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A Dbeszamoldoban mindkét témateriiletrdl - a klororespiraciorol és a stressz-
hatasokrdl - szamot adok. Mindkét témaban részletesebben egy-egy kutatasi teriiletet
fejtek ki: a klororespiraciot illetden utdlag is indoklandé a témamodositast, a stressz
teriiletén pedig a kornyezettudomanyi szempontbol fontos és kozlésre bocsatott Cd-
toxicitasi eredményeinket ismertetendd. A tobbi eredmény ismertetése vazlatos, részletes
kifejtésiikre a kozleményekben kertilt sor, ill. egyes esetekben vizsgalataink a kdvetkezo
OTKA projekt keretében folytatjuk.

A palyazat eredményei kozott — a kozolt cikkeken és a kozlés alatt 1évo
kéziratokon til — szamon tarthato, hogy Gsszesen 5 PhD dolgozat részben” vagy teljes
egészében  a palyazat keretében végzett kutatasokra alapult (Ezek koziil ketté: Jens Kai
Holm™", Physics Faculty, Roskilde University, Roskilde, D4nia és Putty-Reddy Sudhir
Department of Biochemistry, Sri Venkateswara University, Tirupati, India, 2004-ben ill.
2005-ben sikeresen megvédésre keriilt; a tovabbi dolgozatok védésére - Denys
Pogoryelov*, ETH, Ziirich, Svéjc, Sashka Krumova  Institute of Plant Physiology, BAS,
Sofia , Bulgaria és Toth Szilvia Zita", Laboratory of Bioenergetics, University of Geneva,
Genf, Svéjc - még ebben az évben sor keriil.)

1. Klororespiracio

A klororespiracid az endogén redukalo eréknek (NAD(P)H , szukcinat), a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc egyes elemeinek kozvetitésével és a molekularis oxigén, mint
végso elektron akceptor felhasznélasaval torténd oxidacidjaként definialhato.

1.1. A klororespiracios elektrontranszportlanc

A Kklororespiracio létére eldszor 1égzésgatloknak (cianid, CO, SHAM) a PQ
redoxallapotara gyakorolt hatdsdbol (Bennoun, 1982, Garab és mtsai. 1989, Bennoun,
1994; Buchel and Garab, 1995; Peltier and Cournac, 2002) kovetkeztettek, amit az
oxigén izotdp kicserélddés polarografias ill. tomegspektrografidss meghatarozasava
(Peltier et al., 1987) sikeriilt megerdsiteni. Az elso feltételezések szerint a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc intermedier komponenseit egy hipotetikus reduktaz redukalja és
egy feltételezett terminalis oxidaz oxidalja a molekularis oxigén felhasznalasaval. Ezen
megfigyelések azonban magyarazhatok a mitokondrium ¢€s a kloroplasztisz kozotti redox
kolcsonhatésként és ezt tobb esetben bizonyitottak is (Bennoun, 1994; Peltier and
Cournac, 2002). Felmeriilt a kérdés, hogy létezik-e egy ténylegesen a kloroplasztisz
tilakoid membranjaban lokalizalt 1égzési elektrontranszport, ami kolcsonhat a
fotoszintetikus elektrontranszporttal, vagy ez a kolcsonhatds minden esetben a
mitokondriumra vezethetd vissza. Ennek tisztdzasara intenziv kutatasok indultak a
klororespiracids elektrontranszport tilakoid membranban elhelyezkedd hipotetikus
elemeinek kimutatasara.

Magasabb rendli novények kloroplasztisz teljes genomjanak szekvencia analizise
a mitokondrialis ill. bakteridlis NADH dehidrogenaz komplexek alegységeivel homolog
génszakaszokat taldltak, melyek ténylegesen kifejezddnek és az altaluk kodolt fehérjék a
tilakoid membranban megtalalhatok (Peltier and Cournac, 2002). A kloroplasztiszbol
Ndhl-nek nevezett fehérje komplexet izolaltdk és jellemezték (Burrows et al., 1998;
Corneille et al., 1998; Guedeney et al., 1996; Sazanov et al., 1998). Az izolalt komplex in
vitro képes oxidalni a NADH-t és a gén inaktivacidja dohany kloroplaszt genetikai
transzformacioja révén megszlinik vagy jelentésen csokken a PQ nem-fotokémia
redukcioja. Az Ndhl komplex részvételét a PSI ciklusban szintén bizonyitottak dohany
ndh mutdnsaiban. Ugyanakkor a PSI ciklus egyéb Ndhl-t6l fliggetlen biokémiai
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utvonalai is potencialis jeldltjei lehetnek a klororespiratorikus PQ redukcionak, olyan
fajokban, amelyek nem rendelkeznek kloroplasztiszban lokalizalt NADH
dehidrogenédzzal, mint pl. a Chlamydomonas reinhardtii egysejtii zoldalga (Peltier and
Cournac, 2002).

