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Roviditésjegyzék

AA akrilamid

ACA €-aminokapronsav

AP ammaénium-perszulfat

BN Blue Native

BSA marha szérum albumin

CET ciklikus elektrontranszportlanc

Chl klorofill

cit citokrém

DTT ditiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

FNR ferredoxin-NADP-oxidoreduktaz

Fd ferredoxin

HEPES 2-[4-(2-hidroxietil-) piperazin-etan-1-szulfonsav]
LC-MS/MS folyadékkromatografidval csatolt tandem tomegspektrometria
LET linedris elektrontranszportlanc

LHCI az |. fotokémiai rendszer fénybegyijté komplexe
LHCII a ll. fotokémiai rendszer fénybegy(ijté komplexe
MS tomegspektrometria

NDH NAD(P)H-dehidrogendz-szerl komplex

PAGE poliakrilamid gélelektroforézis

PC plasztocianin

PPFD fotoszintetikus foton fluxus-denzitas



PQ

PSI

PSII

SBG

SDS

TEMED

TFA

Tricin

XRF

6-DM

plasztokinon

I. fotokémiai rendszer

. fotokémiai rendszer

Serva Blue G

Na-dodecil-szulfat
tetrametil-etilén-diamin
trifluorecetsav
N-trisz-(hidroxi-metil)-metil-glicin
rontgenfluoreszcencia

n-dodecil-8-D-maltozid



Absztrakt

A mangdan létfontossagl nyomelem a novények szdmadra, tobbek kozott a fotoszintézisben
bet6ltott szerepe miatt. A Il. fotokémiai rendszer részeként, a mangantartalmu vizbonté
komplex felel a viz oxidalasaért, az oxigéntermelésért és az elektronok biztositasaért az
elektrontranszportldnc szamdara. Kimutattdk, hogy Mn hidnydban csokken a fotoszintetikus
aktivitds, megvaltozik a két fotokémiai rendszer aktivitds-megoszlasa (el6térbe keril a ciklikus
elektrontranszport) és a tilakoidmembranok szervezettsége. A munkdnkban Marchantia
polymorpha modellen a tilakoidok strukturalis valtozasait vizsgaltuk. Blue Native poliakrilamid
gélelektroforézist (PAGE) és masodik dimenziéos Na-dodecil-szulfat PAGE-t alkalmazva
kimutattuk, hogy a Mn-hiany nem valtoztatja meg a gélen megjelené komplex mintdzatot és a
fotoszisztéma (PS)I/PSII aranyt, de noveli a citokrom bg/f komplex mennyiségét, és a nagyobb
PSIl szuperkomplexek stabilitadsat. M. polymorpha-ban a magasabbrend( novényekétdl eltérd
PSI szuperkomplexeket is taldltunk, amelyek fehérjedsszetételének denaturadlé PAGE-sel
torténd és tomegspektrometrian alapuld analizise alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy ezek a szuperkomplexek, eltér6en a magasabbrend{ novényekétdl, a Chlamydomonas
reinhardtii  zoldalgdkéhoz hasonld duplasoros antennarendszerrel rendelkezhetnek.
Eredményeink hozzajarulhatnak e novények fotoszintézis-optimalizaldasban szerepet jatszd

adaptacios mechanizmusainak megértéséhez.



Irodalmi bevezeto

A fotoszintézis a novények legalapvet6bb anyagcseretipusa, mely soran a lathatd fény
energiajanak hasznositdsdval épitik fel szerves anyagaikat szervetlen épit6kovekbél. A
fotoszintézis mechanizmusa két folyamat 6sszehangolt mikodése: a napfény energidjanak
kémiai energidava és redukalé er6vé alakitdsa (amelyet az ATP és NADPH molekuldk
kozvetitenek), majd e kémiai energia és redukaloeré segitségével szerves anyag el6allitasa
szén-dioxidbdl (Calvin-Benson-Bassham-ciklus). A fotoszintézis helyszine z6ld névényekben a
kloroplasztiszok, = melyeknek tilakoidmembranjdban  taldlhatéak meg azok a
membrankomplexek, amelyek az elektrontranszportlancban vesznek részt (Tomizioli és mtsai,
2014). Az elektrontranszport-lancban és az ezzel kapcsolt ATP-szintézisben résztvevd
komplexek: a Il. fotokémiai rendszer (PSll), a citokrém (cit) bs/f komplex, az I. fotokémiai

rendszer (PSI), a NAD(P)-dehidrogendz-szer(i (NDH-) komplex és az ATP-szintaz (1. dbra).
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1. dbra - A fotoszintetikus komplexek (PSlI, cit be/f, PSI, NDH és ATP-szintdz) eloszldsa a f6
tilakoid-szubfrakciokban proteomikai elemzéssel meghatdrozva (Tomizioli és mtsai,

2014).



A fotoszintetikus fényreakciok elsé [épése a fény elnyelése a fotokémiai rendszerek fénygylijt6
antennarendszerével, ami a gerjesztési energidt d4tadja a fotokémiai rendszerek
reakcidcentrumaba. A két fotokémiai rendszerben kilénb6z6 fehérjék latjak el ezt a feladatot.
A reakciécentrum a PSll esetében a bels6 antennakkal (CP47 = PsbB és CP43 = PsbC) komplexet
alkot (core). A periférids antenndk (Light Harvesting Complex, LHC) az LHCII-trimerek,
amelyeket az Lhcb1, Lhcb2 és Lhcb3 antennafehérjék épitenek fel, és a kapcsold antenndkon
(CP29 = Lhcb4, CP26 = Lhcb5 és CP24 = Lhcb6) kotott klorofillokon keresztiil adjak at az energiat

a PSll core klorofilljaira, majd a reakciécentrumba.

A PSII-LHCII szuperkomplexek legjellemz6bb formaja a C252M2, ahol ,C” jeldli a core-t, az ,,S”
(strongly) és ,,M” (moderately) pedig a kiilonb6z6 eréséggel kot6ds LHCII-trimereket, amely
kotéserdsség a detergensekkel szembeni ellenalldsag alapjan kerilt meghatdrozasra. A PSI
reakciécentruma egy PsaA/PsaB heterodimer, melyet annak fénygyl(ijté komplexei (LHCI)
vesznek koril. Ezek a fénybegy(jté antennak Lhcal-4 klorofill-kot6é proteineket tartalmaznak

(Rantala és mtsai, 2020).

A vizmolekulaktél a NADPH kialakulasaig zajlé linearis elektrontranszportban (LET) a PSlI-core
(mangan (Mn)-centrum, P680, feofitin, Qa és a Qg kinonok)), a cit bsf komplex (Rieske-féle Fe-
S centrum és a b és f tipusu citokrémok) és a PSl-core (P700, Chl a, kinonok, Fx, Fa, Fs Fe-S
centrumok) altal kotott komponensek, valamint a membranban (plasztokinonok; PQ), a
lumenben (plasztocianin; PC) és a sztromaban (ferredoxin: Fd, illetve FNR: Fd-NADP-
oxidoreduktaz) mozgd elektronszallitok vesznek részt (2. dbra). Az elektrontranszport altal
|étrehozott protongradienst (vizbontds, PQ-oxidacid) az ATP-szintdz hasznalja fel ATP-
szintézisre. A PSIl és PSl-core komplexek szdmos kis proteint is kotnek, amelyek komplex
stabilizald, antennakoté és regulacios szerepet toltenek be (Tomizioli és mtsai, 2014; Rantala

és mtsai, 2020).

