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Bevezetés

A cianobaktériumok vizsgalata tobb szempontbol eldnyds, melyek koziil
kiemelendd, hogy rendkiviil j6 modellorganizmusok a fotoszintézis folyamatainak
tanulmanyozasahoz, mivel tilakoid membranjuk sok szempontbol hasonlé az eukaridta
fotoszintetizald szervezetekéhez. Emellett konnyen szaporithatok, rovid életciklussal
rendelkeznek, fenntartasuk nem igényel kiilonleges koriilményeket és mutagenezisiik
viszonylag egyszerlien kivitelezhetd. A genom célzott megvaltoztatasaval olyan lipid-
¢s karotnoid mutansok hozhatok 1étre, melyek vizsgéalatdval jobban megérthetjiik ezen

molekulak fotoszintézisben betdltoltott szerkezeti- és miikodésbeli szerepét.

A lipidek, mint a fotoszintetikus membranok fontos elemei, kulcsszerepet
jatszanak a dinamikus kettOsréteg kialakitdsaban. Cianobaktériumokban a dominans
membranstruktira az un. tilakoid, melynek lipid osszetétele nagy mértékben hasonlit a
teljes sejt membranjaéhoz. A tilakoidok a cianobaktériumok és a ndvények
fotoszintézisének szinterei, melyek lipid Osszetétele egyediilalldo és nagy mértékben
konzervalodott. Féleg galaktolipideket, tgy, mint MGDG-t és DGDG-t, valamint
szulfo-lipidként SQDG-t és foszfolipidként, PG-t tartalmaznak. Cianobaktériumokban
az MGDG bioszintetikus prekurzora az MGIkDG is jelen van, melyet egy epimerdz
enzim alakit & MGDG-né.

A kiilonb6zo lipidosztalyok fizikai tulajdonsdgait a fejcsoport szerkezete
hatdrozza meg. Az MGDG ¢és a DGDG a MGIkDG-nel egylitt semleges fejcsoporttal
rendelkezik, mig az SQDG ¢és az PG anionos, negativ toltést hordozé lipidek. Az
MGDG, a tilakoidokban leggyakrabban el6forduld galaktolipid és az MGIkDG mind
tipikusan nem kettdsréteg képz6 (NKK) lipidek. Kup-szert alakkal, kis fejcsoporttal és
hosszu, tobbszordsen telitetlen zsirsavlanccal rendelkeznek, amelyek vizes kdzegben
képesek az inverz hexagonadlis fazis, azaz Gn. hexagonalis II-es fazis 1étrehozasara. A
tobbi lipidosztaly (DGDG, SQDG és PG) tipikus lamellaris kettdsréteg-képzd (KK)
lipid, nagyobb fejcsoporttal és henger alakkal. Az NKK-KK lipidek ardnya doéntd
fontossagu a funkcionalis membranok esetében. Az MGDG/DGDG arany szabalyozas

hatasara a tilakoid membranok (TM-ok) dinamikussa és rugalmassa valnak. Ennek



koszonhetden képesek megbirkdzni a kiilonb6zé kornyezeti stressztényezokkel. A
fotoszintetikus membranok viszonylag magas NKK lipidtartalma — 6sszehasonlitva pl.
a novényi mitokondrium membranjaival — nélkiilozhetetlen a viszonylag magas
fehérjetartalom befogadésara. A tilakoidok magas fehérje-lipid ardnya a fotoszintetikus
apparatus nagyméretli fehérje komplexeinek tulajdonithatok, amelyek segitik a

fotoszintetikus elektron transzportot.

A lipidek viselkedése nem csak a fejcsoport tulajdonsagaitol, hanem a
zsirsavlancok telitettségi szintjétdl is fiigg. Cianobaktériumoknal a zsirsavak 14-18
szénatom hosszusaguak (C14-C18), a kettds kotések szama egytdl négyig terjedhet, igy

eredményezve telitett, egyszeresen telitetlen és tobbszordsen telitetlen zsirsavakat.

