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Osszefogalas

Az Acaryochloris marina egysejtii cianobaktérium kivételes a fotoautotrof él6lények
kozott. Legegyedibb tulajdonsaga, hogy a fotoszintetikus centrumainak f6 pigmentmolekulaja
a Kklorofill-d. Ez lehetévé teszi, hogy energiaforrasként a napfény infravoros kozeli
tartoményat is hasznositsa. Kdilonleges tulajdonsdgai  miatt  vilagszerte sz&mos
kutatdcsoportban vizsgaljak a genomi 0Osszetételét, fotofiziologias, fotoakklimacios
tulajdonsagait, pigmentdsszetételét és a klorofill-d bioszintézist. Jelen dolgozat és kisérlet
célja, hogy az Acaryochloris marina D1 fehérjéinek funkciojat és aktivitasat megvizsgaljuk és
dsszehasonlitsuk méas cianobaktériumok D1 fehérjéivel és génjeivel. A vizsgalt organizmus
psbA génje 3 kopiaban talalhato a genomban. Ebbdl 2 kopia (AMI1 2166, AM1 2889)
nukleotidszekvenciaja 97 %-ban, aminosav-szekvenciaja pedig 100%-ban azonos egymassal.
A harmadik kopia (AM1_0448) aminosav-szekvencidja csupan 61 %-0s azonossagot mutat a
tobbivel. Az aminosav-sorrend ilyen mértékii eltérése miatt a fehérje funkcioja és mitkodése
kérdéses. A nagyfoku eltérés miatt a fehérje inaktiv is lehet, ami a fotoszintetikus folyamatok
szabalyzasanak, esetleg a fénygatlas kivédésének, illetve az Acaryochloris marina
fényszegény kornyezethez valé alkalmazkodasanak egyik fontos eleme lehet. Példaul a
Thermosynechococcus elongatus BP-1-ben ismert jelenség, hogy magas fényintenzitas
hatasara a PSII komplexben karosodott D1 fehérjéket egy eltérd szekvencidji kopiara cseréli,
ami eltéré biofizikai tulajdonsagokkal rendelkezik. Annak érdekében, hogy a két fehérjét
kilén tanulmanyozhassuk, olyan cianobaktérium sejtvonalakat kellett Iétrehozni, amiben
csupan egy valtozat génje van jelen. Ezért az AM1_ 0448 és AM1 2166 psbA gént pDF
ingavektorba klonoztuk. A gének konstitutiv expresszidjat a plazmid trc prométere hajtja. A
létrehozott plazmidkonstrukciokat D1 fehérjét kddold géneket nem tartalmazd ApsbA
Synechocystis sp. PCC6803 sejtekbe transzformaltam. A komplexek fotoszintetikus
aktivitasat O, fejlodés mérésével és OJIP méréssel vizsgaltam, kilonds tekintettel arra,
amelyik az AM1_0448 psbA altal kodolt D1 fehérjét tartalmazta.



Bevezetés

Acaryochloris marina

Az Acaryochloris marina MBIC11017 felfedezését 1997-ben publikélta elészor
Miyashita és kutatdcsoportja (Marquardt et al. 1997). A vonalat 1993-ban fedezték fel a
nyugat csendes-oceani Palau szigeteknél egy helytiild zsakallat, a Lissoclinum patella
(Ascidiacea) kiils6 és belsé felszinén. Ez a cianobaktérium az eddig ismert egyetlen olyan
fotoszintetizalo él6lény, melynek elsédleges pigmentmolekulaja a klorofill d. Mostanaig 5
vonalat izoléltak és tenyésztettek sikeresen és szdmos filotipust kilonitettek el. Széles
elterjedésiiket és diverzitasukat tukrozi, hogy a fajt tovabbi alfajokra osztjak (Loughlin, Lin,
and Chen 2013).

1. abra: Elektronmikroszképos felvételek az Acaryochloris marina cianobaktériumrol. A
felsé képen alginat polimer pérusaiban aggregélodott sejtek lathatdéak. (SEM) Jelmagyarazat
az also képhez (TEM): Om (kiils6 membran), Tm (tilakoid membran) Cy (citoplazma), Ca
(karboxiszoma), Pg (peptidoglikan) (Loughlin, Lin, and Chen 2013)



Globalis elterjedese alapjan az Acaryochloris marina alkalmazkoddképessége rendkivili.
Legnagyobb evollcids elénye a szokatlan pigment kompozicid, mellyel az infravoros-kozeli
sugarzast hatékonyan képes fotokémiai munkara forditani. igy olyan ékoldgiai fillkét is képes
betdlteni, amelyben a fényforrasért mas fotoautotrof organizmusokkal nem kell versengenie.
Amellett, hogy a klorofill d a teljes klorofilltartalmanak 90-99%-at teszi ki, az élévilagban
eddig teljesen egyedulalléan C6°(6°S) kiralitasu a-karotint allit el (Loughlin, Lin, and Chen
2013; Swingley et al. 2008).
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2. abra: A klorofillok abszorpcids spektruma és a klorofill d szerkezete. A klorofill d
abban kilonbozik a klorofill a-t6l, hogy az A gyiirii C3 pozicioban egy elektronnegativ formil-
csoportot tartalmaz, ami megvaltoztatja a tetrapirrol hosszanti tengelye mentén az elektronok
eloszlasat. Ez az elnyelési maximum eltolodasat eredményez az infravoros kozeli tartomany
felé, amit az Acaryochloris marina kihasznal fényszegény kérnyezetében. (Loughlin, Lin, and
Chen 2013)



Fotoszintetikus védelmi és akklimacids rendszerek

A tilakoidmembranba agyazott fotoszintetikus fehérjekomplexek kozponti szerepet
jatszanak a fotoautotrof sejtek muikodésében. A fényfiiggd reakciok zavartalan miikodése
elengedhet len, hiszen a folyamatok soran keletkez6 és elvezetett elektronok révén, illetve a
protonok lumenbe juttatasaval jon létre az ATP szintéziséhez sziikséges H'-gradiens, és a
Calvin-ciklusban felhasznalodo NADPH.