A PSI reguldciés szerepe is jelent6s. Képes szuperkomplexeket formalni L (loosely, lazan
k6t6dd) LHCII-komplexszel, mellyel a fénybegy(ijté kapacitasat novelheti. Léteznek cit bg/f és
a NDH-komplexszel alakitott szuperkomplexei is, amelyek ciklikus elektrontranszportban (CET)
vesznek részt (2.dbra), stresszkérilmények kozott fokozva a ATP termelSdését (Yadav és mtsai,

2017).
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2. dbra — Az elektrontranszportldnc elemei (PGR5- proton gradiens requldcios fehérje 5;

PGRL-1 — PGR-szerti 1) (Munekage, 2016).

A Mn-centrum (MnsCaOs) a PSIl oxigénfejleszt6 komplexének (OEC) eleme, a viz oxidalasaban
és az oxigéntermelésben jatszik szerepet (2 H,O - O, + 4 H* + 4 e7). Az OEC Gsszeszerel6dése
az un. fotoaktivacié nevli folyamatban zajlik le, mely sordn a Mn-ionok oxidacios allapota
fokozatosan emelkedik. A folyamat az Uj tilakoidmembranok szintézisekor és a kdrosodasok
helyredllitidsakor jelentkezik. A centrum felépiilése soran el8szér Mn?* kétédik a PSlI-hez, majd
fotooxidacioval Mn(lll) és Mn(IV) allapotok jonnek létre a mar kotott centrumon. A sotét-
atrendez8dés soran a fehérjematrix konformacidja optimalizalédik. Ujabb Mn-ionok
oxiddlodasa utdn az ionok kozott oxo-hidak alakulnak ki, a Iétrejott kuboid-szerl szerkezetet
Ca%*-ion stabilizélja. Végul kulsé fehérjék (PsbO, PsbP, PsbQ) kétédnek a vizbonté komplexhez
(OEC), igy a klaszter képessé valik a viz oxidacidjara (Oliver és mtsai, 2022).

Kornyezeti stressz vagy fotoinhibicié eredményeként az OEC kdrosoddson megy keresztil. A
fotoinhibicid els6 [épése a Mn-ionok kilépése a centrumbdl. A Mn-ionok elnyelik az UV- és
l[athato fényt és elvesztik a kapcsolatukat a fehérjematrixszal. Ennek kévetkeztében a P680*
(fotokémiailag aktiv klorofill-a forma) felé térténé elektron-donacié megsziinik és az erds
oxidalé hatds miatt karosodik a PSIl reakciécentrum. Ezen folyamat jelzi a Mn-centrum kiemelt
szerepét a PSIl és az elektrontranszportlanc egészének miikodésében (Hakala és mtsai, 2005;

Takanashi és mtsa, 2008).



Zarvatermd novények, pl. spendt (Spinaca oleracea) és arpa (Hordeum vulgare) esetében a
Mn-hidanyos nevelés csokkentette a Chl a/b aranyt és a PSIl maximalis kvantumhasznositast,
valamint a PSIlI szuperkomplexek mennyiségét (Simpson és mtsa, 1984; Schmidt és mtsai,

2015).

A Mn csak a divalens kation formajaban (Mn?*) felvehet8 a novények szaméra. A Mn-hiany
magas pH-értékl, meszes teriileteken fordul el6, ahol a kornyezeti feltételek elGsegitik a Mn-
oxidok kialakulasat, ami felvehetetlen a névények szamara. llyen talajtipusok Eurdpa északi
részén, az Egyesult Kiralysagban, USA és Kanada északi részén a legjellemzébbek. A Mn a lignin
bioszintézisében is szerepet jatszik, igy a hidnya csokkenti a lignin koncentraciét, a gyokérben
kiilonosképp, ami altal a novény fogékonyabba valik a gombas megbetegedésekre, az ellendllé
képessége csokken. A Mn-hidnyos régidokban ezért csokken a novények novekedése és a

terméshozam (Schmidt és mtsai, 2016; Schmidt és mtsa, 2019).

Kisérleteinkhez Marchantia polymorpha modellt hasznaltunk. A mdajmohdak a szarazfoldi
novények leszarmazasanak legelsé elagazasahoz tartoznak, igy vizsgalatukkal megérthetjik a
kiilonb6z6 adaptacios mechanizmusok kialakulasat, mint pl. a fényvédelem vagy a vizhaztartas
szabalyozas (Bowman, 2022). Korabbi kutatasokban modellként szolgalt tobbek kozott az
evolucios események tanulmanyozdsahoz, genetikai és genomikai kutatasokhoz,
novényfejl6dés alapveté folyamatait érinté vizsgdlatokhoz, valamint molekuldris bioldgiai
kutatdsokhoz transzformacids technikdk és génszerkesztési mddszerek segitségével (Bowman
és mtsai, 2016). Mint minden nem-edényes novény, e névényi modell esetében sem fényfligg6
a Chl-ok, fotoszintetikus appardtus bioszintézise, igy vizsgalataval jol vizsgalhaté a

fotoszintetikus apparatus fém-kofaktorainak felvétele, beépiilése.

A kevés fotoszintetikus aktivitasra vonatkozo vizsgalat els6sorban valamilyen stresszfaktorra
(pl. Mn-hidany vagy toxikus Mn-koncentracidk) adott valasszal kapcsolatos. Chl-a fluoreszcencia
indukcioval, PSI és PSIl aktivitas mérésekkel és in vivo redox-valtozasok vizsgalataval
megfigyelték, hogy Mn-hidny esetén, feltehetéen a tilakoid membranban végbemend
szervezGdési valtozdsok hatdsara, a CET fokozddik; a LET kapacitasa csokkent. (Messant és

mtsai, 2023; Hani és Krieger-Liszkay, 2024).

A tilakoidszerkezetetet és a tilakoid komplex-Osszetételt illetéen is csak kevés vizsgalatot

végeztek. Elektronmikroszképos vizsgalatokkal megdllapitottak, hogy a M. polymorpha-t révid



sztroma-tilakoidokkal 6sszekotott nagy granumok jellemzik (Aro, 1982), és hogy a granumok
kapcsoltsdaga Mn-hidny esetén né (Messant és mtsai, 2023). Az izolalt PSIl részecskék
elektronmikroszkopos képanalizise azt mutatta, hogy a PSIl szuperkomplexek az edényes
novényekhez hasonlé felépitésliek, de a PSIl komplexekhez szorosabban két6dnek a kapcsold
antennak és LHCII-trimerek (Harrer, 2003). Ueda és mtsai (2012) azt taldltak, hogy a M.
polymorpha genomjdbdl hidnyoznak egyes Arabidopsis thaliana gének (pl. Lhca5, Lhca6)
ortoldgjai, amelyek a NDH-PSI szuperkomplex kialakuldsahoz sziikségesek, NDH komplexe

emiatt alacsonyabb molekulatdmeg(i tartomanyban jelenik meg.