A novekedési homérséklet valtozasa képes befolydsolni a membran lipidek
telitetlenségi szintjét, lehetdvé téve a cianobaktériumok fotoszintetikus mitkddéséhez
szlikséges fluiditas szabalyozasat. Ha a membran fluiditds hdmérséklet csokkenés altal
moddosul, a ndvények €s cianobaktériumok fenntartjdk a membran homeosztdzisat a
glicerolipidekben 1évd kettds kotések szdmanak novelésével. A lipidek telitetlensége
stabilizalhatja a homérsékleti stressznek Kitett fotoszintetikus komplexeket. A
tobbszorosen telitetlen zsirsavak fontosak a fotoszintetikus komplexek sostressz elleni

védelme soran.

A Karotinoidok (Car-ok) hidroféb, semleges, lipidszerti molekulak, tobb
konjugalt kettds kotéssel, melyek a fotoszintetikus membranok szintén fontos
Osszetevoi. Cianobaktériumokban a Car-oknak két f6 formdja van jelen: karotin (-
karotin) és ezeknek oxigenalt szarmazékai, a xantofillok. Ezek a lipid kettGsréteg részét
képezik, valamint a fotoszintetikus komplexek fehérjéihez is kapcsolodnak. A hidrofob
jelleg ellenére a Car-ok vizoldékony frakciokat képesek létrehozni az Un. narancs-
karotinoid-fehérjékkel, illetve a nemrégiben azonositott helikalis-karotinoid-
fehérjékkel.

A Car-ok tobb funkcioval is rendelkeznek. Részt vesznek a fénybegytijtési
folyamatokban és a PSII fotoszintetikus komplex Osszeszerelésében, modulaljak a

membranstrukturakat és megvédik azokat a kornyezeti stressztényezoktdl. Tovabba, a



PSII dimerizacidja és a PSI trimerizacidja soran (Synechocystis esetében ) is sziikség
van rajuk. Nemcsak a Car-ok, hanem a megemelkedett homérséklet is stabilizalhatja a
PSI trimereket. Mig a névényekben a PSI csak monomer formaban létezik, addig a
cianobaktériumokban a monomer forma mellett PSI trimerek formaban is jelen van.
Néhany termofil cianobaktériumban tetramerek, illetve dimerek is megtalalhatok. Egy
nemrégiben lekozolt tanulmany szerint a PSI tetramercket Car-ok vagy lipidek
stabilizalhatjak. A Car-ok befolyasolhatjak a PBS-k szerkezetét és miikodését. A Car-
ok létfontossaguak a PSII miikddéséhez is.



Célkitiizések

A glicerolipidek ¢és a Car-ok egylittes jelenléte megfigyelheté a PSI és a PSII
struktaralis- illetve funkcionalis szempontbdl jelentds helyein. A glicerolipidek és a
Car-ok meghatarozo szerepet toltenek be ezekben a pigment protein komplexekben.
Ennélfogva a lipid-karotinoid-protein interakciok vizsgalata fotoszintetikus
membranokban egy igéretes kutatdsi teriilet. Ezen kolcsonhatasok tanulményozésa

szempontjabol a kovetkezd kérdések vizsgalatat tliztem ki célul:

1: Milyen hatast gyakorol a Kar- és/vagy lipidhiany a Synechocystis sejtek

s

2: Hogyan valtozik a Synechocystis torzsek (WT, RO, AD és ROAD) hémérsékleti
stresszhez valo alkalmazkodésa a lipid-karotinoid kooperacio altal?
2.1: Milyen egyiittes és egyedi stessz enyhitd hatasuk van a xantofilloknak és a

tObbszOrodsen telitetlen zsirsavaknak?

3: Okozhat-e a szerkezeti valtozasokat xantofillok és/vagy lipidek hianya a
fotoszintetikus komplexekben?

3.1: Hogyan valtozik a PSI oligomerek hdstabilitasa az egyes torzsekben?

4: Hogyan kiilonbozik a PSI oligomerek aranya harom kiilonbozo (1 egysejtes, 2
fonalas) cianobaktériumban — Synechocystis-, Anabaena- és Spirulina-ban?

4.1: Az altalunk valaszott non-invaziv technikdk (CD- és mélyhdmérsékletii

fluoreszcencia emisszids spektroszkopia) koziil melyik alkalmasabb a PSI-ben

bekovetkezd strukturalis valtozasok nyomonkovetésére?