Ezen komplexek 6sszetételének és miikodésének szabalyozasa |étfontossaglu a sejt
szdmara. A kilonbozé fényviszonyokhoz alkalmazkodott cianobaktériumok valtozatos
szabalyozasi mechanizmusokat alkalmaznak a fénygétlas elkerllése érdekében. Ennek egyik
fontos eleme, a D1 fehérje de novo szintézisének és degradaciojanak szabalyozasa. A
cianobaktériumok az eukaridtakkal ellentétben gyakran hordoznak tébb psbA gént, melyek
elsésorban az intenziv D1 szintézishez biztositnak transzkriptum allomanyt. Az egyes psbA
gének szekvencidja olykor eltéré lehet, igy a paraldgok variancidja kiilonbozé biofizikai
tulajdonsagu D1 izoformékat eredményezhet. Kiilonb6z6 fényviszonyok esetén az eltéré D1
fehérjek szelektiven épulhetnek be a PSII komplexekbe és optimalizalhatjak az fotoszintetikus

elektrontraszport-folyamatokat.

1. tAblazat: A cianobakterialis fotoszintetikus komplexek. A PSII komplex funkcioja a viz
fényindukalt bontdsa, a toltésszétvalasztas és a keletkezo elektronok elvezetése. A PSII
komplex miikédése sokrétii és bonyolult folyamat, melyben a D1 fehérjének kiemelt szerepe

van (Vermaas 2001).

Kédolé . -
Komplex ,odo ° Egysegei Kofaktorok Funkcid
gén neve
D1, D2, Mn, Ca, Cl, Fe, PQ,  fényindukalt vizbontas,
PSII psb CP43, CPA47, klorofill, cyt bssg, toltésszétvalasztas, PQ
psbO feofitin redukcioja
klorofillok, K1
L fényindukalt PC/ cyt Css3
PSI psa psaA, psaB vitamin, FeS oxidécio, Fd redukcié
centrum




A Thermosynechococcus elongatus BP-1 cianobaktérium genomja példaul 3 kdpiaban
tartalmazza a D1 fehérje génjét. UV-B és intenziv (500 pmol m™?s™) megvilagitas hatéséra a
transzkriptumok legnagyobb része a psbA3 génrdl irddik at, melynek terméke eltérd biofizikali
tulajdonsagokkal rendelkezik. A normal psbAl-r61 atirodd D1 fehérje lecserélése
megakadalyozza a sejt kdrosodasat, melyet a fotokémiai munkéra nem fordithatd, hd és
fluoreszcens sugarzas formajaban nem leadhat6 tobbletenergiat okozna. (Kos et al. 2008)

Hasonlé szabalyozési elv érvényesil a Synechococcus sp. PCC7942 baktériumban, ahol
szintén kétféle D1 izoforma talalhatd (génjeik a psbAl, psbAll és psbAlll). UV-B sugarzas s
ers fehér fény (500-1000 pmol m™?s™) hatasara a psbAll-rsl és psbAlll-rél atirédé D1:2
forma szelektiven felvaltja a psbAl-rél atirdd6 D1:1 tipust (Sane et al. 2002). A csere érinti a
toltésszétvalasztas hatékonysagat és a toltésrekombinaciot is.

A Synechocystis sp. PCC6803 genomjaban szintén harom kopidban talalhat6 a D1 fehérje
génje (psbAl, psbA2 és psbA3). Itt azonban az psbA mMRNS-ek tébb, mint 90%-at a psbA2 és
psbA3 adja, expresszidjukat egy fényre indukalodod, erés promoter szabalyozza. A harmadik
gén fehérjeszekvencidja némileg eltér a masik kett6tol, de ennek kifejez6dése és funkciodja is
kérdéses. (Sicora et al. 2006)

Az Acaryochloris marina AM1_0448 psbA génje olyan D1 fehérjét kodol, melynek
aminosav-szekvenciaja csupan 61 %-0s azonossagot mutat a masik 2 D1 kopidval. Ha a
divergens fehérje mikodésképtelen és képes beépiilni a PSII komplexbe, akkor ez
fotoszintetikus folyamatok szabalyzasanak és fénygatlas kivédésének eddig még ismeretlen
formaja. Habar a gén kifejezédésének mértéke UV-B vagy erds megvilagitas hatasara
jelentésen nem valtozott, mégis szerepet jatszhat a fényszegény kornyezethez vald
alkalmazkodasban, esetleg ’rogue’ D1 fehérjeként kapcsolatban allhat a nitrogén
metabolizmussal is. (Kiss et al. 2012; Loughlin, Lin, and Chen 2013)



Célkituzések

Az Acaryochloris marina PSII komplexében talalhaté D1 fehérje génje tobb kopidban is
jelen van a sejtben. Ebbdl a 2 képia (AM1_2166, AM1_2889) altal kddolt D1 fehérjék
aminosav-szekvenciaja teljesen azonos egymaéssal. A harmadik, divergens fehérje
(AM1_0448) csupan 61 %-o0s aminosav-szekvencia azonossagot mutat a tobbivel és mas
cianobaktériumok D1 fehérjéitdl is jelentsen kiilonbozik. A sejtben mindkét izoforma jelen
van, ezért biofizikai tulajdonsagaik kulon-kalon nem vizsgalhatoak. Annak érdekében, hogy a
két fehérjét kilon tanulmanyozhassuk, olyan cianobaktérium sejtvonalakat kellett l1étrehozni,
amiben csupéan egy véltozat génje van jelen. Ahhoz, hogy az Acaryochloris marina D1
fehérjéinek funkciojat és mitkodoképességét megvizsgalhassuk, sziikség van egy psbA
géneket nem tartalmazd, konnyen transzformalhaté és noveszthetd, jol ismert PSII
komplexxel rendelkez6 cianobaktériumra. A D1 izoformék fotoszintetikus aktivitdsabol
megallapithatjuk, hogy képesek-e beépulni a PSIlI komplexbe, képesek-e részt venni a
fotoszintetikus elektrontranszportban, és ha igen, milyen hatasfokkal. E gondolatmenet
mentén a kovetkezd célt, 1épéseket tiiztiik ki: Osszehasonlitjuk az A. marina D1 illetve az
azokat tartalmazé PSII komplexek fotoszintetikus tulajdonséagait. Ehhez a vizsgalathoz olyan
cianobaktériumokat allitunk eld, amelyek genetikai allomanyaban csupan egyetlen psbA gén
talalhato.

Ezen cél eléréséhez az alabbi Iépéseket terveztiik végrehajtani:

1) Olyan rekombinans plazmidok tervezése és létrehozasa, amelyek kilon-kalon
tartalmazzak az Acaryochloris marina AM1_2166, AM1_0448 psbA géneket, valamint a
Synechocystis sp. PCC6803 sajat pshA2 génjét.

a) trc-0448psba-pDF, trc-2166psbA-pDF, trc-6803psha-pDF

2) A konstrukciok transzformalasa kompetens Escerichia coli baktériumokba, a plazmidok
sokszorozasa, preparalasa és tisztitasa.

