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Roviditések jegyzéke

Roviditések jegyzéke

Ao a PSI els6dleges elektron akceptora

A a PSII masodlagos elektron akceptora

Asc aszkorbat

ATP adenozin-trifoszfat

BSA szarvasmarha szérum albumin

chl Klorofill

cit bg/f citokrom beg/f

CBB Calvin-Benson-Bassham ciklus

CP43, CP47 amasodik fotokémiai rendszer belsé fénybegylijté antenna komplexei
D1, D2 a masodik fotokémiai rendszer reakcidcentrum fehérjéi
DCMU 3- (3, 4'-diklor-fenil) -1,1-dimetil-karbamid

DTT ditiotreitol, 1,4-bisz-(szulfanil)-butan-2,3-diol

Fa, Fg, Fx a PSI Fe-S centrumot tartalmazo elektron akceptorai
FCCP karbonil-cianid p-trifluor-metoxi-fenil-hidrazon

Fd ferredoxin

Fo, Fm a fluoreszcencia indukcid kezdeti és maximalis értéke
Fv valtozo fluoreszcencia (Fy-Fo)

Fu/Fm a PSII maximalis kvantumhatasfoka

FNR ferredoxin-NADP-oxidoreduktaz

GA glikolaldehid

GC gazkromatograf

Glu gliik6z

GO gliikoz-oxidaz

HS Sueoka’s high salt medium

HSA Sueoka’s high salt medium acetattal

Hydal, Hyda2 [FeFe]-tipust hidrogenaz enzimek

KCN kalium-cianid

LHCI a PSI klorofill a/b fénybegytijtd pigment-protein komplexe
LHCII a PSII 16 klorofill a/b fénybegyiijt6é pigment-protein komplexe
LHCSR3 tilakoid membran fehérje
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Mn-centrum a PSII vizbonté komplexének aktiv centruma, aminek felépitésében négy
Mn-, egy Ca- és egy Cl-ion vesz részt
NADPH nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat

OEC vizbont6é komplex

OJIP gyors klorofill-a fluoreszcencia indukcio

Peso a masodik fotokémiai rendszer reakcidocentruma
P00 az elsé fotokémiai rendszer reakcidcentruma
PBR fotobioreaktor

PC plasztocianin

PetB citokrom bg/f komplex fehérje

PetP citokrom bg/f komplex fehérje

PGRL1 Proton Gradient Regulator Like 1

PGR5 Proton Gradient Regulator

PQ plasztokinon

PQH2 plasztokinol

PsaA PSI reakciocentrum fehérjéje

PsbA D1 fehérje

PsbB CP47 fehérje

PsbC CP43 fehérje

PsbD D2 fehérje

PsbE citokrém bssg o alegysége

PsbF citokrém bssg B alegysége

PsbO a vizbont6 komplex 33 kDa-0s kiils6 fehérjéje
PsbP a vizbont6 komplex 23 kDa-os kiils6 fehérjéje
PsbQ a vizbont6 komplex 16 kDa-os kiilsé fehérjéje
PsbR a vizbont6 komplex 10 kDa-os kiilsé fehérjéje
PSI az elsd fotokémiai rendszer

PSI-CET az els6 fotokémiai rendszer ciklikus elektrontranszportja
PSII a masodik fotokémiai rendszer

PVDF polivinilidén fluorid

Qa a PSII elsddleges kinon akceptora

Qs a PSII masodlagos kinon akceptora

RbcL Ribul6z-1,5-biszfoszfat-karboxilaz-oxigenaz nagy egysége
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SDS
SHAM
TAP
TAP-S
TCD
TCL-PBR
TL

TP
TP-S
Tyrp
Tryz

natrium-dodeciszulfat-poliakrilamid

szalicil-hidroxamsav

Tris-acetat-foszfat tartalmu taptalaj vagy tapoldat

kénmentes tris-acetat-foszfat tartalmu taptalaj vagy tapoldat
hévezetd-képességi detektor

Thin-Cell-Layer Photobioreaktor, vékony folyadékrétegii fotobioreaktor
termolumineszcencia

Tris-foszfat tartalmu taptalaj vagy tapoldat

kénmentes tris-foszfat tartalmu taptalaj vagy tapoldat

tirozin D, a PsbD fehérje tyrigo aminosav oldallanca

tirozin Z, a PsbD fehérje tyrig; aminosav oldallanca



Bevezetés

1. Bevezetés

1.1. Megujulo energiaforrasok

A XVII. szazadban elkezd6dott ipari forradalom ota a fosszilis tiizeldanyagok
szén, olaj és foldgaz formajaban mitkodtetik a tarsadalmunkat mozgatd technoldgiai és
szallitasi halozatokat. Am a vildg véges geologiai készletekkel rendelkezd fosszilis
tiizeldanyagokbol torténd ellatasa veszélyezteti a hosszu tavl energiaellatasunkat, és
egyben hatalmas megterhelést jelent a kornyezet szamara is (Crabtre és mtsai., 2004).
Mindezek mellett az energiaigény vilagszerte fokozodik a népesség ndvekedésnek
koszonhetéen (Abdalla és mtsai., 2018). Az eldrejelzések szerint a 2004-t61 2050-ig
tarto  idészakra  nézve az  energiaigény  megduplazédik, a  tovabbi
népességszam-emelkedés ¢és a fejlddd orszagok iparosodasanak kovetkezményeként
(Hoffert és mtsai., 1998; Crabtre és mtsai., 2004). Az egyre névekvé kereslet mellett
komoly probléma az is, hogy a fosszilis tiizelanyagok kinalata meglehetdsen
koncentralodnak (Crabtre és mtsai., 2004; Yilmaz és mtsai., 2012), mikdzben a vilag
minden részén van rajuk igény. Ennek eredményeként a megbizhaté és folyamatos
ellatas biztositasa egyre nagyobb kihivast jelent.

Az energiaellatds biztositdsanak problémdjan til a fosszilis lizemanyagok
hasznalata a sajat egészségiinket is veszélyezteti a velik jar6 kémiai ¢és
részecskeszennyezés révén (Crabtre és mtsai., 2004). De nem csak az egészségiinkre
nézve veszélyesek, ugyanis a szén-dioxid és mas iiveghazhatasu gazok kibocsatisa
szorosan Osszekapcsolodik a globalis felmelegedéssel, mely veszélyezteti a Fold
éghajlati stabilitdsanak hosszl tavl fenntartasat.

A fosszilis energiahordozok helyettesitése azonban nem torténhet meg egyik
naprol a masikra. Ezt bizonyitja az a tény, hogy egy uj energiaellato rendszer
kialakitasanak igénye mar az 1970-es években, az olajvalsag alatt felmeriilt (Ley és
mtsai., 2014; Abdalla és mtsai., 2018). A figyelem ekkor fordult a meguajulod
energiaforrasok felé.

Azon természeti forrdsokat, melyekbdl az energia jelentésebb emberi

beavatkozds nélkiil kinyerhetd ¢€s néhany éven belill Ujratermelddik, megljulo
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energiaforrasnak nevezziik. JelentOségiik abbol fakad, hogy nem okoznak jelentds
kornyezetszennyezést, €s 6sszhangban vannak a fenntarthatd fejlodés alapelveivel. Ilyen
alternativ energiafajtdk kozé tartozik a szélenergia, a geotermikus energia, a viz-,
biomassza-, és a napenergia.

A napenergia elsddleges formai a hé és a fény, mely sokféle médon képes
atalakulni és elnyelddni a kornyezetben. Az atalakulasok némelyike megajuld
energiaforrast eredményez, mint példaul a biomassza és a szélenergia. A megajuld
energia-technologiak alkalmazasa kivald lehetéséget nyujt az iiveghdzhatist okozd
gazok kibocsatasanak csokkentésére €s a globalis felmelegedés folyamatanak lassitasara
a hagyomanyos energiaforrasok helyettesitésével (Panwar és mtsai., 2011). Azonban
sz¢€leskori kutatasokra valamint fejlesztésekre van sziikség ahhoz, hogy az alternativ
forrasok versenyképes mennyiségben és aron energiat szolgaltathassanak (Crabtre és
mtsai., 2004).

A kutatasok egy része a hidrogéngaz (H;) minél szélesebb kori felhasznalasara
iranyul. A H; egy tiszta energiahordozd, amelynek elégetése sordn nem keletkezik
szén-dioxid, csak viz. A Hy kb. 99%-at azonban jelenleg fosszilis tiizeléanyagokbol
allitjdk eld, amely oOridsi légszennyezéssel jar, ezért sziikség van megljuld
energiaforrasokon alapuld Hp-termelési modszerek kidolgozédsara. Ennek egyik igéretes
modja a zoldalgak hasznositasa, melyek fotoszintézisiikhdz kapcsoltan igen nagy

hatékonysaggal képesek Ho-t eldallitani.

1.2. Fotoszintézis

A fotoszintézis elsérendli fontossagi a foldi élet szempontjabol, mivel a
napenergiat €s a szervetlen tdpanyagokat biomasszava alakitja. A fotoszintézisre képes
¢lolényeket két nagy csoportra oszthatjuk fel: a fotoszintézisiik soran Op-t termeld
szervezetekre, illetve anoxigenikus (azaz O,-t nem termeld) szervezetekre (Blankenship
2001). A Fold bioldgiai torténetének egyik legfontosabb mérfoldkove az O,-t termeld
fotoszintetikus é161ények megjelenése (koriilbeliil 3,5 milliard évvel ezel6tt) az evolicio
soran. Algakra, cianobaktériumokra és novényekre jellemzo ez a tipust fotoszintézis.
Az anoxigénikus fotoszintézissel rendelkezd organizmusoknak, tekintettel arra, hogy

egyetlen fotokémiai rendszeriik nem general elég oxidalo potencidlt a viz oxidacidjahoz,
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sziikségiik van szerves donormolekulakra, mint elektronforrasra. Az anoxigenikus

fotoszintézis a bibor- és a zoldbaktériumoknal figyelhetd meg.

1.2.1. Zoldalgdk ¢s magasabbrendii novények fotoszintetikus elektrontranszport

folyamatai

Habar a fotoszintézis altalanos egyenlete megtévesztden egyszerii, valojaban a
szénhidratok szintézis¢hez Osszehangolt modon fizikai és kémiai reakciok komplex
csoportjanak kell megtorténnie.

A novényekben és az algakban a fotoszintetikus folyamat a kloroplasztiszként
ismert organellumokban megy végbe, amelyek a sejtek belsejében helyezkednek el. A
fotoszintetikus reakcidkat hagyoméanyosan két szakaszra osztjak: a fényreakcid, amely
elektron- és proton transzferreakciobol all, és a sotét reakcid, amely szénhidratok
bioszintézisét foglalja magéba.

A fényreakcié a kloroplasztiszok tilakoidmembranjaiban jatszodik le. A
folyamat végbemeneteléhez két fotokémiai rendszer, az els6 és a masodik fotokémiai
rendszerek (PSI és PSII), valamint ezek fénybegytijté komplexei (LHCI és LHCII), a
citokrom bg/f komplex és az ATP-szintaz sziikségesek.

Az Op-fejlédésért a PSII vizbontdé komplexe (OEC) felelds, amely a
kloroplasztisz tilakoid membran rendszerében, annak lumen feldli oldalan helyezkedik
el. Az OEC kézponti eleme a Mn-komplex, amelyet négy Mn-ion, egy Ca®* és egy CI
alkot, amelyet a lumen feldli oldalon fehérje alegységek (névényekben és zoldalgakban
PsbO, PsbP, PsbQ, PsbR) vesznek korbe (Allahverdiyeva és mtsai., 2013; Pagliano és
mtsai., 2013). A PSII reakciécentrumaban lezajlo toltésszeparaciok hatasara a
Mn-komplex Sy kiindulasi allapotbol Si, Sy, S3, S4 oxidacids allapotba keriil (Kok és
mtsai., 1970), ami a pozitiv toltések Osszegyiijtését szolgalja a vizbontas szamara. Az
O, felszabadulasa az S, allapotnal kdvetkezik be, amely soran az S, allapot Sp-ba alakul
at, majd a vizbontd6 komplexbe két H,O molekula kotddik be, és ezzel helyredll a
kiindulasi allapot (Dau és mtsai., 2012, Vinyard és mtsai.,, 2013). A vizbontd
komplexbdl az elektronok 0,1-0,8 ms alatt jutnak el az oxidalt allapotu tirozin Z-re
(Tyrz) (McEvoy és Brudvig, 2006; Barber, 2008), majd innen kb 20 ns alatt a PSII

reakcidcentrumaba, pontosabban a P680"-hoz.
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A PSII reakciocentrumot a DI (PsbA) és a D2 (PsbD) fehérjék, valamint a
citokrom bssg o (PSBE) és B (PsbF) alegysége alkotja. A D1 és D2 fehérjék tartalmazzak
az elektronatadasi folyamathoz sziikséges kiilonb6z6 kofaktorokat (P680, feofitin, Qa és
a Qg kinon, valamint a Tyrz és Tyrp, illetve egy nem hemben 1évé Fe-ion). A D1 és D2
fehérjéhez kozvetleniil kapcsolodik a CP43 (PsbC) és CP47 (PsbB) protein, amelyek a
PSII belsé (proximalis) fénybegytijtd antenndjaként miikodnek (Barber, 2008, Caffarri
és mtsai., 2009; van Amerongen ¢és Croce, 2013). A periférialis fénybegyijté
antennakomplex (LHCII) hat kiilonb6z6 pigment-protein komplexbdl épiil fel
(Lhcb1-6). Az LHCII fehérjék a klorofill a/b mellett kiilonb6z6 xantofill-molekulakat is
tartalmaznak, mint a lutein, neoxantin, violaxantin, anteraxantin, zeaxantin (Croce és
mtsai., 2002; Liu és mtsai., 2004; Standfuss és mtsai., 2005).

A PSII antennarendszere altal elnyelt fényenergia a reakcidcentrumba jut,
amelynek hatdsdra a Pggy gerjesztett allapotba keriil. A gerjesztett Pggy képes egy
elektront atadni a feofitin molekuldnak, amellyel mintegy 3 ps alatt lezajlik a primer
toltésszeparacio. A redukalt feofitinrél 250-300 ps alatt atjut az elektron a Qa-ra, majd a
redukalt Qa-Qpg kozott 0,1-0,2 ms alatt torténik meg az elsd, és 0,4-0,5 ms alatt a
masodik elektronatadas. A Qg a két elektron és két proton felvétele utan levalik a
PSII-r6l, majd a mobilis plasztokinon (PQ) pool-bol tijabb PQ koétddik be a D1 fehérjére
(Nelson és Yocum, 2006; Barber, 2003, 2008).

A citokrom bg/f komplex végzi a plasztokinol (PQH;) oxidacidjat és a
plasztocianin (PC) redukcidjat, mikdzben protont pumpél a sztromabol a tilakoid
lumenbe, ezaltal proton gradienst kialakitva a tilakoid membran két oldala kozott
(Kurisu és mtsai., 2003; Cramer és mtsai., 2006).

A PSI komplex végzi a plasztocianin (PC) oxidaciojat és a ferredoxin (Fd)
redukcidjat. A PSII-h6z hasonléan a PSI is reakciocentrumbol és periférids
fénybegylijtd komplexbdl (LHCI) &ll, amely magasabb rendi ndvények és algak
esetében monomer formaban van jelen. A PsaA és PsaB, illetve kb. 20 kisebb
fehérjealegység alkotja a PSI reakciécentrumot (Croce és van Amerongen, 2013). A
pigmentmolekuldk legnagyobb részét a PsaA és a PsaB alegységek kotik, igy a PSI
belsé antenndjaként funkciondlnak, mig a kisebb alegységek csak néhany
klorofillmolekulat tartalmaznak (Jensen és mtsai., 2007; Fromme és mtsai., 2001;
Amunts és mtsai., 2010).
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Megvilagitas hatasara a PSI-ben 1év6 Proo gerjesztett allapotba kertil, €s atad egy
elektront a reakciocentrumban elhelyezked6 primer akceptornak (Ao), majd az elektron
a masodlagos akceptorra (A;) keriil (40-200 ps), ahonnan a vas-ként tartalmazo
komponenseken (Fx, Fg és az Fp) keresztiil (15-500 ps), a ferredoxinra jut, végil pedig
az Fd-NADP+ oxidoreduktaz (FNR) enzim segitségével NADPH keletkezik, amely a
CBB ciklusban hasznosul (0,5-20 us; Nelson és Yocum, 2006). Az elektronokat a PC
feldl a P7oo” fogadja, mely folyamat 20-200 us alatt megy végbe (1. dbra).

Sztroma

ADP + Pj TP

(I i
AUAIINE S HANA

)00 00000¢

\
12H' s (PQ PSI  ATP szintsz
2H,0 O,+4H" S @

Granum Sztroma lamella

1. abra A fotoszintetikus elektrontranszport (Musumeci és mtsai (2012) nyoman) PSII
elsddleges elektron donora a Pggy, Qa és Qp pedig az elsddleges és masodlagos kinon
akceptora. PQ/PQH,: a plasztokinon oxidalt és redukalt formaja. PC: plasztocianin, Ndh:
NADH/NADPH dehidrogenaz komplex, Ox: oxidaz, PSI elsddleges elektron donora a Pyq. Fy,
Fa, Fg: a PSI bels6 [4F-4S] centrumai. Fd: ferredoxin, FNR: ferredoxin-NADP-oxidoreduktaz

1.3. A H; felhasznalasi lehetoségei napjainkban

A fotoszintézis iranyulhat az ipar szempontjabol fontos biotermékek, igy példaul
Ho, lipidek és polimerek eldallitasara is. (Eroglu and Melis, 2011). Ezen termékek
eléallitasa az utobbi években egyre nagyobb figyelmet kapott.