Anyagok és modszerek

A lipid- és Car-0sszetétel valtozasanak sejtmorfologiara gyakorolt hatasat TEM és
SEM hasznélataval tanulméanyoztuk.
Az egész sejtek lipid Osszetételét lipidomikai megkozelitéssel tanulmanyoztuk. Az

alklamazott tandem tomegspektrometridas modszer lehetdvé tette a tobbszordsen



telitetlen lipidek és xantofillok hidnya miatt, a membran lipid dsszetételben bekdvetkezo
valtozasok nyomonkovetését.

A xantofill- és a tobbszorosen telitetlen lipidhiany kovetkeztében fellépd Car
Osszetétel valtozasainak kimutatasara HPLC analizist alkalmaztunk.

A WT-ban és mutans torzsekben 1évé PSI oligomer szintek Osszehasonlitdsa
érdekében két in vitro (nativ PAGE, FPLC) és két in vivo (mélyhémérsékletii
fluoreszcens emisszios spektroszkopia, cirkularis dikroizmus — CD - spektroszkopia)

modszert alkalmaztam.
Eredmények és kiértékelésiik

A Car-ok védo funkcidit és a lipid telitetlenség jelentdségét a fotoszintézisben mar
alaposan tanulmanyoztdk, ezen tényezOk kooperativ hatdsait azonban még nem
tisztaztak. Munkam soran megvizsgaltam a lipidek, Car-ok és a fotoszintetikus
apparatus fehérjéi kozti egyiittmiikodést. Készitettiink egy mutanst, a Synechocystis
ROAD-t, amely xantofill és tobbszorosen telitetlen lipid hidnyos. Ezt a torzset a
Synechocystis sejtekben lejatszodd, biokémiai és fiziologiai folyamatokban részt vevo
xantofillok és tobbszordsen telitetlen lipidek kombinalt hatdsanak tanulmanyozéasara
hasznaltam fel. Vizsgalataim sordn az RO (csak xantofill hianyos) és AD (csak
tobbszorosen telitetlen lipid hidnyos) mutans torzsek referenciaként szolgaltak, segitve

az emlitett komplex kooperativ hatasok értelmezését.

A xantofill és a tobbszordsen telitetlen lipidek hidnya sejtndvekedést és kisebb
valtozast eredményezett a sejt belsejében 1évé membranszerkezetekben. Erdekes médon
a cellularis burokmembranok feliileti rétegei, az S-rétegek hidnyoznak a xantofill
hidnyos RO és ROAD mutansokban. Kordbban mar leirtak az S-réteg hianyat egy (-
karotin-deszaturaz-inaktivalt, ezért Car mentes Synechocystis mutansban. Az a tény,
hogy a RO és ROAD muténsok szintén S-réteg mentesek, azt az elképzelést tamasztjak
ala, hogy a xantofillok képesek lehetnek megfeleld kornyezetet biztositani az S-réteg
fehérjéinek lipopoliszacharidokhoz valé rogzitéséhez a kiils6 membranban. Ezek a
morfologiai eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy mind a tobbszordsen
telitetlen lipidek, mind a xantofillok meghatdrozod szerepet jatszhatnak a sejt- és
membranstruktarakban, valamint a membranba dagyazott fehérjék funkcidinak

biztositasaban.



A teljes lipidkivonatok MS-vizsgalata kimutatta, hogy az MGDG a legelterjedtebb
lipid a Synechocystis WT-ban ¢és az Osszes vizsgalt mutansban egyarant. Ezt koveti
masodik leggyakoribb lipidként a DGDG, majd két anionos lipid, az SQDG ¢és PG.
Meglep6 moédon az Gsszes mutans relativ MGDG-tartalma 10%-kal csokkent a WT
értékéhez képest. Az MGDG-nek az RO- és ROAD mutansban bekdvetkezd
csokkenését az egyéb lipidosztalyok aranyainak novekedése elllensulyozta. Az RO
mutans MGDG szint csokkenését a DGDG szint ndvelésével ellenstulyozta, mig az AD
és az ROAD esetében nem csak a DGDG, hanem az SQDG és a PG-tartalom is
lényegesen megemelkedett az MGDG veszteségének kompenzalasara. A lipidosztaly-
eloszlasban bekovetkezd valtozasok azt sugalljak, hogy a TM-ok, valaszul a xantofillok
¢és/vagy tobbszorosen telitetlen lipidek hidnyara, kiilonbozéképpen formalddnak Ujra.
Az optimalis novekedési hémérsékleten megfigyelt Ujraformalodas mellett a
lipidosztalyok tovabbi finomhangoldsa mérsékelten alacsony (MA) és mérsékelten
magas (MM) hémérsékleten torténik. Ugy tiinik, hogy ezen koriillmények, kiilondsen az
MA hémérséklet, az PG és az SQDG szintjének emelkedését eredményezték, amely

tobbszordsen telitetlen lipidek hidnyaban dontd szerepet jatszhat.