Tobb magasabb rendli ndvény kloroplasztisz genomjanak teljes szekvencidja
ismert, de nem sikeriilt a klororespiracié terminalis oxiddzanak lehetséges jeloltet talalni
szekvencia homoldgia alapjan. A magasabb rendli novények teljes nuklearis genomjainak
szekvencidja a palyazat induldsakor még nem volt ismert. A kloroplasztisz
endoszimbiotikus eredete alapjan feltételezhetd volt, hogy a klororespiracid terminalis
oxidaza cianobakterialis eredetli, mivel ezekben az organizmusokban a fotoszintetikus €s
a légzési lanc egyazon membranban helyezkedik el. A Synechocystis PCC 6803
genomjanak teljes szekvenciaja ismert volt, ami lehetévé tette az ismert oxidazokkal
homolégiat mutatd, eddig azonositatlan termindlis oxiddzok keresését. Mindezek alapjan
a Symechocystis alkalmas modell organizmusnak tiint a magasabb rendii novények
klororespiratorikus terminalis oxidaz feltételezett prokariotikus ortoldgjainak keresésére,
amely alapjan nagyobb esély lenne a kloroplasztisz terminalis oxiddz azonositdsara. A
citokrom aas és quinol tipust oxidazokkal valéo homologia alapjan az ismert citokrom aas
oxidaz mellett két masik feltételezett oxiddz azonosithatdo a teljes Synechocystis
genomban: a ctall amely harom alegységbdl all: ctaDII, ctaEIl, ctaCIl (slr 2082, slr
2083, sll 0813) ¢és a cyd amelyet két alegység alkotja a cydA és cydB (slr1390, slr 1380).
A ctall citokrém bo tipust, mig a cyd citokrom bd-tipusu quniol oxidazként azonosithato.
Kiilonboz6 laboratoriumokbdl ellentétes eredményekrdl szamoltak be a két oxidaz
aktivitasarol és a fotoszintetikus elektrontranszporttal vald kolcsonhatasardl. Howitt €s
Vermaas (1998) nem talalt aktiv ctall génterméket Synechocystis sejtekben mig a Cyd
fehérje ugyan aktivnak bizonyult, de nem mutatott kompeticiot a fotoszintetikus elektron
transzporttal a PQ oxidaciojaban. Ezzel ellentétben Endo és mtsai (1997) a Cyd fehérje
szerepét mutatta ki a PQ oxidéacidjaban mig Pils és mtsai (1997) aktiv Ctall fehérjérdl
szamoltak be
1.2. A Kklororespiracié terminalis oxidaza(i)

A kloroplasztisz termindlis oxidazanak keresésében egy Arabidopsis pigment
mutans, az Immutans nem klororespiracids indittatdsu vizsgalata hozott attorést (Carol
and Kuntz, 2001). Ebben a mutdnsban a karotin bioszintézis gatolt a PDS enzim
katalizalta phytoen deszaturacidjandl. Maga a PDS enzimet nem érinti a mutécio, de az
inaktiv marad mivel az enzim kdzvetve oxidalt allapotu PQ-t igényel kofaktorként. A
mutacio hatterében egy PQ oxidaz enzim all, amelynek hidnyaban a redukalt PQ
koncentracidja erés fényintenzitas mellett magas szinten marad, gatolva ezaltal a PQ
fiiggé PDS enzimet.

Elvégezték a PQ oxidaz enzim részletes molekularis bioldgiai analizalasat.
Eszerint a Ptox-nak elnevezett fehérje a sejtmagban koddolt intrinsic membran fehérje, de
egy kloroplasztisz lokalizaciot biztositd vezetd szekvenciat tartalmaz. A fehérje a tilakoid
membran sztroma feloli oldalan helyezkedik el. A Ptox szekvencidja nagyfoku
hasonlésagot mutat a mitokondrialis alternativ oxidaz (Aox) szekvenciajaval és azzal
azonos géncsalddba a Dox (diiron carboxylate quinol oxidase) géncsaladba tartozik
(Berthold and Stenmark, 2003). Mas magasabb rendii névényfaj és a Chlamydomonas
reinhardtii z6ldalga genomjaban is megtalalhat6 a Ptox fehérjének megfeleld szekvencia
¢és azok filogenetikai analizisébdl kideriil, hogy az Aox fehérjékkel vald hasonlosaguk



ellenére a Dox géncsaladon belill a kloroplasztiszban elhelyezkedd Ptox és a
mitokondrialis alternativ oxidazok (Aox) két jol elkiiloniil6 alcsaladot alkotnak. A fehérje
klororespiracioban vald szerepét szamos megfigyelés igazolja (Joet et al., 2002; Josse et
al., 2003; Kuntz, 2004; Peltier and Cournac, 2002). E. coliban termeltetett Ptox fehérje
PQ-ra specifikus quinol:oxigen oxidoreduktaz aktivitast mutat amely cianidra rezisztens,
de szenzitiv a tipikus Aox gatloszerekre mint a SHAM ¢és propil-gallate. A
klororespiracidés oxigén fogyasztds szintén gatolhatd ezekkel a gatloszerekkel.
Dohanynovényben kifejeztetett Arabidopsis Ptox jelentésen megnoveli a PQ nem-
fotokémiai oxidacigjat. A fotoszintézis sotét-fény indukcios dtmenete sordn az oxigénre
iranyul6 elektron transzportot katalizal. Chlamydomonasban kimutattdk, hogy az enzim
aktivitasa fokozodik a PQ redukaltsagi fokanak névekedésével. A Ptox multifunkcionalis
fehérje, melynek szerepe van a karotinoid deszaturdcioban, a kloro- és
kromorespiracioban, amely funkciokban kozds elem a PQ redox allapotanak
modulacioja.

A Ptox szekvencidja alapjan nem hozhaté rokonsagba az Aaltalunk javasolt
Synechocystis termindlis oxidazok (Ctall, Cyd) egyikével sem ¢és a Synechocystis teljes
genomja sem tartalmaz a Ptox génjével homolog szekvencidkat. Idokozben mas
cianobaktériumok teljes genom szekvenciajat meghataroztdk ¢és ezek koziil négy faj
esetben meg is taldlhatd a Ptox prokariota ortholdgja, igy annak prokariota eredete
bizonyitott (Atteia et al., 2004; Finnegan et al., 2003; McDonald et al., 2003). A Ptox
szerepe mint klororespiracids terminalis oxidaz jol megalapozott, azonban nem zarja ki
mas terminalis oxidaz szerepét. A Ptox nem gatolhaté cianiddal azonban tobb
megfigyelés 1is mutatja egy cianid szenzitiv terminalis oxiddz szerepét a
klororespiracioban, (koztiik Biichel és mtsai, 1998; Garab és mtsai 1988;.Biichel és
Garab, 1995). A Synechocystisben el6forduld alternativ oxidazok szintén gatolhatok
cianiddal (Howitt and Vermaas, 1998), igy felmeriilt a lehet6sége hogy a Ctall vagy cyd
fehérjékkel homoldg terminalis oxidaz is jelen lehet a Ptox mellett a tilakoid
membranban, azonban az id6kozben elkésziilt teljes Arabidopsis genomban sem volt
talalhat6 egyetlen kloroplasztiszba targetalt Ctall vagy cydb tipusu quinol oxidaz
homolog. Tovabba a cianid szenzitiv klororespiratidos aktivitdsok esetén sok esetben
kideriilt, hogy az valdjaban a mitokondriumban lezajlé 1égzési elektrontranszportlanccal
valo kolcsonhatasra vezethetd vissza. Az irodalomban el6fordulnak tovabbi lehetséges
elképzelések egy esetleges cianid szenzitiv klororespiratorikus termindlis oxidaz 1étérdl,
de ezen spekulativ hipotézisek nem nyujtottak elegendd kiindulasi alapot a terminalis
oxiddz keresésére eredetileg felallitott, cianobakterialis modellen alapuld stratégiank
folytatasahoz.

