tartalmaz, és a kl-a/kl-b ardnya kisebb, mint 1 (LHC rev.

10). Ez a komplex a PS2 magrél (és a CP29-r6l) az LHCII-vel egyiitt eltdvolithatd.

2.3.2. A PS2 kiilsé antenna rendszere, az LHCII

A PS2-vel asszocidlt klorofill molekuldk mintegy 70 %-a az LHCII-héz tartozik. Ez
a komplex a zold algdk és a magasabb rendii névények kloroplasztiszainak legnagyobb
mennyiségben el6fordulé membranfehérjéje, igy a bioszféra egyik legelterjedtebb
fehérjekomplexe. Ez a komplex tartalmazza a tilakoid membrédnok kl-a tartalmanak kézel
felét és a kl-b tartalom dontd hdnyadét (1). Az LHCII kl-b tartalma igen magas, a kl-a/kl-b
ardnya 1,0 és 1,2 kozotti érték [17].

Az LHCII a fotoszintézis evolicidja szempontjabol késoi termék. A fotoszintetikus

prokariétdk a proklorofitdk kivételével egydltalin nem tartalmaznak kl-b-t, de még a
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proklorofitdkban el6fordulé ki-b pigment-protein komplexen beliili szervezddése is
kiilonbozik az LHCII-n beliili szervezddéstol [18].

Az a felismerés, hogy az LHCII a PS2 fénybegyiijté antennakomplexe, Thornber
nevéhez fliz6dik [19]. Az LHCII monomer 232 aminosavbdl 4116 polipeptidet tartalmaz,
7 kl-a, 5 kl-b molekula és 2 karotinoid (lutein) [20] valamint két kiilonbozd lipid

(foszfatidil-glicerol és digalaktozil-diacilglicerol) {21] kapcsolédik hozzi.

5. dbra: Az LHCII szerkezete és elhelyezkedése a membranban [20].

A polipeptid hdromszor halad 4t a tilakoid membr{mon,“ kettd a transzmembrén
hélixek koziil 30°-os szoget zir be a membrdn sikjdval. Nyolc klorofill kotShelyet
azonositottak, ezek koziil 6t az A és B hélixhez kapcsolddik, kettd a rovidebb C hélixhez,
az utolsé a D hélixhez (5. dbra). A két karotinoid molekula az A és B transzmembran

hélixekhez kotddik. Az LHCII nativ funkciondlis
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formdja trimer [22]. A monomerek 6sszekapcsoldddsa tobb ponton torténik: a C hélixen,
ill. a B hélix felsd végén keresztiil, és az amino- és karboxil végeken, ezen kiviil néhdny
klorofill molekula kozott is kialakul kélcsdnhatds.

Az LHCII fajtél fiiggben, vdltoz6é ardnyban kiilonbdzd alegységeket tartalmaz.
Spenét tilakoid membrénban a 27 és 25 kDa-os polipeptidek relativ ardnya 4:1 [23]. Az
LHCII-nek két alpopuldcidja izoldlhat6. A belsd, a PS2 maghoz kozeli alpopuldcidban a
27 kDa-os polipeptid dontd tilsilyban van, mig a mésik alpopuldciéban, amely inkdbb a
periféridn taldlhatd, a 25 kDa-os polipeptid részardnya magasabb. A bels6 (inner) LHCII
alpopuldcié szorosan kotédik a PS2-héz, mig a periférids alpopuldcié mobilis. Az LHCII
foszforilaci6ja is a periférids alpopuldciét érinti elsdsorban.

Az LHCII polipeptidek a Cab géncsalddban, az Lhcb génekben vannak kédolva.
Eddig hat Lhcb gént azonositottak. Az Lhcbl kddolja a legnagyobb mennyiségben
el6fordulé 27 kDa-os, mig az Lhcb2 a mdsodik legnagyobb mennyiségben el6forduld 25
kDa-os polipeptidet [24]. Az Lhcb3 gén terméke az Lhcbl és Lhcb2 gének dltal kédolt
fehérjékhez hasonld, szorosan kotddik azonban a reakcidcentrumhoz. Az Lhcb4 gén
terméke a CP29 apoproteint kédolja, az LhcbS gén terméke pedig White és Green szerint
[25,26] a CP29, Bassi [27] szerint pedig a CP26 apoproteinje. Az Lhcb6 a CP24
apoprotein génje [24].

Az LHCII prekurzor formdi a citoplazma riboszémdin szintetizdlédnak, majd a
kloroplasztiszba transzportdlédnak. Ezek a prekurzorok tartalmaznak egy N-terminalis
tranzit peptid régiét, amely felelos a fehérjék kloroplasztiszba juttatdsaért.

A tranzit peptidek eltdvolitdsa a fehérjék tilakoid memrdnba val6 bedgyazéddsa el6tt egy,

a sztromdban oldott dllapotban levd proteolitikus enzim segitségével torténik [28]. A
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funkciondlis antenna komplex kialakuldsdhoz sziikség van a kl-a €s kl-b ill. a karotinoid

molekuldk kotddésére is a tilakoid membranba integrdlédott LHCII fehérjéhez [29].

Az LHCII pigmentjei, mds antennakomplexek pigmentjeivel egyiitt, a fény
elnyelését kovetOen a gerjesztési energidt a reakciécentrumba tovabbitjdk. Az LHCII, ezen
elsddleges fotofizikai szerepén tilmenden, fontos szerepet jitszik a grdnumos ultrasruktira
kialakitdsdban [30]. Cirkuldris dikroizmus (CD) vizsgdlatok fényt deritettek arra, hogy a
PS2 partikulumok (a PS2 reakciécentrum az LHCII antenndval egyiitt) és az izoldlt LHCII
pigment-protein komplexei egyarant kirdlisan szervezett makrodoménekbe rendez6dnek
[31]. Az LHCII, amely a PS2 partikulumokat beboritja, fll. azok periférigjan helyezkedik
el, fontos szerepet jdtszik abban, hogy ezek a partikulumok 200-400 nm d4tmérdji
halézatszerd makrostruktirdt alkothatnak. Ez a valdsziniileg tobb ezer komplexet magaba
foglalé makrodomén alkothatja azt a funkciondlis egységet (a pigmentek tavit), mely
biztositja a gerjesztési energia delokalizdléddsat [32] és a PS2 partikulumok konnektivitdsat
[33]. A tilakoid membrdnban a makrodomének stabilitdsdt és méretét a membran LHCII
tartalma, ill. a kozeg ionerdssége és ozmotikus nyomdsa hatdrozza meg [34]. A
makrodomén szervezddés a PS2 partikulumok 6naggregécids képességének tulajdonithaté
[35,36], ami a periférids LHCII komplexek adhézidjaval magyardzhatd. A PS2 részecskék
ilyen médon t6rténd aggregédcidja kozel homogén tilakoid membrén régiét eredményez,
mely régié a PS2-ben dusult, és nagymértekben kizirja a PS1 partikulumok jelenlétét [35],
valésziniileg igy valésul meg a két fotokémiai rendszer térbeli elvdlasztdsa a granum és

a sztréma membranok kozott.
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2.4. Szabdlyozé mechanizmusok

A fény a fotoszintézis hajtéereje, a fotoszintetizdlé szervezetek ndvekedése
szempontjdb6l nélkiilozhetetlen. Ugyanakkor az erds fényintenzitds drtalmas is lehet a
fotoszintetikus appardtusra. A fotoszintézis optimdlis miikddéséhez sziikség van egyrészt
az alacsony fényintenzitdson a minél jobb gerjesztési energia hasznositdsra, mésrészt az
erds fényen fellépd kdrosoddsok kivédésére. A magasabb rendli novények fotoszintetikus
appardtusa képes alkalmazkodni mind a hirtéien stressz  hatdsokhoz, mind a
fényintenzitdsban bekdvetkezd hosszabb tdvi valtozdsokhoz.

A fénystressz f6 célpontja a PS2 [37]. FénystressAz hatdsdra az elektrontranszport
és a D1 protein irreverzibilisen kdrosodhat [38], ami tin. fénygdtldshoz vezet.

A novények a fénygdtlds hatdsdnak csokkentése érdekében és egyéb kornyezeti
stresszhatdsok (pl. magas homérséklet, sék stb.) szdmos stratégidt fejlesztettek ki.

A novények fotoszintetikus membranjanak dinamikus természete, azaz a szerkezet
funkci6hoz hangoldsa fontos szerepet jdtszik a hirtelen stressz hatdsokhoz valo
alkalmazkoddsban. A tilakoid membrdn Osszetételének és szerkezetének véltozdsai szerepet
jatszanak abban, hogy a novények képesek alkalmazkodni a kornyezeti tényezOkben
bekovetkezd hosszabb tdvii viltozdsokhoz is.

A novényekben egy tobbszintii reguldciés mechanizmus miikodik, melynek részletei
még kevéssé ismertek. FObb reguldcids mechanizmusok kozé tartozik a rovid tavi
adaptdcié, mely a foszforildci6hoz kapcsolédé reguldcié, a hosszitdvi akklimatizacid,
melynek miikodése az antenna proteinek szintézisén és degraddciéjdn alapul. Ezen
tilmenden, a fotoszintézis folyamatait a genetikai program is szabdlyozhatja. Ezekkel a

szabdlyozé folyamatokkal a kovetkezd fejezetekben részletesen foglalkozom.
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2.4.1. Rovidtavu adaptacié

A rovidtdvi adapticié alatt a membranban 5-10 perc alatt végbemend szabilyozé
folyamatokat értjiik. Az egyik ilyen mechanizmus a tilakoid membran két oldala k6zott
fellépd ApH-val kapcsolatos energiafiiggd kioltds [39] €s a zeaxantin képzddés [40]. Ilyen
védekezd mechanizmus lehet a nagy fényintenzitds hatdsdra létrejovo PS2 kortli ciklus is
[41,42], és a két fotoszisztéma kozotti energiamegoszldst szabdlyozé foszforildcié [43].

A membrdnok reverzibilis foszforildci6ja olyan viltozdsokat hoz létre a
membrénszerkezetben, amely segiti a ndévényt az uj kornyezeti viszonyokhoz valé
alkalmazkoddsra (6. 4bra). Erds fényben ha a PS2 fel6l az elektrondramlds gyorsabb, mint
amit a PS1 fogadni tud, akkor egy redox szenzor aktivdlja az LHCII foszforildcijdért
felelos kindzt [44]. A foszforildcié hatdsdra az LHCII egy része a PS2-r8l disszocidl,
csokkentve annak antenna méretét, igy az egyensily helyredll a két fotoszisztéma kozott.
A PQ molekuldk oxidalt dllapota defoszforildcion keresztiil forditott irdnyi folyamatot idéz

eld. (A foszforildcidval részletesen kiilon fejezetben foglalkozom a késGbbiekben.)
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6. dbra: Foszforilacié indukalt valtozdsok a tilakoid membranban [45].
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A foszforildci6 és a foszforildlt LHCII disszocidcidja elsdsorban a periférids LHCII

populéciét érintik. A periférids LHCII populdcié a 25 kDa-os polipeptidben diisult, ez
sokkal nagyobb mértékben képes foszforildlédni, mint a 27 kDa-os polipeptid [46],
amelybdl a bels6 antenna tartalmaz tobbet.

Az LHCII foszforil4cidja fontos szerepet tolt be az un. state tranzici6é folyamatdban.
(A ’state transition’ kifejezésnek tudomdsom szerint nincs magyar megfeleldje ezért ezt a
jelenséget a state tranzicié széval jelolom a dolgozatban.) A state tranzicié alatt azt a
mechanizmust értjiik, amely arra szolgdl, hogy optimalizdlja a két fotoszisztéma miikodését
[47,48]. A PS2-t gerjeszt6 fény alkalmazdsakor tapasztalt maximdlis O, fejlodést elérd
dllapotot state 2 dllapotnak, mig a PS1 fény esetén elérhetd maximdlis O, fejlédéssel jaré
dllapotot state 1 dllapotnak nevezziik. Magasabb rendii novényekben €és algdkban a state
1-state 2 tranzicids véltozdsnak szerves része az LHCII polipeptidek foszforildcigja, és a

foszforildlt LHCII disszocidloddsa a PS2-1dl.