3) Transzgénikus cianobaktériumok léterhozasa, ApsbA Synechocystis sp. PCC6803
transzformalasa a klénozott plazmidokkal.

a) trc-0448psha-pDF/ trc-2166psbA-pDF/ trc-6803psha-pDF::ApsbA Synechocystis sp.
PCC6803
4) A mutans, transzgénikus cianobaktériumok a fotoszintetikus aktivitdsanak és a

plazmidrol kifejez6d6 D1 fehérjéik vizsgalata biofizikai modszerekkel.



a) A Kklorofill a fluoreszcencidjanak meghatarozasa OJIP transziensek meghatarozasa
altal.

b) A sejtek oxigén termeld képességének mérése.



Anyagok és mddszerek

In silico tervezés

A munkaim soran rendszeresen hasznaltam a Vector NTI Advance® programot ami a
klasszikus molekuléris biolégiai munkafolyamatok megtervezése mellett modernebb
technologiakhoz is segitséget nyujt.

Lehetéségiink van miRNS, shRNS interferenciaproba, gPCR primerpar és TagMan®
Gene Expression Assay megtervezésére. A programmal a DNS szekvenalas soran leolvasott
szakaszokat kontigokba illeszthetjuk, gének joslasat és annotélasat is elvégezhetjik. A DNS
és aminosav szekvenciak Kiterjedt vizsgalatat segiti, hogy szamos kiils6 adatbazissal és

szolgéltatassal van dsszekapcsolva (példaul GenBank, EXPASy, EMBL, BLAST).
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3. abra: Az AM1_0448 psbA gént hordozé rekombinans plazmid. Az inszerttel egyiitt a gen
transzlacios STOP (T1, T2) jelei is be lettek épitve a plazmidba.

Megkonnyiti a szekvencidk tdbbszorés (multiple alignment) és paros (pair-wise

alignment) illeszteset, DNS és fehérje motivumok keresését vagy a fehérjék haromdimenzids
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szerkezetének joslasat. En a PCR-hoz sziikséges primerek termodinamikai paramétereinek
kiszdmoléaséhoz, a tesztemésztések varhaté fragmentumainak meghatarozasahoz, valamint a

rekombinans plazmid in silico létrehozéséhoz hasznaltam.
A rekombinans plazmidok létrehozésa, klonozasa Escherichia coli-ban

A plazmidokat klasszikus molekularis bioldgiai modszerekkel hoztam létre (Sambrook
and Russell 2001). Az E. coli tenyészetekhez LB (Lysogeny Broth) és TB (Terrific Broth)
tapoldatot, valamint LB szilard agarlemezt hasznaltunk. (Bertani 1951; Hobbs, K. D. Tartof
1987) A tenyészeteket 37°C-on ndvesztettiik, a folyadékkultdrakat 250 rpm sebességgel
razattuk. A kisérletek sordn a PCR-okhoz minden esetben a Bioer Technology Co. Ltd. &ltal
gyartott TC-24/H(b) tipusu Thermo Cyclert hasznaltuk. A transzformans E. coli kolonidkkal
elvégzett colonyPCR-okhoz Taq Polymerase Mastermixet (Thermo Scientific) hasznaltunk, a
klonozésra szdnt DNS fragmentumokat pedig a Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase és
Phire Hot Start Green DNA Polymerase (Thermo Scientific) enzimekkel amplifikaltuk. A
gélelektroforézishez minden esetben 0,8 % agar6z gélt ontéttink (SeaKem® LE Agarose),
pufferként 1x TBE (TRIS-borat-EDTA) oldatot hasznaltunk. Az elvalasztasokat Cleaver
Scientific mini, midi kadjaiban omniPAC CS-500V MAXI aramforrassal végeztik. A
nukleinsavakat GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain-el (Lonza) festettiik, markerként az
O’GeneRuler #SM1163 (Thermo Scientific) létrat hasznaltuk.

Az inszertek amplifikalasat és az ehhez szilkséges primerek megtervezését a csoportom
mas tagjai végezték el. Templatként az Acaryochloris marina MBIC11017 genomi DNS-e
szolgalt, a polimerizaciot a Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase katalizalta. A termékek
tisztitdsat a GeneJET PCR Purification Kit segitségével a gyartd utasitasa alapjan végezték el.
Az inszertek 3’ végét FastDigest Kpnl, az 5’ végét Spel restrikcidos endonukleazzal
emésztették a gyarté (Fermentas) utasitasa szerint. A Kpnl sajat puffer oldataban is csak 20-
50 %-os hatékonysaggal mikodik, ezért hasznaltak a FastDigest Kpnl valtozatat, ami egy
nagyobb hatasfokkal vago enzim.
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2. tablazat: A vizsgalandd géneket tartalmazé rekombinans plazmidok. A restrikcids
térképezésnél a Hindlll, Hincll és BstEl enzimekkel az inszert meglétét igazoltuk, az Ncol a

vektort vagta fragmentumokra.

Inszert

) . . , Ellenorzéshez
Gén neve merete Plazmid neve Mérete (bp) , .
2 hasznalt enzimek
(bazispar)
AM1_0448 psbA 1313 trc-0448pshA-pDF 10393 Ncol, HindIlI
AM1_ 2166 psbA 1302 trc-2166psbA-pDF 10382 Ncol, Hincll
slr1311 pshA2 1217 trc-6803pshA-pDF 10297 Ncol, BstEl

A géneket egy spanyol kutatdcsoport altal megalkotott cianobakterialis ingavektorral
juttatuk a sejtekbe (Guerrero et al. 2012). A vektort 3 véltozatban kaptuk meg, kilénb6z6
promoterekkel ellatva. A Pioc IPTG, mig a Pea Co** hatésara inicialja az altala szabalyozott
gén expressziojat, de celjainak a konstitutiv kifejez6dést biztositd Py felelt meg a legjobban.
Az EFEh (etylene-forming enzyme) gént a FastDigest Kpnl és Pstl enzimek segitségével
irnyitottan cseréltik le az A&ltalunk vizsgalni kivant fehérjek génjeire. pDF-trc-EFEh
plazmidot a két endonukleazzal 37°C-on egy Oran at emésztettem. Az reakcio lejatszodasa
utan az enzimeket egy 80°C-o0s, 20 perces lépéssel inaktivaltam. Az emésztési elegyet agardz
gélre felvittem, a fragmentumokat gélelektroforézissel 70 V-on elvélaszottam. A ~9080
bazispar hosszlsagu fragment az EFEh nélkili linearis pDF-nek felel meg. Ezt a savot steril
pengével kivagtam, a DNS-t GenElute™ Gel Extraction Kittel izolaltam a gélbdl és
feltoltott DNS tobb mint a fele elveszik, igy a kapott oldatok nagyrészt alacsony
koncentracidjuak. Ez a ligalasi elegy osszeallitasanal hatranyos lehet, ezért az oldatot
vakuumszaritoval toményitettem.