A H, felhasznaldsanak lehetdségei igen szertedgazoak. [gy példaul

felhasznalhat6 lizemanyagként: az tirkutatasban elsésorban H; és O, keveréke a rakétak
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hajtdanyaga, de egyre nd a hidrogénmeghajtasti jarmiivek szama is. Igy példaul
személyautokon kiviil talalunk még repiildgépet, autot, buszt, targoncat, tengeralattjarot,
hajot €s vonatot is, amik ma mar hidrogénmeghajtassal miikodnek. Szamos mas ipar is
felhasznalja, mint alapanyagot. Az olajiparban a kén és egyéb szennyezddések
eltavolitasara, valamint nagy szénatomszamu, telitett szénhidrogének Kisebb
szénatomlancu szénhidrogénekre torténd bontdsdhoz (ez az ugynevezett krakkolés)
hasznaljak. A vegyiparban ammonia és etanol eldallitasara, élelmiszeriparban étkezési
olajok atalakitasara, vagy faggyu és a zsir allati takarmannya torténd atalakitasahoz,
milanyagiparban nejlonok, poliészterek szintézis€éhez hasznaljak. Fémiparban O,
megkdotésére vagy hékezeléshez, livegiparban iivegesiszolashoz, az elektromos energia
iparban pedig hiit6kdzegként hasznositjak a Hp-t (Abdalla és mtsai., 2018; Yilmaz és
mtsai., 2012). Mindezek mellett felhasznalhato tiszta és sokoldalii energiatarold

kozegként is.

1.4. Chlamydomonas reinhardtii H,-termelése

A Chlamydomonas reinhardtii egyike a leggyakrabban hasznalt fajoknak a
Ho-termelés kutatasaban. Egysejtii, haploid alga, mely a vilagon széles korben elterjedt,
megtalalhato talajban és vizben egyarant (Harris, 2001). Képes fotoautotrof életmodot
folytatni, de akar sotétben is €¢letben marad amennyiben szerves szénforras (acetat) all a
rendelkezésére (Spreitzer és Mets, 1981).

A C. reinhardtii sejt (2. abra) atméréje atlagosan kb. 10 um (a sejtciklus soran
azonban ez valtozik). Egyszer(i életciklussal rendelkezik, a mutansok izolalasa is
konnyen megoldhato, valamint az egyre novekvd molekuléris biologiai eszkozok és
technikak sora pontos genetikai vizsgalatokat tesz lehetdvé (Harris, 2001). Az e
modellorganizmust hasznald jelenlegi vizsgalatok f6 teriiletei kozott megtalalhatjuk a
flagellaris rendszer felépitését és funkciodjat, az alapi testek (centriolak) genetikajat, a
fotoszintézist, a fényérzékelést és a sejtciklus szabalyozasat is (Harris, 2001; Antal és
mtsai., 2015). A nuklearis, kloroplasztikus és mitokondrialis teljes genom szekvencidk a
rendelkezésiinkre allnak, amelyek nagyban megkonnyitik az algdk anyagcseréjének

atfog6 vizsgalatat (Antal és mtsai., 2015; Gonzalez-Ballester és mtsai., 2015).
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2. abra Vegetativ Chlamydomonas sejt strukturalis felépitése (Sasso és mtsai (2018) nyoman).
A C. reinhardtii sejt altalaban 5-10 um nagysaga. El6l két csillo talalhato, melyek 9+2
felépitésti mikrotubulus szerkezettel rendelkeznek (Harris, 2001). Ez a felépités altalanosan
jellemz6 az eukaridtak mozgast biztositd csilloira. A sejt nagy részét az egyetlen, csésze alaka
Kloroplasztisz foglalja el. Itt talalhato a pirenoid, melyben a Rubisco koncentralodik (Mackinder
és mtsai., 2016). A kloroplaszt és a sejtmembran talalkozasanal taldlhatd a szemfolt, mely
lehetdvé teszi a sejtek fototaxisat. A sejt eliilsé részén talalhatd litktetd tGrocskék segitenek
hipoozmotikus  koriilmények kozott 1is fenntartani a citoplazmatikus  viztartalmat
(Komsic-Buchmann és mtsai., 2014). A csillok alapjanal talalhatéak a bazalis testek, melyek
biztositjak a csillok felépiilését/dsszeszerelését (Dutcher és O'Toole, 2016). A sejtben még ezen
kiviil megtalalhat6 a kézpontilag elhelyezkedd sejtmag, a Golgi-testek, és a mitokondriumok.

A fotoszintézishez kapcsolt Hp-termelésre az utdbbi évtizedekben egyre nagyobb
figyelem Gsszpontosult, és ezen kutatasokban a C. reinhardtii az egyik leggyakrabban
hasznalt modellszervezet. Ugyanis egyike azon kevés algaknak, melyek képes anoxia

alatt is fenntartani hosszatavon a fény hajtotta Hp-termelésiiket (Ghirardi, 2015).

1.5. Hidrogenaz enzimek tipusai

A hidrogenaz enzim képes katalizalni a H, reverzibilis oxidacidjat. Az aktiv

helyik fémtartalma alapjan harom kiilonb6z6 tipusba csoportositjak — dket:
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[FeFe]-hidrogenazok, [NiFe]-hidrogenazok és [Fe]-hidrogenazok. Ez utobbiak nem
tartalmaznak Fe-S centrumot (Happe ¢és Kaminski, 2002). Valamennyi hidrogenaz a
reverzibilis H, felvételt katalizalja, de mig a [FeFe]- és [NiFe]-hidrogenazok valodi
redox-katalizatorok, azaz a H, oxidaciojat és a proton (H") redukcidjat hajtjak végre, a
[Fe]-hidrogenazok a Hj reverzibilis heterolitikus hasitasat katalizaljak.

A [NiFe]- és [FeFe]-hidrogenazok szerkezetében van néhany kozos jellemzo:
mindegyik enzimnek van egy aktiv centruma és néhany Fe-S csoportja. Azokat a
hidrogenazokat, amelyek egy di-Fe centrumot tartalmaznak egy athidalo
ditiolat-kofaktorral, [FeFe] -hidrogenazoknak nevezziik.

A Chlamydomonas-ban kétféle [FeFe]-tipust hidrogenaz enzim talalhaté meg,
HydAl (3. abra) és HydA2, amelyek igen nagy aktivitassal miikddnek a PSI akceptor

oldalan (Gonzalez-Ballester és mtsai., 2015).

Cpl HydA HydA1 DdH
of M. elsdenii of C. reinhardtii

H-domain

F-domain

64 kDa 54 kDa 48 kDa 46 + 14 kDa
3x [4Fe-48], 1x [2Fe-2S] 2x [4Fe-48] No relay [Fe-S] clusters 2x [4Fe-48]

3. abra [FeFe]-tipusu hidrogenazok Gsszehasonlitasa (Stripp és Happe (2009) nyoman) Cpl a
Clostridium pasteurianum-bol izolalt igynevezett bakterialis-tipusti FeFe-hidrogenaz. A fels6
H-domén tartalmazza a H-klasztert, a kiegészitd F-domén pedig harom [4Fe-4S] és egy
[2Fe-2S] klasztert tartalmaz. A Megasphaera elsdenii-ben talalhaté Hyda F-doménjanak mérete
kisebb, ez a bakterialis [FeFe]-hidrogenaz csak két [4Fe-4S] klasztert tartalmaz a H-domén
prosztetikus csoportjan kiviil (Atta és Meyer, 2000). A C. reinhardtii-ban talalhato HydAl a
klorofita-tipusu hidrogenazok képvisel6je, az F-domén hianyzik bel6le (Stripp és mtsai., 2009).
A Desulfovibrio desulfuricans-ban talalhaté periplazmatikus DdH szerkezete eltérd, mert
heterodimer és két egylancu alegységet alkot. Ellentétben az F-doménnal az alegység nem
tartalmaz [Fe-S] Kklasztereket. A H-klaszter mellett azonban kettd [4Fe-4S] klaszter talalhatd
46 kDa alegységgel.
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1.6. Hidrogenaz miikodése

A Chlamydomonas hidrogenaz enzimeinek miikodése a természetben is
megfigyelhetd, mikor az algak sotétrél hirtelen fényre keriilnek (Fouchard és mitsai.,
2005). Anaerob légkor alatt ugyanis a Ho-metabolizmus teszi lehet6vé az algak szamara,
hogy elegendé ATP-t hozzanak 1étre, valamint a Hp-termelés lehetové teszi a felesleges
gerjesztési energia disszipacidjat, amely a stresszhelyzet taléléséhez sziikséges (Happe
és Kaminski, 2002). Azonban az enzim nagyfoku érzékenységet mutat az O,-nel
szemben, mely gatolja mind az expresszidjat, mind az aktivitasat, igy a CBB ciklus és a
linearis elektrontranszport Gjraindulasat kovetéen — mely soran O, is keletkezik — a
Ho-termelés leall a sejtekben (Fouchard és mtsai., 2005). Mar alacsony O, koncentracid
is (0.2%) elég ahhoz, hogy a Hj-termelés 50%-o0s csokkenést mutasson az algaban
(Zhang és mtsai., 2002).

A Fd természetes elektrondonorként miikodik, 6sszekapcesolva a két hidrogenaz
enzimet a fotoszintetikus elektrontranszportlanccal. A hidrogendz harom kiilonb6zo
utvonal feldél kaphatja miikodéséhez az elektronokat: PSII-fiiggé (1), PSII-fiiggetlen (I1)
¢és fermentacids metabolizmushoz (II1) kapcsolt utvonalakrol beszélhetiink.

I: A PSIlI-fiiggd atvonalat kozvetlen fotolizis Utvonalnak is nevezik, ahol a H;
viz bontasaval és ezzel egyidejlileg O, felszabaduldssal egyiitt érhetd el. A vizbontas
soran keletkezett elektronok a két fotokémiai rendszert magaba foglald linearis
elektrontranszporttal jutnak el a Fd-ra. A Fd a PSI fel6l kapja az elektronokat, melyek
legtobbje a megszokott fotoszintetikus koriilmények kozott a ferredoxin NADP”
oxidoreduktaz (FNR) miikddése révén NADPH forméajaban keriil felhasznalasra a
CO,-fixaci6 soran. Anaerob koriilmények kozott azonban a Fd az elektronokat a
HydA-hoz tovabbitja. Ennek az utvonalnak a f6 hatranya, hogy a H; felszabadulas
mellett O, felszabadulas is torténik, ami gatolni fogja a HydA aktivitasat, igy a
H,-termelés folyamata atmeneti, ez a természetben minddssze par percig tart.

II: Ebben az esetben a NAD(P)H elektronjait hasznalja fel a miikodéséhez a
hidrogendz enzim, amelyek kozvetleniil a NADH reduktaz altal a redukalt PQ-pool-ra
jutnak, majd innen érik el a PSl-et, Fd-t és végiil a HydA-t. Ez az Gtvonal nem igényel
PSII aktivitast, vagyis az O, és Hy-termelés kapcsolt. Am ennek az tutvonalnak a

H,-termelési hatékonysaga joval gyengébb, mint a PSII-fiiggd utvonalé.
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III: Ebben az esetben az elektronok a piruvat acetil-koenzim A-va alakulasabol
szarmaznak, amelyet a piruvat-ferredoxin reduktaz (PFR) végez el, amit a Fd redukal

(Gonzalez-Ballester és mtsai., 2015).

1.7. A Chlamydomonas reinhardtii H,-termelésének indukcioja

1.7.1. Anaerob indukcid

A zoldalgak fotobiologiai Hp-termelését évtizedek ota tanulmanyozzak. A 6
kihivast az enzim O, iranti érzékenysége okozza, mely megakadalyozza az ipari
hasznositasat. Igy a kutatisok egy része az Opre kevésbé érzékeny hidrogenazok
megalkotasara koncentralt, mig mas kutatasok arra torekedtek, hogy az O, meg se
jelenhessen a  rendszerben (példaul a  kénmegvonas, nitrogénmegvonas,
foszformegvonas protokollok hasznalataval).

A C. reinhardtii zoldalgakban el6forduld hidrogenaz enzim kifejez6dését a
sejtek anaerob adaptédcioja indukélja. Megfigyelték, hogy az anaerob koériilmények
kialakuldsa utdn mar 10 perccel kimutathatdé volt a sejtekben a hidrogenaz fehérje
mennyiségének emelkedése. Az enzimaktivitast tipikusan tobb oOras sotét anaerob
inkubacioval indukalhatjuk (Happe és mtsai., 1994). Ez azonban csak atmeneti, par
percig tartd Ha-termelést eredményez, a CBB ciklus aktivalodasa és az ezzel jard O;

fejlodés kovetkeztében (Cournac és mtsai., 2002).

1.7.2. Kénmegvonas

A jelenleg legelterjedtebb Hj-termeltetési modszer a kénmegvonas (Melis és
mtsai., 2000). Ennek hatasara bekovetkezé f6 valaszreakciok magukba foglaljak a
vizbontas és a CO,-fixalas inaktivacidjat, a sejtosztodas leallasat és a fotoszintetikus
apparatus részleges degradalodasat (Melis és mtsai., 2000; Volgusheva és mtsai., 2017).
Az igy kialakult anaerob koriilmények kozott kifejezddik a hidrogenédz és megindulhat a
Ho-termelés, amely tobb napig tart. A sejtek ezen iddszak alatt 6t fizioldgias fazison
mennek keresztiil: O,-termelési fazis (1), Op-fogyasztasi fazis (II), anaerobidzis fazis

(1), Ho-termelés fazis (IV) és terminacios fazis (V). Megfigyelhet6, hogy az algasejtek

15



Bevezetés

az anaerob fazis alatt keményit6t halmoznak fel, és ezt bontjak le a Hj-termelés
szakaszaban.

Azonban ennek az eljarasnak megvannak a maga hatranyai, példaul csak szerves
szénforras (acetat) jelenlétében miikodik hatékonyan. Sulyos stresszhatast jelent, mely a
fotoszintetikus apparatus leépiilésével jar egyiitt, ennek soran a PSII inaktivalodik
(Melis és mtsai, 2000). Ez utobbi aktivitisa azonban kulcsfontossagli, ugyanis a
Ho-termelés 60-70%-a PSlI-fiiggd tutvonalhoz kapcsolhatd, és csak 20-30% a
PSII-fiiggetlen utvonalakhoz (Volgusheva és mtsai., 2017). Inaktivalodasa esetén tehat
a Hp-termelés hatékonysaga joval kisebb, illetve teljesen meg is sziinhet. A CBB ciklus
enzimjei, példaul a Rubisco mennyisége jelentdsen csokken a protokoll folyaman és a

kultara a kisérlet végén nehezen regeneraltathato.

1.7.3. Magnézium, nitrogén €s foszfor hianyanak hatdsa a Hp-termelésre

A kénmegvonas mellett més elemek hidnya is eldsegitheti a kulturdk anaerobba
valasat és a Hp-termelés megindulésat.

A magnéziumnak (Mg) kulcsfontossagii szerepe van szamos élettani
folyamatban. Mint a klorofillmolekula alkotdeleme donté szerepet tolt be a
fotoszintetikus apparatusban. fgy érthetd, hogy hidnya jelentdsen megvaltoztatja a
fotoszintetikus reakcidkat és a fotoszintetikus rendszerek felépitését. Az anaerob
kortilmények kialakuldsat kovetden (mely hamarabb kovetkezik be, mint kénmegvonas
esetében) néhany oOra mulva Ho-termelés figyelhetd meg ezeknél a kultirdknal is
(Volgusheva és mtsai., 2015). A Mg-hianynak kitett sejtek hosszabb idén at tudtak
fenntartani a H,-termelést a kénmegvont kultarakkal Osszehasonlitva. Ez annak
koszonhetd, hogy ebben az esetben a PSII aktivitds kisebb mértékben csokken,
minddsszesen 30%-kal kevesebb a kontrollhoz képest és ezt a szintet a kisérlet végéig
(168 h) fent is tudja tartani. Megfigyelték azt is, hogy a sejtek a teljes kisérlet alatt
képesek a CO,-fixacio aktivitasat is megorizni (Volgusheva és mtsai., 2017).

A nitrogén-hiany is képes kivaltani a Hjp-termelést. Ebben az esetben is a
fotoszintetikus  aktivitas csokkenését tapasztaljuk, valamint keményité- és
lipidfelhalmozdodas torténik acetat jelenlétében. Itt azonban a kénmegvondassal

ellentétben nem tapasztaljuk a keményité lebontasat a Ho-termelés szakaszaban.
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Mindazonaltal sokkal lassabb csokkenés figyelheté meg a PSII aktivitasban, és a
H,-termelés hatékonysaga is alacsonyabb, mint a kénmegvonas esetében.

Chlamydomonas-ban a foszforhiany a PSII aktivitasanak és az antennaméret
csokkenését okozza, ami a kultira anaerobba valasat eredményezi acetat jelenlétében. A
PSII centrumok inaktivalodéasa ebben az esetben sem olyan gyors, mint kénhiany esetén,
az O,-termelés is lassabban csokken. Ez esetben is megfigyelheté a keményitd
felhalmozdodasa a sejtekben, melyet a sejtek a Hp-termelés szakaszaban bontanak le
(Gonzalez-Ballester és mtsai., 2015; Batyrova és mtsai., 2012).

Mindezek a technikdk azonban hosszitavon ¢és foként a késébbi ipari
felhasznalhatosagra nézve nem tekinthetéek hatékonynak. Iddigényesek, dragdk ¢és az
algasejtek a kisérletek végére akar irreverzibilis karosodasokat is szenvedhetnek, igy a

hosszutavon fenntarthatd Ho-termelés nem biztositott.
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2. Célkitlizés

A természetben megfigyelhetd, hogy a hosszabb idére sotétbe keriilt algaknal
megyvilagitas hatasara par percig tartd Hp-termelés kovetkezik be. Ennek a rovid
periodusnak a hosszat és hatékonysagat korabban kénmegvonas segitségével kivantak
megnovelni, amely azonban szamos negativ mellékhatassal jar egyiitt, melyek az algak
H,-termelésének az ipari alkalmazasat akadalyozzak.

Munkam soran egy hatékonyabb, és az algasejtekre nézve kevésbé karos, az anaerob
indukcion alapuld technika kifejlesztését €s optimalizalast tiztiikk ki célul, amelynek

elemei:

1, A folyamatos Ha-termelés fenntartasahoz sziikséges kulcslépések felderitése

2, Ezek ismeretében egy uj Ho-termeltetési modszer kifejlesztése, optimalizalasa

3, A rendszer fenntarthatosadganak tesztelése

4, Hp-termeltetés hatékonysaganak fokozasa egy uj tipusu fotobioreaktor kialakitasaval
5, Fotoszintézisben érintett, fokozott H,-termeléssel rendelkez6 mutans torzsek

azonositasa, jellemzése.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Chlamydomonas reinhardtii torzsek fenntartasa és nevelése

A kisérleteink soran 5 kiilonboz6 Chlamydomonas reinhardtii térzs H-termelését
vizsgéltuk és hasonlitottuk Ossze. A kontrollként hasznélt CC-124-es és CC409-es
torzset a Minnesota-i Egyetem Chlamydomonas gyljteményébdl (Chlamydomonas
Resource Centre, University of Minnesota, USA) rendeltilk, mig az L1591-N230Y
torzset  Dr. Alberto  Scoma  (Department of Biological and Chemical
Engineering-Industrial Biotechnology, Universty of Aarhus, Dania), a pgrll-es és
pgr5-6s torzset pedig Michael Hippler (Institute of Plant Biology and Biotechnology,
University of Miinster, Németorszag) bocsatotta a rendelkezésiinkre.