2.4.2. Hosszitavu akklimatizacié

A ndvények a nevelés sordn alkalmazott fényintenzitds fiiggvényében alakitjak
antenna méretiiket (7. dbra). Ezt hosszitdvi adaptdciés képességiiknek kodszonhetik.
Altaldban a napnovényekben nagyobb a PS2 egységek széma, és azok antenna mérete
kisebb, a PS1 antenndhoz viszonyitva. Az drnyékndvényekben ellenben kevesebb PS2
taldlhaté, az antenna mérete viszont sokkal nagyobb a PS1 egységek antenndjihoz
viszonyitva, ez biztositja a fény minél nagyobb hatdsfokkal torténd tovdbbitdsdt a PS2

reakciécentrumdba [45].
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7. dbra; Az LHCII szerkezetének vdltozdsa a hosszitdvi akklimatizdcié sordn [45].

Ilyen kiilénbség ugyanazon fajon beliil, s6t a levél fény és drny€k oldala kozott is
megfigyelhetd. A novények akklimatizdcidja, az adaptdcidhoz hasonldan, elsGsorban a
periférikus LHCII populéci6t érinti. Alacsony fényben a periférikus LHCII populdciénak

a belsd populdcidhoz viszonyitott ardnya megno.

2.4.3. Napszakos ingadozais

A hosszitdvi akklimatizdcié és a rovid tdvi adaptdcié mellett a fotoszintetikus
appardtus szerkezetét és miikodését genetikai tényezdk is befolydsolhatjdk. Genetikai
regulécié kapcsol6dhat az tn. belsé bioldgiai 6ra miikodéséhez. A Cab gének alkalmas
modellrendszert biztositanak a biolégiai 6ra tanulmdnyozdsihoz. Tobb kutatcsoport is
beszdmolt a Cab gének napi ritmust mutaté kifejez6désérdl [49-51].

Nagy és munkatdrsai [49] buzdban kimutattdk, hogy mind a Cab géncsaldd, mind
a Cabl gén expresszidja a kora délutdni érdkban magas szintet mutat, majd csokkenni

kezd, és minimumét éjszaka éri el. Ez a ritmikus fluktudcié az eredeti 24 Ords
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periodicitdssal fennmarad sotétben is, majd az expresszié folyamatos csokkenése utdn
detektdlhatatlannd vélik. Mivel a periodikus kifejezddés a kiilsd korilményektol
fiiggetlennek bizonyult, arra kovetkeztettek, hogy a Cab gének ilyen mintdzatd
expresszidjat egy belsd cirkadidn Ora szabdlyozza.

Az LHCII mRNS-ének diurndlis oszcilliciéjat kimutattdk még petinidban [52],
Arabidopsisban [53] és kukoricdban [54] is.

A diurndlis oszcillacié fizioldgiai jelentGségét még nem ismerjiilk. Munkdnk
kezdetekor az sem volt ismert, hogy a génexpresszié fluktudcidja tiikrézodik-e fehérje
szinten, és ez a fluktuécié befolydsolja-e a membranok miikodését. Azt sem tudtuk, hogy
ez a genetikai szabdlyozds kapcsolatban van-e a t6bbi szabdlyoz6 mechanizmussal, a

hosszutavu akklimatizicioval és a foszforildcidval.

2.5. A foszforildcio

A foszforilacié jelentGségét kordbban csak az dllati sejtekben ismerték fel,
manapsag viszont egy mindeniitt megtaldlhat6 szabdlyozé mechanizmusnak tekintik, amely
hatdssal van a prokaridta és az eukarita metabolizmusra, a gén expresszidra, €s a
kérnyezeti tényezbkre adott vdlaszra. A protein foszforildciés folyamatok részt vesznek a
novény novekedésének és fejlodésének szabdlyozdsdban [55]. Ebben a fejezetben a
foszforildcié magasabb rendl névények kloroplasztiszaiban betoltott szerepével szeretnék

részletesen foglalkozni.
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2.5.1. A kloroplasztisz foszfoproteinjei

Novényekben foszfoproteineket a legnagyobb koncentriciéban a kloroplasztiszban
taldlunk [56]. Foszfoproteinek vannak a tilakoid membranban [57], és mds kloroplasztisz
kompartmentumokban is, a sztrémdban [58], a kloroplasztisz riboszémdiban [59], a kiils
[60] és belsd [61] hatdrhdrtya (envelope) membranban és a hatdrhdrtydk kozotti részben
[61]. Nem taldltak eddig foszfoproteineket a tilakoid membranok belsd oldalan taldlhaté
lumenben. A tobb mint 30 foszfoproteinbsl eddig csak 14-et azonositottak.

A kloroplasztiszban vannak membréanhoz kotott és vizoldékony foszfoproteinek. A
kloroplasztisz foszfoproteinjeit elsdként Bennett mutatta ki [57] 32P jelzett borsé
levelekben, és in vitro izoldlt borsé kloroplasztiszokban gy, hogy azokat 32PP,
jelenlétében megvildgitotta. A két legnagyobb mértékben foszforildlédott fehérje az LHCII
és a PS2 9 kDa-os fehérjéje, a psbH gén terméke volt. A tilakoid membrédn legnagyobb
mennyiségben eldforduld foszfoproteinje az LHCII.

Az LHCII foszforildci6ja reverzibilis és redox fiiggd. A foszforildciéért egy kindz
a felelOs a defoszforildciéért pedig egy foszfatdz. Az LHCII kindz a tilakoid memrédnban
foglal helyet, azaz membrankotétt enzim. A mdsodik legnagyobb mértékben foszforildlédé
9 kDa-os protein funkcidjit még nem ismerjiik. Err6l a polipeptidrSl tudjuk, hogy az
LHCII-vel azonos médon [62], fényfiiggd reakciéban [63], egy membran-kotott kindz
katalizéldsdval foszforildlédik [62]. A 9 kDa-os protein foszforildcidja ugyanazon redox
kontroll alatt 4ll, mint az LHCII foszforil4ci6ja. Defoszforildcidja dltaldban lassiibb, mint
az LHCII defoszforildci6ja [64,65], és nagyobb Mg koncentricié sziikséges hozzd [66],
de valdszinii, hogy ezt a 9 kDa-os proteint ugyanaz a foszfatdz defoszforildlja, mint ami

az LHCII-t.
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A PS2-ben még tovabbi foszfoproteinek taldlhaték: a D1/D2 reakciécentrum

proteinek, és a CP43, a PS2 bels antenna proteinje. Mind a D1/D2, mind a CP43 redox-
fiiggd foszforildcidja viszonylag érzéketlen az LHCII kindz gitlészereire, és lassabban
defoszforildlédik, mint a foszforildlt LHCII [67].

Bhalla és Bennett kimutatta [56], hogy drpdban egy membranhoz kotott kindz redox
fiiggd foszforilaciét katalizdl, melynek szubsztritja egy szolubilis, 12 kDa-os sztréma
protein. Ez a protein kindz valdsziniileg azonos az LHCII kindzzal, mivel ez is aktivdlhat6
fénnyel, vagy redukdlé anyagokkal. Ennek a 12 kDa-os proteinnek, amely gyengén kotddik
egy sor tilakoid membran proteinhez, a funkciondlis szerepe ismeretlen.

Hodges és mts-i kimutattdk [68], hogy a ferredoxin-NADP-reduktiz (FNR) is
foszforildlédik, mégpedig az LHCII foszforildcidjdhoz hasonléan redox kontrolldlt médon.
Az FNR gyengén kotddik a tilakoid membran sztréma feloli oldaldhoz, ahol kation
érzékeny komplexet képez a ferredoxinnal. Ha az FNR-t a tilakoid membradnban
foszforildljuk, akkor az FNR-t a szolubilis frakciébél nyerhetjiik ki nagyobb mértékben.

A Kkloroplasztisz tartalmaz vizoldékony foszfoproteineket is, ezek az asszimildcids
metabolizmusban és a fehérjék importdldsdban vagy processzdldsidban vesznek részt. A
sztrémdban tobb mint tiz foszfoproteint taldlunk [58], koéztiik a ribuléz-1,5-biszfoszfat-
karboxildz-oxigendz nagy [69] és kis alegységét [70], a gliceraldehid-3-foszfit
dehidrogendzt [69] €s a foszfogliikomutdzt [71]. Ezek foszforildcidjat szolubilis protein
kindzok végzik. Ezek a szolubilis kindzok nincsenek szoros kapcsolatban a tilakoid kindz-

foszfatdz rendszerrel [58].
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2.5.2. A tilakoid protein foszforilicié mechanizmusa, szerepe

A tilakoid membréanok foszfoproteinjeinek foszforildcigjdt egy vagy tobb kindz
végzi. Ezen enzim(ek) aktivitisa szoros Osszefiiggésben 41l a fotoszintetikus
elektrontranszporttal. Ezt el6szor Bennett mutatta ki dgy, hogy az elektrontranszportot
gétolta DCMU-val [63], ami a Q4 és a Qg kozott gitolja az elektrontranszportot; a
DCMU gitolta a kindz aktivitdsdt is. A kindz sotétben is aktivdlhaté, pl. redukdlt
ferredoxin hozzdaddsdval. A redukdlt ferredoxin ugyanis elektronokat ad a PQ
molekuldknak, ami aktivdlja az enzimet. Az a tény; hogy szolubilis, mesterséges
szubsztratok, példdul hiszton [72,73], vagy az LHCII foszforildciés helyének peptid
analdgjai [74] szintén redox kontroll alatt foszforildlédnak, azt bizonyitja, hogy maga a
kindz all redox kontroll alatt, €s nem a protein szubsztrdtok konformdciés dllapotvaltozasa.

Allen és munkatdrsai bizonyitottdk, hogy a kindzt aktivdlni képes komponens a PS2
és a PS1 kozott helyezkedik el [75]. Egyrészt ugyanis a kindz sotétben is aktivalédik olyan
redukdlé anyagok hatdsdra, amelyek redukdljdk a PQ molekuldkat (pl. ditionit vagy
durokinol), mdsrészt a fényaktivdciét meg lehetett sziintetni olyan elektronakceptorok
hozzdaddsdval, melyek meggdtoljdk a PQ molekuldk redukcidjat (pl. kdlium-ferricianid
vagy metil-viologén). Olyan elektron donorok, mint példdul a DCPIPH,, amelyek
kozvetleniil a PS1-be juttatjdk az elektronokat, nem aktivdljdk a kindzt [75].

Az LHCII foszforilici6ja kapcsolatot teremt a PS1 és a PS2 kozotti
energiamegoszlds és a két fotoszisztéma kozotti elektronhordozék redox édllapota kézétt.z@ Ea
a kapcsolat lehetGvé tesz egy visszacsatoldsi mechanizmust, amely szabdlyozza a
fényenergia fotoszintetikus konverzigjat. A 8. dbra Osszefoglalja a foszforildcidval

kapcsolatos eddigi ismereteinket.
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8. dbra: Az LHCII reverzibilis foszforildci6jdnak mechanizmusa [44].

Amikor a PQ molekuldk redukdlt dllapotban vannak, egy redox szenzor, ami ugyan
kézel van a PQ molekuldk halmazihoz, de azzal nem azonos, aktivilja az LHCII
foszforildcidjaért felels kindzt, midltal az LHCII foszforildlédik. A foszforildlt LHCII a
gerjesztési energidt a PS1 felé tovédbbitja, ami a PQ molekuldk oxiddciéjdhoz vezet. Az
LHCII foszfatdz aktivitdsa nem fiigg a redox dllapottdl [76]. Amikor a PQ molekuldk
oxiddlt &llapotban vannak, a kindz inaktiv, érvényesiilni tud a foszfatdz aktivitds,
defoszforildlédik az LHCII, a gerjesztési energia visszajut a PS2-hoz, és igy noveli a PQ
molekuldk redukcidjanak ardnyat.