A pDF/Kpnl; Pstl fragmentet ligaltam kulon-kulén az AM1 2166, az AM1 0448 és a
Synechocystis psbA2 génjével. A reakciot 37°C-on egy éran at végeztem a Fermentas T4

Nucleotide Ligase enzimmel. Az elegyet a szerz6 utasitasa alapjan allitottam 0ssze.
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2. tablazat: A kisérletek soran hasznalt Escerichia coli vonalak. Az XL1 Blue vonal
kanamicin-rezisztens, az F plazmidon hordozott Tnl0 operonnak koszénhetden. A sejtvonal
hsdR17 (EcoKl), recAl (rekombinaz) és endAl (endonukledz) mutdcioinak kéoszonhetéen
konnyebben transzforméalhato, a plazmidpreparaldsok hozama pedig nagyobb. A DH5 «a a
konjugacidhoz hasznalt sejtvonal. A pRK2013 plazmidon hordozza a konjugéaciohoz sziikseges

mob és tra régidkat valamint a kanamicin rezisztenciaért felelés aminoglikoziddzt.

E. coli vonal neve  Genotipusa

endAl, gyrA96 (naIR), thi-1, recAl, relAl, lac gInV44, hsdR17 (r<’ mg’),
F[::Tn10, proAB™, lacl’, A(lacZ)M15]

XL1-Blue

supE44, AlacU169 (®lacZAM15), recAl, endAl, hsdR17, thi-1, gyrA96,

DHS a R
relAl, pRK2013[::Km™ oriColE1 RK2-Mob+ RK2-Tra+]

A ligélt konstrukciokat kémiailag kompetens Escerichia coli XL1 Blue és DH5-a
sejtekbe transzformaltam. A sejtek kompetennseé tételét magam végeztem el a Molecular
Cloning: A Laboratory Manual alapjan (Sambrook and Russell 2001). A transzformé&cios
hatékonysag normal korilmények kozott nevelt és tartott E. coli-nal alacsony, mivel a sejtek
felszinén talalhato lipopoliszacharidok, lipoproteinek dssztoltése negativ, ami taszitja a DNS
makromolekuldkat. Ezért a transzformaland6 baktériumokat MgSO,4, MgCl, és KCI tartalmu
folyékony tapoldatban neveljik ~0,5 ODggo értékig, alacsony (~20°C) hémérsékleten. Az
exponencialis novekedési fazisban 1év6 baktériumok sejtfala vékony, a sejtmembran zsirsav-
Osszetetele pedig az alacsony ndvekedesi hémérsékletnek koszonhetéen olyan lesz, hogy a
transzformalasi hésokk hatasara fluidda valjon. A sejtekkel szigortan jégen dolgozunk, hogy
a membran még fluidabb legyen. A lefugalt sejteket KOH, CaCl, és MnCl, tartalmi TB
pufferoldatban felszuszpendéljuk és DMSO-t adunk az oldathoz. A Ca®* kovalensen kot a
sejtfal egyes komponenseihez és képes a negativ toltésti nukleinsavak elektrosztatikus
vonzasara. A DMSO-nak (dimetil-szulfoxid) koszonhetéen pedig a kompetens sejtjeinket
tarolhatjuk -80 °C-on, mivel ez a vegyiilet megakadalyozza a sejteket roncsold jegkristalyok
kialakulasat.

A kompetens E. coli XL1 Blue és DH5-a vonalat Pope B. 5 perces protokollja alapjan
transzformaltam. (Pope and Kent 1996) A jégen kiolvasztott baktériumokhoz ~200 ng

rekombinans plazmidot adtam, majd az elegyet 5 percig jégen inkubaltam. Ezt 50 pg/ml
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spektinomicint tartalmazo, 37°C-ra elémelegitett szelektiv LB agarlemezre szélesztettem. A
lemezen feln6tt koldnidkat izolaltam és folyékony LB+Spec tapoldatban 37 °C-on tovébb
novesztettem. A szelektiv lemezek mellett minden esetben kontroll lemezeket is készitettem.
A kiolvasztott sejtek életképességét 15 pg/ml tetraciklint tartalmazo LB lemezen teszteltem, a
spektinomicin ellen kialakul6 rezisztencia mutacios ratajat pedig LB+Spec lemezen

becsultem meg.

=2 || Re-blank | Print Screen | Recording Measurement complete 5/23/2014 12:33 PM Exit I
Measure| Blank [Print Report | Show Report User |Default

Overlay control  Clear graph each Sample V] Sample DNA-50 - I
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4. &bra: Az egyik rekombindns plazmid koncentraci6jdnak mérése ND-1000
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Spectrophotometerrel. A nukleinsav oldatok tisztasagat altaldban az OD2/ODgogp €S
OD260/OD230 alapjan  hatdrozzuk meg. A leggyakoribb szennyezédések a  fehérjék,
szénhidratok, EDTA, és a fenol. Ezen vegyiiletek 280 nm és 230 nm kézelében erdsen
abszorbealnak, a nukleinsavak pedig 260 nm-en mutatnak elnyelési maximumot, ezért ez a 2
hanyados alkalmas a DNS és RNS oldatok tisztasaganak meghatarozasara. Az abran lathat6

preparatum igen tiszta, GeneJET Plasmid Midiprep Kittel késziilt.

A folyadékkultarakbdl plazmid DNS-t prepardltam, a laborunkban altalanosan hasznalt
’plazmid boiling miniprep’ modszer alapjan. A modszer elénye, hogy gyors, magas hozamu a
szilkséges vegyszerek pedig olcsok. Hatranya, hogy a preparatum tisztasaga rosszabb (~1,5
OD260/OD2gp) mint a kommercialis kittel késziltek esetén. Az RNS szennyez6dést RNaz H
enzimmel, a sejttérmeléket pedig fenol-kloroform szerves folyadékfazis-extrakcioval

tavolitottam el. A kapott oldat nukleinsav-tartalmat fotometriasan, DNS tartalmat pedig
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gélelektroforézissel ellendriztem. Ha a gélen latszott a cirkuldris plazmidokra jellemzo
mintazat, akkor az adott minta szekvencidjat restrikcios endonukleazokkal ellendriztem. A
cianobaktériumok természetes transzformélasahoz és elektroporaldséhoz viszonylag nagy
mennyiségli plazmidra van sziikség (1-10 pg/ml), ezért az igazoltan transzformans
koldéniakbol a Thermo Scientific altal gyartott és forgalmazott GeneJET Plasmid Midiprep Kit

segitségével nagy mennyiségll és nagy tisztasag plazmidot preparaltam.