Az MGDG atilakoid egyetlen NKK-lipidje, ezért az atformalodas jelentds valtozast
eredményezett az NKK/KK lipid ardnyokban. Az ROAD sejtekben az NKK/KK lipid
arany koriilbeliil 60%-ra csokkent a WT-hoz képest. Hasonlo NKK/KK lipid aranyokat
lehetett megfigyelni, ha csak a xantofillok vagy a tobbszordsen telitetlen lipidek
hianyoztak. Az AD mutans (WT-hez képest hasonld hdmérsékleten) a NKK-lipidjeinek
20-25%-o0s csokkenésével alkalmazkodik az MA hémérséklethez. Ezzel parhuzamosan
a KK lipidek szintje észrevehetden nétt az NKK fajok elvesztésének ellenstilyozésa
érdekében. Az ilyen kompenzacios szabalyozd mechanizmusok biztositjak a TM-ok
kornyezeti stressz koriilményekre val6 alkalmazkodasat. A tobbszordsen telitetlen lipid-
¢s xantofill hianyos mutansokban a KK lipidek biztositjdk a membranszerkezet
védelmét és stabilitasat, amelyek a fotoszintetikus funkciok fenntartasahoz és stressz-
rezisztenciajahoz sziikségesek. Az NKK/KK ardny modositasa a sejtek létfontossagu
adaptiv valaszreakcidja. Eredményeink megegyeznek a kordbbi megfigyelésekkel,

miszerint az NKK/KK aranyok a membranfunkcionalitas meghatarozo elemei.



Az alacsony homérséklet a glicerolipidek telitési szintjére gyakorolt hatasat eddig
intenziven tanulmanyoztak, ugy cianobaktériumokban, mint ndvényekben. Az MA és
MM homérsékleten nevelt sejtek vizsgalataval 1étrejott eredményeink aldtamasztjak azt
a tényt, hogy nem csak szélsdséges, hanem kismértékli nevelési hémérsékletbeli
valtozasok is képesek indukalni a lipid-tartalom atrendezddését, kiilondsen az SQDG ¢és
a PG esetében. Az atformalodds a TM-okat rendkiviil rugalmassd és a stressz-
koriilményekhez alkalmazkodova alakitja. A lipid atformalddas eredményei azt

mutatjak, hogy a lipidek és a Car-ok egyiittmikodhetnek ebben a folyamatban.

A sejtek képesek kompenzalni a reaktiv oxigén szdrmazékoktol védd xantofillok
hidnyat a B-karotin szintjének ndvelésével. Tobbszordsen telitetlen lipidek hidnydban az
adaptiv véalasz sordn nemcsak a B-karotin, hanem a xantofillok is ujraszervezddtek.
Nyilvanval6, hogy tobbszorosen telitetlen lipidek hidnyaban a sejtek még az optimalis
nevelési hémérsékleten is érzékenyekké valnak, emiatt novelték a mixoxantofill- és

echinenone (Myx) és (Ech) tartalmukat.

Hostressznek valo kitétel soran a MA hdmérséklet erdsebb hatast gyakorol a Car
tartalom atrendezodésére, mint a MM hdmérséklet. Az tobbszordsen telitetlen lipid
hianyos mutansnal az MA hdmérséklet nemcsak a Myx és Ech tartalom novekedését
okozta, hanem a zeaxantin (Zea) felhalmozodasat is. Eredményeink altal bizonyitast

nyert, hogy mind a lipidekre, mind a Car-okra egyiittesen van sziikség a TM-ban.

poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) és ioncserélé MonoQ folyadékromatografia
(FPLC) analizis hasznalataval mutattunk ki. A PSI oligomerek destabilizaciojat az RO
mutansban masok fluoreszcens modszerekkel vizsgaltak. A kiilonb6zo fehérje-pigment
komplexek azonositasahoz hasznalt FPLC analizis és nativ elektroforézis olyan in vitro
technikak, amelyek detergens kezelést igényelnek. A fotoszintetikus komplexek
hasznaltam. A Car-indukalt CD-jel lehetévé teszi a PSI monomer és trimer formdinak
megkiilonboztetését. Ezzel a mddszerrel olyan trimer/monomer aranyt kaptam, amely

az in vitro modszereknél kapott eredményekhez hasonlénak bizonyult. Eredményeim



azt sugalljak, hogy a fotoszintetikus reakcidkozpontok Osszeszereléséhez optimalis
kornyezetet biztositanak a xantofillok. Meglepd modon az AD mutdnsban minden
modszer (FPLC, nativ PAGE ¢és CD spektroszkopia) emelkedett PSI trimer tartalmat
mutatott. Az AD mutéaci6é ndvelheti a sejtek fény- és MA homérséklet érzékenységét,
ennélfogva a trimerikus PSI elénydsebbnek bizonyul ilyen stresszkoriilmények kozott.
Korabban mar kimutattak, hogy a lipidek koziil a PG-nek szerepe van a PSI oligomerek
kialakulasaban (Domonkos et al., 2004). A tobbszordsen telitetlen lipidek hianyaban
jelenkezd trimerikus PSI felhalmozodéds az egyszeresen- és tobbszordsen telitetlen
lipidek térbeli kovetelményei kozotti kiilonbséggel magyarazhatd. A telitett ¢és
egyszeresen telitetlen lipidek zsirsavlancai egyenesebbek és szorosabbak, mint a
tobbszordsen telitetleneké, ezek zsirsavlanca ugyanis nagyobb térigénnyel rendelkezik.
Az ROAD esetében a PSI monomer szintjének emelkedését észleltem, az RO térzshoz
viszonyitva. Ez a lipidek és a Car-ok egyiittes szerepét sugallja a PSI trimerek
stabilizalodasaban, amelyben a xantofillok jelentdsebb hatast fejtenek ki a tobbszordsen

telitetlen lipidekhez képest.

Kivancsi voltam a PSI szerkezetének eltéréseire kiilonb6zd cianobakterialis
torzsekben. A PSI tetramerek, trimerek és monomerek aranyat intakt sejtekben in vivo
CD spektroszkopiaval vizsgaltam meg. Korabban mar megfigyelték, hogy a PSI
trimernek tipikus “ujjlenyomata” van CD spektrumon, amely a komplexen beliili
specifikus pigment-fehérje kolesonhatasokon alapul. A CD spektrumokat mind a teljes,
mind az izolalt tilakoidjaik szintjén rogzitettem. A PSI oligomereket nativ
kornyezetiikben, detergens kezelés nélkiil hataroztam meg. A PSI-hez tartoz6 CD
spektrum csucs maximalis szintje 515 nm koril talalhato, ezt Chl abszorpcidval
normalizaltam 680 nm-en. Minden mintat egyenld Chl tartalom szerint készitettam el.
A PSI monomerek mennyiségének eldrejelzésére a xantofill és PSI trimer mentes
RO/psal. mutans sejteket hasznaltam. Azt tapasztaltam, hogy a Spirulina WT sejtjeinek
volt a legmagasabb 515 nm-en mért CD intenzitasa, dsszehasonlitva a tobbi vizsgalt
cianobakterialis torzszsel. Azt feltételezem, hogy a Spirulina WT PSI szerkezete
hatékonyabban stabilizalodik és tobbnyire trimerként van jelen, illetve, a fonalas
cianobaktérium spiralis formajanak koszonhetéen egyfajta multi-oligomerizacios
jelként detektalodik a CD spektrumon. A y-linolénsav hianyos Spirulina 122 t6rzs PSI

oigomerizacios szintje a RO/psaL szintjéhez volt hasonl6. Az Anabaena térzs PSI RC-



1 dimereként és tetramerként is szervezodhetnek. Ezek a kiilonbségek a CD spektrumon
is megnyilvanulnak, mint emelkedet PSI cstics a Synechocystis WT-hoz képest.A
tobbszorosen telitetlen lipidek hidnya a Spirulina y-linolénsav mentes 122-es
mutdnsaban PSI monomerizacidt eredményezett. Az 122 egyenes fonalalakja szintén

csokkend hatast gyakorolhatott a PSI CD savjara.