Bar a Synechocystis alternativ termindlis oxidazai nem hozhatok Osszefiiggésbe a
magasabb rendli novények és zdldalgdk klororespiracids termindlis oxidazéaval, azok
szerepének vizsgalata a cianobaktériumok 1égzési és fotoszintetikus elektrontranszportja
kolcsonhatasanak mas aspektusaiban tovabbra is fontos marad. Ez a kérdés tehat — dacara
a jelentos erdfeszitésnek - tovabbra is nyitott marad.

1. 3. A termolumineszcencia AG (afterglow) savja

A fotoszintetikus ¢és 1égzési elektrontranszportlinc  kolcsonhatdsanak — egyik
megnyilvanulasa az  un. AG (After Glow) termolumineszcencia sav is. A
termolumineszcencia a PSII reakciocentruméaban alacsony homérsékleten torténd
megvilagitas soran lezajlo toltésszeparaciot kovetden a pozitiv és negativ toltések a PSII



kiilonb6z6 redoxkomponensein tarolodnak. A minta fokozatos felmelegitése kdzben ezen
toltések egy része fény kibocsatasaval jaro rekombinacioban vesz részt. A homérséklet
fiiggvényében mért fluoreszcencia intenzitds a TL gorbe. A TL gorbében megfigyelhetd
TL savok nagysagabol ¢és azok maximumahoz tartozd hoémérsékleti értékébdl a
rekombinacidoban résztvevd komponensek redox allapotara kovetkeztethetiink. Intakt
elektrontranszportlanccal rendelkez6 mintak esetén a TL gorbét dominalo f6 TL sav az
un. B- sav a vizbontd rendszer S, allapotdban tarolt pozitiv és a PSII masodlagos kinon
akceptoran (Qg) tarolt negativ t6ltés rekombinaciojabol ered és maximuma 32 °C  koriil
van. Magasabb rendii novényekben Ducruet és mtsai kimutattak és részletesen
jellemeztek egy 0j TL savot, az AG savot (Miranda and Ducruet, 1995). Az AG TL a B-
savhoz hasonldan az Sf/QB' rekombinécidjabodl ered, de a Qg a tilakoid membranban
felhalmozott redukalt PQ-bol torténik reverz elektrondramlds kovetkeztében.
Termodinamikailag az eldrehalad6 reakcid6 a kedvezményezett, de bizonyos
kortiilmények kdzott, mint a tilakoid lumenének magas proton koncentracioja és a sztréma
redukalo er6ibol (NAD(P)H) a PQ felé torténd fokozott elektron aramlas az AG TL-t
eredményez0 reverz reakcid kelld valoszinliséggel lejatszodik. A PQ feltdltodése
valdsziniileg a klororespiracio PQ redukcids 1épésének egy lehetséges alternativédjaval
azonos modon torténik. Ndhl hidnyos mutansokban az AG jelen van, azonban az FQR
(ferredoxin-PQ oxidoreduktdz) dependens PQ redukcié gatloszereire (antimicin A)
érzékeny, igy feltehetdleg a PQ feltdltddése ezen az iton megy végbe (Havaux et al.,
2005). Chlamydomonas reinhardtii algdban a klororespiratorikus oxigén felvétel és a
Ptox termindlis oxiddz kimutathat6, azonban ennek az organizmusnak a kloroplasztisza
nem tartalmaz NADPH-PQ reduktazt. A klororespiratorikus PQ redukcio ebben az
algaban feltételezhetéen az AG képzdodésében is szerepet jatszo FQR révén torténik.
Jean-Marc  Ducruet-vel kooperacioban vizsgaltuk az AG TL megjelenését
Chlamydomonason. Intakt sejteken B-sav mellett sikeriilt megfigyelniink egy 0j savot,
amelyet jellemzOi alapjan, pH fliggdsége, inhibitorokra vald érzékenysége, a sav
amplitudojinak osszcillacidja a gerjesztd flashek szamanak fiiggvényében, AG TL
savként azonositottunk. Az AG TL megléte a Chlamydomonasban a kloroplasztisz
stromdjabol kiinduld PQ redukcioé jelenlétét bizonyitja, ami a klororespiracié bevezetd
szakasza is lehet.

Cianobaktériumokban korabban nem sikeriilt AG TL-t kimutatni. Ennek egyik
lehetséges oka, hogy ezekben az organizmusokban a tilakoidban jelenlévd terminalis
oxiddzok a fotoszintetikus elektrontranszporttal kolcsonhatva megakadalyozzdk a
redukalt PQ olyan mértékli felhalmozodasat, ami a PQ-bol a PSII reakcidcentrumaba
torténd reverz elektronaramlést biztositana. Spirulina kékalga egyik kémiailag indukalt
mutdnsaban, az 122 mutinsaban sikeriilt megfigyelni az AG TL-s4vot. A sav a magasabb
rendii novényekhez hasonloan 45 °C koriil jelenik meg tavoli voros vagy flash sorozattal
torténd megvilagitas hatasara és szelektiven gatolhat6 uncouplerekkel (FCCP, Nigericin).
Ez az els0 eset hogy sikeriilt egy kékalgaban az AG savot megfigyelni.