Ceélkittizés

Az eddigi Mn-hianyos M. polymorpha vizsgalatok nem szolgdltattak informaciot a tilakoidok
komplex-szervez6désére vonatkozdan. Célkit(izéslink volt ezért annak a felderitése, hogy a Mn-
hiany milyen hatast gyakorol a fotoszintetikus apparatusra, a fotoszintetikus komplexeket
jelent6sen érinti-e, valamint, hogy a majmoha modell tilakoid-komplexei megfeleltethet6ek-e

mas novényi modelleknek?

Anyagok és modszerek

Novénynevelés

Novényi modellként majmoha (Marchantia polymorpha L. cv. Takaragaike-1 [Tak-1]) rendszert
haszndltunk. A gemmadkrdl szaporitott vonalat taptalajon, kontrolladlt kérnyezeti feltételek
mellett neveltik. Taptalajként hormonmentes, % toménységli Gamborg B5 médiumot
hasznaltunk 1% agarral szilarditva. A Mn-hidnyos kezelés esetén a taptalajbdl kihagytuk a 10
mg I1 MnSO4 komponenst, és a taptalajt agar helyett 6% keményitével (Sigma) szildrditottuk.
Az elkészitett taptalajt strerilizdltuk (autoklavozds: 1,2 atm, 20 perc). A tdptalajra helyezett
gemmadkat 2 hénapig 16 6ra fény (22 °C, 120 umol foton m=2 s fotoszintetikus fotonfluxus-
denzitds, PPFD, fényforrds: Osram Fluora fénycsovek), 8 éra sotét ciklusok mellett 20 °C-on

novénynevel6 kamraban neveltliik. A telepek egy részét egy hdnap nevelést koévetSen
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athelyeztiik Mn-hidnyos taptalajra, majd tilakoidokat 1 hét mulva izoldltunk mind a Mn-

hidnyos, mind a Mn-nal ellatott (a tovabbiakban: 'kontroll’) telepekbdl.

Rontgenfluoreszcencia (XRF) térképezés

A 60 °C-on szaritott telepek XRF alapu képalkotdsat Horiba XGT7200V asztali XRF leképez6-
rendszerrel végeztik (Rh rontgencsd, Si detektor, 100 um atméréji rontgensugar, 50 kV, 1 mA,
vakuumban). A gerjesztési rontgensugar egy keskeny berillium polimer ablakon keresztiil jutott
a minta fellletére, majd a mintdbdl kibocsatott Ka fotonokat detektalva kaptuk meg a felileti
elem eloszlast. A Mn eloszlasat a hozzavet6legesen 5,90 keV csucson kibocsatott jellemzé Kaa
fotonok alapjan elemeztik. A kiszaritott, azonos vastagsagu telepeket Ultralene fdliara
helyeztiik, majd a detektortdl egyforma tavolsagban végeztiink rajtuk leképezést 3 leképezési
sor intenzitasanak 6sszegzésével. A szemikvantitativ kiértékeléshez a telepek id6sebb részeirdl
gyUjtottiink adatot, melyek atlagos jelintenzitasi (Kai) adatai a Mn-tartalom szemikvantitativ

jellemzésére alkalmasak.
PSII maximalis kvantumhasznositas meghatarozasa

A Chl-a fluoreszcencia indukciés méréseket PAM 100 fluorométerrel (Walz) végeztiik. Intakt

1 modulacios

telepeket 15 percig sététhez adaptéltuk. Az Fo-szintet PPFD<1 pmol m? s
frekvencia 1,6 kHz méréfény mellett hataroztuk meg. A maximalis fluoreszcencia-intenzitast
(Fm) 0,7 s, PPFD: 3000 pmol m2 s (fényforrds: KL 1500, Schott) fényfelvillanast kévetSen
mértlik. A PSIl maximalis kvantumhasznositds szamitdsat a Yll=(Fm-Fo) /Fm egyenlet szerint

végeztik.
Pigment-meghatarozas

A telepek és az izolalt tilakoidok Chl-koncentraciéjat 5 mM Tricin-KOH (pH 7,8) puffert
tartalmazd 80% (V/V) acetonban nyertik ki és spektrofotometriai Gton hataroztuk meg (Porra
és mtsai, 1989) a kdvetkezé alapképletek alapjan (figyelembe véve a mintatérfogatot, a higitast
és telepek esetében a friss tomegiket is):

Chla (pg ml‘l) =12.25 Ae63.6 - 2.55 Ass6.6
Chlb (ug ml‘l) =20.31 Acs6.6 - 4.91 Ass3 6

Kloroplasztisz és tilakoidmembran-izolalas
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Az izoldlast 4 °C-on/jégen végeztik (Frangedakis, 2019). A M. polymorpha telepeket izolald
pufferben (50 mM HEPES-KOH (pH 7,5), 330 mM szorbitol, 2 mM EDTA, 2 mM MgCl, 0,1%
(w/V) BSA, 0,1% (w/V) Na-aszkorbat) haromszor 5 s-ig homogenizaltuk, majd szdrtlik. Az alakos
elemeket 3 perc, 100 xg centrifugdlassal tavolitottuk, majd a fellluszobdl lellepitettiik (7 perc,
1200 xg) az ép és sériilt kloroplasztiszokat. A csapadékot BSA és Na-aszkorbat nélkili izolalo
pufferrel mostuk és Ulepitettik (7 perc, 1500 xg). A plasztisz csapadékot 10 mM NasP,07 (pH
7,4), 2 mM MgCl, ozmotikus sokknak tettlik ki, majd centrifugdltuk (7 perc, 5000 xg). A
tilakoidok fellletén kot6d6 fehérjék mennyiségének csdkkentése érdekében a tilakoid-
csapadékot 5 mM [Tricin]-(CH3)aNOH (pH 7,5) és 0,1 M szorbitolt tartalmazo oldatban mostuk
(Fuad és mtsai., 1983), majd 3 percig 100 xg gyorsuldssal centrifugalva eltavolitottuk a
keményit6t, és a fellluszot 10 percig 10000 xg gyorsuldson centrifugdlva a csapadékban
mosott tilakoidokat kaptunk. A tilakoid-mintdkat 2 mM Trisz-maledatban (pH 7,0), 35% (V/V)

glicerinben felszuszpendalva tébb adagban folyékony nitrogénben taroltuk.
A tilakoid-komplexek és a fehérjék elvalasztasa

A nativ (1. dimenzid) és denaturald (2.D) fehérje elvalasztasok lényegében Sarvari és mtsai
(2022) szerint torténtek. A tilakoid-komplexek elvalasztasara BN-PAGE maddszert hasznaltunk.
A tarolt mintdkat 330 mM szorbitol, 250 pg ml™* Pefabloc, 50 mM BiszTrisz-HCI (pH 7,0)
pufferrel mostuk (10 perc, 10000 xg). Ezutdn a mosott tilakoidokat (500 pg Chl ml?)
szoubilizalé pufferben (750 mM e-aminokapronsav (ACA), 50 mM BiszTrisz, (pH 7.0), 0.5 mM
EDTA, 1% (w/V) n-dodecil-6-D-maltozid (8-DM, Sigma) plusz 1% (w/V) digitonin) 30 percig
jégen tartva szolubilizaltuk. A nem szobulizalédott maradék eltavolitdsa utan (15 perc, 18000
xg, 4 °C) a feluluszéhoz 1/5 térfogat Coomassie festékkeveréket (5 % (w/V) ‘Serva Blue G’

(SBG2), 750 mM ACA) adtunk, vortexeltik.