Az algasejteket Tris-acetat-foszfat (TAP) tartalmt szilard taptalajon vagy
tapoldatban, 100 pmol foton/m?/s fotondram-siiriiségen, 120 rpm-es razatas és 21-23°C
mellett, alganeveld kamraban neveltik. A TAP tapoldat tartalmaz Tris-t (20 mM),
foszfat puffert (K;HPO,4 (108 mg/l), KH,PO,4 (56 mg/l), viz), makroelemeket: (NH4CI
(400 mg/l), MgSO,47H,0 (100 mg/l), CaCl,2H,0 (50 mg/l), (Gorman és Levine, 1965))
és mikroelemeket: (EDTA-Na; (50 pg/l), ZnSO47H,O (22 pupg/l), MnCly4H,0
(5,06 pg/1), CoCly6HO (1,61 pg/l), CuSO45H,0 (1,57 pg/l), (NHs)sM070244H,0
(1,1 pg/l), FeSO47H,0 (4,09 pg/l) (Hutner és mtsai., 1950)), és ecetsavat (0,1% v/v).

A kisérletekhez a sejteket steril koriilmények kozott a szilard téptalajrol
100 ml-es lombikokba oltottuk (melyek 50 ml TAP-oldatot tartalmaztak), majd a
lombikokat alganeveld kamraba helyeztiikk. Az igy nevelt elékulturakbol 3 nap mulva
1-5 ml-t oltottunk at, az egyes kisérletektl fiiggéen 500 ml-es (300 ml TAP-ot
tartalmazo) vagy 250 ml-es (50 ml TAP-ot tartalmazd) lombikokba, melyeket ezek utan
ujabb 3 napra visszahelyeztiink a neveld koriilmények kozé.

A 3 napos nevelést kdvetden a kultirakat lecentrifugdltuk és Sueoka’s high salt
medium (HS) tapoldatba (Sueoka, 1960) helyeztilk, mely szintén tartalmaz
makroelemeket: (NH4Cl (500 mg/l), MgSO47H,0 (20 mg/l), CaCl,2H,0 (10 mg/l),
KoHPO, (1,44 g/l), KH,PO,4 (0,72 g/1), és mikroelemeket: (EDTA-Na; (50 pg/l),
ZnSO47H,0 (22 pg/l), MnCly4H,0 (5,06 pg/l), CoCly6H20 (1,61 pg/l), CuSO45H,0
(1,57 pg/l), (NH4)sM070244H,0 (1,1 pg/l), FeSO47H,0 (4,09 pg/l), (Hutner és mtsai.,
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1950)). A centrifugalasi 1épés Sorvall LYNX6000 centrifugaval tortént, 2900 rpm-en,
20°C-on, 10 percen at. A feliiluszo eltavolitasat kovetden kisérlettdl fiiggden a sejtek
acetatmentes HS tdpoldatban vagy kénmentes TAP (a fent leirt alkotok koziil a
kéntartalmuakat kloridtartalmuakra cseréltiik: MgCl,, ZnCl,, CuCl,2H,0, FeCl,4H,0)
tapoldatban kertiiltek felszuszpendalasra.

A 100 ml-es hypovial (szérumiiveg) iivegekben folytatott kisérletekben a
klorofilltartalmat 50 ug/ml chl (a+b)-re allitottuk be, illetve egy kisérlet soran 15 és
30 pg/ml chl (a+b) koncentracidt hasznaltunk. A klorofilltartalom beallitasat kovetden
30 ml kultarat helyeztiink egy 100 ml-es szérumiivegbe, melyet gumiszeptummal és egy
aluminiumgytriivel 1égmentesen, steril koriilmények kozott lezartunk. A Roux-tipusu
fotobioreaktor (PBR) iivegekben tortént kisérletekhez a klorofilltartalmat 50 vagy
150 pg/ml chl (a+b)-re allitottuk be, és 100 ml kulturat helyeztiink az iivegbe.

Az iivegek légterébe a lezarasukat megel6zéen O, abszorbenst (Oxyfree 504B
100 cc loose, Tianhua Tech. CO., Ltd. Nanjing, Kina, illetve O2Zero-50 cc loose;
Global Reach Ltd, London, UK) helyeztink el specialis tartokban, ugy hogy
kozvetleniil az algakulturdval ne érintkezhessenek. A kultardkat 4 Orara sotétbe
helyeztiik, és a gazteriikbdl az O,-t és CO,-0t 20 perces Np-fuvatassal eltavolitottuk. Ezt
az anaerobizald 1épést még egyszer megismételtiik a kultarak fényre keriilése elott.

A 4 Orés sotét, anaerob indukeiot kovetden a kultarak 350 vagy 1000 pmol/m?/s
fotonaram-stiriségre, 23-25°C-ra kertiltek és 130 rpm sebességgel razattuk Oket. Az
algék altal termelt H, mennyiségét bizonyos id6kozonként gazkromatograf késziilékkel
(GC) hataroztuk meg.

A kénmegvonasos kisérletek alatt a sejteket lecentrifugéltuk és a feliiliszo
eltavolitdsa utan kénmentes tapoldatban felszuszpendaltuk Oket. Ezt a Iépést még
négyszer megismételtiik. A klorofilltartalmat 30 pug/ml chl (a+b)-re allitottuk be.

A Hj-termelést kovetd regeneracios kisérlethez egy Multi-Cultivator MC
1000-OD (Photon Systems Instruments, Brno, Csehorszdg) miiszert hasznaltunk. A
kisérlet kezdetén 6 pug/ml chl (a+b)-t allitottunk be, és a sejteket friss HS tapoldatba
helyeztiik. 23 °C-on, 80 pmol foton Im?/s folyamatos fotondram-stiriségen 72 Orén 4t
neveltiik 6ket a Multi-Cultivator-ban. Ezalatt az id6tartam alatt folyamatosan steril
levegd és 1%-0s CO, keverékkel buborékoltattuk oket. Ezt kovetden keriiltek a sejtek
egy Uj sotét anaerob indukcids kisérletbe, ahol a mar kordbban leirtak alapjan vizsgaltuk

a H,-termelésiiket.
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3.2. Kémiai kezelések

Egyes vizsgélatokban 3 oraval a kultardk fényre kertilését kovetden, kiilonbozo
kémiai kezeléseket alkalmaztunk.

A PSII gatlasara és annak H-termelésre gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz
20 uM  3-(3',4'-diklor-fenil)-1,1-dimetil-karbamidot (DCMU) adtunk a kultarakhoz,
melyet dimetil-szulfoxidban (DMSO, 100 mM torzsoldat) oldottunk fel. Ezt kovetéen
mértiik a kulturak altal termelt H,, valamint O, mennyiségét. Ilyenkor a kontroll
kultarakhoz azonos térfogati DMSO-t adtunk.

A terminalis oxidaz gatlasdhoz 1 mM kalium-cianidot (KCN), mig az alternativ
oxidaz gatlasdhoz 1 mM szalicil-hidroxdmsavat (SHAM) adtunk a kultirdkhoz, és ezt
kovetden mértiik a kulttrak altal termelt H, valamint O, mennyiségét.

Az aktiv CBB ciklus Hj- és O,-termelésre gyakorolt hatdsat olyan kulttrakban
vizsgaltuk, melyekhez a kisérlet folyaman 2% v/v CO,-t adtunk.

10 mM glikolaldehidet (GA), mely a CBB-ciklus inhibitora, adtunk a
kultarakhoz (1,5 M torzsoldat, vizben oldva) és ezt kovetden vizsgaltuk a
H,-termeléstiket.

2 uM ionofor hatasti karbonil-cianid p-trifluor-metoxi-fenol-hidrazont (FCCP)
(20 mM torzsoldat, HS tapoldatban feloldva) adtuk a kultarakhoz és vizsgaltuk ezutan a
H,-és O, -termelésiiket.

Az O eltavolitasara a kultirdkhoz még a sotét anaerob indukcié megkezdése
elétt 2 mM gliikézt (1 M-os torzsoldatbol), 0.2 mg/ml gliik6z-oxidazt (GO, 30 mg/ml
torzsoldat) és 1 mM aszkorbatot (Asc, 1 M torzsoldat) adtunk.

3.3. O, abszorbensek

A kisérleteink soran a 1égtérbdl torténd O, eltavolitasahoz hasznalt abszorbensek
egy natrium-klorid és vas keverékek: 504B 100CC Loose (Oxyfree, Tianhua Tech. CO.,
Ltd. Nanjing, Kina ), melyet a hypovial tivegben végzett kisérletek soran alkalmaztunk,
¢s S50CC Loose (O2Zero, Global Reach Ltd, London, UK ), melyet a Thin-Cell-Layer
Photobioreactor (TCL-PBR) iivegekben végzett kisérletek folyaman hasznaltunk fel. A

szérumiivegekbe 1,3 g O, abszorbenst tettiink, mig a fotobioreaktorokba iivegenként
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20 g O, abszorbenst hasznaltunk fel. EIObbi esetén a légkor O, tartalmat 0,07%-ra, mig

a PBR iiveg esetében 0,05% alé sikeriilt csokkenteni a segitségiikkel.

3.4. Mérési modszerek

3.4.1. Klorofilltartalom meghatarozasa algakultirakban

C. reinhardtii kultarak esetében a klorofilltartalom meghatarozasahoz a sejteket
5 percen keresztiil 80%-o0s acetonban, sotétben inkubdltuk. Egy centrifugaldsi 1épést
kovetden (3 perc, 13500 rpm) megmértiik a feliiluszd abszorpcigjat 663 és 646 nm
hullamhosszisagon =~ NanoDrop  2000C  (Thermo)  spektrofotométerrel. A
klorofillkoncentraciot Porra és munkatarsainak mddszere alapjan szamoltuk ki (Porra és

mtsai., 1989, 2002).

3.4.2. O és Hy mennyiségének meghatarozasa gazkromatografiaval

A C. reinhardtii kultarak altal termelt O, ¢és H, mennyiségének
meghatarozasdhoz gazkromatografids méréseket végeztiink. A kulturdkat tartalmazo
iivegek légterébdl Hamilton 1725 SL tipusu, zarhatd fecskenddvel 100ul mintat vettiink
¢és injektaltuk be a gazkromatografba. A minta komponenseinek meghatarozasa egy
hévezetoképességi  detektorral  (TCD)  felszerelt  Agilent 6890N  tipust
gazkromatograffal tortént a hypovial iivegekben végzett kisérletek esetében, mig a
fotobioreaktor iivegekkel végzett kisérletek soran egy Hewlett Packard 5890 tipusu
gazkromatografot hasznaltunk. Az elvélasztashoz HP Molesieve (30m x 0,535 mm x
25) kolonnat hasznaltunk, argon vivdgaz mellett. Az dramlés sebessége az Agilent GC
esetében 16,9 ml/perc volt, mig a Hewlett Packard esetében 34 ml/perc. Mind a két
miszernél a detektor hdmérséklete 160°C-ra, mig a kolonna hémérséklete 60°C-ra volt

allitva.
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3.4.3. Gyors Klorofill-a fluoreszcencia (OJIP) mérés

A fluoreszcencia méréseket Handy-PEA eszkozzel mértik (Hansatech
Instruments Ltd, UK). Az algakulturakat mérés el6tt 15 percig sotétadaptaltuk, majd ezt
kovetden 60 pl-t pipettaztunk a korabban Handy-PEA csipeszekbe helyezett Whatmann
(GF/C) szir6papirokra. A minta ezt kovetéen folyamatos vords fénnyel
(3500 pmol m?s™®  fotondram-siiriiséggel, 650 nm  hullamhossznal)  keriilt
megyvilagitasra. Az elsé megbizhaté mérési pont a 20 ps-ndl mért érték, ezt a pontot
tekintjiik Fo-nak. Az altalunk végzett mérések hossza 3 s volt. A Handy-PEA késziilék
0 és 0,3 ms kozott 10 ps-onként méri a fluoreszcencia intenzitdsat, mig 0,3 és 3 ms
kozott mar 100 ps-onként, 3 és 30 ms kozott 1 ms-ként, 30 és 300 ms kozott
10 ms-ként.

3.4.4. Fehérjeizolalas és western blot analizis

A HydA, PsaA, PsbA, RbcL, LHCSR3, CP43, PetB és a PSBO fehérjék
mennyiségi meghatarozasdhoz western blot analizist hasznaltunk. 2 ml mintat
gyljtottiink a kontroll mintdkbodl, melyek HS médiumban 2 6ran at neveld koriilmények
kozott voltak tartva. Majd a 4 6rés sotét anaerob indukci6 alatt 1€v6 kulturakbol, illetve
a 24, 48, 72, 96, 120 és 144 o6ras kultardkbol is mintdkat gyljtottiink a
gazkromatografids méréseket kovetden. A mintakrdl egy centrifugalasi 1épést kdvetden
(3 perc, 13500 rpm) eltavolitottuk a feliiluszot, ¢és a pelletet folyékony nitrogénnel
lefagyasztottuk. A felhasznalasig -80 °C-on taroltuk Oket.

A mintafeltaras soran a lefagyasztott sejteket 500 pl feltard pufferben
(50 mM Tris/HCI (pH 8.3), 0.25% Triton X-100, 1 mM DTT és 1x Complete Proteinase
Inhibitor) ujra felszuszpendaltuk. Ezt egy 30 perces sotét inkubacids 1épés kovette
folyamatos razatas mellett. Egy ujabb centrifugélasi 1épést (10 perc, 4°C, 20800 rpm)
kovetéen a feliilluszot egy ) Eppendorf csObe helyeztiikk, majd meghatdroztuk a
klorofilltartalmat és fehérjekoncentraciot. A fehérjetartalom meghatarozasahoz
Bradford modszert hasznaltunk (Bradford, 1976). El6szor egy kalibracios oldatsorozatot
készitettiink marha szérum albuminbodl (BSA), ahol 2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1,0 mg/ml,

0,75 mg/ml, 0,50 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,025 mg/ml, és 0,005 mg/ml
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koncentraciokat hasznaltunk. Ezt kovetéen 5 pl mintat 1 ml 1x roti-quant bradford
oldatban vettiink fel, kémcsdkeverével homogenizaltuk és 595 nm hulldmhossznél
megmértiik a fényabszorpcigjat. A BSA standardokbol szerkesztett kalibracios egyenes
alapjan pedig meghataroztuk a minta fehérjetartalmat.

Western blot analizis alatt a fehérjéket SDS-gélelektroforézissel valasztottuk el
egy Perfectblue Doppelsystem Twin L PEQLAB eszkoz segitségével. 4 %-os gylijto
(0,75 M Tris/HCI pH 8,45, 0,014% SDS) és 10 %-os szeparalo (1 M Tris/HCI pH 8,45,
0,1% SDS 10% glicerin) poliakrilamid gélt alkalmaztunk 32,5:1 akrilamid/bis-akrilamid
arany mellett. A mintdkat 1:5 ardnyban higitottuk 6x-0S toménységli mintapufferben
(375 mM Tris-HCI, pH 6,8, 60% glicerin (v/v), 12,6% SDS (w/v), 600 mM DTT,
0.09% bromfenolkék (w/v)) és 30 percig 40°C-on inkubaltuk. A gélre 22-24 ul kdzotti
végtérfogatokat vittiink fel. A kontroll mintabdl 4x-es, 2x-es €s 1x-es higitast vittiink fel
a zsebekbe. Fehérjemarkerbdl (Seeblue Plus prestained Standard Invitrogen) 20 pl-t
vittiink fel a gél mindkét oldaldra. A futtatdshoz hasznalt katdod puffer 0,1 M Tris,
0,1 M Tricin, 0,1% SDS (pH 8.25), mig az andd puffer 0,2M Tris/HCI, pH 8.9 volt. A
futtatast 35-45 V fesziiltségen kezdtik 1,5 o6ran at, és amikor a mintdk elérték a
szepardldo gél hatarat, a fesziiltséget megemeltiik 75-85 V-ra. A futtatds ezen a
fesziiltségen egy éjszakan at tartott. A géleket végig 4-6°C-on tartottuk keringetds
vizfurdével. A futtatds utan a fehérjéket PVDF membranra (Hybond, GE Healthcare
Amersham) blottoltuk 4t TransBlott (Bio-Rad) blottold késziilékkel. A méretre vagott
membranokat 100% metanolban nedvesitettiik, majd 5 percen at desztillalt vizben, majd
ujabb 5 percen at a transzfer pufferben (25 mM Tris, 192 mM Glicin pH 8.3) mostuk
Oket. A blottolas soran 1 A aramerdsséget alkalmaztunk 2 6ran at, 10-16°C mellett. Ezt
kovetéen a membranokat kisebb darabokra vagtuk, majd 100 ml 1% BSA-t és
1% tejport tartalmazo TBS-T pufferbe (20 mM Tris/HCI pH 7.6, 137 mM NaCl,
0.1% Tween,) helyeztiik ket egy oOrara kdzepes razatas mellett. Ezt kdvetden egyszer
15 percig majd kétszer 5 percig TBS-T pufterrel mostuk Oket.

Hozzéaadtuk az elsédleges ellenanyagot (50 ml) (PsaA, PsbA, RbcL, LHCSR3,
CP43, PetB: Agrisera AB; PSBO: Antiprot) a membranokhoz és egy oran at lassu
razatas mellett inkubaltuk Oket. Az egy ora lejartaval a membranokrdl ledntottiik az
elsédleges ellenanyagot, magukat a membranokat TBS-T pufferrel ledblitettiik, majd
eldszor 15 percen at, végiil kétszer 5 percen at ebben a pufferben inkubaltuk dket. Az

utolsé mosasi 1épést kdvetden hozzdadtuk a membranokhoz a méasodlagos ellenanyagot
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(Agrisera Antirabbit IGG AS09602) 1:40000-szeres higitasban, és egy éjszakan at
inkubaltuk 6ket 4 °C-on. Ezt ismét mosasi 1épések kovették, ahol TBS-T pufferrel
elészor egy 15 perces, majd négyszer S5 perces idOtartamban Oblitettik le a
membranokat.