Cianobaktériumok transzformaléasa, tenyésztése

A Synechocystis genetikai modositasara szamos jol kidolgozott, hatékony mddszer
letezik. Transzforméalhatéak természetesen, konjugacidval és elektroporacioval is.
Létrehozhatunk mutansokat homoldg rekombinacioval, Tn5-transzpozon inszercids
mutagenezissel vagy fuziés PCR-ral. A Synechocystis fakultativ fotoheterotrof, tehat gyenge
megvilagitasnal képes a gliukozt is szénforrasként felhasznalni. (Berla et al. 2013; Nagarajan
et al. 2014)

A Kkisérletek soran felhasznalt ApsbA Synechocystis sp. PCC6803 muténs sejtvonalat
Julian Eaton-Rye professzor bocsatotta rendelkezesiinkre. A psbA2 gént kloramfenikol
kazettaval helyettesitették, a psbAl és psbA3 géneket pedig markermentes delécios
technikaval Gtotték ki. A mutans és vad tipusu cianobaktériumokat minden esetben 50 ml
folyékony, standard BG-11 tapoldatban (Rippka et al. 1979) névesztettiik 40pmol foton*(m?)”
x5 fehér fényen, 3%-0s CO,-ra dusitott levegdben, 30°C-on egy Gallenkamp sikrazéban,
ami a tenyészeteket 120 rpm sebességgel forgatta. Az oldatokhoz 5 mM gliikdzt és 20 pg/ml
kloramfenikolt adtunk. A 25 ml-es BG-11 agarlemezeken novekvé sejteket minden esetben
30°C-on, fehér fényen tartottam. A tenyészetek novekedését fotometriasan kdvettik 720 nm-
en egy Shimadzu UV-1601 tipusu spektrofotométerrel.

A standard BG-11 agarlemezekben a cianobaktériumok szamara optimalis pH tartomanyt
a HEPES (4-(2-hydroxietil)-1-piperazin-etanszulfanat) pufferolja. Csoportunk
vendégkutatoinak javaslatira a HEPES helyett kiprobaltuk a TES (2-[[1,3-dihidroxi-2-
(hidroximetil)-propan-2-ilJamino]-etanszulfonat) tartalmd BG-11 lemezt, illetve NaHCO;
hozzaadasaval probaltuk novelni a transzformans cianobaktériumok eletképessegét és
novekedeési sebességét. Javaslatukat azzal indokoltak, hogy a HEPES képes reaktiv hidroxil-
gyokok kepzésére, ami réveén jelentés stresszforras, csokkenti a megjelené transzformans

koléniak szamat (Simpson et al. 1988). A csoportunk mas tagjai valtozo6 HEPES
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koncentracioju BG-11 tapoldatban végeztek nodvekedési kisérleteket vad tipusi és ApsbA
Synechocystis mutanssal is, de jelent6s eltérest a normal novekedést6l nem tapasztaltak.

A rekombindns plazmidok sejtbe juttatdsdt eldszor természetes transzformalassal
prébaltam. Az exponencialis novekedési fazisban (0,6-1,0 ODy75) 1évé ApsbA Synechocystis
tenyészetb6l 3 mi-t lefugaltam és 200 pl friss BG-11 oldatban felszuszpendaltam. Ezutan ~10
ug/ml koncentracioban (a lefugélt kultira térfogatara vonatkoztatva) hozzdadtam a bevinni
kivant plazmidot, majd 30°C-on, fényen tartva 100 rpm-es razatassal Bioer Rocker-Shakeren
inkubaltam 5 draig. Az elegyet antibiotikum-mentes BG-11 agarlemezre Kiszélesztettem és
egy napig 30°C-on fényen tartottam, hogy a transzformans sejtek akkumulaljak a plazmidrol
atiroddé amidoglikozilazt (spektinomicinrezisztencia génjének terméke) és a transzforméalas
okozta stresszallapotot mérsékeljék. Masnap az agarlemez alad spektinomicint rétegeztem 15
pg/ml koncetracidéban és 30°C-on, fényen tartva inkubaltam. A vad tipusd Synechocystis
duplazasi ideje fehér fényen tartva, folyékony tapoldatban is ~6-12 6ra, szilard lemezen pedig
még lassabban nének. A transzformans kolonidk megjelenése ezért legalabb egy hét. A
megjelend Kkolonidkat magasabb, 25 pg/ml spektinomicin koncentréciéju BG-11 lemezre
atoltottam és Gjabb 1 hetet inkubaltam.

Ezen a lemezen megjelend kolonidkat mar folyékony 25 pg/ml spektinomicin
~0,5 OD7y értéket elérte. EbbSl 100 ul-t eppendorf csében izolaltam, hogy a rekombinans
plazmidok jelenlétét PCR segitsegével is igazolni tudjam. Ahhoz, hogy a sejtb6l a
plazmidokat kinyerhessem, fagyasztas-forralas maodszerrel sejtfeltarast végeztem. A
fagyasztas folyékony nitrogénben (legfeljebb -196°C), a forralas egy 95°C-ra melegitett
termosztatban tortént, az extrém hémérsékleti kiillonbség miatt tovabbi detergensek, szerves
oldészerek hozzaadasara nincs szilkség. Az oldatokbdl 1-1 pl-t templatként felhasznalva
elvégeztem a PCR-okat. A reakcikhoz Phire Hot Start DNA Polymerase enzimet hasznaltam.
Ez az enzim extrém pontossagl (a hibéazasi arany ~0,4*107), magas processzivitassal és
robusztussaggal jellemezhetjuk. Az elongacios idéket minden esetben az enzim ~20s/kb
sebessége és az amplikon hossza alapjan hataroztam meg. Az enzimet egy elézetes, 98°C-0s 1
perc hosszU lépéssel aktivaltam. A reakcio utan az elegyek DNS tartalmat 0,8 %-0s agardz
gélen elektroforézissel vizsgaltam meg.