Elektrontranszport sebesség méréseink mutatjak, hogy az 122 mutdnsban mind a
fotoszintetikus, mind a respiratérikus elektrontranszport sebessége jelentdosen lassult.
P700 és citokrom f fényindukalt abszorpcid valtozdsanak mérésével ill. fluoreszcencia
relaxacid kinetikdjanak mérésével sikeriilt meghatarozni a mutacidé hatohelyét az
elektrontranszport lancban. Az 122 mutécio a 1égzési és fotoszintetikus lanc kozos elemét
képez6 PQ redukalt formajanak citokrém be/f altali oxidacidjat akadalyozza. Az



elektrontranszportnak a PSII altal katalizalt, a viz oxidaciojatél a PQ-ig tartd része, a
fluoreszcencia indukci6 ¢€s termolumineszcencia méréseinkbdl kapott eredmények
alapjan, nem gatolt. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az AG TL sav megjelenése a
tipust Spirulina algaban a citokrémbe/f-t0l kozvetve fliggd citokrém aas terminalis
oxidaznak koészonhetéen nincs PQH, felhalmozodas és ennek megfeleléen nincs AG TL
sem. A Symechocystisben feltételezett alternativ termindlis oxiddz, a cyd egy quniol
tipusu oxidaz, amely kozvetleniil képes a PQH,-t oxidalni, igy ha létezik ilyen reakcio a
Spirulandban, akkor azt az 122 mutaci6 nem érintené. Az AG TL megjelenése az 122
mutansban azt valdsziniisiti, hogy ilyen tipust alternativ oxidaz aktivitds nincs jelen
jelentds mértékben Spirulinaban, vagy a fotoszintetikus elektrontranszportlanctol
elkiilontilten, csak a citoplazma membranban talalhaté meg, mint ahogy azt Vermaas ¢€s
mtsai Synechocystis esetében is javasoltadk a Cyd quinol oxidaz vizsgalatabol szarmazo
eredményeik magyarazatara.

Az 122 mutacidé egy masik figyelemreméltd kovetkezménye hogy a mutaciot
hordozo6 alga sejtek nem képesek a y—linolénsav eldallitdsara. Az 122 mutacido pontos
helye egyelére nem ismert, de az biztosan nem érinti a y—linolénsav szintézisért felelds
enzimek génjeit. A megfeleld enzim jelen van az [22 mutacidban. A mutacid és a
zsirsavszintézis kozotti Osszefiiggés nem ismert. Elképzelhetd, hogy az enzim kdzvetve a
PQ oxidalt formajat mint kofaktort hasznalja a deszaturacids reakcioban hasonléan az
Arabidopsis PDS enziméhez, amely a PQ-t a karotin szintéziséhez vezetd telitetlen kotés
kialakitasdhoz igényli. Ismert, hogy a PQ és/vagy a citokrom be/f redox allapota kinaz
enzimek kozvetitésével szamos fehérje miukodését szabalyozza, igy elképzelhetd, hogy a
szabalyosan telitetlen zsirsavak szintéziséért felelds enzimek aktivitdsat is. A
zsirsavszintézis €s az elektrontranszport aktivitdsa kozotti kapcsolatra tobb korabbi
megfigyelés is utal. A telitetlen zsirsavak fontos szerepet jatsznak a hidegstressz elleni
védekezésben. Fiiggetleniil attol, hogy az 122 mutici6 €s a zsirsav metabolizmus
kapcsolata nem tisztazott, az 122 tanulmanyozasabol kapott eredmények arra utalnak,
hogy a terminalis oxidaz(ok) az energia termelés mellett, a fotoszintetikus
elektrontranszporttal kolcsonhatasban az  elektrontranszport komponensek redox
allapotanak modulélasan keresztiil fontos szabalyozé szerepet is betdltenek.

1. 4. A Kklororespiracio feltételezett serserkentése Spirulinaban

Az Athrospira (Spirulina) platensis fonalas cianobaktérium vizsgalataval az volt a
célunk, hogy kisérletet tegyiink arra, hogy ebben a cianobaktériumban, a specialis
feltételek - magas pH (>10) és magas Na'-koncentracié (>100 mM) — miatt, ill. a
sejtmembran Na'/H" antiport rendszeréhez kapcsolodoan miikodik egy terminalis oxidaz.
Ezt a feltételezést azonban nem tadmasztottak ald a kisérleti eredmények, és nem sikeriilt
kozelebb keriilni ily médon a termindlis oxiddz azonositdsahoz. (A magas sohatasra
vonatkozd, a stresszhatas szempontjabol érdekes kisérleteinket sikeresen lezartuk (2.4.))
1.5. Plasztocianin-mutans

A légzés és a fotoszintézis kolcsonhatdsanak konnyebb — tranziens spektrofotmetrias —
tanulmanyozasa érdekében létrehoztunk egy Synechocystis sp. PCC6803 mutanst. A PC-t
kodold petE gént (CyanoBase- http://www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html- referencia
név: sll0199) PCR modszerrel amplifikaltuk, majd Bluescript II KS vektorba (Stratagene)
klonoztuk. A petE génben talalhaté egyedi Hpal helyre erythromycin rezisztencia gént



klénoztunk. A kapott konstrukcidval transzformaltuk a PCC6803 torzset. A szegregaciot
PCR technikaval ellendriztiik A flash-fotometriai vizsgalatok folyamatban vannak.

2. Stresszhatasok

2.1. Kadmiun toxicitas

A kadmium az emberi tevékenység altal az egyik legnagyobb mennyiségben a
kornyezetbe juttatott nehézfém, amely kis mennyiségben is toxikus novényekre, allatokra
¢s mikroorganizmusokra egyarant. Vesszélyességét fokozza, hogy a hossza biologiai
felezési ideje miatt konnyen felhalmozodik az éldlények szervezetben ill. a taplalék
lancban. A Cd a toxikus hatdsdt szamos modon fejtheti ki, azonban a legtdbb
Okoszisztéma alapjat jelentd fotoautrof élolények szamara létfontossagli fotoszintetikus
folyamatok kiilondsen érzékenyek erre a toxikus nehézfémre.