Kisérletek sora bizonyitja, hogy a kindzt nem kozvetleniil a plasztokinol, hanem a
cyt bg/f komplex aktivdlja. Ezek az eredmények szolgdltattak eldszor bizonyitékot arra,
hogy a cyt bg/f komplex szerepet jatszhat a foszforildciGban, és igy a két fotoszisztéma
kozotti energiamegoszldsban, tilmenden elsddleges szerepén, nevezetesen, hogy katalizilja

a plasztokinoltdl a plasztocianin felé torténd elektrontranszportot.
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Az egyik fontos bizonyitékot a cyt bg/f komplex kindz aktival6 szerepére Gal €s
munkatdrsai békalencse cyt bg/f hidnyos mutdnson végzett kisérlete szolgdltatta [77]. Ez
a mutdns normdlis membrdn ultrastruktirdval, normadlis PS1 és PS2 reakciécentrummal,
plasztokinon molekuldkkal, LHCII-vel rendelkezik, de nem foszforildlja az LHCII
polipeptideket sem fényen, sem pedig s6tétben durokinol redukténs jelenlétében. Gal és
munkatdrsai nemcsak az LHCII foszforildciéjdnak teljes hidnydt tapasztaltdk, hanem azt
is, hogy a mutdnsban nincs state tranzicié sem. A tobbi PS2 polipeptid foszforildciéja nem
véltozott [78]. Eredményeikbdl az is kitlinik, hogy a mutdnsban a 9 kDa-os protein
foszforil4cidja is gatolt, a mutdcié viszont a hiszton, mint exogén szubsztrit foszforildcidjat
nem érintette. A mutécié szelektiv hatdsa az LHCII foszforildcidra azt sugallja, hogy a
tobbi PS2 polipeptid foszforildcidjdért egy mdsik kindz a felelds.

Lemaire €s munkatdrsai cyt bg/f hidnyos Chlamydomonas mutdnsokat vizsgéltak,
[79] és azt tapasztaltik, hogy bdr mind az LHCII, mind a PS2 polipeptidek
foszforildlédtak, de a foszforilici6 nem volt t6bbé redox kontroll alatt. Ezért arra
kovetkeztettek, hogy az LHCII kindznak a redox aktivdcéhoz sziiksége van egy intakt cyt
be/f komplexre.

Bennett és munkatdrsai kukorica cyt bg/f hidnyos mutdnsokon szintén az LHCII
foszforildcidjdnak elmaradédsat figyelték meg. Ugyanakkor viszont a PS2 mind a négy
foszfoproteinje (D1, D2, CP43 és a 9 kDa-os protein) foszforildlédott [80].

Bér minden adat azt erdsiti, hogy a cyt bg/f komplexnek az aktivécié folyamatdban
kulcsfontossdgi szerepe van, a cyt bg/f pontos szerepe a foszforildci6ban kozel sem
tekinthet6 tisztdzottnak. Fontos kérdés annak eldontése, hogy mi az a redox szenzor, ami
a kindz aktivaci6hoz sziikséges redox dllapot véltozast érzékeli, ill. a kindz aktiv4cié a cyt

be/f komplex mely helyén jon létre.



24
3. CELKITUZES

A névényekben egy tobbszintli reguldciés mechanizmus biztositja a fotoszintetikus
apparétus optimdlis mikodését. Ezek egy jelentds része az antenna Osszetételét, szerkezetét
és funkci6j4t szabslyozza. A reguldcié a kornyezeti feltételekre adott vdlasz szerint lehet
rovidtdvi adaptdcié, amely a tilakoid membrdnok egyes pigment-protein komplexeinek
foszforildci6jdval jdr, lehet hosszutdvi akklimatiz4cié, amelynek sordn a komplexek
szintézise jitszik kulcsszerepet, de lehetséges a genetikai szabdlyozds is pl. egyes gének
expressziGjdnak napszakos ritmus szerinti szabdlyozdsa révén. Ennek a tobbszintd
reguldciénak tobb elemét mdr jellemezték ugyan, de a molekuldris mechanizmusok
nagyobbik része ma sem ismert kell§ részletességgel. Az egyes reguléciés mechanizmusok
_ kozott feltételezhetd Gsszefiiggésekrdl pedig joszerivel semmit sem tudunk.

Munkdm sorédn els6sorban a kloroplasztisz legnagyobb mennyiségben eldforduld,
és a reguldciok 4ltal is legink4bb érintett antenna komplexével, az LHCII-vel foglalkoztam.
Vizsgdlatainkkal szerettiink volna hozzdjarulni az LHCII-t érint6 kiilonb6zd szabalyozé
folyamatok molekuldris mechanizmusanak jobb megértéséhez valamint szerettiink volna
adatokat nyerni azok esetleges Osszefliggéseire.

Az 1980-as évek végén vdlt ismertté, hogy az LHCII mRNS szintje napszakos
ingadozdst mutat. Semmi adat nem 4dlit azonban rendelkezésre arra, hogy az mRNS szinten
meglévd diurndlis oszcill4cid tikrozodik-e fehérje szinten, azaz detektdlhaté-e az LHCII
mennyiségének napszakos ingadozdsa tilakoid membranokban. Még kevésbé volt vildgos
az, hogy a diurndlis "program" befolydsolja-e a membran szerkezetét é€s funkciondlis
sajatsagait. Nem volt adat azt illetden, hogy ez a genetikai szintli szabdlyozds mutat-e
rokonsdgot a hosszitdvi akklimatizdci6hoz és befolydsolja-e a rovidtdvi adapticids

folyamatokat, azaz a foszforildciét, melynek mechanizmusdt gatlészerekkel is vizsgdltuk.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Novényi anyag

A buza csirandvényeket (Triticum aestivum, cv Sdgvdri) fitotronban neveltiik 16 6ra
vildgos (6-22 6réig), és 8 6ra sotét (22-6 6rdig) napszakos ritmusban. Az 1000 gmol/m?s’!
fényerOsségili fehér fényt fluoreszcens ldmpdkkal dllitottuk eld. Az elsddleges levelek
hdrom szegmentumdt - a bazdlis, a kdzéps6 és felsd darabjat kiilonitettiik el, és ebbdl
izolaltunk tilakoid membranokat. A bazdlis és a fels6 darabok 1,5-1,5 cm nagysdguak, a
k6zépsd szakasz 2-4 cm volt. A szegmentumokat minden kisérletben kiilon-kiilon
vizsgéltuk.

A borsét (Pisum sativum) klimakamrdban neveltiik dllandé fényen, a foszforilacios

kisérletekhez 14 napos leveleket haszndltunk.

4.2. Tilakoid membrdn izoldlds

A kisérleteinkhez sziikséges tilakoid membranokat a kovetkezGképpen izoldltuk: a
szegmentumokra bontott leveleket izoldlé pufferben (30 mM Tricin, pH 8,0, 10 mM
MgCl,, 10mM NaCl, 400 mM szahar6z) dérzsmozsdrban homogenizéltuk, majd kétrétegi
20 pm-es lyukdtmér6ji nylon sziirdn lesziirtiik. A kloroplasztiszokat centrifugdldssal (3000

g, 5 perc) kiilonitettitk el, majd hipotonids pufferben (30 mM Tricin, pH 8,0, 10 mM
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MgCl,, 10 mM NaCl) felszuszpenddltuk. A tilakoid membrénokat centrifugdldssal

gyijtottik 6ssze (3000 g, 5 perc), végiil az elsd izoldl6 mediumban szuszpenddltuk fel.

Az in vivo foszforildciés kisérletek sordn a tilakoid membrdnok izoldldsakor
haszndlt Osszes puffer 10 mM NaF-ot tartalmazott.

A kiilonbozd gétlészerek vizsgédlatdhoz 14 napos borsé levelekbdl izoldltunk tilakoid
membrédnokat. Az izoldlds menete hasonlé volt az el6z6ekben leirtakhoz, kivéve, hogy a
homogenizildst itt késes homogenizdtorban végeztiik. Az izoldl6 puffer osszetétele 50 mM
Hepes pH 7,6, 5 mM MgCl,, 5 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM Na-aszkorbdt, 0.33 M
szorbitol, a mosé puffer dsszetétele pedig 10 mM Hepes pH 7,6, 5 mM MgCl, volt.

A nativ gélelektroforézishez haszndlt tilakoid membranokat gy dllitottuk eld, hogy
a homogenizilds 50 mM Tricin pH 8,0, 400 mM szahar6z, 10mM NaCl, 5SmM MgCl,
izoldl6 pufferben tortént, a sziirés utdni centrifugdlds 3000 g-vel 10 percig tartott. A
membrédnokat mosé pufferben (25mM Tricin, pH 8,0, ImM EDTA) szuszpendaltuk fel,
majd lecentrifugdltuk (5000 g, 10 perc), ezt Gjabb mosds €s centrifugdlds kovette (10000
g, 10 perc). Az iiledéket 50 mM Tricin (pH 8,0) pufferben szuszpenddltuk fel, folyékony

nitrogénben lefagyasztottuk, és a felhaszndlasig -70°C-on tdroltuk.

4.3. A korofill tartalom meghatirozisa

A Kklorofill tartalom meghatdrozdsa Arnon mdédszerével tortént [81]. A
kloroplasztisz szuszpenzidt 80 %-os acetonba téve a mérést zavaré fehérjék kicsaphatok,

és centrifugdldssal eltdvolithatok. A kl-a és kl b abszorpcidjit 664 és 646 nm-en mértiik
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(Aggar Agas)- A spektrofotométert 720 nm-re nulldztuk. A kl-a és kl-b tartalom az aldbbi

mdédon szdmithatd:
Kl-a = 12,7 Aggy - 2,69 Agye
kl-b = 22,9 Agsg - 4,68 Agga
A Klorofill tartalmat nemcsak kloroplasztisz szuszpenziébdl, hanem levélbdl is
meghatdroztuk. Ilyenkor a levél darabkdkat 80 %-os acetonban dérzsmozsirban
homogenizaltuk, és centrifugdlds utdn a feliiliszé abszorpcidjdt mérve a klorofill tartalmat

a fent leirt médon hatdroztuk meg.

4.4. RNS izoldlasa és analizise

A biza csirandvény szegmentumai mRNS szintjének meghatdrozdsihoz a teljes
novényi RNS-t a biza levél szegmentumaibdl arany-trikarboxildt (ATA), mint RN-4z
inhibitor jelenlétében, Nagy és mitsi [82] szerint izoldltuk. A leveleket folyékony N,-ben
lefagyasztottuk, majd dOrzsmozsdrban homogenizdltuk. A homogenizdtumot 5 ml
extrakciés pufferrel (300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, S mM EDTA pH 8,0, 2
% SDS, 10 mM B-merkaptoetanol, 1 mM ATA) dsszerdztuk, majd 42 °C-on inkubdltuk,
mig az oldat ki nem tisztult. Az oldatot KCl-dal kiséztuk, majd centrifugdlds utdn a
feliiliszébdl az RNS-eket LiCl segitségével kicsaptuk. A centrifugdldssal Osszegyijtott
csapadékot steril vizben feloldottuk, fenolozdssal tisztitottuk, majd hideg etanollal ismét
kicsaptuk. A csapadékot 70 %-os etanollal mostuk, majd szdritds utdn steril vizben

oldottuk. Az RNS koncentrdciét OD,¢, mérés segitségével dllapitottuk meg.



28

A Cabl mRNS szint meghatarozasdt S1 nukledz védelem médszerével szintén Nagy
és mtsi [82] szerint végeztiikk. A mdédszer lényege az, hogy az RNS-t radioaktiv egyes
szdld Cabl DNS prébdval hibridizdlva RNS-DNS kettds szdli hibrid alakul ki. Az S1
nukledz csak az egyes sz4li nukleinsavakat tudja emészteni, igy az RNS-DNS kettOs szdl
megmarad. Emésztés utdn a reakciéelegybdl az RNS-DNS hibrid etanollal kicsaphat6. A
csapadékot formamidot tartalmazé pufferben oldottuk, 4 perces forraldssal denaturaltuk,
majd uredt tartalmaz6 poliakrilamid gélen megfuttattuk. Autoradiogrdfidval az mRNS szint

megdllapithatd.

4.5. Gélelektroforézis

A fehérjék és intakt komplexek elvdlasztdsdra és analizdldsira elterjedten
haszndlatos médszer a gél elektroforézis. A mddszer Iényege, hogy detergens segitségével

szolubilizalt fehérjék vagy komplexek elektromos térben a pozitiv pdlus felé vandorolnak.