A természetes transzformalasnal legaldbb 1 nagysagrenddel hatékonyabb modszer az
elektroporalas. A technika Iényege, hogy a nagy ellenallasu (legaldbb 600 Q)- oldatban
felszuszpendalt sejteknek egy rovid, nagyfesziiltségii impulzust adunk. A sejtmembranon igy
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nanométeres nagysagrendii porusok keletkeznek, amit viz tolt ki, ezen keresztll pedig a
plazmidok szabadon a sejtbe diffundalhatnak. A technika egyik hatranya, hogy
sejttipusonként optimalizalni kell. Cianobaktériumoknal ez mar szamos egysejtii és fonalas
fajra megtortént, igy a Synechocystisnél is. A folyamathoz exponencialis ndvekedési fazisban
1év6 sejttenyészetet hasznaltunk (jelen esetben 0,3-0,5 OD7z). A tenyészetb6l ODz,o-t0l
fiiggben 1 vagy 2 ml-t 4°C-on, 5000 g-vel lecentrifugaltunk. A sejteket fél terfogatnyi majd
Ujabb centrifugalas utan negyed térfogatnyi steril, jéghideg vizben &atmostuk. Ujabb
centrifugalas utan steril, desztillalt vizben felszuszpendaltuk és 40 ul-t egy elektroporald
kiivettaba (BioRad Gene Pulser®, 0,2 cm) mértink. A szuszpenzidhoz 2ug plazmidot adtam
és 3 percig jégen inkubaltam. Az elektroporalas egy 4 ms-os 2,5 kV fesziiltségii impulzussal
tortent (a desztillalt viz ellenalldsa 20°C-on 18 kQ). A sejteket ezutdn 5 ml glikoz tartalmd
BG-11 oldatban a fent leirtak szerint egy napig ndvesztettem, majd 25 pg/ml spektinomicint

tartalmaz6 BG-11 lemezre szélesztettem.

3. tablazat: A D1 fehérjék vizsgalatara létrehozott transzgénikus cianobaktériumok.
Altalanossagban elmondhaté, hogy a transzformalas hatékonysagat csokkentette a

rekombinans plazmid nagy mérete.

Transzgénikus cianobaktérium neve Sikeres transzformalas mddja
trc-0448psba-pDF in ApsbA Synechocystis sp. PCC6803 konjugécio
trc-2166psba-pDF in ApsbA Synechocystis sp. PCC6803 konjugécio
trc-6803psba-pDF in ApsbA Synechocystis sp. PCC6803 természetes transzformalas

A fent leirt technikak relativ eredménytelensége miatt egy harmadik modszert, a
konjugéciédt is kiprobaltam. Ennek lényege, hogy a transzformalandd ApsbA Synechocystis
sejtekhez olyan E. coli sejteket keverlink, amely a rekombinans plazmid mellett ,helper”
plazmiddal is rendelkezik. A ,helper” plazmid tartalmazza a konjugaciohoz sziikséges mob és
tra régidkat, ellenben a rekombinans plazmiddal. A mar transzformalt DH5-a sejteket 5 ml 50
ug/ml spektinomicin tartalmu LB tapoldatban 37°C-on, 250 rpm-es rdzatassal ~0,25 ODggo
értékig novesztettem. A sejteket lefugaltam, majd 1 ml BG-11 oldatban felszuszpendaltam. A
ApsbA Synechocystist a korabban leirt médon a tapoldat ~0,4 OD73g értékéig novesztettem. A
két baktériumkultarat egy 50 ml végtérfogati BG-11 oldatba (1 V% LB, 5 mM glikoz)
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Osszeontottem és a Gallenkamp sikrazatonkban egy napig novesztettem. A kevert kulturabdl
200 pl-t antibiotikum-mentes, 5 mM gliikozt tartalmazoé BG-11 lemezre szélesztettem és egy
napig 30°C-on, fényen inkubaltam. Méasnap az agarlemez ald 10 pg/ml koncentracidban
spektinomicint rétegeztem. Az ~1 hét utan megjelené kolonidkat atoltottam egy 25 pg/ml
spektinomicin koncentracioju, 5 mM glukdzt tartalmazdé BG-11 lemezre. Ezen a lemezen
ujabb egy hét utan megjelend kolonidkat BG-11 oldatba oltottam és a korabban leirt médon
PCR segitségével ellendriztem, hogy tartalmazzak-e a rekombinans plazmidot. Egy olyan
koléniat, ami a PCR sordn hatarozott, pozitiv jelet adott, 50 ml BG-11 oldatban
felndvesztettem (~2-3 OD730-ig) és legalabb 10 darab 1,5 ml-es eppendorf csébe mérve -

80°C-os mélyhtitébe elraktam.

=

5. dbra: Traszgénikus cianobaktériumok BG-11 agarlemezen és tapoldatban. A bal oldali
lemezen a trc-6803psha-pDF in ApsbA Synechocystis sp. PCC6803 vonal koloniai a jobb
oldali lombikban pedig a trc-2166psba-pDF in ApsbA Synechocystis sp. PCC6803 vonal
tenyészete lathato.

Fotoszintetikus aktivitas mérése

Az ApsbA Synechocystis mutansba transzformalt Synechocystis psbA3, az AM1 2166 és
az AM1 0448 psbA gének altal kodolt D1 fehérjék feltételezett miikodését biofizikai
modszerekkel vizsgaltuk meg. Meghataroztuk a transzformans cianobaktériumokbdl izolalt
PSII maximélis kvantumhatasfokat OJIP méréssel egybekdtve, valamint az intakt sejtek
oxigén-termel6 képességét. A felsorolt mérések eredményei alapjdn megéllapithatjuk, hogy a
plazmidrol kifejez6d6 Acaryochloris marina D1 fehérjéi képesek-e beépiilni a Synechocystis
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PSIl  komplexébe, ha igen, mikodnek-e és milyen hatasfokkal. Az eredményeket
Osszehasonlitva 0sszevethetjiik a divergens AM1 0448 altal kodolt D1 fehérje miikodését az

AM1_2166 és Synechocystis psbA2 génje altal kddolt D1 fehérjével.
OJIP tranziensek