Az elvélasztas Mini-Protean Il Bio-Rad késziilékkel tortént 1,5 mm-es 4% (w/V) tomoritd, és
4,3-12% vagy 4,3-8% (w/V) gradiens szepardl6 géleken (Sarvari és mtsai, 2022). A katédpuffer
15 mM BiszTrisz, 50 mM Tricin, valamint 0,02% (w/V) SBG-t; az andd puffer pedig 50 mM
BiszTrisz-t (pH 7,0) tartalmazott. Mintahelyenként 10-20 ul szolubilizalt anyagot vittlink fel a
gélre. A futtatas korulbellil 2 6raig, gélenként 5 mA aramer@séggel, 50 V-rél induld
fesziiltséggel zajlott, melyet fél 6ranként 50 V fesziltséggel megemeltiink 150 V-ig, majd a kék

katdéd puffert SBG nélkiilire cserélve 2 6rat még 200 V fesziiltségen futtattuk a gélt.
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A polipeptidek SDS-PAGE torténd elvalasztasanal glicerinnel kiegészitett denaturalé 5% (w/V)
tomorits, és 10-18% (w/V) gradiens szeparald géleket hasznaltunk (Laemmli és mtsai, 1970,
Sarvari és mtsai, 2022 altal mddositva). A katdd- és anddpuffer Osszetétele 25 mM Trisz, 192
mM glicin, 0,1% (w/V) SDS (pH 8,3) volt. A BN-PAGE savokbdl gélcsikokat vagtunk ki, 0,5% (w/V)
agarozt tartalmazé szolubilizalé pufferben (62,5 mM Trisz-HCI (pH 6,8), 2% (w/V) SDS, 2% (w/V)
ditiotreitol (DTT), 8,7% (w/V) glicerin, 250 pg ml? Pefabloc, 0,001% (w/V) bréomfenolkék)
bedgyaztuk, majd 20 mA allandé aramerdésséggel elvalasztottuk azokat.

Az elektroforézist kdvetéen a géleket Blue-Silver mddszerrel festettiik (Candiano és mtsai,
2004). A géleket Epson Perfection V750 PRO késziilékkel szkenneltiik és Phoretix programmal

denzitometraltuk.
Tomegspektrometria

A fehérjefoltokat alacsony fehérjekotésl cs6ben (Protein LoBind Tube) 25 mM ammonium-
bikarbonatot és 50% (V/V) acetonitrilt tartalmazé oldattal 6tsz6r mostuk, Eppendorf
ThermoMixer C keverével 10 percig rdzatva, majd 10 mM DTT, 25 mM ammodnium-bikarbonat
kdzegben 30 perc 56 °C-on 300 rpm-en razatva redukaltuk, ezt kovetéen 55 mM jodacetamid,
25 mM ammonium-bikarbonat kozegben 30 percig sotétben alkildltuk a fehérjéket. A
fehérjéket két alkalommal 50 pl ammaonium-bikarbonat, 50% (V/V) acetonitril kbzegben 10
percig razatva mostuk, majd vakuumcentrifuga segitségével liofilizaltuk. A fehérjék hasitasahoz
szaraz géldarabokat elébb 20 ul 5 ng plt, majd a megduzzadasuk utan tovabbi 10 pl tripszinnel
kezeltlk (37 °C, overnight). Az 5 perc szonikalt peptideket Protein LoBind cs6ben, 0,5% (V/V)
ecetsav, 50% acetonitrii  (V/V) oldatban mostuk, tobbszor ismételve, végiil

vakuumcentrifugaval beszaritottuk a peptideket.

A peptidmintakat Pierce C18-as Spin oszlopon tisztitottuk. Az aktivalt oszlopokra 0,5% (V/V)
TFA, 5% (V/V) acetonitril:vizben vittlk fel és kétszer centrifugaltuk (1500 xg) a peptidmintédkat,
melyeket, 2x100 pl mosdoldattal mostuk és eludltuk két Iépésben, 2x20 upl 70:30% (V/V)

acetonitril:viz elicids oldattal. A tisztitott peptideket vakuumbeparldval beszaritottuk.

A tripszines emésztéssel nyert peptideket folyadékkromatografidval csatolt tandem
tomegspektrometrids (LC-MS/MS) méréssel vizsgaltuk (Waters Select Series Cyclic IMS). A
mintdkat 0,1% (V/V) hangyasav, 2% (V/V) acetonitril keverékben oldottuk. A peptidek

elvalasztasa Waters Acquity Premier Peptide CSH C18, 1 mm x 150 mm UHPLC oszlopon
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tortént (dramldsi sebesség 20 pl min?; eluens: 0,1% (V/V) hangyasav:viz (A eluens) és 0,1%

(V/V) hangyasav:acetonitril (B eluens)).

Bioinformatikai analizis

A tomegspektrométerrel nyert adatok értékeléséhez adatbdzis-keresést alkalmaztunk. A
UniProt fehérje adatbazisbdl letoltottiik a M. polymorpha esetén elérhet6 Osszes fehérje
szekvenciajat, valamint a lehetséges szennyez6 fehérjéket is (human keratin, sertés tripszin).
Az igy Osszedllitott fehérje adatbazisban végeztik el az azonositdst a Waters ProteinLynx
szoftverrel. Az azonositas sordn csak azokat a fehérjéket fogadtuk el talalatként, amelyekben a
beazonositott peptidek szama minimum 2 volt. A kapott fehérjéket listaba rendezve az

azonositas minGségét pontszammal jellemezziik.

Az azonositott Chl a/b-proteinek funkcionalis azonositasara 'blast’-olast hajtottunk végre az
UniProt adatbazisban szekvencia-hasonldsag keresésére. A proteomikai eredményekbél a M.
polymorpha fehérjék egyedi UniProt azonositoit hasznaltuk fel és a ‘blast’ keresés adatbazisat
Arabidposis thaliana-ra szlikitettik. A kapott eredmény-listabdl a legmagasabb szekvencia-
egyezés (szadzalékban) és pontszam (score), valamint legkisebb E-érték adatokat szelektaltuk.
Ha két talalat rendkivil hasonld, gy mindkett6t értékeltiik. A legnagyobb egyezést mutato A.
thaliana fehérjék neveit, azonositoit feljegyeztilk. Reverz-'blast’-olasndl az A. thaliana
azonositokkal inditottuk a keresést és M. polymorpha-ra szlikitettlik. Felirtuk ugyanazokat a
mutatokat, mint el&szor és megfigyeltiik, hogy legjobb taldlatnak visszakaptuk-e az eredeti

keresett M. polymorpha fehérjét (és ha nem, akkor hanyadik talalat volt az).
Statisztika

A vizsgalatok dualis adatsorainak analiziséhez Student-féle t-prébat haszndltam, P<0,05, a tébb
adatcsoportot tartalmazé adatsorok Osszevetéséhez egy-utas ANOVA prébat alkalmaztam,
Tukey-Kramer post-hoc teszt segitségével, P<0,05. A szamolasokhoz InStat szoftver segitségét

(v. 3.00; GraphPad Software, Inc., USA) alkalmaztam.
Mesterséges intelligencia

A ChatGTP mesterséges intelligencia-alapu rendszert (https://chat.openai.com, Verzid:

ChatGPT, v2.0; tudasfrissités: 2023. oktdber) tudomanyos cikkekben informacié keresésére

hasznaltam. Ellenériztem, modositottam az altala leirtakat.
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Eredmények

l. Mn-hiany el6idézése M. polymorpha telepekben

Az alkalmazott Mn-hidnyos nevelés markdns valtozdsokat eredményezett a telepek

makroszképos megjelenésében, ahol az id&sebb teleprészek Chl-tartalma lecsokkent,

szeneszcencia-jellegli megjelenést okozva, mikdzben a telepek névekedése lelassult (3. dbra).