A membranokat ezt kovetden egy foliara helyeztiik, és 1:1 ardanya ECL oldatok
keverékét (GE Healthcare Amersham ECL Prime Western Blotting detection reagent)
pipettaztuk ra. Ot perces inkubaciét kdvetéen a kemilumineszcenciat Fusion Fx
géldokumentacios rendszerrel detektaltuk. A digitalizalt képet pedig az Image] 1.52p

programmal denzitometraltuk.

3.4.5. Sejtszam meghatarozasa

A kultarakbol 3 ml-t vettiink ki minden nap a GC méréseket kovetden, de még
az anaerobizalast megel6zden. A 3 ml-bdl 5 pl-t pipettaztunk egy mikrocentrifuga csébe
¢s 95 ul 0,4 % w/w-0s Triton-X-100 oldatot adtunk hozza. A mintdkat 15 percen at
szobahdmérsékleten inkubaltuk és idonként kémesdkeverdvel felraztuk, igy elkeriilve a
sejtek leiilepedését. Az inkubacios id6 lejarta utan 10 pl-t vettiink ki a mintakbol és
pipettaztunk ra a sejtszamlalo lemezekre. A mérést LUNA-FL™ Dual Fluorescence

Cell Counter késziilékkel (Logos Biosystems, Anyang-si, Dél-Korea) végeztiik.

3.4.6. In vitro hidrogenazaktivitas-mérések

Az in vitro hidrogenazaktivitas a 4 ora sotét anaerob inkubalast kdvetden, illetve
a Ho-termelés 144. orajaban végeztiik. A mérés 13 ml térfogati szérumiivegben tortént,
ami 4 ml reakcidelegyet tartalmazott. Az 1,9 ml 100 mM-os foszfat puffert (pH 6,8;
100 mM K2HPO4 + 100 mM KH2PO4), 760 pl desztillalt vizet, 100 pl 10%-0s Triton
X-100-at és 40 pl 1 M-os metilviologént tartalmazd iiveg légterét nitrogén gazra
cseréltiik. Ezt kovetden fecskendd segitségével a szérumiivegbe jutattunk még 400 ul
1 M-os anaerob natrium-ditionitot, amelynek hatasara a reakcidelegy sotétlila sziniire
valtozott, majd a 200 pl anaerob sejtkultira hozzdadésa utan ismételten az iliveg légterét

nitrogéngazzal atfavattuk. A mintdkat 37 °C-os vizfiirddbe helyeztik majd 20
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percenként gazkromatograffal mértik a termelt H, mennyiségét (Scoma és mitsai.,

2012).

3.5. Statisztikai elemzés

A bemutatott eredmények minden esetben legalabb harom fiiggetlen kisérlet
méréseibdl szamolt atlagok, szorasként pedig az atlag szoras (SEM) van feltiintetve. A
statisztikai elemzést Student-féle t-teszttel vagy vegyes elrendezésti kétutas
ANOVA-val ¢és Tukey post-hoc teszttel vizsgaltuk. A szignifikanciaszintet az alabbiak
alapjan allapitottuk meg: + p<0,1; * p<0,05; ** p<0,01;*** p<0,001.
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4. Eredmények

4.1. Folyamatos H,-termelés fenntartasahoz sziikséges kulcslépések azonositasa

4.1.1. Acetatmentes tapoldat hasznalata a Hp-termelés soran

A hidrogendz expresszidjanak indukaldsdhoz egy ugy nevezett sotét anaerob
indukcios kezelést alkalmaztunk, melyhez modellorganizmusként a C. reinhardtii
CC-124-es torzset valasztottuk. Errdl a torzsrél mar ismert volt korabbi adatok alapjan,
hogy hatékony Hj-termeld, és eltérd kisérleti koriilmény kozott is képes a Ha-termelését
fenntartani (Kosourov és mtsai., 2009; Lakatos és mtsai., 201;, Oncel és mtsai., 2014;
Steinbeck és mtsai., 2015).

Kisérleteink soran az algasejteket hdrom napon at TAP tipoldatban neveltiik,
majd ezt kdvetden helyeztiik at ket friss, acetattartalmti (TAP és HSA), vagy éppen
acetatmentes (TP és HS) tapoldatba, lezart szérumiivegekbe. Azért teszteltik az
acetatmentes tapoldatokat, hogy elkeriiljiik a CO, képzddését a rendszerlinkben, mely
egyrészt a CBB ciklus miikodését indukalnd, s ezaltal elvonna az elektronokat a
hidrogenaztdl, illetve szerettiik volna elkeriilni a CBB ciklus miikodése soran keletkezd
O, mennyiségének felhalmozodasat is. A kultarak klorofilltartalmat 50 ug/ml chl
(atb)-re allitottuk be. A magas klorofill (a+b) tartalom megkdnnyiti az anaerobidzis
kialakulésat, a PQ-pool redukalodasat és a hidrogendzok minél magasabb expressziojat
(Chochois és mtsai., 2009).

A hidrogenaz expresszidjat 4 oras sotét anaerob indukcioval valtottuk ki, mely
soran a mintak légterét haromszor tiz percen at N gazzal fuvattuk, igy biztositva az O,
¢és COy eltavolitasat a rendszerbdl. A legtobb, korabban végzett kisérlettel ellentétben a
kultarékat viszonylag magas fényintenzitasnak (320 pmol foton/m?%s, fehér fény) tettiik
ki az inkubaciot kovetden.

Fény hatasara a TAP tapoldatban 1év6 kulturdknal az elsé 6rdban megfigyelhetd
Ho-termelés kortilbeliil 2 pl/ml kultara volt. Az ezt kdvetd hosszan tartd megvilagitas
nem eredményezett tovabbi Hj-termelést, mig acetatmentes kozegben (HS, TP) a
Ho-termelés folytatddott az elkovetkezd 24 draban is, ami végiil kb. 20 ul Ho/ml kultira

mennyiséget eredményezett (4. dbra).
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Megfigyelhetd volt, hogy acetat jelenlétében a szérumiivegek légterében az O,
gyorsan felhalmozédott, mig acetat hianyaban az O, koncentracidja alacsony szinten
maradt: kb. 9 ul Oo/ml kultara termelddott. Ez megkozelitéleg a 1égtér 0,3%-at teszi ki.
Mivel a kisérletek soran a HSA és TAP tapoldatban tartott kultirak egyarant alacsony
Ho-hozammal birtak, Osszehasonlitva a TP-ben és a HS-ben tartott sejtekkel, a
Ho-termelés novekedését az acetdt hidnyanak tulajdonitottuk. Ezért az ezt kdvetd
kisérletek soran a HS tépoldat hasznédlata mellett dontottiink. Ezt az Gn. minimal

tapoldatot altalanosan hasznaljak az algak élettani vizsgalataihoz (Allorent és mitsai.,
2013).
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4. abra Az acetat hatasa a H, (A) és O, (B)-termelésre Chlamydomonas reinhardti
CC-124-es torzsben. A kultarak TAP, TP, HSA, HS tapoldatokban voltak, 50 pg/ml chl
(a+b) koncentraciéra beallitva. Az anaerob indukciot kovetéen 320 umol foton/m?/s
folyamatos fényerdsséggel voltak megvilagitva. A gdzok mennyiségének meghatarozasa
lezart kultirak légterébdl tortént gazkromatografias méréssel 24 oOran at. A jobb oldali
ordinata tengelyen a 1égtér H, vagy O,-tartalma lathatd, %-ban kifejezve. A 0 idépont a
kultirak fényre keriilését jeloli. Az atlagok értékei (= SEM) 6 bioldgiai ismétlésen
alapulnak. A szignifikancia kiilonbségek ANOV A-val és Tukey post-hoc teszttel keriiltek
meghatarozasra. A kiilonb6zo betlik a szignifikans kiilonbségeket jelzik, a szignifikancia
*p<0,05-nek felel meg.

4.1.2. Acetatmentes tapoldatban nevelt kultarak és a széles korben elterjedt
kénmegvonasnak kitett kultirdk Ho-termelésének 0sszehasonlitasa

A megfeleld tapoldat kivalasztdsat kovetden Osszehasonlitottuk az altalunk
hasznalt HS tapoldatban végzett sotét anaerob indukcido és a klasszikus, acetat

jelenlétében végzett kénmegvondsos modszer Hj-termelésének hatékonysagat. Ez
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utobbirol  ismert, hogy csak acetat jelenlétében miukodik  hatékonyan
(Fouchard és mtsai., 2005; Kosourov és mtsai., 2007).

A HS téapoldatban, s6tét anaerob indukcion atesett kultirakban 24 6ra alatt 20 pl
Ho/ml (ami 16,32 nmol Hy/ug chl (a+b)-nak felel meg) képzddott (5. abra). A kultarak
altal termelt gdzokat a méréseket kdvetéen minden nap No-fuvatassal eltavolitottuk, igy
segitve eld a hipoxia fenntartasat, illetve gatolva a H, magas parcidlis nyomasanak
(Kosourov és mtsai., 2012) és a 1égtér tilnyomasanak kialakuldsat a rendszeriinkben. E
modszer alkalmazasaval 96 ora alatt 65 pl Hy/ml kultura képzodott.

Kénmegvonas esetén az els6 24 oOrdban alacsony Hy-termelés volt
megfigyelhetd, a maximalis értékeket 48, valamint 72 6ranal mértiik. Ebben az esetben
az Ossztermelés 96 oOra alatt 42 pl Hy/ml kultira volt. Ez a Hj-termelé produktivitas
Osszhangban van a kordbban elvégzett kisérletekkel, amelyeket szintén zarhaté
szérumiivegekben hajtottak végre (Steinbeck és mtsai., 2015; Nagy és mtsai., 2016).
Am ez a hozam jéval alacsonyabb, mint ugyanezen idétartam alatt, fotobioreaktorban
(PBR) elért hozam, amely kb. 200 pl Hy/ml kultira mennyiséget jelentett 96 ora alatt
(Kosourov és mtsai., 2003).

Azon kisérleteknél, ahol az acetatot kihagytuk a kénmegvonasnak kitett kulturak
tapoldatabol (TP-S), a termelt H, mennyisége igen alacsony volt, alatimasztva azt a
korabbi megfigyelést, hogy a kénmegvonassal indukalt H-termelés acetat-fliggd
(Fouchard és mtsai., 2005; Kosourov és mtsai., 2007). 24 6ra megvilagitast kovetéen
9 ul Oy/ml kultura halmozoddott fel a HS és a TP-S kulturak esetén, mig 40 pl Oy/ml
kultira volt mérhetd a kénmegvonason atesett mintak légterében.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy az anaerob indukcidé minimal
tapoldatban (azaz acetdtmentes tapoldatban) tartdos Hp-termelddést eredményez, mely

tobb napon at fenntarthat6 és magasabb hozamu, mint a TAP-S tapoldatban.
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5. abra H, (A) és O, (B)-termelés Osszehasonlitasa a kénmegvonasos, acetatmentes, illetve
acetatmentes és kénmegvonasos modszer esetében Chlamydomonas reinhardtii CC-124-es
torzsben. A kultarak HS, valamint kénmentes TAP és TP tapoldatban voltak, 50 pg/ml chl
(atb) koncentraciora bedllitva. Az anaerob indukciot kovetéen 320 pmol foton/m?/s
fényerdsséggel voltak megvilagitva. Az atlagok értékei (+ SEM) 6 biologiai ismétlésen
alapulnak. Az azonos koru HS tapoldatban 1évé kontrollhoz viszonyitott szignifikdnsan
eltéro értékeket Student t-teszttel hataroztuk meg, és *p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001-nek
felel meg.

4.1.3. A Ho-termelés forrasa és szabalyozasa

Az anaerob indukci6 altal kivaltott Hp-termelést acetitmentes kozegben
végezzikk kénmegvonas nélkill, ami a keményitd felhalmozodéasat eredményezné
(Zhang és mtsai 2002). Feltételeztiik, hogy a Hj-termelédését biztositd elektronok
kozvetleniil a vizbdl szarmaznak. E hipotézisiink teszteléséhez el6szor a kultirak
keményittartalmat vizsgaltuk meg. A kontrollként hasznalt aerob mintik
keményitdtartalma 0,25 mmol/l gliikozekvivalens volt, ami jellemz6 az aerob, normal
koriilmények kotott tartott mintakra (Tsygankov és mtsai., 2006). A 4 ora sotét
inkubaciot kovetden a keményitdtartalom 0,05 mmol/l gliikozekvivalensre csdkkent,
mig a fényre helyezéskor (a Hp-termelés kezdetén) ismét novekedett, de mar nem érte el
a korabbi (kontroll) szintet. 24-96 ora kozotti iddszakban a kisérlet soran nem
tapasztaltunk jelentds valtozast a mintak keményitétartalmaban, ami azt jelzi, hogy a

keményité lebomldsa nem jarult hozza jelentésen a Ho-termeléshez (6. abra).
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6. abra A keményit6tartalom valtozasanak nyomonkdvetése Chlamydomonas reinhardtii
CC-124-es torzsben a H-termelés soran. A kultuarak HS tapoldatban, 50 pg/ml chl (a+b)
koncentraciora voltak beallitva. Az anaerob indukcidt kovetéen 320 pmol foton/m?/s
folyamatos fényerdsséggel voltak megvilagitva. A 0 idépont a kulturak fényre kertilését
jeloli. A kisérletek soran meghataroztuk az acorob kultirak keményitOtartalmat, melyet
kontrollként alkalmaztunk. Az atlagok értékei (+ SEM) 3 bioldgiai ismétlésen alapulnak.

Ezt kovetéen a sejteket 3-(3’-4’-diklorofenil)-1,1-dimetilureaval (DCMU)
kezeltiik, mely képes irreverzibilisen k6tddni a PSII Qg kotéhelyéhez (Wraight, 1981).
A DCMU alkalmazasa soran megfigyeltiik (7. abra), hogy a légtér O, tartalma csokkent,
melyet a Ho-termelés megsziinése enyhe késéssel kovetett. Ez a kis késés valosziniileg
annak tudhaté be, hogy a folyadékbol a mar megtermelt H, lassan diffundalt at a
légtérbe. Kontroll kezelésként DMSO-t haszndltunk, ami sem a H,-, sem az
O,-termelésben nem eredményezett mérhetd hatast a kezeletlen mintakhoz képest.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Hp-termelés kozvetlen modon fiigg a PSII
elektrontranszportjatél és a vizbontastol, valamint a sejtlégzés hozzajarulasa a

H,-termeléshez valosziniileg igen csekély.
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7. abra DCMU hatasa az anaerob indukcios H, (A) és O, (B)-termelésre C. reinhardtii
CC-124-es torzsben. A kultarak HS tapoldatban, 50 ug/ml chl (at+b) koncentraciora voltak
beallitva. Az anaerob indukciot kovetéen 320 pmol foton/m%/s folyamatos fényerdsséggel
voltak megvilagitva. A jobb oldali ordinata tengelyen a légtér H, vagy O, tartalma lathato
%-ban kifejezve. A 0 idépont a kulturak fényre keriilését jeloli. A nyil a DMSO-ban oldott
DCMU (20 uM), illetve DMSO hozzaadasanak id6pontjat jelzi. Az atlagok értékei (£ SEM)
4-5 biologiai ismétlésen alapulnak.

Annak vizsgélatira, hogy a 1€gzés hozzajarul-e a hipoxiés allapotok kialakulasahoz, a
kultardkat a terminalis oxiddz miikodését gatldo kalium-cianiddal (KCN) és ezzel
egyidejlileg az alternativ oxidaz miikddését gatld szalicil-hidroxamsavsal (SHAM)
kezeltiik. Ezen inhibitorok hatasara (8. abra) az O, koncentracidja a 1égtérben hirtelen
0,3%-r6l 0,9%-ra ugrott. A légzésgatlok alkalmazasakor a Hp-termelés megsziint,

melynek valdsziniileg a megemelkedett O, koncentracio az oka.
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8. abra H, (A) és O, (B)-termelés a 1égzésgatld kalium-cianid (KCN) és szalicil hidroxamsav
(SHAM) hozzaadasat kovetéen C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kultarak HS
tapoldatban, 50 pg/ml chl (a+b) koncentraciora voltak beallitva. Az anaerob indukciot
kovetden 320 pmol foton/m?/s folyamatos fényerésséggel voltak megvilagitva. A jobb oldali
ordinata tengelyen a légtér H, vagy O,-tartalma (%) lathat6. A 0 id6pont a kulturdk fényre
kertilését jeloli. A nyil a KCN (ImM) ¢s SHAM (ImM) hozzaadasanak idopontjat jelzi. Az
atlagok értékei (£ SEM) 4-5 bioldgiai ismétlésen alapulnak.

Chlamydomonas-ban acetat asszimilacio a trikarbonsav ciklusban és a glioxalat
ciklusban valdsulhat meg, melyek metabolikus utakon keresztiil kapcsoléodnak a
glilkkoneogenezishez és az oxidativ pentoz-foszfat uthoz (Johnson és Alric, 2012,
Plancke és mtsai., 2014). A felszabadult CO, és glicerat-3-foszfat szubsztratként
hasznosulhat a CBB-ciklusban, mely a fotoszintetikus elektrontranszport altal generalt
redukald erdket is felhasznalja. Erre utal a kiilonb6z6 Rubisco-mutdnsok rendkiviili
fényérzékenysége is (Hemschemeier és mtsai., 2008; Pinto és mtsai., 2013).

Feltételeztiikk, hogy acetat és CO, hidnydban a CBB-ciklus inaktiv, a
fotoszintetikus elektrontranszport-lancb6l  szarmazd  elektronok pedig igy a

hidrogendzokhoz jutnak. Hogy err6l a feltevésiinkrdl megbizonyosodhassunk, a

o

kultardk légterébe 2% COz-ot (v/v) adtunk (9. é&bra). Ennek eredményeként
Ho-termelés megszlint, mig az Op-termelés erésen megndtt. A kultarak légterébe
bejuttatott CO, mennyisége gyorsan csokkent, 24 ora elteltével pedig mar nem volt

kimutathato.
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9. abra H, (A) és O, (B)-termelés 2% CO, hozzaadasat kovetéen C. reinhardtii CC-124-es
torzsben. A kulturdk HS tapoldatban, 50 pg/ml chl (a+b) koncentracidra voltak beallitva. Az
anaerob indukciot kovetden 320 pmol foton/m?/s folyamatos fényerésséggel voltak
megvilagitva. A jobb oldali ordinata tengelyen a légtér H, vagy O,-tartalma lathaté %-ban
kifejezve. A 0 idépont a kulturak fényre keriilését jeloli. A nyil a CO, (2%) hozzaadasanak
idépontjat jelzi. Az atlagok értékei (= SEM) 4-5 biologiai ismétlésen alapulnak.