A Cd-nak a fotoszintézisre gyakorolt gatlo hatdsat régdta vizsgaljak, de az
eredmények alapjan nindeziddig nem sikerilt egy egységes modellt alkotni a Cd
hatdsmechanizmusara (Das et al., 1997, Prasad et.al 2001). A Cd egyarant befolyasolja a
fotoszintézis fény- €s sotétreakcioit. Gatolja a CO, fixaciot a Calvin-ciklusban, a primer
fotokémiai folyamatokat és a fotoszintetikus elektrontranszportot, valtozasokat indukal a
kloroplasztisz és tilakoid membranok finomszerkezetében, gatolja a klorofill
bioszintézisét, eldsegitheti az oxidativ stresszt az enzimatikus és nem enzimatikus
is l1étfontossagu mikroelemek Osszetételét.

Egyeldre nem tisztazott, hogy ezek kiiziil melyik hatdsok tekinthetok primer hatasnak,
¢s melyek a masodlagos, indirekt hatasok. Egyes eredmények azt mutatjak, hogy a Cd
direkt modon befolyésolja a PS II miikddését, mig mas eredmények azt a nézetet erdsitik,
hogy a Cd elsédlegesen a CO, redukciot gatolja a Calvin-ciklus enzimeinek gatlasaval és
az ezaltal kivaltott feed-back regulacio csokkenti a PS II aktivitasat. Az ellentmondasok
egyik f6 oka, hogy az in vitro végzett kisérletek mas eredményt adnak mint az in vivo
vizsgalatok. Az in vivo koriilmények kozott azonban a magasabb rendii novényeknél a Cd
felvétele ill. transzportja a fotoszintetikus szovetekbe és a kloroplasztiszokba annyi ideig
tart, hogy kozben a masodlagos hatasok, mint példaul a vas hidny, tiinetei is kialakulnak
¢s idoben atfednek az elsddleges hatasokkal.

Szemben a magasabb rendli ndvényekkel az egysejtli algdk és cianobakteriumok
gyorsan felveszik és akkumulaljak a kadmiumot ami alkalmasabba teszi Oket a Cd
hatasénak vizsgalatara. A cianobaktériumok nagy Cd megkotd képessége nemesak a Cd
hatasanak vizsgalata szempontjabol jelentds, hanem ez a tulajdonsaguk alkalmassa teheti
Oket Cd-mal szennyezett vizek és talajok tisztitdsara is. Az ilyen iranyu felhaszndldsukat
segiti a Cd hatdsmechanizmusanak tisztazasa ezekben a szervezetekben.

Fotoszintetikus aktivitas méréseink megmutattdk, hogy a Cd 40 uM koncentracioban,
rovid id6én beliil drasztikusan csokkenti az intakt sejtek fotoszintetikus aktivitasat, az
oxigén fejlédés sebessége 10-20 percen beliil csaknem teljesen megsziinik. Ugyanakkor a
Cd kezelést kovetden izolalt tilakoidokon mesterséges elektronakceptorok segitségével
mérve sem az els6, sem a masodik fotokémiai rendszer aktivitasaban nem latunk akkora
valtozast, amivel a teljes fotoszintetikus aktivitasban megfigyelt gatlas magyarazhat6
lenne. Ezeket az eredményeket sikertilt in vivo koriilmények kozott végzett mérésekkel is
megerdsiteni. A PS II-t in vivo termolumineszcencia segitségével jol vizsgalhatjuk. A
termolumineszcencia a PS II reakciécentrumdban végbemend toltésszétvalasztast
kovetden, a PS II kiilonb6zd redox komponensein tarolt pozitiv és negativ toltések



rekombinéaci6jabol szarmazik és igy informdaciokat szolgaltat a PS II miikodésére. Az
egyetlen flash-sel gerjesztett termolumineszcencia gorbe Cd kezelés utan tobb oraval
mérve is valtozatlan marad, vagyis a PS II ezen id6 alatt még teljesen funkcidképes,
annak ellenére hogy ekkorra a fotoszintetikus aktivitds mar megsziint. A PS II aktivitasa
csak kb. 8 ora inkubalas utdn kezd csokkeni és 24 h mulva teljesen megsziinik.

A PS I in vivo aktivitasat a PS I reakcidocentrumanak a P700-nak a fényindukalt
abszorpciovaltozasaval vizsgaltuk. Sotétadaptalt mintdkban megvilagitas hatasara a P700
oxidalodik, ami abszorpcidvaltozassal jar. A P700 oxidacidja folyamatos tobb
masodperces megvilagitas alatt jellegzetes oszcillalo kinetikat kovet, mig eléri a végleges
értekét. El0szor egy gyors oxidacio megy végbe, majd a PS I akceptor oldaldnak atmeneti
telitettsége miatt a PS I valik az elektrontranszport limitalo 1épésévé és a PS II-bdl
szarmazo elektronokkal Gjra redukalodik. A Calvin ciklus enzimeinek aktivéalasa utan a
PS I akceptor oldala ismét képes elektronokat fogadni a P700-t6l, a sebességmeghatarozo
1épés ujra a PS I donor oldala lesz és a P700 tartosan oxidalt allapotba keriil. A fény
kikapcsolasa utan a P700 redukalt allapotba keriil. Cd kezelés utan fél oraval a P700
oxidacios kinetikaja megvaltozik. Csak atmeneti oxidaciot figyelhetiink meg, és még a
megvilagitds alatt a P700 Ujra teljesen redukalt allapotba keriil és a folyamatos fény
ellenére is redukalt marad. A megvilagitast kovetd sotét periddus alatt sem figyelhetd
meg tovabbi redukcio. Mindez arra utal, hogy a Cd kezelés hataséara az elektrontranszport
a PS I akceptor oldala vagy az elektrontranszport altal termelt redukal6 erdket felhasznalo
Calvin ciklus altal limitaltak, a Cd elsédleges hatohelyét is valahol itt kell keresni. A
hosszu tavon megfigyelhetd PS II inaktivacio a csokkent fotoszintetikus kapacitas miatti
feed-back regulacio eredménye lehet.