3. dbra - Mn-nal elldtott (a) és Mn-hidnyos (b) M. polymorpha telepek. A négyzethdlo

rdcsvonalainak tdvolsdga: 5 mm.

A Chl-tartalom valtozasait vizsgdlva kiderilt, hogy ennek kovetkeztében a Mn-hidnyos

novények telepei 6sszességében kevesebb Chl-t tartalmaztak, ill. Chl a/b aranyuk valamelyest

csokkent (1. tdbldzat). Bar a kis mintaszam miatt ez utébbi eredmény nem volt szignifikans,

viszont trendszerlen mindig ezt kaptuk.

1. tdbldzat — A M. polymorpha telepek pigment dGsszetétele Mn-hidny hatdsdra. A

szignifikancia-szint jeldlése: ** - erésen szignifikdns; ns — nem szignifikdns. Jelélés: *ug

g’ friss témeg.

Kontroll Mn-hianyos
Chla+b* |394,0+8,2 |333,1+3,8**
Chl a/b 2,48+0,07 |2,40+0,09"™
Car/Chl 0,29+0,00 |0,29+0,01"™
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A telepek Mn-tartalmdanak felmérésére rontgenfluoreszcencias képalkotast hajtottunk végre.

A telepek atlagos jelintenzitas értékeit normaltuk a pixelméretre és azt kaptuk, hogy a Mn-

hidnyos telepek Mn-tartalma csokkent a kontrollhoz képest (4. dbra).

2.50 -

2.00 ~

1.50

(Atlagos
jelintenzitas/pixelméret)/E+10

1.00 ~

0.50 ~

0.00

Mn-tartalom

—t—

1.95

1.37

Mn+

Mn-

4, dbra — Mn-tartalom kontroll és Mn-hidnyos telepek esetén.

A telepek fotoszintetikus apparatusanak vizsgalatdhoz Chl-a fluoreszcencia indukciot

alkalmaztunk, ahol a PSIl

csokkenését mértiik Mn-hidanyos telepekben (5. dbra).
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5. dbra - A PSIl maximdlis kvantumhasznositdsa. A szignifikancia-szint jelélése: ** - erédsen

szignifikdns.
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1. Membrankomplexek M. polymorpha tilakoidokban

A tilakoid-komplexeket Schagger és mtsa (1991) mitokondriumok membrankomplexeire
kidolgozott BN-PAGE segitségével valasztottuk szét (Jarvi és mtsai, 2011). A BN-gélen lathato
savok (6. dbra) azonositdsa a masodik dimenzids (2D) fehérjemintazatuk alapjan tortént (7.
dbra). A PSII szuperkomplexeit (C25:Ma, C2S52M, C2S; és C,SM, valamint C,S/C2M), PSII dimer
(C2) monomer (C) komplexeket a PSll reakcié centrum fehérjék (PsbA, PsbD), a bels6 antenndk
(PsbB, PsbC), valamint PSIl antennafehérje savjai (Lhcb1-6) alapjan azonositottuk. A PSI-savok
helyzetét (PSI-LHCII, PSI, PSI-core) a PSI alkomplexek és Lhca fehérjék, valamint az alattuk futé
core proteinek jelezték. A cit bgf komplexet a PetA, PetB, PetC és PetD proteinek révén tudtuk
felismerni. A kiloénb6z6 oligomer (LHCII-a, LHCII-t) és monomer LHC sdvok elsésorban Lhcb
proteineket tartamaznak. A kontroll és a Mn-hianyos tilakoid mintazat hasonlé volt, valamint
M. polymorpha-ban két, edényes novények esetén nem tapasztalt, a 2D peptidmintazat
alapjan PSl-jellegli sc sav (1-es, 2-es) van jelen (6. dbra). A nagyobb felbontasu nativ gélen ezen

felil még egy uj PSl-jellegli sav (4-es), illetve Uj antennasav (5-0s) volt lathato (8. dbra).

17



=+ 1
= [
= =
’ ~ C2S52M2
C252M2_ 'CCZSSZM
C252M —— S RS
C2S2— — A 1
C25— T ‘ 2 Lo

C2— iy ey PSI-LHCI
Pl — C2

— Cit b6/f-d

- C
LHCII-a
LHCII-t
e
4.5-12.5% 4.3-8%

6. dbra - Tilakoidmembrdn-komplexek M. polymorpha-ban. A kontroll és Mn-hidnyos

ez

elvdlasztds sordn.
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7. dbra -Tilakoid membrdnkomplexek M. polymorpha-ban. A BN sdvok azonositdsdt

elGsegité 2D (BN/SDS) gél.
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8. dbra- A nagyobb felbontdsu (4,3-8,0%-0s) nativ gélen elvdlasztott PSI-jellegii sdvok

protein mintdzata.

[l Mn-hidny hatdsa a M. polymorpha tilakoidszerkezetére

A Mn-hidnyos novények komplex mintazatdban alig latszik valtozas (6. dbra). Ezzel

O0sszhangban, a kvantitativ kiértékelés alapjan a f6 komplexek kozil csak a cit begf komplex

kismértékld mennyiségi novekedését figyeltiik meg (9. dbra).
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9. dbra- A f6 proteinkomplexek megoszldsdnak valtozdsa Mn-hidny hatdsdra. A

szignifikancia-szint jeldlése: ** - er6sen szignifikdns, ns - nem szignifikdns.

Bar a két fotokémiai rendszerhez tartozd, valamint az antennak megjelené komplex-formainak
aranyai nem mutattak jelent6s kiilonbséget a Mn-hidnyos és kontroll névények kozott (11.
dbra), de érdekes médon Mn hidnyaban nagyobb aranyban vannak jelen a nagyobb témegd,

nagyobb antennaval rendelkez6 PSIl szuperkomplexek (10. dbra).
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10. dbra — A PSlI szuperkomplex formdk megoszldsdnak valtozdsa Mn-hidny hatdsdra. A

szignifikancia-szint jeldlése: *** - rendkiviil szignifikdns, ns - nem szignifikdns.
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11. dbra - A PSll (a), az LHCII (b) és PSI (c) komplexformdinak megoszldsai. A szignifikancia-

szint jelélése: ns - nem szignifikdns.

A f6 proteinkomplexek, a PSIl szuperkomplexek és a PSI komplexformak megoszlasat az 1.

dimenzidés denzitogramokbdl, a PSIl ill. LHC megoszlasokat a CP43 (PsbC) ill. LHC (Lhcb)

apoproteinek 2. dimenzidju elvalasztassal kapott savdenzitasabdl szamoltuk.