4.5.1. Denaturalé gélelektoforézis

A denaturdlé gélelektroforézis sordn az izoldlt tilakoid membranokbdl a fehérjéket
80 %-os acetonban kicsaptuk, majd 2 %-os SDS-t tartalmazé pufferben szolubilizdltuk
(17,5 mM TRIS, pH 8,8, 12,5 % glicerin, 0,1 mM EDTA, 0,005 % brémfenolkék, 2 %
SDS, 2,5 % (-merkaptoetanol). A 3-merkaptoetanol a diszulfid hidakat redukalja, a teljes

denaturdldst pedig a mintdk 5 percig tarté 90 °C-on térténd inkubdldsdval értiik el. Az
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esetleges nem szolubilizdlédott részecskék eltdvolitdsira 5 perces centrifugdldst
alkalmaztunk. Az elektroforézist Laemmli [83] médszerével végeztiik, a szeparalé gél 10-
18 %-os gradiens gél volt.

A gélek analizisét video denzitométerrel végeztiikk, (MCID, Imaging Research, St.
Catharines, Ontario, Canada), a 25 és 27 kDa-os polipeptidek ardnydt a gorbe alatti

teriiletek ardnya adja.

4.5.2. Nativ gélelektroforézis

A nativ gélélektroforézis abban kiilonbozik a denaturdl6 gélelektroforézist6l, hogy
a fehérjéket nem denaturdljuk, igy a pigment-protein komplexek nem vdélnak szét
egymdstol. Ezt enyhébb detergenskezeléssel és alacsony homérséklettel érhetjiik el.

Az elektroforézist Anderson médszerével végeztiik [84]. A tilakoidokat SDS helyett
DDM-mel szolubilizdltuk. A biza hdrom szegmentumdbdl izoldlt tilakoidok a
szolubilizdlds sordn kiilonbozoképpen viselkedtek. A felsé két szegmentum esetében a
DDM/Kkl silyardny 7,5:1, mig a bazdlis szegmentum esetében tobb detergens sziikséges
a megfeleld szolubilizdlashoz, itt az ardny 10:1 volt.

A nativ gélelektroforézis esetében mini géleket haszndltunk, a szepardlé gél 8 %-
os, a stacking 4 %-os volt. A futtatishoz LKB Midget elektroforézis késziiléket
alkalmaztunk, a gélt 20 percig 15 mA dramerdsséggel elofuttattuk, majd a mintdkat rogton
a szolubilizdlas utdn vittiik fel. A futtatds alatt a homérséklet 4 °C, az dramerGsség 15
mA, a futdsi id6 30-45 perc volt. A géleket Beckman DU-8B spektrofotométerrel

pésztaztuk 650 és 670 nm-en. A géleken az LHCII tartalmat a CP1 és CPla komplexek
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Osszegére, mint belsd standardra vonatkoztattuk, igy vizsgdltuk az LHCII relativ

felduisuldsat a nap folyamadn.

4.6.Cirkularis dikroizmus

A CD, a balra és jobbra cirkuldrisan poldros fény abszorpcidjanak kiilonbsége. A
biza csifranévény kiilonb6zé szegmentumaibél izoldlt tilakoid memrdnok CD spektrumat
JASCO 40C spektropolariméterrel vettiik fel. Az optikai sdvszélesség 4nm, a mintdk

kl(a+Db) koncentriciéja 20 ug/ml volt.

4.7. Fluoreszcencia indukcié kinetika

. Kl-a fluoreszcencia indukciés kinetikai méréseket biza leveleken egy hengeres
foszforoszkdp tipusti mérSberendezésen mértiik. Mérés el6tt a leveleket sotétben 4 °C-on
tartottuk kb. két 6rdn keresztil, majd a két plexiiiveg kozé helyezett levéldarabot
tartalmazé kivettit a szobahOmérsékleti mérShelyre tettiik és 10 percig sotétben
adaptéltuk. A fluoreszcencia hatdsfokdt gyenge 485 nm-es méréfénnyel mértiik, melyet egy
35 W-os 1dmpdb6l SPM 2 (Zeiss) monokromdtoron keresztiil nyertiink. A méréfénnyel
ellenkezd fizisban kapuzott, azzal 90 fokot bezird, gerjesztd fény egy 650 W-os lampabol
érkezett hgsziirés (viz), valamint voros (Schott RG 1) és tdvoli vordos (RG 1 és RG 9)
ivegszlirdk kozbeiktatdsa utdn. A fluoreszcencia intenzitdsdnak iddbeli valtozdsit egy

Corning CS 2-58 sziirGvel védett fotoelektronsokszorozéval detektdltuk. A 10 percig
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szobah6mérsékleten a mintatartéban sotétben tartott leveleket szintén 10 percig voros
fénnyel vildgitottuk meg, hogy elérjiilk a fluoreszcencia staciondrius szintjét (state 2).
Ezutdn tdvoli vords fényt alkalmazva elértiik a kl fluoreszcencia egyk mdsik staciondrius
4llapotst (state 1). 10 perc eltelte utdn a tdvoli vords fényt kikapcsoltuk, és voros fényt

alkalmaztunk. A fluoreszcencia hozamban torténd vdltozdst vonaliron rogzitettiik.

4.8. Foszforil4cid

A foszforildci6 sordn a proteinekhez foszfat csoport kapcsolédik. Kisérleteinkben

a foszforildcié mértékét 32P radioaktiv izotp segitségével autoradiografids médszerrel

dllapitottuk meg.

4.8.1. In vivo foszforilacio

Levelekben az LHCII foszforilacids szintjének mérését in vivo foszforildcios
kisérletekkel végeztiik. A vizkultirdn ndtt 5 napos biiza csiranévényeket 32P ortofoszfattal
jelzett tipoldatba helyeztiik. 48 éran keresztiil ebben a tdpoldatban neveltiik. Az ily médon
radioaktiv izotéppal jelolt csirandvénybdl tilakoid membrénokat izoldltunk gy, hogy a
leveleket mintavétel utdn rogton jégre tettiik, és az izoldldskor alkalmazott &sszes pufferhez
10 mM NaF-ot adtunk. Az izoldlt tilakoid membranokat denaturdlé gélen megfuttattuk,

majd a jeloldés mértékét autoradiografidval dllapitottuk meg.
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4.8.2. In vitro foszforilacié

A 4.2, pontban leirt médon izoldlt tilakoid membrdnokat 30 percig sotétben
inkubdltuk, hogy a mintdk teljesen defoszforildlédjanak. A defoszforildlédott mintdkat még
sotétben dsszemértiik a reakcideleggyel, mely a kdvetkezd végkoncentrdcidkat tartalmazta:
30 mM tricin (pH 8,0), 10 mM NaCl, 5 mM MgCl, 10 mM NaF és 0,1 M szahar6z. A
reakciéban a kl koncentricié 0,4 mg/ml volt. A foszforiliciét 2P jelzett ATP
hozzdaddsdval inditottuk, melynek koncentrdcidja 0.2 mM, fajlagos aktivitdsa pedig 100
uCi/uM ATP volt. A foszforildciét fénnyel aktivaltuk, 3 db 60 W-os izz6 segitségével, a
mintdk koézvetleniil a foszforildcié kezdete eldtt keriiltek fényre. Amennyiben a
foszforildciét gatloszerek jelenlétében vizsgdltuk, azokat elGzetesen 95 %-os etanolban
oldottuk, majd a reakciéelegyhez adtuk gy, hogy az etanol végkoncentridcija ne haladja
meg az 5 %-ot. A foszforildciét 5 perc eltelte utdn jéghideg 80 %-os aceton hozzdaddsdval
dllitottuk le. A fehérjéket deneturdlé gélen megfuttattuk, majd a foszforildcié mértékét
autoradiografidval dllapitottuk meg.

A gétlészeres kisérletek esetében a foszforildcié mértékét foszfoimagerrel
dllapitottuk meg. (A foszfoimager kifejezésnek nem ismerek }rlagyar megfelel§jét, a
tovdbbiakban ezzel a széval jel6lom a foszforilacié mértékének megdllapitdsdra haszndlatos
eszkozt.)

Az izotdpfelvétel kinetikdjdnak vizsgdlatakor mintavétel utdn a levelek aktivitdsdt
vizben, Cserenkov sugdrzds mérésével dllapitottuk meg. A kinetikai gérbén egységnyi

sulyra vonatkozé beiitésszdmot tiintettiink fel.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az antennaszerkezet napszakos valtozadsai, osszefiiggés az LHCII genetikailag

programozott diurndlis ciklusival

Kordbban ismert volt, hogy bizdban az LHCII mRNS szintje diurnélis oszcillaciét
mutat [49]. Azt viszont nem tudtuk, hogy ez az oszcilldcié kimutathaté-e fehérje szinten,
azaz befolydsolja-e a membrdnokban az LHCII mennyiségét, és Osszetételét. Az LHCII-
hoz k6tdd6 diurndlis oszcilldcié fizioldgiai szerepét illetéen vizsgdlataink megkezdése elott
semmilyen adat nem 4llt rendelkezésre.

Fiatal biza levelekben a bazdlis merisztémdnak k&szonhetden a sejtek és a
kloroplasztiszok fejlodési gradienst mutatnak a levélcsiics irdnydban, ezért az els6dleges
levelek hdrom szegmentumdn - a bazdlis, a k6z€psd és a felsd darabjan -vizsgdltuk az
mRNS diurndlis oszcilldci6jat, és ugyanezen szegmentumokon végeztik az antenna
Osszetételére és szerkezetére, valamint a tilakoid membranok milkodésére vonatkozd

vizsgélatainkat is.

5.1.1. Az mRNS szint napszakos ingadozaisa

A 9. dbrdn a Cabl mRNS szint nagymértéki diurndlis oszcillaciéjat figyelhetjiik

meg a biiza csirandvény elsd levelének bazdlis és a kozépsd szegmentuma esetében. A
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reggeli és a déli magas érték utdn az mRNS mennyisége estére visszaesett. A fels6

szegmentumban nem taldltunk detektdlhat6 mRNS mennyiséget.

B —

Reggel - Délben . Este

9. dbra: A Cabl mRNS szintje reggel (7 6rakor), délben (12 6rakor) €s este (22 6rakor)
7 napos biiza levelek bazilis (A), kozépso (B) és felsd (C) szegmentumaiban.
Léthatjuk tehdt, hogy btiza csiranévényben az mRNS diurndlis oszcillacidja foleg a fiatal

szOvetekre jellemzd.

5.1.2. Kl-a/kl-b molaris arany

Annak eldontésére, hogy az oszcillacio tiikkrozodik-e az LHCII mennyiségében, elso
kozelitésben a biza csiranovény ki tartalmét és a kl-a/kl-b ardnydt vizsgéltuk a nap
folyamdn. Az LHCII kivételével valamennyi pigment-protein komplex kl-a/kl-b ardnya 3
koriili érték, vagy anndl lényegesen magasabb [14]. Minthogy a levelekben reggel mérhetd
kl-a/kl-b ardny dltaldban 3 koriili értéket vesz fel, az LHCII (kl-a/kl-b= 1) mennyisége
szignifikdns, és mennyiségének tiikroz6dnie kell a kl-a/kl-b ardny csékkenésében. Vice
versa, a kl-a/kl-b ardny szignifikdns csokkenése csak az LHCII relativ feldisuldsdval

magyardzhato.
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A kl-a/kl-b ardny a bazdlis szegmentumban j6] kimutathaté oszcilldciét mutat (10.
dbra). Ez tehdt azt jelzi, hogy az LHCII mennyiségét jelentGsen befolyédsolja az mRNS
szint diurndlis oszcilldciGja. A kozépsd és felsd szegmentumokban kisebb oszcillaciét
tapasztalunk. A friss sulyra szdmitott kl tartalom a reggeli ért€khez képest délre megng,

ami de novo kl szintézisre utal (nincs dbrazolva).
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10. dbra: A kl-a/kl-b ardny napszakos ingadozdsa 6 napos buza levelek kiilonb6zo
szegmentumaiban.