Amikor a CBB-ciklust gatlo glikolaldehidet (GA) adtunk a mintakhoz (10. abra),
a kezdeti 9 ora alatt nem volt megfigyelheté valtozas a Hp-termelésben, mig a l1égtér
O,-koncentracidja csokkent. A 24. draban a Hp-termelés megszlint és az O, jelenlétét

mar nem lehetett kimutatni, ami valdsziniileg a GA fotoszintézisre gyakorolt negativ

hatasanak koszonhet6 (Riihle és mtsai., 2008).
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10. abra H, (A) és O, (B)-termelés a CBB ciklust gatlo glikolaldehid (GA) hozzaadasat
kovetden C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kultarak HS tapoldatban, 50 ug/ml chl (atb)
koncentraciora voltak beallitva. Az anaerob indukciot kovetéen 320 pmol foton/m?/s
folyamatos fényerésséggel voltak megvilagitva. A jobb oldali ordinata tengelyen a légtér H,
vagy O,-tartalma lathatd %-ban kifejezve. A 0 idépont a kultirak fényre keriilését jeloli. A
nyil a GA (1 mM) hozzaadasanak idépontjat jelzi. Az atlagok értékei (= SEM) 4-5 biologiai
ismétlésen alapulnak.
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A hidrogendz enzim kompeticioban all a CBB-ciklussal a felvehetd
elektronokért. Ezért ha a CBB-ciklus aktivitdsat csokkentjiik, ahogy az aldbbi
eredmények is mutatjak, a hidrogenaz miikddése hosszabb idon keresztiil fenntarthato.
Némi hidrogendz aktivitdas megfigyelhet6 a megvilagitas kezdetén, ami
megmagyarazhatja a sotét anaerob inkubaciot kovetd keményitOtartalom atmeneti
novekedést is.

Amikor a CBB-ciklus szubsztratokhoz vald hozzaférése korlatozott, az ATP és
NADPH fogyasztas csokken, kivaltva ezzel a fotoszintetikus elektrontranszport
miikddésének csokkenését is, igy elézve meg a fotoszintetikus apparatus karosodasat.
Ilyen koriilmények kozott a PSI ciklikus elektrontranszport mértéke megnd,
hozzajarulva ezzel a tilakoid lumen savasodasdhoz, ami nem-fotokémiai kiolto
mechanizmusokat valt ki a felesleges gerjesztési energia biztonsagos eltavolitasa
érdekében (Erickson és mtsai.,, 2015). A lumen savasodasa ugyanis lelassitja a
plasztokinon oxidaciojat a citokrom bg/f-komplexen keresztiil. Ilyen koriilmények
kozott a PSII-ben novekszik a toltésrekombinacié mértéke, mig az O,-termelés mértéke
csokken (Davis és mtsai., 2016). Ennek az un. fotoszintetikus kontroll mechanizmusnak
koszonhetden csokken a PSII-bdl szarmazé elektrontranszport, és mérsékelddik a kéaros
fotooxidacié kockazata (Johnson és mtsai., 2014; Roach és Krieger-Liszkay, 2014;
Chaux és mtsai., 2015).

Chlamydomonas-ban a fotoszintetikus elektrontranszport komponensek tulzott
mértékll redukcidjanak elkertilésére kiilonbozo alternativ tvonalak szolgalnak. Ilyen
példaul a Mehler-reakcid, a malat-aszpartat transzfer, a plasztid termindlis oxidaz és a
flavodiiron-figgé  fotoredukciés  utvonalak  (Erickson és  mtsai., 2015;
Curien és mtsai., 2016). Ezek az utak azonban Oj-fliggéek, hipoxias koriilmények
kozott az elektronok hidrogenazokra torténd szallitasa szolgalhat hatékony biztonsagi
szelepként.

Annak a lehetdségnek a tesztelésére, hogy a tilakoid lumen fényben torténd
savasodasa korlatozhatja-e a linearis elektrontranszportot ¢€s ezéltal az O, ¢és
Ho-termelést, a kultarakat 1onofor hatasu
karbonil-cianid-p-triflour-metoxi-fenil-hidrazonnal (FCCP) kezeltik (Heytler ¢és
Prichard, 1962; Tolleter és mtsai 2011). Az FCCP hozzaadasat kovetéen (11. abra)

azonnal megndtt a Hp-termelés mértéke, amelyet az O,-termelés dtmeneti novekedése
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kovetett. Ez egyetértésben van azzal az elmélettel, hogy a magas ApH korlatozhatja a

hidrogenazokhoz torténd linearis elektronaramlast (Antal és mtsai., 2009).
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11. abra H, (A) és O, (B)-termelés az ionofér karbonil-cianid p-trifluor-metoxi-fenol-hidrazon
(FCCP) hozzaadasat kovetéen C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kulturak HS tapoldatban,
50 pg/ml chl (a+b) koncentraciora voltak beallitva. Az anaerob indukciot kdvetéen 320 pmol
foton/m?/s folyamatos fényerdsséggel voltak megvilagitva. A jobb oldali ordinata tengelyen a
légtér H, vagy O,-tartalma lathaté %-ban kifejezve. A 0 idépont a kulturak fényre keriilését
jeloli. A nyil az FCCP (2 uM) hozzaadasanak iddpontjat jelzi. Az atlagok értékei (= SEM) 4-5

hinladeiai ismétlésen alannlnak.

A gyors klorofill-a fluoreszcencia (OJIP) tranziensek a fotoszintetikus funkciok
egy érzékeny és széles korben hasznalt indikatorai (Schansker és mtsai., 2014). Az Fqés
F, értékek felhasznalhatoak a PQ-pool redox allapotanak becslésére (Joét és mitsai.,
2002; Toth és mtsai., 2007).

Az Fy ¢és F; értékek viszonylag magas értéket mutattak a Hp-termelés alatt
(12. abra), jelezve hogy a PQ-pool redukalt allapotban volt. Ez az eredmény szintén
megerésiti azt, hogy a ,,fotoszintetikus kontroll” egy, a Hp-termelést befolyasolo fontos

tényezo.
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12. abra Gyors klorofill-a fluoreszcencia tranziens (OJIP) valtozasa a Hj-termelés soran
C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kultarak HS tapoldatban, 50 upg/ml chl (atb)
koncentraciora voltak beallitva. Az anaerob indukciot kovetéen 320 pmol foton/m%/s
folyamatos fényerdséggel voltak megvilagitva. A mintdk a zart szérumiivegekbdl torténd
gyljtést kovetden, 15 perc sotét adaptacio utan lettek megmérve.

Amikor a Hj-termelés sebességét nagyobb idbfelbontasban vizsgaltuk
folyamatos fényben, egy atmeneti gyors emelkedést figyeltink meg a Hj-termelést
illetden (13. abra), amely a sotét-fény atmenetek jellemzdje (Boichenko és mitsai.,
2004). Ebben az esetben koriilbeliil 2,3 pl Hy/ml kultara termel6dott 8 perc alatt, ami
15,76 umol Hy/mg chl (at+b)/h sebességnek felel meg. Ezt egy alacsonyabb termelési
sebességli szakasz kovette (1,31 umol Hy/mg chl (atb)/h, 1 és 5 kozott), amely alatt
0,2% O, halmozddott fel a 1égtérben. Ezt az értéket azért fontos ismertetniink, mert a
C. reinhardtii [Fe-Fe]-tipusti hidrogenazainak az inaktivaciéja mar 0,3-0,4%-nyi O,
koncentracional percek alatt bekovetkezik (Ghirardi és mtsai., 1997). igy a 0,2%-nyi

O2-nek valo tart6 kitettség jelentdsen csokkentheti a Hp-termelés mértékét.
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13. abra H; (A) és O, (B)-termelés kezdeti szakaszanak bemutatasa nagyobb id6feloldassal
C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kulturak HS tapoldatban, 50 pg/ml chl (atb)
koncentraciora voltak beallitva. Az anaerob indukcidt kovetéen 320 pmol foton/m?/s
folyamatos fényerdsséggel voltak megvilagitva. A jobb oldali ordinata tengelyen a légtér H,
vagy O,-tartalma lathato %-ban kifejezve. A 0 idépont a kulturak fényre keriilést jeloli. Az
atlagok értékei (£ SEM) 4-8 bioldgiai ismétlésen alapulnak.

Tehat a hidrogenazok aktiv allapotanak fenntartasat biztositani kell a megtermelt
O, eltavolitasat a rendszerb6l (Reeves és Greenbaum, 1985). Els6 megkozelitésként
glikkézt (Glu), glikéz-oxidazt (GO) és aszkorbatot (Asc) adtunk a kultirdkhoz annak
érdekében, hogy eltavolitsuk az O,-t (Joét és mtsai., 2002). Ha kiilon-kiilon adtuk 6ket a
mintakhoz, akkor csak minimalis hatast gyakoroltak mind az O,, mind a H;
mennyiségére. Azonban a kombinalt kezelés utan (14. abra) csokkent a 1égtérben az O,
mennyisége, ugyanakkor a 3 o¢ra alatt termelt H, mennyisége a tizszeresére nott:
8 ul Hy/ml kultara értékrél 85-re (ami 1,36 umol Hyo/mg chl (a+b)/h értékrdl 23,13 pmol
H./mg chl (a+b)/h -ra torténé emelkedésnek felel meg). Ezek az értékek a Glu+GO+Asc
hidnydban 0,29 %-o0s, mig a jelenlétében 2,95 %-os fény-H; energiakonverzids
hatékonysagnak felelnek meg.

Azonban ez a kezelés nem jelent redlis lehetdséget a hossza tdva Hp-termelés
fenntartdsaban, részben a gliikkoz folyamatos felhasznalodasa, részben a glikoz
oxidacigjaval jaro reaktiv oxigénfajtak kialakuldsa miatt. Ezért mas lehetdséget kell

keresni az O, eltavolitasara.
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14, abra H, (A) és O, (B)-termelés gliikoz (Gle, 2mM), glikkoz-oxidaz (GO 0,2 mg/l) és
aszkorbat (Asc, ImM) hozzdadasat kovetben C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kulturak
HS tapoldatban, 50 pg/ml chl (a+b) koncentraciora voltak beallitva. Az anaerob indukciot
kévetden 320 pmol foton/m?/s folyamatos fényerdsséggel voltak megvilagitva. A jobb oldali
ordinata tengelyen a Iégtér H, vagy O,-tartalma lathato %-ban kifejezve. A kultirakhoz a sotét
anaerob indukcié megkezdése elétt glikozt (Gle, 2mM), glikkdz-oxidazt (GO 0,2 mg/l) és
aszkorbatot (Asc, 1ImM) adtunk. A 0 id6pont a kultarak fényre keriilést jelzi. Az atlagok
értékei (£ SEM) 4-8 biologiai ismétlésen alapulnak.

4.2. Az uj Hy-termeltetési modszer optimalizalasa

4.2.1. A hidrogenaz aktivitasanak megdrzése Fe-NaCl alapt O,-abszorbens segitségével

Az O, mennyiségének csokkentése a kultirdkban tobb uton is elérhetd: 1, a
PSll-aktivitas csokkentésével (Melis és mtsai., 2000; Surzycki és mtsai., 2007), amely
sziikségszerlien csokkenti a Hp-termeléshez rendelkezésre all6 redukalod erdt. 2, A
légzés-fotoszintézis arany novelésével (Scoma ¢és mtsai.,, 2014), amely jelentds
szubsztratot igénnyel ¢és alacsony energiakonverzios hatékonysagot eredményez. 3,
Alga-baktérium konzorciumok Ilétrehozasaval (Lakatos és mtsai.,, 2014), azzal a
hatrannyal, hogy a bakteridlis 1égzéshez is acetatra vagy mas szerves szénforrasra van
sziikség. 4, A 1égtér atfuvatasaval, példaul héliummal (Reeves és Greenbaumz, 1985;
Cinco és mtsai., 1993). 5, Az O, kémiai megkotésével; rovid tava kisérletek soran
hemoglobint, mioglobint és a kobalt kelatokat alkalmaztak koradbban a keletkezett O,
eltavolitasara (Rosenkrans és Krasna, 1984).

Mi egy kémiai O, abszorbenst valasztottunk az O, megkdtésére, mely vaspor €s
natrium-klorid  keverékébdl 4all, s amelyet széles korben hasznilnak az

¢lelmiszeriparban. Az abszorbens nagy hatékonysagu (1 g abszorbens képes akéar 13 ml
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O,-t is megkdtni szobahémérsékleten (Braga és mtsai., 2010)), bioldgiai szempontbdl
biztonsagos és olcso.

Kis mennyiségii (kb. 1,3 g) O, abszorbenst tettiink egy 2 ml-es Eppendorf csdbe,
majd ezt a szérum tlivegben 1évé Chlamydomonas kultira 1égterében rogzitettiik. Ez a
rendszer megkozelitdleg kétszer nagyobb Hj-produkciot eredményezett, igy elértiik a
200 pl  Hyml kultira mennyiséget 96 ora alatt (15. 4bra) (ami
163,3 umol Hy/mg chl (a+b)/h mennyiségnek felel meg). Az O, koncentracidja a
légtérben 24 6ranal 2,1 pl Op/ml kultura volt, amely a 1égtér 0,07%-nak felel meg.

80

M Kontroll M +O;abs. M Kontroll M +0,abs.

L

60 |
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=
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15. abra H, (A) és O, (B)-termelés O, abszorbens hasznalata mellett C. reinhardtii CC-124-es
torzsben. A kultarak HS tapoldatban, 50 ug/ml chl (atb) koncentraciora voltak beallitva, az
anaerob indukciot kovetden 320 pmol foton/m?s folyamatos voltak fényerSsséggel. A 0
idépont a fényre keriilést jelzi. Az atlagok értékei (+ SEM) 11-15 bioldgiai ismétlésen
alapulnak. Az azonos koru HS tapoldatban 1év6 kontrollhoz viszonyitott szignifikansan eltérd

értékeket Student t-teszttel hataroztuk meg, és *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001-nek felel
meg.

A fény-H; energiakonverzi6 hatékonysaga a sotét anaerob indukciot majd a 15
perces megvilagitast kdvetden mind az O, abszorbens hidnyaban, mind a jelenlétében
kb. 1,5%. A 24 O6ras megvilagitds utan azonban a fény-H, energiakonverzio
hatékonysaga 0,11%-o0s a kontroll mintdkban, mig O, abszorbens jelenlétében ez tobb
mint a kétszerese, mintegy 0,27%.

A korabbi kénmegvonasos kisérletek soran, acetat jelenlétében a maximalis
fény-H; konverzio hatékonysaga 0,13-3,22% kdzott mozgott (Scoma és mtsai., 2014),

mig a kénmegvonas nélkiil ez a hatékonyséag sokkal alacsonyabb, kb. 0,1% volt.
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Kisérleteink soran Osszehasonlitottuk a H,-termelés hozamat harom kiulénb6zo
klorofill koncentracional is (16. abra). O, abszorbens hianyaban az 6sszesen megtermelt
H, mennyisége 96 ora alatt a 15 pg chl (atb)/ml kultaraban 50 upl Hy/ml, a
30 pg chl (at+b)/ml kultiraban 90 ul Hy/ml és az 50 pg chl (atb)/ml kulturaban kb.
105 pl Ho/ml volt.
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16. abra H; (A) és O, (B)-termelés klorofill koncentracio fiiggése C. reinhardtii CC-124-es
torzsben. A kultarak HS tapoldatban, 15, 30 és 50 pug/ml chl (a+b) koncentraciora voltak
beallitva. Az anaerob indukciét kévetéen 320 pmol foton/m?/s folyamatos fényerésséggel

voltak megvilagitva. Az atlagok értékei (= SEM) 5-6 biologiai ismétlésen alapulnak.

Az O, abszorbens jelenlétében (17. 4dbra) ezek a mennyiségek 120, 210 és
227 ul Hy/ml-re emelkedtek.
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17. abra H; (A) és O, (B).termelés klorofill koncentracio fliggése O, abszorbens jelenlétében
C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kultarak HS tapoldatban, 15, 30 és 50 pg/ml chl (a+b)
koncentraciora voltak beallitva. Az anaerob indukciot kovetben 320 pmol foton/m?/s

folyamatos fényerdsséggel voltak megvilagitva. Az atlagok értékei (= SEM) 5-6 biologiai

ismétlésen alapulnak.
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Ha  klorofilltartalomra  vonatkoztatunk, 50 ung chl  (at+b)/ml-rél
15 pg chl (a+b)/ml-re torténd csokkentése javulast eredményezett a Ho-termelésben még

az O, abszorbens hianyaban is (2,1 ml Ho/mg chl (a+b)-rél 3,3 ml Ho/mg chl (a+b)-re).

A kulturak altal megtermelt gazok 1égtérbdl torténd eltavolitasahoz minden nap
N,-flvatast alkalmaztunk. Annak tesztelésére, hogy ez ténylegesen sziikséges-e, a
gazok eltavolitasa nélkiil is elvégeztikk a kisérletet (18. abra). Az O, abszorbens
hianyaban, atfavatas nélkiil a termelt H, mennyisége 50%-kal csokkent. O, abszorbens
jelenlétében azonban a H; mennyisége valtozatlan volt, fliggetleniil a Nj-atftvatastol,

vagy annak hidnyatol.

A B
T 250 T 20
= B Kontroll M +0,abs. = N Kontroll M +0,abs.
] ] -
= 200 || N, kontroll e 16 M N; kontroll
S 150 =12
z 100 £ 8
I 4
b b
0 ~0
3 = 0

18. abra H; (A) és O, (B)-termelés N, favatas nélkiili, illetve N, fuvasos kontroll mintak
esetében C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kultirak HS tapoldatban, 50 pug chl (atb)
klorofilltartalomra voltak allitva. Az anaerob indukciot kévetben 320 pmol foton/m?/s
folyamatos fényerdséggel voltak megvilagitva. A 0 idépont a kultarak fényre keriilését jeldli.
Az atlagok értékei (+ SEM) 5-6 biologiai ismétlésen alapulnak.