V. A M. polymorpha-ban kimutatott Uj PSl-jellegli szuperkomplexek jellemzése

El6sz6r a komplexekben kotott antennakat prébaltuk azonositani MS-sel. Kivagtuk analizisre

a kérdéses savokat a BN gélbdl, ahol a fehérjék meghatarozdsara kertltek. A proteomikai

adatok nem voltak elégségesek az azonositasukra, mivel egyes sdvok (1-es) PSII-t is

tartalmaztak, ill. a vizsgalt sdvokban mindig volt egy kicsi PSIl szennyez6dés, valamint az
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adatbazisbdl kapott Chl a/b protein megnevezés nem adott informdaciot arra vonatkozdan,
hogy ezek az antennak melyik fotoszisztémahoz tartoznak M. polymorpha-ban. Emiatt "blast’-
olast hajottunk végre, mely lehet6vé tette, hogy a kérdéses fehérjék szekvencidjaval leginkdbb
azonos fehérjéket megkeressiik (UniProt) adatbazisban, igy jobban felmérve azok lehetséges

funkcidit (2. tabldzat).

2. tdbldzat — A Chl a/b kété antennafehérjék ‘blast’-oldssal kapott adatai. (*: reverz-
‘blast’ sordn nem az eredeti fehérjét kaptuk vissza. Félkévérre formdztuk, amennyiben

a reverz-’blast’ legjobb taldlata az eredeti fehérje volt.)

M. polymorpha A. Fehérje Gén Azonossag | Reverz blast Sav,
azonosito thaliana megnevezése (%) eredmény amiben
azonosité jelen van:
AOA176VXF1 Q9SHR7 Chlorophyll a-b LHCB2.1 79.3% * 1, PSI-

- . AOA176WATS8 LHCII,5
binding protein

2.1

AOA176WATS8 QO9XF87 Chlorophyll a-b LHCB2.4 81.1% AOA176WAT8 1,5

binding protein

2.4
AOA176VFA6 Q9SHR7 Chlorophyll a-b LHCB2.1 78.8% * 1,2,5
binding protein AOAL76WATS
2.1
AOA176WAU9 Q9SHR7 Chlorophyll a-b LHCB2.1 79.5% * 1,5
binding protein AOA176WC50
2.1
AOA2R6WON7 Q9SHR7 Chlorophyll a-b LHCB2.1 82.2% * 1,2
binding protein AOA176WC50
2.1
AOA2R6WUA3 Q9XF87 Chlorophyll a-b LHCB2.4 79.2% * 1,5
AOA176WAT8

binding protein
2.4

AOA176VRB8 Q07473 Chlorophyll a-b LHCB4.1 78.8% AOA176VRB8 1, 2, PSI-

binding protein LHCII,4,5
CP29.1
AOA176WA68 Q9XF89 Chlorophyll a-b LHCB5 71.2% AOA176WA68 1,5

binding protein
CP26
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AOA176 WMR9 QO9XF87 Chlorophyll a-b LHCB2.4 76.4% * 1, PSI-
binding protein AOA176WAT8

54 LHCII,5
AOA176W6J9 Q9S7MO0 Chlorophyll a-b LHCB3 76.8% AOA176W6J9 1
binding protein 3
AOA176W9Q3 Q9SHR7 Chlorophyll a-b LHCB2.1 81.4% * 2
b|nd|n§ ;1)rote|n AOA2R6WON7
AOA176VZD6 QoLMQ2 Chlorophyll a-b LHCB6 73.3% AOA176VZD6 1,25
binding protein
AOA176VXC6 QO9XF87 Chlorophyll a-b LHCB2.4 76% * 2, PSI-
b'”d'”g the'n AOA2R6WON7 |  LHCII
AOA176W9J5 Q9SHR7 Chlorophyll a-b LHCB2.1 78.4% * PSI-LHCII
bmdmg ;1)rote|n AOA2R6WON7
AOA2R6WPQS8 Q9S7M0 Chlorophyll a-b LHCB3 75.5% AOA2R6WPQS8 5
binding protein 3
AOA176W1W6 P27521 Chlorophyll a-b LHCA4 70.8% AOA176W1W 1, 2, PSI-
binding protein 4 6 LHCIL4
AOA176W799 Q9SYW8 Photosystem | LHCA2 75.6% AOA176W799 1, 2, PSI-
chlorophyll a/b- LHCII.4

binding protein 2
AOA176VHT1 Q9sSY97 Photosystem | LHCA3 79.4% AOA176VHT1 1, 2, PSI-
chlorophyll a/b-

binding protein 3- LHCL,4
1
AOA176WCV3 Q01667 Chlorophyll a-b LHCA1 70.5% * 2, PSI-
binding protein 6 17JWJ2 LHCII

Az MS-sel azonositott antennafehérjék ‘blast’-oldasa sordn a keresést A. thaliana-ra sz(ikitettiik.
A fehérjék neve mellett, a fehérjét kodold gén elnevezésébdl tudtunk a funkcidra
kovetkeztetni. Jelen voltak a savokban a PSIl kapcsoléantennai (Lhcb4, Lhcb5, Lhcbh6) és az
LHCII-trimereket alkoté antenndk (Lhcb2, Lhcb3), valamint a PSI periférids LHCI 6vét létrehozd
antenndk (Lhcal, Lhca2, Lhca3, Lhcad). Az 4&tlagos szekvenciahasonlésag az Osszes
antennafehérje esetén 76,7+3,65%. A két fotokémiai rendszer antennafehérjéi esetében a
szekvenciahasonldsag-értékek nem térnek el szignifikdnsan (az Lhcb antennafehérjék
szekvenciahasonldsdga 77,86+3,02%, mig az Lhca fehérjéké 73,78+3,65%), tehat egyoldalu
tendencia figyelheté meg, ahol az értékek kb. 73 és 81% koz6tt mozognak. Ezek alapjan nem
jelenthet6 ki, hogy az egyik fotokémiai rendszer antennafehérjéi konzervaltabbak lennének a
masikndl. A fehérjeszekvencidk konzervaltsaga azon peptidek esetében jelenthet6 ki

magabiztosan, ahol a reverz-'blast’-olds sordn visszakaptuk az eredeti M. polymoprha
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proteint. Ez jelzi a taxonok kozoétti evolucids konzervacid mértékét, ami a funkcionalis
homolégia fennallasat is valdszin(siti, vagyis ezen A. thaliana fehérjék a M. polymorpha
fehérjékkel er6s homolégiat mutatnak. AOA2R6WON7, AOA2R6WUA3, AO0A176W9J5
azonositéju M. polymorpha fehérjék esetén a reverz-"blast’-olds sordn nem volt a talalatok
kozott az eredeti protein, igy e fehérjéknél nem tudunk erés homoldégiat kimutatni, am a
magas szekvencia hasonldsag igy sem hagyhaté figyelmen kiviil. A tobbi fehérje esetén, ahol
nem jelentkezett er6s homoldgia, bar nem legjobb taldlatként, de visszakaptuk az eredeti

proteint és az elsd taldlat minden esetben Chl a/b-ko6té protein volt (3. tdbldzat). A savokban

a 17 Lhcb homolég 41%-a, a 4 Lhca homoldg 75%-a mutatott erés homoldgiat.

3. tdbldzat - Reverz-'blast’ eredményei azon fehérjék esetén, ahol nem az eredeti fehérjét

kaptuk vissza legjobb taldlatként.