Ha a relativ valtozadsokat a levél kordnak fliiggvényében dbrdzoljuk (11. dbra), azt
latjuk, hogy az LHCII tartalom oszcillicidja fokozatosan csokken a levél kordnak
novekedésével. Ez valdszinileg a levelek fejlodése sordn fellépd mRNS-szint csdkkenés
kovetkezménye. Feltehetfleg ugyanazzal magyardzhaté az is, hogy a ki-a/kl-b ardny

véltozdsa a levél fels6 szegmentumdban a hdrom szegmentum koziil a legkisebb mértéki.
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11. dbra: Biza levelek kl-a/kl-b moldris ardnyanak relativ valtozdsai a bazdlis, k6z€épsé és
fels6 szegmentumokban a levelek oregedése sordn. A relativ véltozdsokat a 7
6rakor és a 14 6rakor megdllapitott kl-a/kl-b értékek alapjan hatdroztuk meg. Az
dbrdzolt adatok 5 fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagai.
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5.1.3. Pigment-protein komplexek

Annak aldtdmasztdsdra, hogy a kl-a/kl-b ardnyban bekévetkezd vdltozdsok valéban
az LHCII tartalom vdéltozdsait tiikrozik, nativ gélelektroforézis vizsgdltuk végeztiink.

Az elektroforézis sordn - egyezden az irodalmi eredményekkel [84] - hét z61ld sdvot
kapunk (12. és 13. dbra). A CP1 és CPla a PS1 kl-a-protein komplexei, ahol CPla a CP1
oligomer formdja. Az LHCP hdrom sdvban jelenik meg: LHCP3 a monomer forma, az
LHCP1 és az LHCP2 az oligomer formdk. A PS2 reakciécentrumot a CPa tartalmazza.

A legalsé sdv a szabad pigment (FP).

[}

—— reggel
----- délben

Abszorpcid, relatlv egység

12. dbra: A tilakoid membran nativ gélelektroforézissel elvédlasztott pigment-protein
komplexei.

13. 4bra: 8 napos biza levelek b@s és felsd szegmentumaibdl reggel (6 drakor) és (4
délben (14 érakor) izol4lt tilakoid membranok nativ gélelektroforézissel elvilasztott -
pigment-protein komplexeinek pdsztdzisi képe 650 nm-en.
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A géleket 650 és 670 nm-en pdsztdzva a bazdlis szegmentumban hatdrozott

napszakos ingadozdst lehetett kimutatni az LHCII tartalomban: a reggeli értékhez képest
az LHCII mennyisége a déli érdkra jelentdsen megnovekedett (13. dbra).

Az 1. tdblazat 4dttekintést ad az egyes szegmentumok esetében az LHCII
mennyiségének novekedésérdl. Az LHCII mennyiségét (az LHCP1 és LHCP3 sdvok
pasztdzdsakor kapott gorbék alatti teriiletek Osszege), a PS1 sdvokra (CP1+CPla), mint

belsd standardra vonatkoztattuk, és a kapott reggeli értékeket 100 %-nak vettiik.

1. tdblazat

Az LHCII komplexek (LHCP1+LHCP3) mennyiségének vdltozdsa a PS1 komplexek
(CP1+CP1a) mennyiségéhez viszonyitva a nap folyaman

(LHCP1+LHCP3)/(CP1+CPla), %

zérGjelben: kl-a/kl-b

Reggel Délben Este
Bazdlis 100 (2.99) 125.1 (2.67) 110.3 (2.74)
Levélkozép 100 (2.78) 102.0 (2.66) 105.2 (2.78)
Levélcstics 100 (2.73) 112.1 2.62) 105.3 (2.69)

A tilakoid membranokat reggel (6 6rakor), délben (14 Orakor) és este (22 Grakor)
izoldltuk. Az adatok hdrom fiiggetlen kisérletbdl szirmazé eredmények dtlagértékei.

Léthaté, hogy minden szegmentum esetében az LHCII mennyisége - az LHCP1 és

LHCP3 0sszege - a PS1 komplexekre vonatkoztatva reggeltdl délig megnd. Legnagyobb
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vdltozdst, 25.1%-ot a bazdlis szegmentum esetében tapasztaltunk. Sokkal kisebb mértéki
napszakos ingadozdst tudtunk megfigyelni a k6zépsd és a fels6 szegmentumokban.

A pérhuzamos kisérletekben a kl-a/kl-b ardny és az LHCII komplexek
elektroforézis segitségével meghatdrozott mennyisége viszonylag sziik intervallumokban
véltozott. A bazilis szegmentum esetében példdul harom fiiggetlen kisérlet sordn a ki-a/kl-
b moldris ardny reggel 2,98 és 3,03 kozé esett, délre ez az ardny 2,63 és 2,67 kozotti
értékekre csokkent. Ugyanezen levéldarabokbdl készitett szolubiliz4lt membran
prepardtumok (LHCP1+LHCP3)/(CP1+CP1la) értékei délben 122 és 133 % kozé estek,
ha a kapott eredményeket a reggeli 100 %-hoz viszonyitjuk. Becsléseink szerint a kl-a/kl-b
ardnynak 3,0-r6l 2,65-re csokkenése az LHCII tartalom 25 %-os névekedésének felel meg.
(Feltételeztiik, hogy a valtozdsok kizdr6lag az LHCIH tartalomban bekdvetkez6
véltozdsoknak koOszonhetdk, és a 2,65-0s kl-a/kl-b ardny esetén a kl-a molekuldk
egyharmada az LHCII-h6z ko6tédik.) A tovdbbiakban -'a kl-a/kl-b ardny mérésének
egyszerlisége €s mérési pontossdga miatt - az LHCII tartalom vdltozasait ezen egyszeri

teszt segitségével jellemezziik ill. egyéb mérési adatainkat ezen ardnyhoz viszonyitjuk.

5.1.4. Cirkuliaris dikroizmus

Ismerertes, hogy a PS2 partikulumok a tilakoid membrénban kirdlisan szervezett
makrodoméneket alkotnak (1d. 2.3.2). Ehhez a kloroplasztiszok kiilonb6zd CD anomadlidi
szolgéltatnak bizonyitékot. Minthogy az LHCII tartalom lényegesen befolydsolhatja a
makrodomének nagysdgat, CD mérésekbdl arra kaphatunk felvildgositdst, hogy az Gjonnan

szintetizdlt LHCII komplexek beépiilnek-e a makrodoménekbe vagy sem. Az eldbbi
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esetben a kl-a Womm normélt CD n6, mig az utébbi esetben a CD jelben vdltozds nem
vdrhat6. A 14. dbrdn l4thatjuk, hogy a bazdlis szegmentum esetén a CD jel amplifudéja
diurndlis oszcilldciét mutat, ami Osszefiiggésbe hozhaté az LHCII felhalmozddds
mértékének viltozdsaival. Tehdat az ujonnan szintetizdl6d6 komplexek beépiilnek a

makrodoménekbe, feltehetdleg névelik azok dtmérdjét.
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14. dbra: A 6 napos buza levelek bazdlis szegmentumdbdl reggel (7 6rakor), délben (13
6rakor) és este (20 6rakor) izoldlt kloroplasztiszok CD spektruma.
Erdekes megfigyelni (15. 4bra), hogy az érettebb kloroplasztiszok anomdlis CD
sdvjainak amplitud6ja lényegesen magasabb, mint a bazilis szegmentumban. Ezt a
fejlettebb makrostruktirdnak tudhatjuk be. Kordbban Faludy-Ddniel és Mustdrdy zolditési

kisérletek sordn megfigyelte [85], hogy a CD jel nagysdga né az LHCII tartalommal.

Cirkul4ris dikroizmus, m®

Cir\fulé:is dikroizmus, m*®

;00 6;0 760
Hulldmhossz, nm

15. 4dbra: 6 napos biuza levelek bazdlis (A), kozépsG (B) és felsd (C) szegmentumaibél
izolalt kloroplasztiszok CD spektruma.
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A kiilénb6zd szegmentumok esetében mért CD értékeket a II. tdbldzat foglalja

ossze. Lithatjuk, hogy a CD valtozdsok oszcillicidja a kozépsd és felsd szegmentumokban

szintén jéval kisebb mértékii, hasonléan az mRNS és az LHCII tartalom oszcilldciéjanal

tapasztaltakhoz.

11. tdblazat

Kloroplasztiszok két f6 CD sdvjanak diurndlis fluktuacidja

Reggel Délutén
CD (683nm) CD (506nm) CD (683nm) CD (506nm)
Bazilis 38.7 + 3.9 55+ 0.8 48.6 + 3.3 8.8+ 1.3
Levélkozép 93.4 + 5.8 123 + 1.2 974 + 5.5 114 + 1.2
Levélcsiics 140.0+14.5 134 + 1.3 131.0+11.8 129 + 0.5

A Kloroplasztiszokat 6 napos biiza levelek kiilonb6z6 szegmentumaibdl izoldltuk reggel ill.
kora délutdn (7 ill. 14 6rakor). A mintdk ki tartalma 20 ug/ml volt; a feltiintetett dtlag- és
szérasértékeket 5 fliggetlen kisérletbSl szdmitottuk; a CD értékek m®-ban értendok.

5.1.5. Az LHCII szubpopuldcidk analizise

Az LHCII két szubpopuldciébdl dll: a belsd és a periférids antenndbél (1d. 2.3.2).

A belsé antenna a 27 kDa-os proteinben gazdag, mig a periférids antenndban a 25 kDa-os

polipeptidek ardnya magasabb. A hossziitdvi akklimatizicié sordn ismeretes, hogy a
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periférids antenna mérete vdltozik, és fOként a periférids antenndt érinti a rovidtavi
adaptdci6hoz kapcsolédé foszforildcié is. Kivdncsiak voltunk, hogy a genetikai szintd
szabdlyozds, a diurndlis oszcillicié sordn melyik antenna mennyisége né meg a nap
folyamadn, ezért vizsgdltuk a 25 és 27 kDa-os polipeptidek mennyiségének véltozdsat. Ezzel
rokonségot kerestiink a genetikai program és a hossztitavi akklimatizdcié kozott. Az izoldlt
tilakoid membrdnokat denaturdl6 gélen megfuttattuk, és a sdvokat videodenzitométerrel

analizdltuk.

27 kDa 27 kDa

Abszorpci6, relativ egység

Futdsirdny
16. dbra: 6 napos buza levelek bazdlis és fels6 szegmentumaibdl reggel (6 drakor), délben
(13 6rakor) és este (21 6rakor) izoldlt tilakoid membrdnok denaturdlé géljének
tipikus pdsztazdsi képe. (Az LHCII 25 és 27 kDa-os polipeptidjeinek csucséat
abrézoltuk).
A 16. dbrdn lathaté, hogy az LHCII antenna két szubpopuldciéja nem egyenld
mértékben jarul hozzd az LHCII napszaktdl fiiggd akkumuldcidjahoz. Lédthatjuk, hogy a
reggeli és a kora délutani 6rdk kozott a 27 kDa-os polipeptidekhez viszonyitva a 25 kDa-os

polipeptidek ardnya hatdrozottan megnd. Délutdn ez a tendencia megfordul, és estére az

LHCII 6 komponense, a 27 kDa-os polipeptid ismét domindnssd valik.
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Erdekes megfigyelni, hogy ellentétben a kl-a/kl-b ardnnyal, amely csak a bazilis
szegmentumban véltozik szdmottevden, a 25 kDa-os polipeptidek mennyiségének relativ
novekedése a reggeli és a déli 6rdk kozott a bazdlis és a felsd levélrészekben kb.

ugyanolyan mértékd.

5.2. Az LHCI diurndlis ciklusdnak hatdsa a membranok funkcidjdra

Az 5.1 fejezetbdl mar kideriilt, hogy az LHCII mRNS szintjének oszcilldci6ja
tiikrozodik fehérje szinten is, az wjonnan szintetizdl6dé molekuldk beépiilnek a tilakoid
membranba, és a periférids antenna méretét novelik. Tovabbi kérdésként meriilt fel, hogy

a diurndlis oszcillacié érezteti-e a hatdsit a membrdnok funkciondlis sajdtsdgaiban is.