A Cd elsédleges hatohelyének meghatarozasahoz sziikséges azokat a fehérjéket
azonositani amelyek a primer hatas idején beliil képesek Cd-ot kétni. Elészor '®Cd-es
izotop jeloléssel vizsgaltuk a Cd sejten beliili megoszlasat. Rovid, 10-20 perces in vivo
jelolés utan a sejt altal megkotott Cd 65%-a a sejtfalban taldlhatd. Ez a Cd EDTA és
Ca”’- mosassal eltavolithatd. A sejt belsejében felhalmozott kadmium 67%-4t a tilakoid
membran koti meg. A kiilonboz6 frakciokbol megprobaltuk gélelektroforézissel
elvalasztani a Cd kotd fehérjéket. A futtatdshoz sziikséges teljes szolubilizalds soran
azonban a fehérjék elvesztettétk a Cd-jelolést. Tilakoid membranok részleges
szolubilizalasaval 20-30 kDa régidban sikeriilt kimutatni kadmium koté fehérjét, de a
feloldas itt sem volt elegend6 ahhoz, hogy a kadmium koté fehérjét egyértelmiien
azonositsuk.

A kadmiumnak van egy olyan gamma sugarzo izotopja, a '''™Cd amely lehetSséget ad
a kadmium koté fehérjék PAC (Perturbed Angular Correlation of gamma ray)
spektroszkopias jellemzésére nativ allapotban. Ez a technika olyan fémtartalmu vagy
fémkotd  fehérjék vizsgalatira alkalmas, amelyben a fémion olyan izotdppal
helyettesithetd, amely két gamma foton egymads utani kibocsatasaval bomlik. Az egyazon
bomlasbol szérmazd két gamma foton irdnya kvantummechanikai okokra
visszavezethetOen nem tetszoleges, azok egymashoz viszonyitott irinya meghatarozott. A
Cd altal kibocsatott fotonok térbeli eloszlasabol hatdrozhaté meg a PAC spektrum
(Hemmingsen et al. 2004). A szabad kadmium atomhoz képest egy fehérje altal kotott Cd
koto ligandok altal képzett erdtér hatdsara, ami a PAC spektum megvaltozasat okozza. Az
izotop atommagja ill. az izotopot koriilvevd elektromos tér kozotti hiperfinom



kolcsonhatds ujjlenyomat szeriien jellemzi az izotdpot koriilvevd elektromosan toltott
csoportokat. Mivel ezeket az izotdpot koordinalod ligandok hatarozzdk meg, igy azok
kémiai természetére és a koordinacid geometriai viszonyaira kovetkeztethetiink a PAC
spektrumbol. A Cd atommag és az azt koriilvevd erdtér kozotti kolesonhatas erdsségére
jellemz6é o, és az elektromos tér szimmetria viszonyait leird n paramétereket a mért
spektrumokbol Fourier transzformécioval hatarozhatjuk meg. A PAC spectrumokban
megfigyelhetd savok szélessége a koordinacidés geometria flexibilitasat jellemzi. A
keskeny savok rigid konformaciéra utalnak, mig a széles savok flexibilis, tobb lokalis
konforméciés minimummal rendelkezd strukturara utalnak. A molekula rotacids
csillapodasi 1d6éallandobol ill. annak megvaltozasabol a molekula dinamikdjat, mas
fehérje molekuldkhoz valé kotodését vizsgalhatjuk.

A koppenhagai Allatorvosi Egyetemen PAC spektroszkopiaval vizsgaltuk a Cd
fehérjékhez vald kotddését intact Synechocystis sejtekben ill. izolalt tilakoid
membranokon. Intact sejteket 10-20 percig inkubaltunk '''Cd izotop jelenlétében, majd a
sejtfalhoz kotddott Cd-ot mossassal eltavolitottuk, majd felvettiik a Cd PAC spektrumat.
A PAC spektrum egyértelmiien jelezi a Cd specifikus kotddését valamely fehérjéhez (o,
= 844£2.6 ¢ésmn = 0.36%0.05). Feltiind a sav nagy félérték szélessége €s az osszcillacid
gyors csillapodésa.

Az intakt sejteken kapott spektrumokat Osszehasonlitottuk a kordbban méar PAC
spektroszkopidval vizsgalt fehérjék spektrumaival ill. a brookhaven-i fehérje adatbazisbol
kikerestiik azoknak a fehérjéknek a héaromdimenzios szerkezetét, amelyekrdl
feltételezhetd volt hogy képesek Cd kotésre. Elsdsorban olyan fémtartalmu fehérjéket,
amelyek cinket vagy rezet tartalmaznak, mert ezek viszonylag konnyen helyettesithet6k
Cd-mal. A haromdimenzios szerkezet ismeretében kiszdmolhatok azok az o, és 1 értékek
amelyeket kadmiummal vald helyettesités esetén kapnank. Az altalunk mért spektrum
nagyfoku hasonldsagot mutatott az alfa és gamma tipusu szénsav anhidrazok ismert vagy
szamolt spektrumaival. Ezek az enzimek cinket tartalmaznak a katalitikus centrumaikban
¢s azt harom hisztidin és egy vizmolekula koordinalja. Az alfa szénsav anhidrazok koziil
az emberi alfa szénsav anhidrdz II isoformjanak Cd-mal helyettesitett valtozatat
részletesen vizsgaltak PAC spektroszkopiaval €s a Synechocystisben kapotthoz nagyon
hasonld spektrumot mutat. Nem csak az o, és n értékek, de a nagy savszélesség ¢€s
anhidraz esetén kimutattak, hogy a PAC spektruma pH fliggd, mivel magas pH-n a ligand
kotésben résztvevo vizmolekulat hidroxil ion helyettesiti, ami befolyasolja a Cd és a
ligandok kozotti kolesonhatast és a sav csticsat a nagyobb frekvenciak iranyaba tolja el.
Ugyanilyen hatast figyeltiink meg a Synechocystisbol izolalt tilakoid membranokon is
amelyeket kiillonb6zé pH-ju pufferekben szuszpendaltunk fel. Az imidazol a szénsav
anhidrazok inhibitora, mivel a CO, kompetitoraként képes bekdtddni az enzim aktiv
centrumaban. Az imidazol bekotddése szintén megvaltoztatja a Cd és ligandok kozotti
kolcsonhatast €s az alacsonyabb frekvenciak felé tolja el a savokat. Ez a hatas kiilondsen
magas pH-n jelentds. Ezt az eltolodast szintén sikeriilt kimutatni a Synechocystisbol
szarmazd mintainkon.