Ezutdan O; abszorbens jelenlétében, illetve hidnydban megvizsgaltuk a
hidrogenazok expresszigjat €s aktivitasat. A 4 Oras sotét anaerob indukci6 hatisara a
HYDA1L transzkripcios szintje 11-szeresére emelkedett az aerob kontrollhoz képest
(19. abra). Ezt csokkenés kovette, melyet az abszorbens hidnyaban és jelenlétében

egyarant megfigyeltiink. Valoszintisithetd, hogy ez az O, HYDA1l expresszidjara
gyakorolt erés gatld hatasa miatt kdvetkezik be (Happe és Kaminski, 2002).
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19. abra A HYDAL1 expresszios szintje az O, abszorbens jelenlétében, illetve annak hianyaban
C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kultarak HS tapoldatban, 50 pg/ml chl (atb)
koncentraciora voltak beallitva. Az anaerob indukcidt kovetden 320 pmol foton/m?/s
folyamatos fényerdsséggel voltak megvilagitva. A 0 idOpont a kultirdk fényre keriilését jeldli.
Az atlagok értékei (+ SEM) 3-4 biologiai ismétlésen alapulnak. A kétutas ANOVA analizis
nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kontroll és az O, abszorbenst tartalmazd mintak
kozott.

A HydA enzim mennyiségét Western-blot analizissel, szemi-kvantitativ mddon
hataroztuk meg (20. abra). Itt szintén azt tapasztaltuk, hogy az enzim mennyisége
jelentésen megndvekedett a 4 6ras s6tét anaerob inkubacids periddust kovetden. Késébb
a HydA mennyisége csokkent, dm mérsékeltebb csokkenés volt megfigyelhetd,
amennyiben O, abszorbenst is alkalmaztunk a kisérlet alatt.

A sotét anaerob indukciot kovetden az in vitro hidrogenaz aktivitas kb.
500 umol Hy/mg chl (a+b)/h volt, melyet redukalt metilviologén — mint elektron donor
— jelenlétében hataroztunk meg. Ez az adat megfelel a korabbi irodalmi adatoknak
(Hemschemeier és mtsai., 2009).

A 4 6ras megvilagitas utan az in vitro hidrogenaz aktivitas O, abszorbens nélkiil
az eredeti aktivitdas 6%-ara, mig az O, abszorbens jelenlétében az eredeti aktivitas
9%-ara csokkent. Ez az erdteljes csokkenés is jelzi a hidrogendzok extrém O,
érzékenységét (Ghirardi és mtsai., 1997).

Ezt a gyors csokkenést egy lassabb, inaktivacios fazis koveti. Az eredeti
aktivitasnak a kontroll mintdkban csak a 2%-a, mig O, abszorbens jelenlétében az

aktivitas 5%-a volt megfigyelhet6 a kisérlet végére.
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20. abra A, Western-blot analizissel meghatarozott HydA mennyisége az O, abszorbens
jelenlétében és annak hianyaban C. reinhardtii CC-124-es torzsben. 2 pg chl (at+b)-nek
megfeleld mennyiségli mintat hasznaltunk az analizishez. A 2-4. mintak a O perces kontroll
minta 25%-0s, 50%-0s, 100%-o0s mennyiségei. A 0 6ras mintakat kézvetleniil a 4 6ras sotét
anaerob indukcio utan gyijtottiik. B, In vitro hidrogenaz aktivitas O,-abszorbens jelenlétében,
illetve annak hianyaban. A 4 o6ra sotét anaerob indukcionak Kitett sejtek %-ban kifejezve,
amely koriilbelil 500 umol/H,/mg chl (a+b) volt. Az atlagok értékei (+ SEM) 3-4 biologiai
ismétlésen alapulnak. A szignifikancia kiilonbségek két utas ANOVA-val és Tukey post-hoc
teszttel keriiltek meghatarozasra. A csillagok a szignifikdns kiilonbségeket jelzik,
*p<0,05-nek felel meg.

Az altalunk feldllitott rendszer fenntarthatdosdgat a fotoszintetikus apparatus
leirasaval jellemeztiikk a 96 oOras kisérlet folyaman. Azt tapasztaltuk, hogy a chl (a+b)
tartalom csak 10%-ot csokkent a kisérlet soran (21. abra). Az F,/Fy, értéke — mely a PSII
hatékonysdganak mérdje — lasstt csokkenést mutatott a 96 6rds idOtartam alatt, de
viszonylag magas értéken maradt (0,4 felett) mind a kontroll, mind az O, abszorbenst

tartalmazo mintak esetében (21. abra).
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21. abra A klorofilltartalom (A) és az F./F,, (B) értékek valtozasa O, abszorbens jelenlétében
¢és annak hianyaban C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A kulturak HS tapoldatban voltak,
50 pg/ml chl (at+b) koncentraciéra bedllitva, az anaerob indukciot kdvetéen 320 pmol
foton/m?/s folyamatos fényerdsséggel megvilagitva. A 0 idépont a kulturak fényre keriilését
jeloli. Az atlagok értékei (+ SEM) 3-6 biologiai ismétlésen alapulnak.

A PsbA (a PSII reakciocentrum egyik f6 fehérjéje), a PetP (a cytps/f komplex egyik
alegysége) és a PsaA (a PSI reakciocentrum egyik fehérjéje) mennyisége — mely
Western-blot analizissel keriilt meghatarozasra- nagyrészt valtozatlan maradt a kisérlet
teljes id6tartama alatt, mind a kontroll, mind az O, abszorbenst tartalmaz6 mintak

esetében (22. 4bra).

PsbA
T, —— - — — — — — — —
PetB
- —— —— - — ——
PsaA
S e emn GED GED GED GED GER GER GER GED GEHD G e
RbcL
D - ——— > G— — — -— -—
SR SSTTTTITILLELLS
= w3 e 2 2 € % =
"EE;J_AZLZ::::::
$E:rREfisiaEens

22. abra Wesren-blot analizissel meghatarozott PsbA, PetB, PsaA és RbcL mennyisége az O,
abszorbens jelenlétében és annak hianydban C. reinhardtii CC-124-es t6rzsben.
2 ug chl (a+b)-nek megfelel6 mennyiségli mintat hasznaltunk az analizishez. A 2-4. mintak a
0. perces kontroll minta 25%-0s, 50%-0s, 100%-os mennyiségei. A 0 Oras mintakat
kozvetleniil a 4 6ras sotét anaerob indukcio utan gyljtottik. Az atlagok értékei (+ SEM) 3-6
biologiai ismétlésen alapulnak.
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A Rubisco nagy alegysége, az RbcL mérsékelt csokkenést mutatott a 96 6ra alatt
(22. abra). Ezek az eredmények éles ellentétben allnak a kénmegvonas alatt elért
eredményekkel, ahol a Rubisco és a PsbA mennyisége mar 48 6randl nagymértékii
csokkenést mutat, €¢s a 4-6 napos kisérlet végére a legtobb fotoszintetikus komplex
lebomlik, a sejtek pedig végiil elpusztulnak (Melis és mtsai., 2000; Zhang és mtsai.,
2002; Nagy és mtsai., 2016, 2018).

Mivel a kisérletiink sordan a sejtek fotoszintetikusan aktivak maradtak, a
H,-termeltetési idészak utan megprobaltuk oket regeneralni és egy 0j kisérlet soran
ismét felhasznalni. A kultarakat a regeneraci6 soran 6 ug chl (a+b)-ra allitottuk be, friss
HS oldattal higitva éket. Ezutan egy alganevelé berendezésbe (PSI Multicultivator)
helyeztiik a kultirdkat és 1%-0s COp-tartalmu levegdvel buborékoltattuk dket 72 o6ran
at. Ez id6 alatt a sejtszam gyarapodasa volt megfigyelhetd, ami mar 24 o6ra alatt
megduplazodott (23. dbra).

Amikor ezeket a regeneralt sejteket egy masodik, sotét anaerob indukcios
periddusnak vetettiik ala HS tapoldatban, a H-termelés hozama az elsé ciklushan

mértekhez hasonlod volt.
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23. abra A, 1%-0s CO, tartalmu steril levegével buborékoltatott kulturak ndévekedésének
kovetése 72 oran at C. reinhardtii CC-124-es torzsben. A sejtek novekedését 720 nm-en
mért turbiditassal kovettiink, az els6 Ho-termelési kisérletet kovetben. A kultarak friss HS
tapoldatban voltak, 6 pg/ml chl (a+b) koncentraciora bedllitva. A novekedési szakaszban
nem volt jelen az O,-abszorbens, csak az azt megel6z6 kisérletben. H, (B) és az O,
(C)-termelés a masodik sotét anaerob inkubaciot kovetéen O, abszorbens jelenlétében,
illetve annak hianyaban Chlamydomonas reinhardtii CC-124-es torzsben. A kulturak HS
tapoldatban, 50 pg/ml chl (a+b) koncentraciora voltak beallitva, az anaerob indukciot
kovetden 320 p foton/m?/s folyamatos fényerésséggel voltak megvilagitva. Az atlagok
értékei (= SEM) 4 bioldgiai ismétlésen alapulnak. Az azonos kortit HS tapoldatban 1évo
kontrollhoz viszonyitott szignifikansan eltéré értékeket Student t-teszttel hataroztuk meg,
és *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001-nek felel meg.

47

Eredmények



Eredmények

4.4. Hj-termeltetés hatékonysaganak fokozasa egy uj tipusu fotobioreaktor
kialakitasaval

Ahogy az mar korabban emlitésre keriilt, a HydA expresszidjat és aktivitasat
gatolja a fotoszintézis soran termel6dé O, (Swanson és mtsai., 2015). De az O, gatlasa
mellett a H, magas parcialis nyomasa ugyancsak negativ hatassal van az enzim
miikodésére, ugyanis ebben az esetben H,-felvételhez vezet (Kosourov és mtsai., 2012).
csokkentése a Hy-termelés hatékonysaganak noveléséhez. Erre nyujt lehetOséget az
algakultara feliilet/térfogat aranyanak novelése, mely eldsegiti a sejtek altal termelt
gazok diffuzidjanak végbemenetelét a folyadék fazisbol a gazfazisba. Ennek
segitségével mérsékelhetdk a H-termelésre gyakorolt gatlé hatdsok. A vékony
folyadékrétegli fotobioreaktorok (Thin-Cell-Layer Photobioreactor, TCL-PBR) olyan
nevelésre alkalmas rendszerek, melyeket 10 mm-nél révidebb fényut és nagy
feliilet/térfogat arany jellemez. Ezek a tulajdonsagok lehetdvé teszik, hogy a TCL-PBR
akar nagyon magas sejtsiiriséggel is miikodjon (1000 pg chl (a+b)/ml kultara), és
javuljon a besugdrzott teriilet egységnyi feliiletére jutd fotoszintetikus hatékonysag
(Masojidek és mtsai., 2011, 2015). Ha mindezt turbulens keveréssel kombinaljuk, akkor
a TCL-PBR-t jellemz6 nagy sejtstiriiség rovid fény/sotét ciklusok kialakulasat is
lehetévé teszi (Doucha és Livansky, 1995; Masojidek és mtsai., 2011). A rovid
fény/sotét ciklusok elénye abban rejlik, hogy javitjak a fényhasznositasi hatékonyséagot,
mivel megakadalyozzdk a fotoszintetikus elektrontranszport-komponensek talzott
redukalodasat  (Matthijs és mtsaiz, 1996; Nedbal ¢és mtsai.,, 1996), tovabba
megakadalyozzdk a  Hp-termeléssel versengd CBB-ciklus aktivalodasat is
(Kosourov és mtsai., 2018).

Munkédnk sordn a Hp-termelést egy zart TCL-PBR rendszer alkalmazéséaval
probaltuk fokozni. Ehhez elsd I1épésként Osszehasonlitottuk a szérumiivegekben
elhelyezett kulturak, és vékony folyadékrétegli, vizszintesen elhelyezett, 1 literes Roux
iivegekben (TCL-PBR) 1évé algakultirdk altal termelt H; mennyiségét. A
sejtszuszpenzid vastagsaga koriilbeliil 22 mm volt a szérum iivegekben, mig a PBR

tivegekben 5 mm volt (24. ébra).

48



Eredmények

24, abra: A kisérletek soran felhasznalt szérumiiveg és vékony folyadékrétegii PBR iiveg. A
szérumiiveg 120 ml-es térfogati, melybe 30 ml alga kultarat és 1,3 g O, abszorbenst
helyeztiink el. A Roux-iiveg 1 l-es térfogati, melybe 100 ml kultara és 20 g O, abszorbens
keriilt elhelyezésre. Az anaerob indukcidt kovetden a sejtek kisérlettdl fiiggéen 320 vagy
1000 pmol foton/m%s folyamatos fényerdséggel keriiltek megvilagitasra és a klorofiltartalom
50, vagy 150 ug/ml chl (a+b) koncentraciora volt beallitva.

A feliilet/térfogat aranyt négyszeresére (0,059 em ™16l 0,24 cm™-re) noveltiik
meg, hogy a gazok folyadékfazisbol torténd tdvozasa hatékonyabb mddon torténhessen
meg. A géz/folyadék térfogat ardnyt is a hdromszorosara noveltiik (3-r6l 9-re), ezaltal
biztositva az alacsony O, és H; parcialis nyomast a kisérleti rendszerben.

Korabbi kutatasokban alkalmazott hagyomanyos lapos elrendezésii illetve a
laboratoriumi 1éptéki PBR-ek (Gilbert és mtsai., 2011; Skjanes és mtsai., 2016)
gazfazisa csekély, a gaz/folyadék aranyuk 1,5 alatt van (Fedorov és mtsai., 2005,
Tsygankov és mtsai., 2006).

Kisérleteink soran Osszehasonlitottuk TCL és szérumiiveg Hj-termelését 50 és
150 ug/ml chl (a+b) koncentracidk, valamint 350 és 1000 pmol foton/m?/s
fényintenzitasok mellett. A kisérleteinkhez a széles korben elterjedt CC-124-es torzset
hasznaltuk.

50 pg chl (a+b)/ml és 350 umol foton/m%s fényintenzitas mellett a megtermelt
H, mennyisége a TCL-PBR-ben 3,6-szorosara nétt a szérumiivegben tartott kultarakkal
Osszehasonlitva (96 h alatt koriilbelil 360 pl Ho/ml a 100 ul Hy/ml-rel szemben)
(25. abra).
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25. abra Chlamydomonas reinhardtii CC-124-es torzs H, termelése 50 és 150 pg/ml chl
(a+b) koncentracié és 320 pmol foton/m?/s fényerésség mellett, PBR és szérumiivegben. A
kultarak HS tapoldatban voltak, és az anaerob indukciét koveten keriiltek folyamatos
fényerdsséggel torténd megvilagitvas ald. A gazok mennyiségének meghatirozasa lezart
kultirak 1égterébdl tortént gdzkromatografids méréssel, minden 24. éraban. Az Ossz. a 96
ora alatt megtermelt H, 6sszmennyiségét abrazolja. Az atlagok értékei (= SEM) 3 biologiai
ismétlésen alapulnak. A szérumiiveg és a TCL-PBR azonos kori ¢és azonos
klorofillkoncentracioval — rendelkez6  kultarak  szignifikansan  eltér6  értékekeit
Student t-teszttel hataroztuk meg *p < 0,05-nek felel meg.

Amikor a klorofill koncentraciét megharomszoroztuk (50 pg/ml-rél
150 pg/ml-re) a szérumiivegben 1évo kultarak altal termelt H, mennyisége 2,5-szeresére
nétt, mig a vékony sejtrétegii kultarakban a novekedés kisebb mértékii volt, koriilbeliil
1,5-szeres. Am még igy is kétszer jobban teljesitettek a TCL-PBR iivegekben tartott
kultarak (539 pl Hy/ml), mint a szérumiivegben tartottak (254 upl Hy/ml)
150 pg chl (a+b)/ml koncentracioban.

Ezek utan a Hj-termelés hatékonysagat a napfény intenzitdsanak megfeleld
tartoméanyban, azaz 1000 pmol foton/m?%/s-nal teszteltik. 50 pg chl (a+b)/ml
H, mennyiségét, mind a szérumiivegben (86 pl Hy/ml), mind a TCL-PBR-ben
(247 ul Hy/ml). Ez a csokkenés valdszinilleg a fotoinhibicié hatasanak tudhato be.
Amikor nagy sejtstiriiségii kultarakat alkalmaztunk (150 pg chl (a+b)/ml) a megtermelt
H, mennyisége lényegében ugyanaz maradt, mint amennyit a 350 umol foton/m?/s
fényintenzitasnal figyelhettink meg a szérumiivegben (255 upl Hy/ml) és a

TCL-PBR-ekben (504 pl Hy/ml, 26. 4bra).
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26. abra C. reinhardtii CC-124-es torzs H, termelése 50 és 150 pg/ml chl (a+b) koncentracio
és 1000 umol foton/m%/s fényerSsség mellett, PBR és szérumiivegben. A kultirak HS
tapoldatban voltak, és az anaerob indukciot kovetden keriiltek folyamatos fényerdsséggel
torténd megyvilagitvas ala. A gazok mennyiségének meghatarozasa lezart kulturak 1égterébol
tortént gazkromatografias méréssel, minden 24. 6raban. Az Ossz. a 96 6ra alatt megtermelt H,
Osszmennyiségét abrazolja. Az atlagok értékei (= SEM) 3 bioldgiai ismétlésen alapulnak. A
szérumiiveg és a TCL-PBR azonos koru és azonos klorofill koncentracioval rendelkezd
kultarak szignifikansan eltér6 értékekeit Student t-teszttel hataroztuk meg *p < 0,05-nek felel
meg.

A megtermelt H, mennyisége chl (atb) tartalomra szamolva azt sugallja, hogy
kisebb sejtsiirliséggel nagyobb fényfelhasznalasi hatékonysag érhetd el a TCL-PBR
kultaréknal, 350 umol foton/ m?/s fényintenzitasnal.

A szérumiivegek (koriilbeliil 2090 pl Hy/ mg chl (at+b)) és a vékony sejtrétegli
kultarak (7100 pl Hy/ mg chl (at+b)) kozott tobb mint haromszoros kiilonbség volt
megfigyelhetd a 72 ora alatt megtermelt H, mennyiségében. Mindezek mellett az S0CC
Loose (O2Zero, Global Reach Ltd, London, UK) O, abszorbens alkalmazasa
eredményeként a gazfazis O, koncentracidja mind a szérumiivegekben, mind a
TCL-PBR esetében a kimutathatosagi hatar ala csokkent (koriilbeliil 0,05%-ra).