5.2.1. Kl-a fluoreszcencia indukeié kinetika

A kloroplasztiszoknak azon képességét, hogy state tranzici6 segitségével
szabdlyozni tudjdk a gerjesztési energia megoszldsdt a két fotoszisztéma kozott, kl-a
fluoreszcencia indukci6 kinetikai mérések segitségével kovethetjiik. A state tranzicié sordn
a periférids antenna komplexei foszforildlédnak, és disszocidlnak a PS2 partikulumokrol.
Mivel az eddigi kisérleteink sordn is a periférids antenna vdltozdsait tapasztaltuk,
kézenfekvd volt a feltételezés, hogy a diurndlis oszcillacié jelentkezni fog a state
tranziciéban is. Feltevésiinket a state 1-state 2 tranzicidra jellemzd fluoreszcencia indukcio

mérésekkel igazoltuk (17. dbra).
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17. 4bra: Fluoreszcencia indukcids kinetikdk 6 napos buzalevelek bazilis (A), kozépso (B)
és felsd (C) szegmentumaiban reggel 7 érakor (R), délutdn 2 drakor (D) és este 9
orakor (E).

A fiatal levelek bazdlis szegmentumaiban a reggeli mintdban a state 1-state 2
tranziciés képesség hidnyzott, ml’g" délben gyors tranziciét tapasztaltunk, hasonl6an a
k6zépsd és felsd szegmentumokhoz. Estére ez a képesség ismét eltlint. A k6z€pso és felsd
szegmentumokban a véltoze;s kevésbé szembeotls, de ott is ldthaté, hogy a tranzicié a déli
ordkban felgyorsul.

Léthatjuk tehdt, hogy a diurndlis oszcilldcié befolydsolja a kloroplasztiszok azon

-----

valtozdsaihoz.
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5.2.2. In vivo foszforildcié

A state tranzicié Osszefiigg az LHCII reverzibilis foszforildciéjdval (vo. 2.4.1),
ezért megvizsgdltuk, hogy a diurndlis oszcillicié6 megnyilvanul-e a tilakoid membrdnok
foszforildltsdgi szintjének napszakos véltozdsdban. Kisérleteink sordn 32P izotdp
segitségével kovettiikk az LHCII foszforildltsagdnak mértékét a nap folyaman.

Ahhoz, hogy tudjuk, milyen jel6lési idGt kell alkalmaznunk a kisérletek sordn,

megmértiik a buza levelek egységnyi siilyra szdmitott izotépfelvételi kinetikai gorbéjét (18.

3000

dbra).

Bazilis ¢

2000 1

Levéikszép

cpm

Lovéicsics @
1000 1 a

idd, 6ra

18. dbra: 6 napos buza levelek bazdlis, k6zépso és felsd szegmentumainak in vivo
izotopfelvételi kinetikai gorbéje.
Az 4brdn ldthatjuk, hogy az izotépfelvétel 24 6ra elteltével telitést mutat, igy az in
vivo foszforildcids kisérletek sordn a 48 Ordval az izoldlds el6tt jelolt novényekben a
hogy a jel6l6dés mértéke a bazdlis szegmentumban a legnagyobb, majd rendre csokkend
tendencidt mutat a felsd szegmentumok felé. Ez az eredmény valésziniileg azzal
magyardzhatd, hogy a radioaktiv izofép felvétele el6szor a bazdlis szegmentumba torténik

meg, és azon keresztiil jut a levél magasabb szintjeire.
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A diurndlis oszcilldciot vizsgdld kisérleteinkben egész levelekbdl izoldltunk tilakoid
membrédnokat a nap folyamdn 6t alkalommal. A 19. dbrdbdl kitlinik, hogy az in vivo
foszforildci6 mértékében is fellelhetd a diurndlis oszcillici6. Reggel alacsony a

foszforildcié szintje, délben a legmagasabb, és estére ismét lecsokken.
6h 10h 14h 17h 21h

LHCII —

19. dbra: 6 napos biiza levelek in vivo foszforildciés szintje 6, 10, 14, 17 és 21 6rakor.

Kisérleteink tehdt bizonyitékot szolgdltattak arra, hogy az LHCII foszforildltsdgdnak

mértéke napszakos ritmus szerint valtozik.

5.2.3. In vitro foszforilacié

Az in vitro foszforildciés kisérletek az LHCII foszforildlhatésdgdnak

megdllapitdsdra irdnyultak. Ebben az esetben mesterséges korilmények kozott
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foszforildltuk az izol4lt tilakoid membrénokat. Az in vitro foszforildcié arra ad valaszt,
hogy a teljesen defoszforildlt 4llapotb6l az LHCII milyen foszforildcids szintet tud elémni.

Eldszor a foszforildcié kinetikai gorbéjét vettiik fel a kiilonb6zd szegmentumok

esetében (20. 4bra).
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20. dbra: 6 napos biza levelek bazdlis, k6z€psd és felsdé szegmentumaibdl izolalt tilakoid
membranokban az LHCII in vitro foszforildcidjanak kinetikai gérbéi.

Az 4brén l4that6, hogy a bazdlis és a kozépsd szegmentumok esetében a kinetikai
gbrbén mdr 6t perc utdn telités tapasztalhatd, mig a felsd szegmentumban ez a telités csak
késGbb kovetkezik be. Feltiing az is, hogy a felsd szegmentum jéval nagyobb mértékben
képes foszforildlédni, mint a bazdlis és kozépsd szegmentumok. Ennek magyardzatit még
nem ismerjuik.

Az in vitro foszforildciés mérések egész levelekbdl izoldlt tilakoid membranokbdl
torténtek. A 13. 4brdbdl kitlinik, hogy az in vitro foszforilicié esetében a teljesen
defoszforildlt dllapotbél indul6 ot percig tarté 32PrATP-vel torténd inkubalds ugyanolyan
mértéki foszforildciét eredményez 6t kilénb6zo idSpontban a nap folyaman. Az in vitro

foszforildciéban tehdt nem tapasztalunk diurndlis oszcilldciot.
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21. dbra: 6 napos biza levelek bazdlis, k6zépsd és felsd szegmentumaibdl 6, 10, 14, 17
és 21 orakor izoldlt tilakoid membradnok in vitro foszforildlhatésdgi szintjei.

5.3. Gatlészerek hatdsa a tilakoid protein foszforildciéra

A foszforildcié aktivdcidjdnak vizsgdlatit gdtlészerek alkalmazdsdval végeztik.
Eloszor a fényaktivdciot vizsgdltuk DCMU-val, amely a Q, és a Qg kozott gétolja az
elektrontranszportot, majd a cyt bg/f komplex Q, és Q; oldali gitlészereinek
alkalmazdsdval az aktivdcié helyét szerettilk volna meghatdrozni a cyt bg/f komplexen
beliil.

Az irodalomban ko6zolt adatokkal 0sszhangban [63], tgy taldltuk, hogy a DCMU,

gdtolta a legtobb polipeptid foszforildcidjdt a tilakoid membranban (22. dbra).
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22. 4dbra: A DCMU hatdsa a tilakoid membrdn proteinek foszforildcidjdra. A:
autoradiogram, B: tipikus titrdldsi gorbék.

DCMU koncentracié, yM

Bennett eredményeihez képest a mi eredményeink annyiban jelentenek ujat, hogy mi az
osszes foszfoimagerrel detektdlhat6 foszfoproteint vizsgaltuk. A titrdldsi gorbén ldthatjuk,
hogy a 7 legintenzivebben foszforildlédott protein koziil 6 foszforildciéjdnak mértéke
egyértelmiien a DCMU koncentréci6 figgvénye. (Az LHCII és a 9 kDa-os foszfoproteint
a 22.B 4bran lithatjuk.) Erdekes az az dj megfigyelés is, hogy a 18 kDa-os protein
foszforil4ciéja viszont nem gédtolhaté DCMU-val.

A Q, oldali gétlészerek koziil a DBMIB-t, a stigmatellint €s a bromanilt vizsgdltuk.

3 uM DBMIB hatdsdra csaknem teljesen gatolhaté volt az LHCII foszforildcidja,
mig a 9 kDa-os protein foszforildcidja sokkal kisebb €érzékenységet mutatott. Ez szintén

Osszevethet6 az irodalomban taldlhat6 eredményekkel [86]. Adataink szerint 3 uM DBMIB
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hatdsdra az 56 kDa-os polipeptid foszforildciéval szembeni érzékenysége az LHCII-h6z

volt hasonldé, mig a D1/D2, a 43 és 20 kDa-os proteinek kisebb érzékenységet mutattak
(23.A dbra). A 18 kDa-os fehérje foszforilacidja DBMIB-vel sem volt gédtolhatd.
Ezen adatok azt sugalljdk, hogy a foszfoproteinek hdrom csoportba oszthaték. A

hdrom foszfoprotein csoport képviselSinek tipikus titrdlé gorbéi a 23.B dbrdn lathatok.
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23. dbra: A DBMIB hatdsa a tilakoid membran proteinek foszforiliciéjdra. A: 3 uM

DBMIB hatdsdra bekovetkezd gdtlds mértéke %-ban kifejezve a kiilonb6zs
foszfoproteinek esetében. B: Tipikus titrdldsi gorbék.

Stigmatellinnel, ami a cyt bg/f komplex Q, helyenek egy hatdsos antibiotikum

tipusi gatlészere [87], az LHCII és az 56 kDa-os protein foszforildcidja j6l gdtolhat6

(24.A ébra).
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24, dbra: A stigmatellin hatdsa a tilakoid membran proteinek foszforildcijdra. A: 20 uM

stigmatellin hatdsdra bekovetkezd gdtlds mértéke %-ban kifejezve a kiilonb6zo
foszfoproteinek esetében; B: tipikus titrdlasi gorbék.
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Az LHCII esetében az I, értéket 1 és 2 uM kozé becsiilhetjiik (24.B dbra). Az 56 kDa-os

protein esetében ehhez hasonld értéket kaptunk (nincs dbrdazolva).

A proteinek mdsodik csoportjdnak (D1/D2, és a 43, 20 és 9 kDa-os proteinek)
foszforildcidja, amely DBMIB-vel szembeni érzékenysége kisebb volt, mint az LHCII-€,
stigmatellinnel szintén kevésbé volt gatolhaté (24.A dbra). A titrdldsi gorbék
Osszehasonlitdsakor ldthatjuk, hogy a 9 kDa-os protein esetében csak fele akkora gdtldst
tapasztalunk, mint az LHCII foszforil4cidja estében.

A 18 kDa-os protein foszforildcidja volt a legkevésbé érzékeny a stigmatellinnel
szemben, bdr dsszehasonlitva a DCMU-val és a DBMIB-vel, a stigmatellinnél kismérték{i
gétlds volt észlelhetd.

A bromanil, mely egy halogenildlt 1,4-benzokinon és a cyt bg/f komplex Q,
helyének gétlészere [88], gatolta az Osszes vizsgdlt foszfoprotein foszforildcigjat, kivéve

a 18 kDa-osét, amely esetében egyértelmi serkentést tapasztalhattunk (25.A 4bra).
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25. dbra: A bromanil hatdsa a tilakoid membrédn proteinek foszforildcidjara. A: 20 uM
bromanil hatdsdra bekoOvetkezd gdtlds mértéke %-ban kifejezve a kiilonbozo
foszfoproteinek esetében; B: tipikus titrdldsi gorbék.

A HQNO egy kinon analég vegyiilet, amely a cyt bg/f komplex Q; helyén gitol

[89]. Ez a gdtlészer az eddigiekkel ellentétben egyértelmiien serkentette az LHCII és a

tobbi foszfoprotein foszforildcigjat a tilakoid membrdnban (26. dbra)
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26. dbra: A HQNO hatdsa az LHCII a 18 és a 9 kDa-os protein foszforildcigjdra.

A MOA-stilbén-t nemrégiben vezették be mint a cyt bg/f komplex Q; helyének

gétlészerét [90]. Ez a gdtlészer nem bizonyult hatdsosnak a tilakoid membran proteinek

foszforildcigjdra (27. dbra).
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27. dbra: A MOA-stilbén hatdsa az LHCII és a 18 kDA-os protein foszforildcidjdra
Megillapithatjuk tehdt, hogy mig a Q, oldali géatlészerek gatoljak a tilakoid

membrédnokban a foszforildcidt, addig a Q; oldali gitiészerek hatdstalannak bizonyultak,

vagy serkentettek.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A novényekben tobbszintli reguldciés mechanizmus mikodik (1d. 2.4. fejezet). A
fényintenzitdsbeli véltozdsokra a ndvények viszonylag gyorsan vélaszolnak a rovidtdvi
adaptdciés mechanizmusuknak koszonhetGen, amelyben az LHCII reverzibilis
foszforildciGja kulcsszerepet jatszik. A névénynevelés sordn alkalmazott fényintenzitdshoz
a hossziitdvi akklimatizdcidval alkalmazkodnak, melynek sordn az LHCII mérete véltozik
a korilményeknek megfeleléen. Ismeretes volt, hogy az LHCII-ért felelés gének
expresszifjat egy biolégiai Ora is szabdlyozza. Munkdnk sordn bizonyitékot szolgaltattunk
arra, hogy a cirkadidn ritmus napszakos ingadozdst okoz az LHCII mennyiségében, €s

befolydsolja a tilakoid membranok funkciondlis sajdtsdgait is.