Az OJIP gorbe a klorofill-a gyors fluoreszcencia indukcidjat jelenti, ami a Kautsky-
effektust abrdzolja. A sejtekbol izolalt klorofill-a fluoreszcencidjanak intenzitasa 1
mésodpercig tarté (1000pmol foton m? s intenzitast) megvilagitas hatésara gyorsan, ~300
ms alatt elér egy maximumot, majd tébb méasodperc alatt (akar egy perc is lehet) lecsdkken.
Az elnevezés a fluoreszcencia gorbe egyes, jol elkiilonithetd szakaszaibol szarmazik,
melyeket O, J, 1 és P betiijelekkel jelolnek. Az O pont a gorbe kezdépontja, ami az Fy
értéknek felel meg. Ez a sotétadaptalt minta fluoreszcencia minimuma. A J a kezdeti
fluoreszcenciat jeloli, a toltésszétvalasztds mar megtortént. Ekkor a Qa (elsédleges
elektronakceptor) redukcidja még nagyobb, mint a reoxidacioja. Az | egy torés, ahol a Qa
reoxidacioja mar megné a Qa-Qg elektronatadas miatt. (Qg a masodlagos elektronakceptor).
A P az indukalt gyors fluoreszcencia legmagasabb értéke, ami megfelel Fy-nek. A P cslcs
vonatkoztathato a PQ nagymértékii redukcidjara. A gorbe alapjan meghatarozhatjuk a vizsgalt
PSII maximalis kvantumhatasfokat, ami megmutatja, hogy a komplex mekkora hatasfokkal
forditja a beérkez6 fotonok energiajat fotokémiai munkavégzésre. Ez az F./Fn, hdnyados, ahol
Fn a sotétadaptalt minta maximalis fluoreszcenciaja, F, pedig a soOtétadaptalt minta
fluoreszcencia minimuma (Fo) és Fn kozotti kialonbség. Fotoautotrof mddon nevelt
cianobaktériumoknal esetében ez az érték altaldban 0,4-0,5 koruli, ami alacsonyabb, mint a
magasabb rendi novényeknél mért 0,8. Ennek oka, hogy cianobaktériumokban a
fikobiliszomak is rendelkeznek egy alap fluoreszcenciaval, igy az Fq érték magasabb.

Elséként az F,/Fy hanyadost, a maximalis kvantumhatékonysagot hataroztuk meg. A
transzgenikus cianobakterium kultirakat 3 napig ndvesztettiik a korabban mar leirt médon. A
mutans sejtek mixotrof modon ndttek, ezért kontrollként szintén mixotrof mddon nott
(cukorral ellatott tapoldatban, fényen tartva) vad tipusd Synechocystist hasznaltunk. A
kultarakbol klorofillt izolaltunk. A tenyészetekbdl (~0,5-0,8 OD730) 1 mi-t lefugéltunk majd 2
ml metanolban felszuszpendaltuk. Sotéten tartva, fél 6raig inkubaltuk a sejteket. Ujabb
centrifugélassal eltavolitottuk a sejttérmeléket. A klorofilltartalmat fotometriasan hataroztuk
meg a meért ODggs €s OD7s €ertékek alapjan. Az izolalt klorofill-a indukalt fluoreszcencidjat

FL-3000 tipust Dual-Modulation Kinetic Fluorometer készilékkel vizsgaltuk meg 3 perc
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s6tétadaptalas utan. A mérést 1 s-ig tartd, 1000pmol foton m™ s intenzitast fényimpulzussal

végeztlk, egy meérés 20 s-ig tartott.

3. tabldzat: A Kkiilonbozo transzgénikus cianobaktériumokbol izolalt Klorofillok
maximalis kvantumhatékonysaga. Az F/Fn hdnyados alapjin egyértelmii, hogy az
AM1 0448 génnel transzformalt Synechocystis aktiv PSII komplexszel nem rendelkezik. A
muténs klorofill-fluoreszcencidja magas volt, mivel a PSI is tartalmaz Klorofillt. Az
AMI1 2166 adltal kodolt DI fehérje nagy hatékonysaggal forditotta a beérkezé fotonokat
fotokémiai munkara.

vad tipusu
pust 6803 psbA2  AML 2166 psbA  AMZ1 0448 psbA
Synechocystis
FJ/Fm 0,206359 0,15665 0,224474 0,024933
Szazalék 100,0 75,9 108,8 12,1

Oxigénfejlodés mérése

5. tdblazat: A transzgenikus vonalak O, fejlesztésének 6sszehasonlitasa. Az egyenesek
meredeksége jelenti az oxigén kibocsatasanak intenzitdsat. Az AM1 2166 psbA mind a
maximalis kvantumhasznositasban, mind az oxigéntermelésben fellilmalja vad tipust a
Synechocystist.

6803 pshA2 AM1_ 2166 pshA AM1_0448 pshA

Egyenes egyenlete | y=0,027x - 2,826 y =0,009x - 4,891 y =-0,001x - 2,961

Meredekség a
0448-hoz 288 108 0
viszonyitva
Szazalek 100 138 0

Az intakt sejtek oxigénfejlesztési képességét ugyanazzal a tenyészettel végeztik,

amelybdl a klorofill a kiold4sa utan a maximalis kvantumhatékonysagot és az OJIP tranzienst
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is meghataroztuk. A mérést telité fényen egy Hansatech DW2 oxigén-elektroddal végeztik,

1 ml sejtkultaraval, 0,005 mésodperces felbontasban.

3. abra: A transzgenikus cianobakteriumok O2 fejlesztésének mértéke.
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Az abran az oxigénfejlddés gorbéire illesztett egyenesek lathatoak. Kontrollnak a zold trendet
(sajat psbA2 génjét tartalmaz6 Synechocystis) tekinthetjik. A kontroll egyenes
meredekségétdl valo eltérés mutatja a transzgénikus vonalak oxigénfejlesztésének intenzitasa
kozotti kilonbséget. A kék trend (AM1_0448 psbA) a fotoszintetizalni nem képes, divergens
D1 fehérjével rendelkezé cianobaktériumot jeloli. A piros alapjan az Acaryochloris marina
AM1_2166 izoforméja fotoszintetikusan aktiv.
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Eredmények megvitatasa

A kiilonb6z6 fényviszonyokhoz valé alkalmazkodas; a fotoakklimacié létfontossagu a
fotoautotrof organizmusok szamara. Az UV sugarzas, er6s megvilagitas hatasara kialakuld
fénystressz okozta allapot, a fotoinhibicid jelensége megfeleld, hatékony valaszreakciok
nélkll letalis a sejtek szamara. A cianobaktériumok egyik jellemz6 stratégiaja, hogy a DI
fehérjét kdodolé psbA gének duplikatumai; paraldgjai taldlhatbak meg a genomban. Ez
egyrészt az intenziv D1 szintézishez biztosit megfelelé mennyiségli mRNS allomanyt,
masrészt az eltér6 szekvenciaju duplikdtumok eltér6 redox-tulajdonsagd D1 fehérjéket
kodolhatnak. A homologok igy az adott kdrnyezeti koriilményeknek megfeleléen épiilhetnek
be a PSIl komplexekbe és optimalizalhatjAk az fotoszintetikus elektrontranszport-
folyamatokat, hogy a felesleges energia és szinglet oxigén keletkezését.