A legnagyobb H,-termelést a TCL-PBR-ben értikk el 150 pg chl (at+b)/ml
koncentraciondl. Habar a Hp-termelés nem mutatott javuldst a mérsékelt
fényintenzitasrol (350 umol foton/m?/s-rol) a napfény intenzitasara
(1000 umol foton/m?/s-ra) torténd valtaskor, gatld hatast sem tapasztaltunk. Ez
ellentétben all a kénmegvonason atesett kultirdk esetében tapasztaltakkal, melyek
fotoszintetikus apparatusa intenziv fényen 2 napon beliil degradéalodott, és a termelt Hy

mennyisége 10-20%-ra esett vissza a mérsékelt fényintenzitdson tartott kultirdkéhoz
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viszonyitva (Scoma és mtsai., 2012; Geier és mtsai., 2012). A fenti eredmények alapjan
tehat kijelenthetd, hogy a TCL-PBR rendszeriink igéretesnek tlinik a kiiltéri,
nagyléptékii rendszerek megvalodsitdsdhoz.

Fontos figyelembe venni azt a tényt, hogy a fényintenzitdsnak korilbeliil
haromszorosara novelése nem eredményezett novekedést a Ho-termelésben, ami azt
sugallja, hogy a Hj-termelést nem a gerjesztési energia korlatozza, hanem inkabb a
fotoszintetikus elektrontranszport, vagy a HydA aktivitasa. A kovetkezo kisérletekben e
hipotézis tesztelése érdekében harom fotoszintetikus mutanst vizsgaltunk, amelyek a

PSII és a PSI ciklikus elektrontranszport (PSI-CET) aktivitasaban érintettek.

4.5. Fokozott H,-termeléssel rendelkezé mutans torzsek azonositasa, jellemzése

4.5.1. A L1591-N230Y mutans Hp-termelése TCL-PBR-ben, napfény intenzitasan

A C. reinhardtii L1591-N230Y muténs kett6s aminosav-szubsztituciot hordoz a
PsbA fehérjéjében: az L159 leucint izoleucin, mig az N230 aszparagint egy tirozin
helyettesiti. Erre a torzsre jellemz6, hogy alacsonyabb klorofilltartalommal rendelkezik
szarazanyag-tartalomra szamitva, megkozelitéleg 20%-kal nagyobb a fotoszintetikus
kapacitasa ¢és 40%-kal magasabb a respirdcios aktivitasa a vad tipusa CC-409-es
torzshoz viszonyitva (Torzillo és mtsai., 2009). Ezzel egyiitt az L1591-N230Y mutans
koriilbeliil kétszer annyi Hp-t termel, mint a kénmegvondson atesett CC-124-es torzs, €s
sikeresen alkalmaztak hossza idétartamu, anaerobiozis altal kivaltott Ho-termeltetési
kisérleteknél is (Scoma és mtsai., 2012, 2014).

Kisérleteinkben 0Osszehasonlitottuk az L1591-N230Y mutins H,-termelését a
CC-409-es hatterti és a CC-124-es kontroll térzsével TCL-PBR-ben, napfény intenzitas
(1000 umol foton/m?/s) és magas klorofilltartalom (150 pg/ml) mellett. A kisérlet 6
napon keresztiil tartott. Mindhdrom torzs Hy-termelése az els6 24 oOrdban nagyon
hasonlé volt, kortilbeliil 200 pl/ml. A CC-124-es és a CC-409-es torzs Hp-termelése a
masodik naptol kezdve folyamatos csokkenést mutatott, mig az L1591-N230Y mutansé
meglehetdsen stabil maradt és csak a 6. napra csokkent. A teljes kisérlet alatt az
L1591-N230Y torzs koriilbeliil 980 ul /ml Hy-t, mig a CC-124 és a CC-409 koriilbeliil
640 pl /ml Hy, illetve 730 pl /ml Hp-t termelt. Egyik kultara gazterében sem volt
kimutathaté mennyiségli O, (27. ébra).
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27. abra CC-124, CC-409 és L1591-N230Y C. reinhardtii torzsek H,-termelése, 150 pg chl
(a+b) koncentraci6 és 1000 pmol foton/m%/s fényerésség mellett, PBR iivegben.

A kultarak HS tapoldatban voltak, és az anaerob indukciét kovetden keriiltek folyamatos
fényerdsséggel torténd megvilagitvas ald. A gazok mennyiségének meghatarozasa lezart
kultirak 1égterébol tortént gazkromatografias méréssel, minden 24. oraban. Az Ossz. a 144
ora alatt megtermelt H, 6sszmennyiségét abrazolja. Az atlagok értékei (£ SEM) 7-8 biologiai
ismétlésen alapulnak. A szignifikancia kiilonbségek két utas ANOVA-val és Tukey post-hoc
teszttel keriiltek meghatarozasra. A csillagok a szignifikdns kiilonbségeket jelzik,
*p<0,05-nek felel meg, és az azonos koru és azonos klorofill koncentracidoval rendelkezo
CC-124-es mintakhoz viszonyitottuk az egyes pontokat.

Megvizsgaltuk a harom torzsben a fotoszintetikus apparatus stabilitdsat a 6
napos Hp-termelés folyaman. Az L1591-N230Y-as torzsnél a klorofilltartalom a kezdeti
szinten maradt, mig a CC-409-ben koriilbeliil 30%-0s, a CC-124-es torzsben pedig
50%-os csokkenést figyeltiink meg (28. abra).
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28. abra Klorofilltartalom valtozasa a H,-termelés alatt CC-124, CC-409 és L159I-N230Y
C. reinhardtii torzsekben, 150 ug/ml chl (a+b) koncentraci6 és 1000 pmol foton/m?/s
fényerdsség mellett, PBR iivegben. A kultirak HS tapoldatban voltak, és az anaerob indukciot
kovetden keriiltek folyamatos fényerdsséggel torténd megvilagitvas ald. Az atlagok értékei
(£ SEM) 7-8 bioldgiai ismétlésen alapulnak. A szignifikanciakiilonbségek két utas ANOVA-val
¢és Tukey post-hoc teszttel keriiltek meghatarozasra. A csillagok a szignifikans kiilonbségeket
jelzik, *p<0,05-nek felel meg, és az azonos koru és azonos klorofillkoncentracioval rendelkez6
CC124-es mintakhoz viszonyitottuk az egyes pontokat.

Az elsé 24 ordban a sejtszam kis mértékben megndtt mind a harom torzsnél, majd
viszonylag stabil maradt a kisérlet id6tartama alatt (29. abra). Ezek az adatok azt

mutatjak, hogy jelentds sejtkarosodas, vagy lizis nem kovetkezett be, de a

29. abra Sejtszam valtozas a Hp-termelés alatt CC-124, CC-409 és L1591-N230Y
C. reinhardtii torzsekben 150 pg/ml chl (a+tb) koncentracié és 1000 pmol foton/m?/s
fényer6sség mellett, PBR iivegben. A kulturak HS tapoldatban voltak, és az anaerob indukciot
kovetden kertiltek folyamatos fényerdsséggel torténd megvilagitvas ala. Az atlagok értékei
(= SEM) 7-8 biologiai ismétlésen alapulnak. A szignifikancia kiillonbségek két utas
ANOVA-val és Tukey post-hoc teszttel keriiltek meghatarozasra. A statisztikai analizis nem
mutatott ki szignifikans kiillonbségeket a vizsgalt mintak kozott.
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Western-blot analizissel meghataroztuk a PSII alegységek, koztiik a PsbA, PsbB,
PsbO és a PsbP mennyiségét, melyek gyors csokkenést mutattak a CC-124-es torzsben,
mig sokkal stabilabbak voltak a CC-409-es és az L1591-N230Y torzsben. Hasonlo
tendencia volt megfigyelhetd a PSI alegységénél, a PsaA esetében is. A HydA
mennyisége a CC-124-es torzsben mar 24 6ra Hp-termelés utdn 70%-os csokkenést

mutatott, mig a masik két torzsben sokkal stabilabb volt (30. abra).
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30. abra. A, Western-blot analizissel meghatarozott HydA és a fobb fotoszintetikus fehérjék
mennyisége 144 h H, termelés alatt, 150 pg/ml chl (a+b) koncentracié és 1000 pmol foton/m?/s
folyamatos fényer6sség mellett, PBR iivegben. Egymillio sejtnek megfeleld mennyiségii mintat
hasznaltunk az analizishez. A 2-4. mintdk a O perces kontroll minta 25%-0s, 50%-0s ¢és
100%-0s mennyiségei. A 0 Oras mintakat kdzvetleniill a 4 o6rds anaerob indukcié utan
gytijtottiik. Osszehasonlitasképpen a CC-124 tdrzs 4 6Ords mintajat a CC-409 és az
L1591-N230Y mutans blotjaira is felvittik. B, A Western-blot analizis denzitometrias elemzése.
Az egyes genotipusok 4 6rds mintajat hasznaltuk 100% -os referenciaként az elemzéshez. Az
atlagok értékei (= SEM) 3-4 bioldgiai ismétlésen alapulnak. A szignifikancia kiillonbségek két
utas ANOVA-val és Tukey post-hoc teszttel keriiltek meghatarozasra. A csillagok a
szignifikans kiilonbségeket jelzik, *p <0,05-nek felel meg, és az azonos kort és azonos
klorofillkoncentracidval rendelkez6 CC-124-es mintakhoz viszonyitottuk az egyes pontokat.
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Ezekkel az adatokkal egyetértésben az F,/Fp, paraméter- amely a fotoszintetikus
hatékonysag egy lehetséges indikatora- is viszonylag magas a CC-409-es és az
L1591-N230Y torzsekben (31. abra). Ez jelzi, hogy ellenallobbak a magas fény karos
hatasaval szemben az anaerobidzis altal kivaltott Hp-termelés folyaman, mint a

CC-124-es torzs.

Oh144h Oh144h Oh144h
CC-124 CC-409 L1591-N230Y

31. abra F,/F, paraméter értékének valtozasa az aerob és a 144 oOras Hj-termeld
Chlamydomonas reinhardtii kulturakban, 150 pg/ml chl (a+b) koncentracié mellett és 1000
umol foton/m?/s folyamatos fényerésség mellett, PBR iivegben. A kultirdk HS tapoldatban
voltak, és az anaerob indukciét kovetéen keriiltek folyamatos fényerésséggel torténd
megvilagitvas ala. Az atlagok értékei (x SEM) 7-8 biologiai ismétlésen alapulnak. A
szignifikanciakiilonbségek két utas ANOVA-val ¢és Tukey post-hoc teszttel keriiltek
meghatarozasra. A csillagok a szignifikans kiilonbségeket jelzik, *p< 0,05-nek felel meg, és az
azonos koru ¢és azonos klorofill koncentracioval rendelkez6 CC-124-es mintakhoz
viszonyitottuk az egyes pontokat.

Az L159I-N230Y torzs 30%-al tobb Hy-t termelt, mint a CC-409, bar a
fotoszintetikus apparatusuk allapota 144 orat kdvetden is hasonlo.

Korabban viszont megfigyelték, hogy az LI159I-N230Y mutans sokkal
érzékenyebb a magas fényre, mint a két masik torzs. Ezért valoszinli, hogy a
kisérleteink soran az L159I-N230Y mutéans jobb Hj-termelése nem a megndvekedett
fénytliréssel, hanem a magasabb 1égzési aktivitassal fiigg Ossze (Torzillo és mtsai.,
2009), ami taplalhatja az elektrontranszportot a HydA felé, és egytittal minimalizalhatja

az intracellularis O; szintjét.
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4.5.2. A pgr5 és a pgrll mutansok Hp-termelése TCL-PBR-ben, a napfény intenzitasan

A PSI ciklikus elektrontranszportja (PSI-CET) olyan mechanizmus, amely lehetévé
teszi az ATP és NADPH aranyanak szabalyozéasat a kloroplasztisztban. Kiilondsen a
fotoszintézis indukcidja soran jatszik fontos szerepet a fényvédelemben (Nawrocki és
mtsai., 2019a). Chlamydomonas reinhardtii-ban anoxia alatt a PSI-CET els6dleges
utvonala a ferredoxin-fiiggé (Fd) PSI ciklikus -elektrontranszport. A PSI-CET
protonmotoros erdt general, amellyel szabalyozza a fotoszintetikus elektrontranszportot.
A Proton Gradient Regulator Like 1 (PGRLI1) és a Proton Gradient Regulator 5 (PGR5)
fehérjék részt vesznek ennek a folyamatnak a szabalyozasaban (Tolleter és mtsai., 2011;
Johnson ¢és mtsai., 2014), bar valdszinileg nem koézvetleniil a ferredoxinrol a
plasztokinonra (PQ) torténd elektrontranszferben (Nawrocki €s mtsai., 2019a, 2019b).

A PGRLI egy transzmembran fehérje, ami a tilakoidmembranban van, mig a
PGRS egy kis, a sztromaban elhelyezkedd fehérje, amely nem kot kofaktorokat, és a
PGRLI altal képes kotddni a tilakoidokhoz (Shikanai, 2007; DalCorso és mtsai., 2008).
C. reinhardtii-ban mindketté6 egy szuperkomplex alkotoeleme, amely a PSI-CET
kialakulasahoz sziikséges, kiilongsen anoxias koriilmények k6zott (Godaux és mtsai.,
2015; Steinbeck és mtsai., 2018). PSI-CET-re leginkabb olyan koriilmények kozott van
sziikség, amikor az Fd tulsagosan redukalt, és a PSI fotoinhibicionak van kitéve. Ilyen
eset lehet példaul a nagy fényintenzitas, a CBB-ciklus korlatozott aktivitasa €s az anoxia
(Johnson és mtsai., 2014). A C. reinhardtii sejtekben a PGRS5 és PGRLI hianya a
transztilakoidalis proton gradiens csokkenéséhez vezet, ehhez pedig kevésbé hatékony
PSI-CET kapacitas és fokozott klororespiracid tarsul (Petroutsos és mtsai., 2009;
Steinbeck és mtsai., 2015). A PGRS hianya fokozott fényérzékenységet is eredményez
fotoautrof koriilmények kozott (Johnson és mtsai., 2014). A protongradiens korlatozza
az elektrontranszportot a hidrogenaz enzim felé¢, mind kénmegvonas (Antal és mtsai.,
2009; Tolleter és mtsai., 2011), mind az anaerobidzis altal kivaltott Hp-termelés
esetében (Nagy és mtsai., 2018). Ezért a PSI-CET csokkenése varhatoan a Hp-termelés
fokozodasat eredményezi. Ezen kiviil mindkét mutdns megndvekedett mitokondridlis
1égzési kapacitassal rendelkezik, ami csokkent intracellularis O,-Szinthez vezet, ez
pedig tartosabb HydA aktivitast tesz lehet6vé (Johnson és mtsai., 2014; Godaux €s
mtsai., 2015). A pgr5 és pgrll mutansok joval magasabb Hj-termelést mutatnak
kénmegvonds  alatt, acetattartalmit  kozegben, alacsony  fényintenzitasnal
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(60 umol foton/m?/s), mint a CC-124-es torzs (Steinbeck és mtsai., 2015). Kozepes
fényerésségen (200 pmol foton/m?/s) a pgrll mutans tdbb napon at termelt Ho-t, mig a
pgr5S mutans altal termelt Hp Osszmennyisége csokkent a fotoinhibicio és a PSI
degradacioja miatt, mig a CC-124-es torzs gyakorlatilag nem termelt Ho-t (Steinbeck és
mtsai., 2015).

A fotoautréf anaerobidzis altal kivaltott Ho-termeltetési rendszeriinkben
1000 pmol foton/m?/s fényintenzitason és 150 pg chl (atb)/ml-re beallitott
klorofilltartalomnal a pgr5 mutans az els6 napon nagyon jol teljesitett. Kortilbeliil
65%-al tobb H,-t termelt, mint a CC-124-es torzs és a kiilonbség a kisérlet végéhez
kozeledve tovabb nétt. A 4. és az 5. napon a pgr5 mutans koriilbeliil 5-sz6r annyi Hp-t
termelt, mint a CC-124, a teljes termelt H, mennyisége pedig 2,5-szer nagyobb volt,
mint a CC-124-es torzsé. A pgrll-es mutansnal hasonl6 tendencia figyelheté meg, de a
novekedés csak koriilbeliil 50%-0s volt a CC-124-es torzshoz képest (32. abra).
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32. abra CC-124, pgr5 és a pgrll mutans C. reinhardtii torzsek H,-termelése 150 pug/ml chl
(a+b) koncentracié és 1000 pmol foton/m?/s folyamatos fényerésség mellett, PBR iivegben. A
kultarak HS tapoldatban voltak, és az anaerob indukciot kovetden keriiltek folyamatos
fényerdsséggel torténd megvilagitvas ala. A gazok mennyiségének meghatarozasa lezart
kulturak 1égterébdl tortént gazkromatografias méréssel, minden 24. 6raban. A SZUM a 144
ora alatt megtermelt H, 0sszmennyiségét abrazolja. Az atlagok értékei (+ SEM) 3-4 biologiai
ismétlésen alapulnak. A szignifikanciakiilonbségek két utas ANOVA-val és Tukey post-hoc
teszttel keriiltek meghatarozasra. A csillagok a szignifikans kiilonbségeket jelzik, *p<0,05-nek
felel meg, €s az azonos koru €s azonos klorofill koncentracioval rendelkez6 CC-124-es
mintakhoz viszonyitottuk az egyes pontokat.
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Figyelemre mélto, hogy a pgr5 mutans klorofilltartalma valtozatlan maradt a 6
napos H-termelés id6tartama alatt intenziv megvilagitas mellett is. A pgrll mutansé
kiss¢ csokkent, mig a CC-124-es torzs esetében pedig igen jelentds csokkenést

figyeltiink meg (33. ébra).
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33. abra Klorofilltartalom valtozasa a H,-termelés alatt CC-124, pgr5 és a pgrll mutans
Chlamydomonas reinhardtii térzsekben 150 pg/ml chl (a+b) koncentraciéo és 1000 pmol
foton/m?/s folyamatos fényerdsség mellett, PBR iivegben A kulturak HS tapoldatban voltak,
¢és az anaerob indukciot kovetden keriiltek folyamatos fényerdsséggel torténdé megvilagitvas
ald. Az atlagok értékei (= SEM) 3-4 Dbiologiai ismétlésen alapulnak. A
szignifikanciakiilonbségek két utas ANOVA-val és Tukey post-hoc teszttel keriiltek
meghatarozasra. A csillagok a szignifikans kiilonbségeket jelzik, *p <0,05-nek felel meg, és
az azonos kort és azonos klorofill koncentracioval rendelkezé CC-124-es mintakhoz
viszonyitottuk az egyes pontokat.