Eredeti M. Reverz-"blast’ Fehérje megnevezése Azonossag | Score

polymorpha eredménye (%)

fehérje

azonosito

AOA176VXF1 AOA176WAT8 Chlorophyll  a-b  binding | 81.8% 1144
protein

AOA176VFA6 | AOA176WATS8 Chlorophyll  a-b  binding | 81.8% 1144
protein

AOA176WAU9 AOA176WC50 Chlorophyll  a-b  binding | 82.5% 1143
protein

AOA2R6WON7 | AOA176WC50 Chlorophyll  a-b  binding | 82% 1144
protein

AOA2R6WUA3 | AOA176WATS8 Chlorophyll  a-b  binding | 81.1% 1148
protein

AOA176WMR9 | AOA176WATS8 Chlorophyll  a-b  binding | 81.1% 1148
protein

AOA176W9Q3 AOA2R6WON7 | Chlorophyll a-b  binding | 82.2% 1153
protein

AOA176VXC6 AOA2R6WON7 | Chlorophyll a-b  binding | 81.1% 1152
protein

AOA176W9J5 AOA2R6WON7 | Chlorophyll a-b  binding | 82.2% 1153
protein

26



4. tdbldgzat — A mintdkban MS-val kimutatott fehérjék. Az MS sordn kapott

antennafehérjéket ‘blast’-oldssal azonositottuk. A ,+” jel6li, ha a sdv tartalmazta az

adott fehérjét.
Fehérjék PSI-
LHCII
Lhcbh2 +
Lhcbh3
Lhcb4 +
Lhcbh5
Lhcb6
Lhcal +
Lhca2 +
Lhca3 +
Lhcad +
PSI reakciécentrum PsaA +
PsaB +
PSI core fehérjék PsaC +
PsaD +
PsaF +
PsaG +
PsaH
Psal +
PSII reakciécentrum PsbA +
PsbD +
PSII core fehérjék PsbB +
PsbC
PsbE
PsbH +
cit be/f komplex fehérjék
ATP-szintdz fehérjék +

27



NDH-komplex alegységek +

Az 1-es és 2-es savban jelen voltak a vartaknak megfelel6en a PSI reakciécentrum és core
fehérjék, valamint az Lhca antennafehérjék. Ezek mellett viszont tartalmazott PSII
reakcidcentrum, core és Lhcb antenndkat is. A PSI-LHCII sadv referenciaként szolgalt. A 4. sav
hasonlé fehérjetipusokat tartalmazott, mint a sc savok, valamint NDH-komplex alegységei is
jelen voltak. Az 5. savban nem voltak jelen a PSI fehérjéi, viszont tartalmazott Lhcb fehérjéket,

amik a mellette futd LHCIl-a savbdl is szarmazhatnak.

Megvizsgaltuk a PSI sdvokat denaturald SDS-PAGE-sel is (12. dbra). Ezek denzitogramjainak
kiértékelésekor, a C,S komplex és az adott PSI komplex PSII CP43 protein/Lhcb aranyat
figyelembe véve, levontuk a feltehetGen PSIl szennyez6désbdl szarmazé Lhecb mennyiséget. A
denzitometralasbdl szarmazé adatokat dbrazoltuk mind a Lhca3 (13/a. dbra), mind a core
(13/b. dbra) fehérjékre normalva. Lhca3-ra torténd normalas arrdl tandskodik, hogy a vizsgalt
PSI komplexek nagyjabol azonos ardnyban tartalmaztak a kiilonb6z6 Lhca apoproteineket. Az
Uj PSl-jellegl-sc-ekben az Lhcb mennyisége kevesebbnek adddott, mint a PSI-LHCII
komplexben. A core fehérjékre valé normalas azért volt sziikséges, mert szerettiink volna a
Lhca fehérjék aranyaira fékuszalni a core proteinekhez viszonyitva. Ekkor az Lhca mennyisége
az 1-es és 2-es sav esetében nagyjabdl kétszerese volt a PSI-LHCII és PSI komplexhez tartozé

értékeknek (13/b. dbra).
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fehérjéinek 2. dimenzidban térténd SDS-PAGE elvdlasztdsa.
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Diszkusszio

A Mn-hidnyos allapotban a PSIl maximalis kvantumhatékonysag csokkenését (5. dbra)
kordbban Hani és Krieger-Liszkay (2024) is tapasztaltak. Az altalunk mért csékkenés mértéke
egyezik a kordbban mértekkel, igy megadllapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt rendszer
ugyanazt az élettani statuszt képviselte. A csokkenés hatterében a PSII reakcidocentrumok
noveked6 inaktivitasa all, hiszen Mn hidnydban a PSll reakcidcentrumok javitbmechanizmusai
és bioszintézise nem mehet végbe, illetve a nem-aktiv reakcidcentrumok részesedése

novekedik.

A membrankomplexek elvalasztasa el6tt a szolubilizalashoz f-DM-et és digitonint hasznaltunk,
ami jobban megtartja a komplexeket alkoté komponensek kdlcsonhatdsait (Sarvari és mtsai,
2022). A M. polymorpha PSIl komplexek — egyetértésben Harrer (2003) glicerin sUrdség-
gradiens centrifugaldssal nyert eredményeivel és az eddigi egyetlen BN vizsgalattal (Ueda és
mtsai, 2012) — hasonldak voltak az edényes ndovényekben talaltakéhoz (Sarvari és mtsai, 2022).
Fontos megjegyezni, hogy kifejlett novényekben a megjelend PSII szuperkomplexek aranyat a
kornyezeti hatasokon kiviil a szolubilizalasra vald érzékenységiik is befolyasolhatja. A Mn-
hidanyos és kontroll tilakoidmintazat hasonlésaga Osszefliggésben lehet azzal, hogy a telepek
z6ld részeiben, amibdl a tilakoidokat izolalni tudjuk (3. dbra), elég Mn van a tilakoidrendszer
normalis kialakuldasahoz, valamint a XRF térképezés alapjan (4. dbra) sem all fent sdlyosan Mn-
hidnyos allapot. Ugyanakkor a mas objektum és az enyhébb szolubilizalasi feltételek miatt az
edényes novényekhez képest Uj PSl-jellegl savokat (1, 2, 4.) és egy Uj antenna savot (5.) is

talaltunk (8. dbra).