A PSI hostabilitasanak nyomonkdvetéséhez az intakt sejteket 58°C-on hdkezeltem.
A Spirulina WT-nak PSI RC-ai 1ényegesen stabilabbak a tobbi vizsgalt torzshoz képest.
Ezzel szemben az Anabaena PSI stabilitasa minden vizsgalt torzs koziil a leggyengébb.
Hokezelés hatasara az Anabaena torzs dimerjei ¢és tetramerjei esnek szét a

leggyorsabban.
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Osszefoglalas és kovetkeztetések:

I. A xantofill és a tobbszordsen telitetlen lipidek hianya sejtnovekedést eredményezett
az RO, AD ¢és ROAD sejteknél. Meglepd modon a cellularis burokmembranok feliileti
rétegei, az S-rétegek hianyoznak a xantofill hianyos RO és ROAD mutansokban. Ezek
a morfologiai eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy mind a tobbszordsen
telitetlen lipidek, mind a xantofillok meghatdroz6 szerepet jatszhatnak a sejt- és
membranstrukturak felépitésében, valamint a membranba agyazott fehérjék funkciodinak

biztositasaban.

Il. Kimutattuk, hogy a xantofill- és a tobbszordsen telitetlen lipidhiany a lipidek
atformalodasat indukalja. A lipid atformalodas kovetkeztében a NKK-KK lipid ardnyok
lényegesen moddosulnak a membranokban. A xantofillok eltavolitdsa elsésorban a
DGDG szintjén fokozodik, mig a tobbszordsen telitetlen lipid hiany jelentés PG- és
SQDG felhalmozodast eredményez. A KK lipidek nélkiilozhetetlenek a

kiegyensulyozatlan és védtelen membranok stabilizalasaban (Zakar et al., 2017).

III. A tobbszordsen telitetlen lipidek eltavolitasa a xantofill tartalom atszervezodését
eredményezte, novelve a xantofill-t a f-karotin arannyal szemben. Kimutattuk, hogy a
lipidek és a Car-ok egyiittmiikddnek a membranszerkezetek fenntartasaban és

védelmében (Zakar et al., 2017).

IV. Egy nem invaziv, in vivo biofizikai médszer (CD) alkalmazasaval kimutattam, hogy
mind a telitetlen zsirsavak, mind a xantofillok hidnya destabilizalja a PSI trimereket. A
xantofillok hidnya ebben az esetben sokkal hangsulyosabb volt. A fotoszintetikus
komplexek xantofilljainak pontos helyzete tovabbra is ismeretlen a tudomany szamara,

ezért a jovOben érdemes lesz ezt a teriiletet kutatni (Zakar et al., 2017).

IV. A CD spektroszkopia segitségével szamos cianobakterialis torzsre jellemzé PSI
strukturalis valtozast nyomon tudtam kovetni. Az 515 nm-es, PSI trimer/monomer
aranyt jelz6 érték a Spirulina WT esetében volt a legmagasabb, azonban, a tetramereket
és dimereket tartalmazé Anabaena sejtek nem mutattak jelentés valtozast a
Synechocystis WT-hoz képest. Lehetséges, hogy hogy az Anabaena-ban a
tetramer/dimer arany a dimer irdnyaban van eltolodva. Egy tobbszdrdsen telitetlen lipid,
a y-linolénsav hianya PST monomerizaciot és a spiralis forma hidnyat okozta a Spirulina

122 mutansnal. Mind a mélyhdmérsékletli fluoreszcencia emisszids spektroszkopia,
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mind a CD spektroszkopia ajanlott modszerck a fotoszintetikus komplexekben

végbemend valtozasok nyomon kovetése érdekében (Zakar et al., 2018).

Osszességében az eredmények azt mutatjak, hogy mind a telitetlen lipidek, mind
a xantofillok egylittesen sziikségesek a hatékony stresszvédelem strukturalis €s élettani

alapjainak biztositdsdhoz.
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