6.1. Az antennaszerkezet napszakos valtozasai, osszefiiggés az LHCII genetikailag

programozott diurndlis ciklusival

Korabban az LHCII diurndlis oszcilldcidjat csak mRNS szinten vizsgdltdk [49]. Mi
a levelek szegmentumokra bontdsdval vizsgdlni tudtuk az oszcilldciét egy fejlédési gradiens
mentén is, mdsrészt kisérleteink kiterjedtek az oszcilldcié fehérje szintii vizsgdlatdra is.

Nagy és mtsi szerint [49] a Cabl gén mRNS szintje legmagasabb délel6tt 10 6ra
és déli 12 6ra kozott. Ehhez az eredményhez képest adataink abban nyujtanak uj
informdcidt, hogy az mRNS szint véltozdsait nem egész levélen, hanem a levelek hdrom
szegmentumdn vizsgaltuk. A bazdlis szegmentumban legmagasabb az mRNS mennyisége,

a kozépsd szegmentumban kisebb a jelolddés, de az oszcilliciés kép a bazdlis
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szegmentumban tapasztaltakkal megegyez6. Lamppa és mtsi-val megegyez6en [91] a felso
szegmentumban nem volt kimutathat6 mennyiségii mRNS.

Az mRNS mennyiségének oszcilldcidja fehérje szinten is tiikkroz8dott, amit egyrészt
a kl-a/kl-b ardny meghatdrozdsdval, mdsrészt pedig nativ gélelektroforézis segitségével is
bizonyitottunk. A nativ gélek pasztdzdsakor kapott eredmények meger6sitették, hogy a ki-
a/kl-b ardny csokkenése a déli 6rdkra az LHCII pigment-protein komplexeinek
akkumulédciéjdval magyardzhaté. A kl-a/kl-b moldris ardny vizsgdlatakor az LHCII
reggeltdl délig torténd akkumuldcidjdra vonatkozé becslés j6l Osszevethet a nativ gélek
pasztdzdsakor kapott értékekkel.

Az LHCII mennyiségének oszcillicidja tehdt Osszeegyeztethetd az mRNS
oszcilldciés képével. Az mRNS esetében mdr reggel elég magas értéket kaptunk, mig az
LHCII szint csak délben érte el a maximumot. Ez az eltol6dds nyilvdnvaléan abbdl fakad,
hogy az LHCII mennyiségének felhalmozdddsa csak egy hosszabb periddus utdn valik
mérhetové. Tovdbbd az LHCII mennyiségének novekedése varhatéan mindaddig
folytatédik, amig az mRNS szint az dtlagosndl magasabb. Az LHCII 6sszmennyiségének
diurndlis oszcilldcidjat délutdni maximummal, antitest segitségével is kimutattdk [92].

Az LHCII mennyisége és mRNS-ének szintje kozott tehat j6 korrelacié dllithaté fel.
Természetesen sotétben tartott levelek esetén a kl-a/kl-b ardnyban nincs oszcilldcié. Ezzel
szemben az mRNS szint oszcilliciéja tobb napi sOtétben tartds utdn is folytatédik a
cirkadidn ritmus szerint [49]. Az LHCII mennyiségi véltozdsai tehat nem cirkadian, hanem
diurndlis jellegiiek.

Az tjonnan szintetizdlédott LHCII komplexek a CD mérések tanisidga szerint

beéplilnek a makrodoménekbe.
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A buza levelek bazdlis, k6zépsd és felsd szegmentumaibdl izolalt kloroplasztiszok
CD spektrumai nagyon hasonlitanak egymdésra (15. dbra). Mindegyik mutatja az érett
granumos kloroplasztiszokra jellemzd nagy CD jelet (v6.[93]), amelyrdl kimutattdk, hogy
a pigment-protein komplexek helikélisan szervezett makrodoménjeibél ered ([31,35,93-95].
Mivel ez a jel mindegyik szegmentum esetén megjelenik, ez arra utal, hogy a pigment-
protein komplexek makroorganizdcidja nagyon hasonlé a kiilonb6z6 mintdkban.
Mindazonéltal a f6 sdvok amplituddja a felsd szegmentum esetében jéval nagyobb, ami
valészinilleg a makrodomének méretével magyardzhatd, és azt mutatja, hogy az érettebb
kloroplasztiszokban a pigmentrendszerek makrodomén szervezddése kifejezettebb, mint
a merisztemikus szévetekben [31,96].

Az Eredmények c. fejezetben a 14. dbrdb6l és a II. tdbldzatbdl kitiinik, hogy a CD
jel amplituddja is diurndlis oszcilldciét mutat. Ez az oszcilldcié is sokkal kisebb mértéki
a felsé és kozépso szegmentumok esetén, mint a levél alsé részében.

A CD jelet a szuszpenzid klorofill tartalmara normdltuk, igy biztosak lehetiink
benne, hogy nem a kl molekuldk akkumuldciéja okozza a napszakos ingadozdst. Mivel a
kloroplasztisz intenziv CD-je a pigment-protein komplexek helikdlisan szervez8dott
makrodoménjeib6l szdrmazik [31,94], ezért a f6 CD sdvok amplituddjdanak fluktuécidja a
pigment-protein komplexek makroorganizacidjdnak valtozdsainak tulajdonithaté. Kiilonosen
a bazdlis szegmentumban a reggeli és déli érdk kozott bekovetkez6 CD jel novekedés
mutatja azt, hogy az ujonnan szintetizilédé LHCII molekuldk beépiilnek a mdr meglevd
makrodoménekbe, vagy maguk alkotnak ilyen makrodoméneket a tilakod membradnban.

Az irodalmi bevezet6ben mér széltam arrdl, hogy mig a bels6 LHCII populécié
foleg 27 kDa-os polipeptidekbd! 4ll, addig a belsé populdciéban féleg a 25 kDa-os

polipeptid részardnya a magasabb. Arra a kérdésre, hogy az LHCII két szubpopulécigjabdl
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melyiket érintik a véltozdsok, a belsd vagy a periférids antenna komplexei szintetizdl6dnak-
e a nap folyamdn, az LHCII szubpopuldciék analizise nydjtott informdciét. Mivel azt
tapasztaltuk, hogy a 25 kDa-os polipeptidek mennyisége ndtt meg a déli 6rdkra a nap
folyamdn, azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy elsdsorban a periférids antenna komplexei
szintetizdlédnak a diurndlis ciklus sordn. Ezen eredmények segitségével bizonyithatjuk azt
is, hogy az LHCII periféridss komplexei fontos szerepet jitszanak a makrodomének
felépitésében. A periférids antenna komplexei valdszinileg sokkal konnyebben
aggregdlédnak, mint a belsd antenna komplexei.

Az adapticiés folyamatok az LHCII periférids antenna komplexeit érintik
elsdsorban. A rovidtdvi adaptdciondl a periférids antenna foszforildlédik, majd disszocidl,
a hosszitdvi akklimatizicié sordn a periférids antenna mérete né meg a bels6 antenna
méretéhez képest. A diurndlis ciklus sordn szintén a periférids antenna komplexei
szintetizdlodnak elsdsorban, igy arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a diurndlis ciklus

rokon vondsokat mutat a hosszitdvi akklimatizdci6hoz, vagy része annak.

6.2. A diurndlis ciklus hatdsa a membranok funkcidjara.

Mint az el6zdekben lattuk, a diurndlis ciklus sordn megvdltozik a membranok
Osszetétele €s az antenna rendszer makroorganizicidja. Délre megné az LHCII tartalom,
ezzel egyiitt a periférids antenna mérete, és valdsziniileg a makrodomének mérete is
megno.

A fluoreszcencia indukciés mérések arra engednek kovetkeztetni, hogy a

membranoknak nemcsak a szerkezete, hanem a funkciéja is megvaltozik a nap folyaman.
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A bazilis levélrészekben az oszcilldci6 fellelhet a state 1-state 2 tranzici véltozdsban is.
A fluoreszcencia ilyen, a levelek eldmegvildgitasat kdvetd valtozasa az LHCII-vel hozhat6
kapcsolatba [97]. A leveleken mérhet$ state tranzicié segitségével sikeriilt bizonyitanunk,
hogy pdrhuzamosan az LHCII akkumulécidjdval és beépiilésével a makrodoménekbe, a
levelek bazilis része az érettebb levéldarabok funkciéjahoz kezd hasonlitani. A megfigyelt
véltozdsok minden bizonnyal Osszefiiggenek az ujonnal szintetizdlédé6 LHCII komplexek
jelenlétével, ill. beilleszkedésével az antennarendszerbe.

A fluoreszcencia mérések eredményei j6l korreldlnak az LHCII-t érintd diurndlis
fluktudcidkkal (mRNS szint, kl-a/kl-b ardny, LHCII tartalom és CD amplituddk). Ez
alapjan dllithatjuk, hogy a diurndlis oszcillicié érvényre jut az LHCII funkciondlis
sajdtsdgaiban is, nevezetesen a membrdnok azon képességében, hogy state tranzicids
véltozdsokon menjenek keresztiil.

Maisfeldl a fluoreszcencia hozamban torténd véltozdsok az LHCII reverzibilis
foszforildci6jdval és a membranban torténd laterdlis diffizi6jdval hozhaték kapcsolatba
[98,99]. Ezért vizsgdltuk az LHCII in vivo és in vitro foszforildcigjat is a nap folyaman.

Kisérleteinkbol kidertilt, hogy az in vivo foszforildcié (Id. 5.2.2.) kapcsolatba
hozhat6 a genetikai reguldcidval. A foszforildcié mértéke napszakos ingadozdst mutat.
Levelekben a legintenzivebb foszforildciét a déli 6rdkban mértiink, és a foszforildcié
mértéke az esti 6rdkban volt a legalacsonyabb - jéllehet a megvildgitds erdssége allando
volt.

Ugyanakkor, in vitro foszforildcié sordn nem tapasztaltunk diurndlis oszcillaciét.
Tehat a kilonb6z6 idSpontokban izoldlt tilakoid membranok foszforildlhatésdgdnak mértéke

nem koveti azt a vdltozdst, amit levelekben tapasztaltunk.
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A levelekben és az izoldlt tilakoid membrdnokban mért adatokat 6sszevetve azt a
kovetkeztetést vonjuk le, hogy a levelekben mérhetd foszforildcids kiilonbségek kézvetleniil
nem vezethetdk vissza az LHCII tartalomban és Osszetételben bekdvetkezd valtozdsokra.
M4s szavakkal a foszforildcié in vivo reguldci6jdért nem a szubsztrit mennyisége vagy
Osszetétele a felelds.

Ez l4tszélag ellentmond annak, hogy a kiilonb6zd szegmentumokbdl izolalt tilakoid
membrédnok foszforildlhatésdgdnak mértéke szignifikdnsan kiilonb6zott egyn;éstél (20.
dbra). Val6szinlinek tfinik azonban, hogy az eltérd foszforildciés kapacitdsért nem az
LHCII tartalomban meglévd kiilonbségek tehetOk feleldssé, hanem a fejlodési gradiens,
azaz a kloroplasztiszok fejlettségének levélszintenkénti kiillonbozOsége. Ez a fejlodési
gradiens okozhat kiilonbséget pl. a kindzok mennyiségében vagy a cyt bg/f komplex
aktivitdsdban.