A kontroll és Mn-hianyos telepek tilakoidszerkezetét jobban megvizsgaltuk a denzitogramok
kvantitativ kiértékelésével. A megnovekedett cit be/f komplex mennyiség (9. dbra) a Mn-
hidnyos novények esetében a CET aktivitds emelkedésével fligghet 6ssze (Messant és mtsai,
2023; Hani és Krieger-Liszkay, 2024). Bar a PSI mennyiségében nem lattunk valtozast, de
lehetséges, hogy tobb PSI vesz részt a CET-ban, és ez igényli a cit bs/f komplex mennyiségének
novekedését. Gradiens centrifugalassal izoldltak a CET-ben egyuttmdkod6 PSl-cit beg/f
komplexet (lwai és mtsai, 2010). Sajnos ilyen komplexet BN-PAGE-sel még nem sikeriilt
kimutatni. Bar a Mn hianya a kilsé morfoldgiat jelent6sen befolyasolta, de a komplex és

komplexformdk megoszldsdban nem lattunk valtozast (11. dbra). Ennek oka, hogy ezen
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megoszlasokat a telep zold részeibdl kinyert mintdiban tudjuk vizsgdlni, ahol elegendé klorofill
van jelen és a tilakoidszerkezet Mn-hiany altal kevésbé befolydsolt. A nagyobb antennaval
rendelkezd PSII szuperkomplexek nagyobb ardnyd megjelenésének oka (10. dbra) a PSIl és a
kiils6 antenndinak erdsebb kotdédése, nehezebb szolubilizdlhatésadga lehet. Kimutattdk
ugyanis, hogy Mn-hidny esetén M. polymorpha-ban nagyobb granumok vannak jelen (Messant
és mtsai, 2023), melyekben elképzelhet6, hogy a PSIl szuperkomplexekben a PSIl és
antenndinak kapcsolata is valtozik. Ennek megallapitdasa tovabbi vizsgalatokat igényel,
azonban eredményeink a PSIl szuperkomplexek szervez6désének Mn-hidny altali
befolydsoltsagdt mutatjdk. Emellett magyardazza a megoszldsokat, hogy kontraszelektalt
populaciét vizsgaltunk. Az er6sebben kot6dé antennaval rendelkez6 PSIl komplexek
megtartottak a szerkezetiiket, mig egy részik szétesett, melyeket szuperkomplex-

formajukban nem tudtunk vizsgalni.

Végiul a M. polymorpha-ban kimutatott Uj sidvokat és PSl-jellegli szuperkomplexeket
karakterizaltuk. A BN géleken kapott Uj sc sdvok mashol jelentek meg a géljeinken (6. dbra),
mint az edényes novényeknél (Sarvari és mtsai, 2022). A 2D fehérjemintazat (7. és 8. dbra) az
1-es és 2-es sc sav, valamint a 4-es sav PSl-jellegét sejtette, mivel tartalmaztak PSI core
fehérjéket. Ezek a komplexek molekulatomegiik alapjan nem tekinthet6k az 560 kDa tomeg
PSI komplex oligomerjeinek, azaz a kapott komplexek feltehet&en inkabb antennaméretiikben
kilénbodzhetnek. Ez volt az oka, hogy el6szor az antennafehérjéket probaltuk meg azonositani
(2. tablazat). Az antennafehérje-tartalom felmérésére ‘blast’-olast alkalmaztunk. Alboresi és
mtsai munkaja (2008) alapjan elmondhatd, hogy a reakciécentrum fehérjék a kilonb6z6
taxonok kozott konzervéltak, az Lhc fehérjék viszont nagyobb variabilitast mutatnak, ot
antennafehérjében ennek ellenére mégis csekély mértékl szekvencidlis eltérések vannak
jelen: az Lhcal, Lhca2, Lhca3, Lhcb4 és Lhcb5 fehérjében. Ezen fehérjék tehat
szekvencidjukban erésen konzervdltak, a mi vizsgaltunkban az Lhcal fehérjét leszdmitva az
Osszes erds homoldgiat mutatott M. polymorpha az A. thaliana kozoétt (2. tabldzat) és a
funkcidjuk is tébb, mint valdszinl, hogy megegyezik. Az atlagos szekvenciahasonldsag a két
faj kozott magasnak mondhatd (76,7+3,65%), hiszen kdztiik az evolucids tavolsag nagy, a kozos
6silik tobb szazmillio évvel ezelbtt élt. A. thaliana-ban a PSI-NDH szuperkomplex képz&déséhez
Lhca5 és/vagy Lhcab antennafehérje sziikséges (Koufil és mtsai, 2014). A 4. sdvban (az NDH

fehérje tartalma ellenére) feltehet6leg nem egy PSI-NDH szuperkomplex fut, hanem csak egy
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kisebb méretl NDH komplex, mivel nem valdszin(, hogy modellnévénylink genomja kédolja
az emlitett antennafehérjéket, igy a szuperkomplex létrejotte nem lehetséges (Ueda és mtsai,
2012). Az MS és a ’blast’ egylittes eredményei alapjan tehat az 1-es, a 2-es és 4-es savot PSI-
savnak mondhatjuk, hiszen tartalmazott PSI core, reakcidcentrum és Lhca fehérjéket, viszont
mindegyikben volt PSlI-hez tartozé fehérje is. Az 5-6s sav nem PSI sdv, mivel csak PSlI-hez
tartozo proteinek voltak benne jelen, f6képp Lhcb antenndk. Nem eldonthetd, hogy a PSI
savokban kimutatott Lhcb antennafehérjék a PSI-szuperkomplexhez tartoznak-e vagy

szennyezddésként vannak jelen, ill. az 5. (Uj) antennasav nem volt azonosithaté.

A PSI savok SDS-PAGE-sel tortént elvalasztdsa utdn, a gél kiértékelése soran azt tapasztaltuk,
hogy az Lhca3-ra to6rtén6é normadlas eredményeképpen a vizsgalt PSI komplexek nagyjabdl
azonos aranyban tartalmaztak a kiilonb6z6 Lhca apoproteineket (13/a. dbra), hasonldan az
edényes novényeknél megfigyeltekhez (14/a. dbra). A PSI-LHCII komplexben az edényes
novényeknél egy LHCII trimer van jelen (Pan és mtsai, 2013), viszont az Uj PSl-sc-ekben
kevesebb Lhcb fehérje volt jelen. Az Lhcb mennyiségekben nem igazan tudtunk kiilonbséget
tenni, tehat ennek alapjan nem zarhatjuk ki, hogy az 1-es és 2-es sc LHCII-t is tartalmaz, bar az
el6bbinél a PSIl szennyez6dés miatt ez nehezen donthetd el, az utdbbi 2. dimenzidban elvalt
savmintazata alapjan ez kevéssé valdszind. Biztosabb eredményekhez nagyobb mennyiségl
tisztabb komplexek vizsgalatara van szlikség. Eddigi eredményeink alapjan tehat, szemben a
zarvatermd, és mas viragos novények PSl-szuperkomplexeihez (14/a. dbra), az uj PSI
szuperkomplexek valdszinileg olyan jellegliek, melyeket megfigyeltek mar a Chlamydomonas
reinhardtti z6ldalgaban (Huang és mtsai, 2021) és a Physcomitrium patens lombosmoha
esetében egy preprint tanulmanyban is (Sun és mtsai, 2023), ahol az LHCI fehérjék egy
masodik Ovként is korbeveszik a PSI szuperkomplexet (14/b. dbra), ezzel elGsegitve a
maximalis PSI aktivitast, mely feltehetéen kilondsen fontos egy olyan él6lény szamara, amely
a vizi-szarazfoldi élet hataran igyekszik alkalmazkodni a valtozé fényviszonyokhoz (Gerotto és

mtsai, 2022).

33



a) L-LHCII

14. dbra - Egy virdgos névény, a Pisum savitum (borsd) PSI komplexe (Pan és mtsai, 2013),
ahol a PSI-hez LHCII trimer kétédik (a). Physcomitrium patens PSI komplexe (Sun és
mtsai, 2023), melyben a Lhca antenndk dupla 6vként veszik kérbe a PS/

reakciocentrumat (b).
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