A szénsav anhidrazok és a fotoszintézis kapcsolata jol ismert (Villaraje et a. 2002).
Algakban, cianobaktériumokban és a magasabb rendii ndvények koziil a C4-es tipusoknal
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szereplik van abban, hogy a Calvin-ciklus kulcs enzime, a RUBISCO szamara a kelléen
magas lokdlis CO, koncentracidt biztositsak. Ezen enzimek hidnyaban a kékalgak
természetes 1égkori CO, koncentracid mellett nem életképesek. Az ismert szénsav
anhidrazok tobbsége azonban a citoszolban helyezkedik el, de borséban és
Chlamydomonasban bizonyitottdk, kékalgdkban pedig feltételezik egy tilakoid
membranhoz asszocialt szénsav anhidraz 1étezését is (Hanson et al. 2003). Ennek az
enzimnek a funkcidja még nem tisztazott, de a hidnya szintén a CO, Calvin-ciklus altali
redukciojat gatolja.

Synechocystis PCC6803 teljes genomjat tartalmaz6 adatbazisban, ismert szénsav
anhidrazokkal valé homologidk keresése 2 béta és 2 gamma szénsav anhidrdz homolég
szekvenciat mutatott ki. A két béta szénsav anhidrdz ismert és karakterizalt fehérjék. Az
EcaB (slr 0051) egy periplazmatikus, a CccA (slr 1347) egy karboxisoméaban
lokalizalodd béta tipusii szénsav anhidraz. A béta szénsav anhidrazok katalitikus
centrumaban a Zn atomot két hisztidin, egy szerin aminosav oldallanc valamint egy
vizmolekula koordindlja. Az ezekbdl szamolhatd , és 1 értékek alapjan kizarhato, hogy
a PAC segitségével detektalt Cd kotd fehérjével volnanak azonosak. A két feltételezett
gamma szénsav anhidrdz azonban j6 jeldlt lehet mint Cd kotd fehérjék. Ezek koziil a
CemM (sll 1031) egy részlegesen jellemzett fehérje. Synechococcus mutansokon végzett
vizsgéalatok arra utalnak hogy a CcaA-val egyutt a karboxiszomaban lokalizalodik, de
funkcidja nem tisztdzott. A ccmM géntermek sziikséges az alga optimalis novekedéséhez.
A masik feltételezett gamma szénsav anhidraz homoldg (slr 1084) egy még
karakterizalatlan fehérje, de génszekvenciaja tartalmazza mindazokat a konzervalt
aminosavakat, amelyek az ismert gamma szénsav anhidrazokban kivétel nélkiil
megtalalhatok és az enzim aktivitasaért felelések: Zn-kotd ligandok ( His-81, His-117 és
His-122), a proton kotés €s transzferben szerepet jatszo aminosavak (GIn-75, Glu-62,
Glu-84) ill. egyéb nem tisztazott funkcidju, de a gamma szénsav anhidrazokban
tokéletesen konzervativ aminosavak (Arg-59, Asp-61 és GIn-75).

A PAC spektroszkopiai méréseink alapjan feltételezziik, hogy a kadmium in vivo a
sejtbe jutva rovid idon beliil egy még nem azonositott tilakoidhoz asszocialt, gamma
tipusu szénsav anhidraz enzimhez kotédik, helyettesiti annak Zn ionjat és ezaltal
inaktivalja az enzimet €s ennek kovetkezményeként gatolja a Calvin ciklust (Iverson et
al. 2000). Ennek a szénsav anhidraz karakterisztikdval rendelkezé fehérjének az
azonositasa és részletes jellemzése még tovabbi vizsgalatokat igényel. Az azonositas
egyik lehetséges modja a feltételezett gamma szénsav anhidrazban hianyos mutansok
létrehozasa és ezen mutdnsok Cd kotésének vizsgalata PAC spektroszkopiaval ill.
biokémiai analizissel valamint Cd kotd fehérjék izolalasa és jellemzése vad tipusu
Synechocystis tilakoid membranjabol Cd-ra szelektiv affinitas kromatografiaval.

Az utobbi idében tengeri algdkbol ujfajta szénsav anhidrazt izolaltak, amelynek
érdekessége, hogy Zn helyett kadmiumot tartalmaz a katalitikus centruméban. Ez az alga
tartalmaz Zn tipusu szénsav anhidrazokat is, de ha a kornyezet Cd tartalma megndvekszik
a Zn szénsav anhidrdz termelése leall és helyette a Cd tartalmu szénsav anhidraz
szintetizalodik. Amellett hogy ez az els0 informdacio arra nézve, hogy ez az altalaban
toxikus nehéz fém biogén elem is lehet, ez a felfedezés elvi lehetéséget mutat arra, hogy
genetikai modositassal noveljiik a kékalgak Cd-mal szembeni tolerancidjat. A kékalgak
nagy Cd akkumulaciés képességiik miatt potencidlisan felhasznalhatok kadmiummal
szennyezett vizek ¢&s talajok tisztitdsara, de az ilyen irdnyt biotechnologiai



felhasznalasukhoz ezen mikroorganizmusok Cd tolerancidjanak tovabbnovelésére van
sziikség.
2.2. Termo-optikai szerkezetvaltozasok

Legfontosabb eredményiink egy koradbban bioldgiai rendszerekben nem ismert,
altalunk korabban azonositott tin. termo-optikai mechanizmus részletes jellemzése ill. a
valtozasok azonositasa volt. A termo-optikai mechanizmus értelmében spontan termikus
instabilitast mutatd rendszerekben az elnyelt fény fotokémiailag nem hasznosuld
gerjesztési energiajabol szarmazo ultragyors, kis térfogatelemre kiterjedé hdcsomagok, a
disszipacido kozvetlen kornyezetében elemi szerkezetvaltozasokat hoznak Iétre.
Differencidlkalorimetriai €s spektroszkopiai mérések alapjdn megallapitottuk, hogy
magasabb rendli ndvények kloroplasztiszainak tilakoid membranjaiban a termo-optikai
eredetli szerkezetvaltozasok harom egymast koveto fazisa kiilonboztetheté meg: a tapadt
mebranok szétvalasa, a makrodomének lateralis dezorganizacidja és a o fénybegyiijto
komplex triméreinek monomerizacioja.