Val6szinditlen, hogy a levelekben és izoldlt tilakoid membrénokon kapott
eredmények kiilonbozoségéért az LHCII defoszforildcidja lenne felelds. Az in vivo
kisérletek sordn a leveleket rogton jégre tettiilk, igy megakaddlyoztuk a defoszforildciét;
az izoldldst pedig NaF jelenlétében végeztiik, amely gdtolja a foszfatdz aktivitdsit. Az in
vitro végzett foszforildcié sordn az izoldlt tilakoid membrdnokat eldszor sotétben
inkubdltuk, igy teljesen defoszforildltuk azokat, majd NaF jelenlétében foszforildltuk.

Az in vivo és in vitro eredmények kiilonb6zdségének magyardzatandl figyelembe
kell venniink, hogy az in vivo foszforildcids kisérletek a ndvényekben egy adott pillanatban
a foszforildcié mértékérdl adnak felvildgositdst, mig az in vitro foszforildciés kisérletek
alapjan az LHCII foszforildlhatésdgdnak mértéke 4dllapithaté meg.

Az in vivo foszforildcié napszakos ingadozdsdnak egyik lehetséges magyardzata az

lehet, hogy az LHCII felhalmozéddsa miatt ugyanazon fényintenzitds magasabb
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foszforildciés szintet okoz. A PS2 antenna méretének novekedésével ui. a fotoszintézis
kozelebb keriilhet a telitéshez, s ezzel a PQ molekulahalmaz redukaltsdgi szintje megnohet.
Ez a magyardzat - bir nem zdrhat6 ki - azért nem valdszinli, mert a foszforilacié
napszakos ingadozdsa egész leveleken is megfigyelhetd, mig az LHCII mennyiségének
véltozdsa az egész levélen nehezen detektalhatd.

Tobb nukledrisan kédolt proteinrdl tudjuk, hogy expresszidjukat ill. a protein
mennyiségét cirkadidn ritmus szabdlyozza [100]). Elképzelhet, hogy ezek valamelyike
befolydsolja az elektrontranszport sebességét, és ezzel a kindz aktivitdsit. A
legkézenfekvobb magyardzat az lenne, ha a cyt bg/f vagy a Rubisco aktivitdsa mutatna
napszakos ingadozdst, mert igy a kindz aktivitisa kozvetlenil, vagy a teljes
elektrontranszport sebességén keresztiil kozvetve befolydsolhat6 lenne. A cyt f mennyiségét
azonban nem kontrollélja a cirkadidn ritmust. A Rubisco (magban kédolt) kis alegységérol
kimutattdk, hogy az mRNS szintje cirkadidn ritmus szerint valtozik [92]. Viszont a
Rubisco nagy alegysége, amely kloroplasztiszban kddolt, nem mutat cirkadidn ritmust.
Ezért valésziniitlen, hogy a Rubisco mennyisége véltozna. A CO, fixdlds sebessége
azonban vdltozhat a nap folyaméan [101]. (Ez a lehetdség a cyt bg/f esetében sem zdrhat6
ki.) Az LHCII napszakos ingadozdsa ezzel akkor keriilhet &sszefiiggésbe, ha a két
foszforildciés mechanizmus valahogy egymdshoz kapcsolt. Bdr erre nincsen adatunk,
feltételezhetd, hogy a kiilonboz0 - a kloroplasztiszban és a citoplazmdban is nagy szdmban
eléfordulé - proteinek foszforildci6ja egymdssal 6sszehangolt médon megy végbe.

A foszforildci6 az dllatvildgban igeh fontos szerepet jdtszik a szigndl transzdukcids
folyamatokban. Novényekben, a kloroplasztiszban erre még nincs bizonyiték. A jelenleg
elfogadott elmélet szerint a foszforildcié elsddleges szerepe a két fotoszisztéma kozotti

energiamegoszlds szabdlyozdsdban van [43]. Napvildgot littak azonban mdr olyan
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hipotézisek is, amelyek a foszforilaci6 szigndl transzdukciéban betéltott szerepére utalnak
[102].

Az LHCII polipeptidjei a magban vannak kédolva, az LHCII pedig a
kloroplasztiszban, a tilakoid membrédnban foglal helyet. A diurndlis oszcilldcié viszont
mindkét helyen fellelhetd. A két kompartmentum kozott kapcsolatot teremthetne egy
foszforil4cion alapulé szigndl transzdukciés ldnc. Ez in vivo foszforildciés eredményeink
magyarazatit nagyban megkoénnyitené. Ezen feltételezés igazoldsira azonban t6bb
bizonyitékra lenne sziikség. Egy ilyen szigndl transzdukciés ldnc feltdrdsahoz az LHCII-vel

kapcsolt diurndlis ciklus segitségiinkre lehet.

6.3. Gitlészerek hatdsa a tilakoid membran proteinek foszforilaciéjara

Tilakoid membrinokban a kindz fény, vagy olyan redukdlé anyagok hatdsdra
aktivdlédik, amelyek redukdljdk a PQ molekuldkat, tehdt a kindz aktivitds szorosan
kapcsolédik a fotoszintetikus elektrontranszporthoz [63]. A fényaktivdciét tehdt olyan
gdatloészerek segitSégével vizsgdlhatjuk, amelyek képesek az elektrontranszport
megszakitdsdra. Ilyen gdtlészer pl. a DCMU, amely a Q, €és a Qg kozott szakitja meg az
elektrontranszportot [63].

Ismeretes, hogy az LHCII kindz a cyt bg/f komplexen keresztiil aktivalédik (1d. 2.5
fejezet), bdr ennek a pontos helyét még nem ismerjiikk. A cyt bg/f komlexnek léteznek
olyan gétlészerei, amelyek hatnak a tilakod membréan proteinek foszforildcidjdra is. Ezen
gétloszerek hatdsdnak vizsgdlata segitséget nyujthat a kindz aktivdcids hely pontosabb

meghatdrozdsdban. Az irodalomban taldlhat6 eredményekhez képest a mi méréseink
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annyiban jelentenek ujat, hogy egyrészt szisztematikusan vizsgdltuk a kiilénb6zd
gatlészerek foszforildcidra gyakorolt hatdsdt, masrészt nemcsak a legnagyobb mértékben
foszforildlédé proteineket, az LHCII-t és a 9 kDa-os proteint, hanem az 0sszes
foszfoimagerrel detektdlhaté foszfoproteint vizsgdltuk. A dolgozatomban ezek koziil a
foszfoproteinek koziil a 7 legintenzivebben foszforildlédéval foglalkozom részletesen.

A fényaktivacié vizsgdlatakor a DCMU-val kapott eredményeink djdonsdga az
irodalmi adatokhoz képest [63] az, hogy az Osszes foszfoproteinnel ellentétben a 18 kDa-os
protein foszforildcidja nem volt gitolhaté DCMU-val. Ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a 18 kDa-os proteint nem az LHCII kindz foszforildlja, mivel az
elektrontranszport megszakitdsa nem eredményezte a kindz aktivacié gatlasat.

A Q.-oldali gétlészerek (DBMIB, stigmatellin, bromanil) mind gitoltdk a
foszforilciét az Osszes foszfoprotein esetében, kivéve a 18 kDa-os foszfoproteint. A
DBMIB és a stigmatellin foszforil4ciéra gyakorolt hatdsa alapjdn a foszfoproteineket hdrom
csopoﬁba sorolhatjuk. Az elsé csoportba az LHCII és az 56 kDa-os protein, a masodik
csoportba a 43 kDa-os, D1/D2, 20 kDa-os, 9 kDa-os proteinek, mig a harmadik csoportba
tulajdonképpen csak egy, a 18 kDa-os protein tartozik.

Mind a DBMIB, mind a stigmatellin esetében a foszforildciéra vonatkozd I,
értékek magasabbak voltak (1 és 2 uM kozott), mint a cyt bg/f komplex aktivitdsdra
vonatkozd I, ért€kek, amik az irodalom szerint 50 nM koriil vannak [87,88]. Hasonl6
jelenség tapasztalhaté az LHCII kindz DCMU-val torténd gdtldsa esetén (vo. [86]).

A bromanil némiképp eltérSen viselkedett a tobbi Q,-oldali gitlészerhez képest. A
18 kDa-os protein kivételével gitolta az Osszes foszfoprotein foszforildciGjdt. A gétlds
mértékében azonban nem volt kiillonbség. Ezen gétlds I, értéke kb. 12 uM volt (vo. 25.A

dbrdval), amely szintén egy nagysdgrenddel nagyobb, mint ami a linedris elektron
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transzport esetében‘tapasztalhaté [103]. Meg kell azonban jegyezni, hogy ennél a gétlészer
koncentraciondl a bromanil kovalensen ko6tddik a tilakoid membrdnhoz, ezért az
elektrontranszport irreverzibilisen gatlédik [103]. Feltehetdleg ezzel magyardzhatd, hogy
a foszfoproteinek elsd €s mdsodik csoportja kozott miért nem tudunk kiilonbséget tenni a
bromanil esetében. A bromanil igen erételjesen serkentette a 18 kDa-os protein
foszforildci6jat, mig a DBMIB é€s a stigmatellin nem volt hatdssal a foszforildcidra.

A 18 kDa-os foszfoproteint ezideig nem azonositottdk. Nem zdrhat6 ki, hogy ez
a protein azonos a cyt bg/f komplex 17 kDa-os polipeptidjével [4].

A cyt bg/f komplex Q;-oldali gédtlészerei, a HQNO és a MOA-stilbén nem gétoltdk
a tilakoid protein foszforildciét, s6t a HQNO esetében jelentGs serkentetést is
tapasztaltunk. A HQNO-rél kimutattdk, hogy a cyt bg molekuldk kdzépponti potencidljat -
150 és -30 mV-rél -34 és +57 mV-ra ndveli [104] és jelentdsen noveli a cyt bg
fotoredukcidjit [103]. Kordbban gy tartottdk, hogy a HQNO nincs hatdssal a
foszforildciéra [105]. Mdsrészt viszont az NQNO-rél, mely ugyanott gitolja a cyt bg/f
komplexet, mint a HQNO [88], kimutattdk, hogy az LHCII foszforilaciéjat mintegy 40 %-
kal novelte [78]. A HQNO-val ellentétben a MOA-stilbén nincs hatdssal a cyt bg
potencidljdra, és csak kismértékben befolydsolja ezen molekuldk villan6fény indukalt
redukcidjat. Vélhets tehdt, hogy a serkentés a potencidl eltoléddssal, nem pedig a Q, oldali
gdtldssal hozhat6 Osszefiiggésbe.

A cyt be/f komplex Q, ill. Q;-oldali gatlészerei eltérd hatdsiak a tilakod membrén
proteinjeinek foszforildcidjdra. Mivel a HQNO és a MOA-stilbén nem gétoltdk a tilakoid
protein foszforildciot, arra kdvetkeztethetiink, hogy a kindz aktivécié a cyt bg/f komlpex

Q, helyénél, vagy ez utdn, de mindenképpen a Q; hely el6tt torténik meg.
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7. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

ElsGként sikeriilt kimutatnunk, hogy a Cab1 gén expresszidjat szabdlyoz6 cirkadidn
ritmus - biza csiranovények merisztemikus levélszegmentumaiban - jol detektdlhatd
napszakos vdltozdst eredményez a tilakoid membrdnok LHCII tartalmdban. Kimutattuk
tovdbb4, hogy a nap folyamdn djonnan szintetizdl6d6 antenna molekuldk beépiilnek a PS2
partikulumok alkotta makrodoménekbe. A polipeptidek analizise arra az eredményre
vezetett, hogy a napszakos ingadozis els6sorban az LHCII periférids komplexeit érinti,
hasonléképpen a hossziitdvi akklimatizdci6hoz. Ezek a komplexek segitik a partikulumok
makroorganizacidjit.

A diurndlis oszcilldcié nemcsak a membrdnok Osszetételének és szerkezetének
véltozdsaiban nyilvdnul meg, de egyiitt jar funkciondlis valtozdsokkal is. A state tranzicié
sebessége és a foszforildci6 mértéke is diurndlis oszcilldciét mutat, ami a ndvények
rovidtavi adaptdcids képességének diurndlis reguldcidjdra utal.

Gdtlészeres vizsgdlatainkbdl kideriilt, hogy a kindz a cyt bg/f komplex Q, és Q;
helye kozétt aktivdlédik. A foszfoproteineket a Q, oldali gdtlészerekkel szembeni

érzékenységiik alapjan hdrom csoportba sorolhatjuk.
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