A vizsgalt organizmus, az Acaryochloris marina psbA génje 3 kopidban talalhaté a
genomban. Ebbdl 2 kopia (AM1 2166, AMI1 2889) nukleotidszekvenciaja 97%-ban,
aminosav-szekvenciaja pedig 100%-ban azonos egymassal. A harmadik kdpia (AM1_0448)
aminosav-szekvenciaja csupan 61 %-0s azonossagot mutat a tobbivel. A divergens fehérje
fotoszintetikus aktivitasa és funkcidja kérdeses. Ezt megvizsgalni egy olyan cianobaktérium
sejtvonalban lehet, amiben csupan ez az egy valtozat génje van jelen. A fehérje miikodését
azonban 0Ossze akartuk hasonlitani a masik izoformaval és a Synechocystis egyik D1
valtozataval is, ezért tovabbi transzgénikus sejtvonalak létrehozésara volt szlikség.

A Kisérletekhez sziikséges plazmid konstrukciok létrehozasat klasszikus molekularis
biologiai eszkdzokkel elvégeztuk. A molekularis klonozasok soran nagy mennyiségii és
tisztasdgl plazmidot preparéaltunk. A rekombinans plazmidot tobb transzformalasi médszer
kiprobalasa utan sikeresen bejuttattuk a psbA génekkel nem rendelkez6 mutans Synechocystis
sejtvonalakba. A transzgénikus sejtek sikeres tenyésztése utan biofizikai modszerekkel
megvizsgaltuk D1  fehérjeformdk  fotoszintetikus  aktivitdsat. A maximalis
kvantumhatékonysag mérésével meghataroztuk, hogy a mutans sejtek a beérkezd sugarzas
energidjanak mekkora részét képesek aktivan fotokémiai munkara forditani. A
fotoszintéziséhez, ezéltal az oxigén termeléséhez teljes fotoszintetikus elektrontranszport-
lancra van sziikség. A kiilonb6z6 sejtvonalak oxigénfejlesztési képességének vizsgalataval
megéllapithatd, hogy esetiinkben a D1 feherje beépiilt-e a PSII komplexbe és aktivan részt

vesz-e a toltésszétvalasztashan és az elektronok elvezetésében.
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AM1 0448 psbA-t hordozé sejtvonal fotoszintetikus komplexeinek
kvantumhatékonysaga 0, tehat fotokémiai munkat végezni nem képes. Ezt megerdsiti, hogy az
intakt sejtek sem képesek oxigént termelni. Ezek alapjdn megéllapithatjuk, hogy az
AM1 0448 psbA Aaltal kdédolt D1 fehérje miatt a fotoszintetikus elektrontranszport-
lancrendszer megszakad. Ezt okozhatja kdzvetlenll a PSII komplexbe épiilésével. Ez esetben
az eltéré szekvencia miatt biofizikai tulajdonsigai olyan mértékben megvaltoztak, hogy
esszencialis funkcidjat nem képes ellatni. Fontos megjegyezni, hogy a gén, habar Kis
mértékben, de kifejezédik Acaryochloris marina sejtekben. Igy kizarhatjuk annak a
lehetéségét, hogy az AM1_0448 psbA egy pszeudogeén, és pusztan az altala kodolt D1 fehérje
hidnya okozza a PSII inaktivitasat. Ha a fotoszintézis szabalyozasa ilyen modon valdsul meg,
hogy egy inaktiv fehérje leszabalyozza az elektrontranszport-folyamatokat, akkor ez az
¢lovilagban egy eddig teljesen ismeretlen és egyedi moddja a metabolikus dtvonalak
szabalyozésanak. A sejtek felépitésében, replikacidjaban és anyagcseréjében részt vevo
fehérjék minden esetben a szerkezetiik altal meghatarozott funkciot latjak el. Az, hogy egy
aktivan kifejez6dé fehérje elsddleges funkcidja az aktvitds hidnya, egy eddig példatlan
megfigyelés az eld szervezetekben.

Az AM1 2166 psbA altal kodolt D1 fehérje fotoszintetikusan aktiv, az oxigén
fejlesztésének intenzitasa és maximalis kvantumhatékonysaga felilmulja sajat psbA2 génjét
hordoz6 ApsbA Synechocystis sp. PCC6803 sejtvonalat.

Eredményeink alapjan messzemend kovetkeztetéseket vonhatunk le az Acaryochloris
marina fotoszintetikus aktivitasarol és fotoakklimacidjarol. A gyenge fényhez adaptalédott
cianobaktérium AMI1 0448 psbA génjérdél atirodé D1 fehérje fotoszintetikusan inaktiv.
Kifejezédésével gatolja a fotoszintézist, vagy inaktiv fehérjeként a PSII komplexben, vagy a
komplexbe beéplilni nem tudé divergens fehérjeként. A masik izoforma nagy hatékonysaggal
forditja a fotonok energiajat fotokémiai munkara, ami elonyt jelenthet a gyenge fényforrasu
¢lohelyek esetén. Az izoformdk pontos miikodése €s a cianobaktérium életében betoltott
szerepe meg tisztazatlan. A fehérjék tovabbi biofizikai vizsgalata laboratoriumunkban

folyamatban van.
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Tételes szakmai hozzajarulas

Tételes szakmai hozzajarulas

Alulirott SOLYMOSI DANIEL nyilatkozom, hogy a dolgozatban foglalt munkafolyamatok

kozul az alabbiakat végeztem el:

rekombinans plazmid DNS elkészitése, restrikcios ellendrzése, gélelektroforézis
DNS koncentraciomérések, oldatok tisztitasa, toményitése

E. coli transzformalasa, novesztése, atoltasa, kompetenssé tétele
plazmidpreparalas, -tisztitds, colon

yPCR

Synechocystis természetes transzformalasa, elektroporaldsa, konjugacios

TN SN N

transzforméléasa

a tenyészetek fenntartasa, atoltasa, transzformans koldonidk ellen6érzése PCR altal
TES-BG-11 oldat elkészitése, agar lemezek 6ntése

transzgénikus E. coli és Synechocystis mosasa, fagyasztdba tétele

OJIP mérés, O, fejlodés mérése

RN N N KR R

eredmények kiértékelése, abrazolasa

Alairas