Mindezen vizsgélatokban kiilon figyelmet szenteltiink a kloroplasztisz stabil hadrom-
dimenzids, granumos szerkezetére, és — termo-optikailag is indukalhatdo — szerkezeti
flexibilitdsara. Megvilagitds hatdsdra magasabb rendii kloroplasztiszokban — amint ezt
eddig még csak Jens K. Holm doktori értekezésében és konferencia absztraktokban
kozolt, de a kisérleti szakaszt illetden lezart eredményeink mutatjak — kisszogii rontgen
(SAXS) ¢és neutron (SANS) széras segitségével jol azonosithatd szerkezetvaltozasok
mennek végbe a multilamellaris tilakoid membran szerkezetében. Ezek értelmezéséhez €s
modellezéséhez (is) felhasznaltuk a granumos membranszerkezet 3D modelljét.

Cianobakterialis sejteken végzett vizsgdlataink megmutattdk, hogy a sejtekben a
fikobiliszoma antenna — magas homérsékleten és magas fényen — energetikailag
’lekapcsolhatd’ a membranrol. A részletes vizsgalatokra — mas termo-optikai
valtozasokkal egyiitt - a 2006-ban indulé6 OTKA projekt keretében keriil sor.

2.3. Magas homérséklet

A magas homérsekleti stressz hatdsmechanizmusanak vizsgalatdhoz 1 hetes arpa
csirandvények levelein magas hdémérsékletli pulzusokat (50 °C, 20 vagy 40 mp)
alkalmaztunk. Ezek — amint eredményeink mutatjak — jol modellezik a hosszabb ideji de
alacsonyabb (35-45 °C) hdmérsékletii stressz hatasokat. Elonytik, hogy ezzel a kezeléssel
a hatasok szinte pillanatszertien kivalthatok, és ezért azok a masodlagos hatasoktol jol
elkiilonithetéek. Az igy kezelt novényeken jol tanulmanyozhaté a helyreallas (recovery)
folyamata is.

Vizsgalatainkkal tisztaztuk, hogy a hdstressz a masodik fotokémiai rendszer
vizbont6 oldalan okozott inaktivalason til a membran permeabilitds megnovekedésével
indul; ezt kovetden néhany ora alatt bontddnak le a kdrosodott reakcidcentrumok; ezek
‘potlasa’, de novo szintézise — fényen — 1-2 nap alatt térténik meg; ugyanezen idészakban
all helyre a tilakoid membranok impermeabilitasa is, de ez sotétben is bekdvetkezik. A
kezelt ndvényeken a masodik napot kovetden elvaltozas nem mérheto.

2.4. Magas s6 és magas pH

Az Athrospira (Spirulina) platensis fonalas cianobaktérium optimalis ndvekedéséhez
mind magas pH-ra (>10) mind pedig magas Na'-koncentraciora (=100 mM) sziikség van.
Ezen koriilmények mindegyike gatolja a fotoszintézist ill. erds stressz tényezének
mindsithetd.  Ugyanezen  szervezet izolalt tilakoid —membrdnjai  valdban
miikodésképtelenek a fenti koriilmények kozott. Sejten beliilli mikodésiik annak
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koszonhetd, hogy a sejtmembran Na'/H™ antiport rendszere biztositfa a pH
homeosztazist.

Ezen sejtekben tanulmédnyoztuk a magas so-stressz hatdsat (ami itt 800 mM NaCl
mellett [ép fel markansan). Megallapitottuk, hogy a so-stressz a PSII ill. a D1 karositasan
tulmenden jelentdsen befolyasolja a tilakoid membran Osszetételét. A még tovabbi
megerdsitésre szoruld eredményeink azt valoszintsitik, hogy a so-stressz jelentdsen
befolyasolja a fotoinhibicidos valaszreakciot is, a fénygatlas a szokéasosnal joval
alacsonyabb fényintenzitason kovetkezik be, mint a stressznek nem kitett sejteknél.

2.5. A lipidek fizikai allapotanak valtozasai

31P-NMR mérések segitségével részletes vizsgalat ald vetettiik, miként befolyasolja a
magas homérséklet €s a magas fényintenzitds a tilakoid membranok lipidjeinek
tazisallapotait. Ismeretes, hogy a tilakoid membranok lipidjeinek hozzavetdlegesen 50 %-
a monogalaktozil diacilglicerol, mely nagyfoki nem-lamella-képz6 hajlamot mutat. Az
ilyen lipidek szerepe biologiai membranokban nem ismert kelld mélységben.

Vizsgalatainkkal elsdsorban azt a korabban ko6zolt hipotéziinket kivantuk tesztelni,
mely szerint ezen lipidek szegregacios képessége fontos szerepet jatszik a membranok
dinamikus sajatsagainak kialakitasaban.

Megallapitottuk, hogy nem-lamellaris fazisok - a koradbban ismert alacsony pH és
magas homérsékleti kezeléseken tul — kivalthatok a membranok fénykezelésével is.
Vizsgalatainkkal meger0sitettiik azt is, hogy a korabban mas modszerekkel detektalt
nem-lamelléris fazisok kimutatasara NMR-es mérések kitlinden megfelelnek. Ezek nagy
elénye, hogy — szemben pl. a rontgen-szdrassal — kisméretii, hosszi-tavu rendezettséggel
nem bird struktirak detektalasat is megengedik. Fontos 11j eredmény, hogy a lipidek nem-
lemallaris szerkezeteinek hoémérséklettdl és fénytdl egyiittesen fiiggd kialakuldsa
Osszhangban van a termo-optikai mechanizmussal.
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