A sejtstirliség viszonylag stabil maradt mind a hdrom torzs esetében, eltekintve

az elsé 24 oraban megfigyelhetd mérsékelt novekedéstol (34. abra).
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34. abra Sejtszam valtozas a Hp-termelés alatt CC124, pgr5 és a pgrll mutans C. reinhardtii
torzsekben, 150 ug/ml chl (a+tb) koncentracid és 1000 pmol foton/m?s folyamatos
fényer6sség mellett, PBR iivegben. A kulturak HS tapoldatban voltak, és az anaerob
indukciot kovetden keriiltek folyamatos fényerdsséggel torténé megvilagitvas ala. Az atlagok
értékei (+ SEM) 3-4 biologiai ismétlésen alapulnak. A szignifikanciakiilonbségek két utas
ANOVA-val és Tukey post-hoc teszttel keriiltek meghatarozasra. A csillagok a szignifikans
kiilonbségeket jelzik, *p <0,05-nek felel meg, és az azonos kora és azonos
klorofillkoncentracidval rendelkez6 CC-124-es mintakhoz viszonyitottuk az egyes pontokat.

A fotoszintetikus apparatus jelentds mértékben megdérzédott a PSI-CET
mutansokban, kiilonosképpen a pgr5 mutansban. A kisérlet végére a PsbA 50%-a volt
detektalhat6 és gyakorlatilag mind a PsbB, mind a PsbO ¢és a PsbP alegység mennyisége
valtozatlan maradt. A CC-124-ben és a pgrll mutansban a HydA nagy része (koriilbeliil
70%-a) lebomlott, ellentétben a pgr5 mutanssal, ahol a HydA szinte 100%-a megmaradt

a 6 napos kisérlet alatt (35. abra).
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35. abra. A, Western-blot analizissel meghatarozott HydA és a fobb fotoszintetikus fehérjék
mennyisége a 144 h Hy-termelés alatt, 150 pg/ml chl (atb) koncentracié és 1000 pumol
foton/m?/s folyamatos fényerdsség mellett, PBR iivegben. 1 millio sejtnek megfeleld mennyiségii
mintat hasznaltunk az analizishez. A 2-4. mintdk a 0 perces kontroll minta 25%-0s, 50% -os és
100% -0s mennyiségei. A 0 6ras mintakat kozvetleniil a 4 6ras anaerob indukcid utan gytijtottik.
Osszehasonlitasképpen, a CC-124 tdrzs 4 6ras mintajat a pgrllés a pgr5 mutdns blotjaira is
felvittilk. B, A Western-blot denzitometrias elemzése. Az egyes genotipusok 4 6rds mint4jat
hasznaltuk 100% -os referenciaként az elemzéshez. Az atlagok értékei (= SEM) 3-4 biologiai
ismétlésen alapulnak. A szignifikanciakiilonbségek kétutas ANOVA-val és Tukey post-hoc
teszttel keriiltek meghatarozasra. A csillagok a szignifikans kiilonbségeket jelzik, *p < 0,05-nek
felel meg, és az azonos kori és azonos klorofillkoncentracioval rendelkez6 CC-124-es
mintakhoz viszonyitottuk az egyes pontokat.
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A pgrll mutans in vitro H,-termelési aktivitisa sejtszamra vonatkoztatva
majdnem hdromszorosa volt a CC-124-es torzsének a kisérlet elején (a 4 oOrds sotét
inkubacios periodust kovetéen mérve). Ez Gsszecseng a CC-124-hez képest nagyobb
mennyiségii HydA jelenlétével. A pgr5 mutansnak kb. 60%-kal volt nagyobb az in vitro
hidrogenaz aktivitasa, mint a 4 oras sotét inkubacié alatt a CC-124-es torzsé. A 6 napos
Ho-termelést kovetden mért in vitro hidrogenaz-aktivitas viszonylag magas maradt mind
a harom torzsben. A CC-124-ben a kezdeti in vitro aktivitdas 34%-a, mig a pgrll
mutansban 11%-a maradt meg. Figyelemre méltd, hogy a pgr5 mutansban az in vitro
HydA aktivitds 44%-a Orz0dott meg a kisérlet végére (1. tablazat). Korabbi
kisérletiinkben a sotét-indukalt HydA aktivitasnak csak koriilbeliil 7%-a maradt meg 24
ora utan (Nagy és mtsai., 2018), és a korabbi tanulmanyok is azt mutattak, hogy a HydA
képes percek alatt inaktivalodni O, jelenlétében (Ghirardi és mtsai., 1997). A kezdeti
magasabb in vitro hidrogenaz aktivitas a PSI-CET mutansokban varatlan volt, bar a
rendelkezésre 4llo6 adatok azt sugalljak, hogy amikor a PSI-CET gatolt, mas
fotoprotektiv mechanizmusok 1épnek miikddésbe, beleértve a Hj-termelést. Szintén
ismert volt, hogy ezek a mutansoknak megnovekedett 1égzési aktivitassal rendelkeznek,
amely hozzajarul az alacsony intracellularis O, szintek és ezaltal a HydA aktivitasanak
fenntartasahoz (Petroutsos és mtsai., 2009; Steinbeck és mtsai., 2015). A pgr5 és a

pgrll mutansok Hj-termelésében 1évé nagy kiilonbségek okai tovabbi vizsgalatot

igényelnek.
in vitro Hp-termelés HydA1 mRNS szint
ul Hp/milli6 sejt/h rel. egység
4h 144 h %
CC-124 1,13 (0,15) 0,38 (0,14) 33,6 % 30,3 % (0,07)
par5 1,62 (0,17) 0,70 (0,22) 43,5 % 23,0 % (0,04)
pgrll 3,10 (0,70) 0,34 (0,05) 11,0 % 10,0 % (0,02)

1. tablazat C. reinhardti CC-124-es, pgr5 és pgrll toérzsek in vitro H,-termelése és HydAl
transzkript szintje 150 pg/ml chl (at+b) koncentracio és 1000 pmol foton/m?/s folyamatos
fényer6sség mellett, PBR iivegben. A kultarak HS tapoldatban voltak, és az anaerob indukciot
kovetden keriiltek folyamatos fényerdsséggel torténé megvilagitvas ala. A 4 h a sotét anaerob
indukciot, a 144 h az ezt kdvetd 144. draban mért értékeket jelenti. Az atlagok értékei (= SEM)
3-4 biologiai ismétlésen alapulnak. A 144. 6ra utdn megmaradt H,-termelés mennyiségét is
feltiintettiik (%-ban).



Diszkusszio

5. Diszkusszio

A zoldalgdk napfénytdl a Hy-ig terjedd0 potencidlis energiaatalakitasi
hatékonysaga 10-13%-o0s tartomanyban van. A természetben azonban a Hj-termelés
csak néhany percig tart, a hatékonysadga pedig ennél nagysagrendekkel kisebb, a
CBB-ciklus aktivalodasa és megtermelt O, hidrogenazokat gatold hatasa kovetkeztében.

A Hj-termeltetés folyamatossa tételére az egyik lehet6ség a sotét anaerob
inkubacid, am az ezzel kapcsolatos korai vizsgalatok sordn altaldban nem tudtak
fenntartani a Hp-termelést néhany 6ranal tovabb, hacsak nem folyamodtak folyamatos
héliummal torténd oblitéshez. Késébb a kénmegvonas lett a hosszu tavi Hp-termelés
indukalasara szolgaldo modszer. Am e metddus szamos hatrannyal rendelkezik, amelyek
akadalyozzak az ipari alkalmazasat: az eljaras tobb mosasi lépést igényel, a Ho-termelés
koriilbeliil két napos késéssel kezdddik, és nagymértékben filigg az acetat jelenlététol (a
H,-termelés indukalhatd fotoautotrof koriilmények kozott is, de sokkal alacsonyabb
hatékonysaggal), sziikségessé teszi a PSII inaktivalasat, és a kénhiany végil a
fotoszintetikus apparatus lebomldsiat eredményezi. A Hj-termelés termindlis fazisat
kovetden a kén 0jboli hozzaadasdval a sejtek csak részlegesen allnak helyre és a
Ha-termeltetés csak néhany alkalommal ismételhetd (Ghirardi és mtsai., 2000).

Eppen ezért ennek a biotechnologianak a jovéje olyan ujszerti megkozelitésen
alapulhat, amely legalabb olyan hatékony, mint a kénmegvonasi eljaras, és ami a
legtobb jelenlegi problémat megoldand, korlatozza az alkalmazhatdsagat.

PhD munkam soran egy fotoautotrof és fenntarthatd H,-termelési rendszer
kialakitasan dolgoztam C. reinhardtii zoldalgaban. Ez az Gj protokoll Gaffron és Rubbin
(évszam) korai megkozelitésébdl indul ki, miszerint a hidrogenaz aktivitasat sotét
anaerob kezeléssel indukaljak és a CBB-ciklust inaktivvd teszik a szubsztrat
hozzaférhetéségének korlatozasaval. Az eredményeink azt mutatjak, hogy az elektronok
nagy része a szénforrds hianyaban a HydA-ra keriilnek. A kisérletek soran a CO; és
FCCP hozzaadasa, valamint a viszonylag redukalt PQ-pool azt jelzi, hogy a
fotoszintetikus kontrollnak koszonheté a hipoxia kialakulasa, amely eldsegiti a
Ho-termelés fenntarthatosagat. Mivel a hidrogendzok kevésbé hatékonyak az elektronok
fogadasdban, mint a CBB-ciklus, a lumen elsavanyodik ¢és a fotoszintetikus

elektrontranszport lelassul a citbgf —komplexnél. Ez redukalt PQ-pool kialakulasat
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eredményezi, ami csokkent O, fejlédést eredményez. A tartds Hp-termelés elérésének
masik kulcsfontossag tényezdje a hidrogenazok védelme a maradék O,-nel szemben,
mely elmozdithatja a fotoszintetikus kontroll altal 1étrehozott O,- €s Hp-termelés
egyensulyat. Kisérleteinkben ennek elérése érdekében egy vas-s6 alapti O,-abszorbenst

Az éltalunk megalkotott metdédusnak alapveté eldnyei vannak a kordbbi
modszerekhez képest, mégpedig: 1, néhany ora anaerob sotét inkubéciot kovetd
megvilagitas alatt a Hp-termelés azonnal megkezdddik. 2, A kénmegvonassal szemben
nem igényel tadpoldat-cserét. 3, Nem fiigg a keményitdé lebomlasatol és nem igényel
acetatot, igy fotoautotrof. 4, Mivel nincs sziikség szerves szénforrdsra, a bakteridlis
szennyezddés kockazata alacsony. 5, A kulturdk fotoszintetikusan aktivak maradnak a
Ho-termelés  fazisaban és utdna  kdnnyen  helyreéllithatdak. 6, Linearis
elektrontranszporton alapul, az elektronok els6sorban a PSII vizbonté aktivitasabol
szarmaznak, amint azt a DCMU-kezelés is bizonyitja és viszonylag magas fény-H,
energiaatalakitasi hatékonysaggal rendelkezik. 7, a novekedési fazisban a CO,, ami egy
ipari melléktermék, felhasznalhat6é. 8, Viszonylag nagy fényerdsség hasznalhatdé a
kisérletek soran (320 pmol foton/m?/s).

A protokoll alkalmazéasaval elért maximalis H-termelési hozam koriilbeliil
200 pl Hyp/ml kultara 96 o6ra alatt, ami majdnem négyszer nagyobb, mint a kénmegvonas
soran azonos klorofilltartalmu €s azonos fényviszonyok mellett mért értékek.

Ugy gondoltuk, hogy a Hp-termelés hozama, melyet anaerob indukcioval
minimalis tapoldatban idéztiink eld, tovabb javithato. Ennek eléréséhez olyan
fotobioreaktor megalkotasat terveztink, amelyben optimalizalni kivantuk a
gaz/folyadék aranyt, a megvilagitast, az alga kevertetésének koriilményeit, valamint az
eldallitott gazok hatékony eltavolitasanak maodjat.

A mikroorganizmusok altal termelt Hy iparban torténd felhasznalasanak egyik f6
akadalya, hogy a termelés hatékonysaga igencsak alacsony. A hatékonysag novelésének
egyik lehetséges modja a megfeleld bioreaktor kialakitasa. A reaktorok két fo tipusba
kiilonithetdek el: lehetnek nyitott rendszerliek, mint példaul tavi kulturak, illetve zartak.
Az utobbiak, kdrnyezetiiktdl torténd elszeparalodasuk révén sterilen tarthatok, illetve a
kornyezeti tényezOk (mint példaul a homérséklet, fényerdsség) altalunk
szabalyozhatoak. A zart rendszerli fotobioreaktorok kozott is tobb tipust tudunk

elkiiloniteni: fliggbleges oszlop reaktor, tubuléris és lapos panel. A megfeleld tipus
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kivalasztasat nagyban meghatarozza, hogy mi a legf6bb korlatozo tényezé a nagyobb
mértékli Hp-termelés elérésében. Ilyen gatlo tényezo lehet példaul a fény, mely nem ér
el a mélyebben -elhelyezkedd sejtekhez, a feliilet/térfogat arany, a megfeleld
homérséklet biztositasa, a megtermelt gazok eltavolitasa, vagy éppen az O,-mentes
kornyezet biztositasa. Mindezek mellett természetesen az is fontos Szempont, hogy
milyen anyagbdl és mekkora dimenzidban képzeljiik el a fotobioreaktorunkat.

Mindezen szempontokat figyelembe véve, mi egy 1 literes Roux-iiveget
valasztottunk a laboratoriumi kisérleteinkhez. Méretébdl ¢és anyagabodl kifolyolag
lehetové teszi a konnyll tisztitast és a sterilezést is, ezaltal elkeriilhetjiik a kultarak
befertdzddését a vizsgalatok alatt. A kisérletek soran az iiveget vizszintesen elfektetve
helyeztiik el egy razogépen, ezaltal biztositottuk az alland6 kevertetést, valamint igy
vékony sejtréteget tudtunk kialakitani, ezzel biztositva azt, hogy a fény eljusson a
lentebb elhelyezkedd sejtekhez is. A fekvd elrendezésnek koszonhetden a
felillet/térfogat aranyt és a gaz/folyadék aranyt is optimalizalni tudtuk, ezaltal
biztositottuk a gadzok hatékonyabb tdvozasat a folyadékfazisbol a gazfazisba, valamint
az O, és a H; alacsony parcialis nyomasat a rendszerliinkben. A megtermelt gazok
eltdvolitasat a méréseket kovetden 20 perces N, atfivatdssal biztositottuk, melyet
kovetden az iivegben keletkezett tilnyomast is leengedtiik.

Az O,-mentes kdrnyezetet a hidrogendz megfelel6 miikodéséhez a mar korabban
emlitett vas-so alapu Oz-abszorbenst alkalmaztuk, melyet az iiveg 1égterében helyeztiink
el.

Kezdetben csak a Chlamydomonas reinhardtii CC-124-es torzset hasznaltuk a
kisérletekben annak érdekében, hogy optimalizalni tudjuk a fotobioreaktort. Két
kiilonboz6 klorofill koncentraciot és két kiilonbozd fényintenzitast teszteltiink, a TCL
tivegek eredményeit pedig Osszevetettik a korabban mar optimalizalt szérumiiveg
rendszerrel. 50 pg chl (atb)/ml és 350 pmol foton/m%s fényintenzitds mellett a
megtermelt H, mennyisége a TCL-PBR-ben 3,6-szorosara nétt a szérumiivegben tartott
kultarakhoz képest. Amikor a klorofillkoncentraciot megemeltiikk, a kulturdk altal
termelt H, mennyisége mar kisebb ndvekedést mutatott, 1,5-szer nagyobb értéket
kaptunk, mint az alacsonyabb klorofill koncentraci6 esetében.

crc

fényintenzitds mellett csokkené H; mennyiséget mértiink, ugy véljik ez a
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fotoinhibiciénak koszonhetd. Ezzel ellentétben, amikor nagy sejtstiriségti kulturakat
alkalmaztuk, nem figyeltiink meg csokkenést.

Az adatok alapjan a megtermelt H, mennyisége chl (atb) tartalomra
valoszinlsithetd, hogy a kisebb sejtstirliséggel nagyobb fényfelhasznalasi hatékonysag
érheté el a TCL-PBR kultardknal, 350 pmol foton/m?*/s fényintenzitas mellett. A
legnagyobb Hj-termelést a TCL-PBR-ben 150 pg chl (atb)/ml koncentracional értiik el.
Habér a Hp-termelés nem mutatott javulast a mérsékelt fényintenzitasrdl a napfény
intenzitasara torténd valtaskor, gatld hatdst sem tapasztaltunk. Ezért az a tény, hogy a
fényintenzitasnak koriilbeliil haromszorosara novelése nem eredményezett ndvekedést a
Ho-termelésben azt valdsziniisiti, hogy a f6 gatlobhatds nem a gerjesztési energia
mennyisége, hanem inkabb a fotoszintetikus elektronszallitas, vagy a HydA aktivitasa
koril keresendo.

Nagy potencial rejlik a kiilonb6z6 fotoszintetikus mutdnsok esetében ennek a
protokollnak az alkalmazasaban is, pl: a csonka fénygylijté antennakkal, vagy éppen a
magas PsbA fehérjetartalommal rendelkezé torzsek esetében. A fotobioreaktor
optimalizalasat kdvetéen harom fotoszintetikus mutanst teszteltiink, amelyek a PSII és
az elsé fotokémiai rendszer ciklikus elektrontranszport (PSI-CET) tevékenységben
¢érintettek. Kisérleteinkben napfény-intenzitast és magas klorofilltartalmat hasznaltunk.

El6szor a L1591-N230Y muténst vizsgaltuk meg a vad tipusu CC409-es torzzsel
¢s a CCl4-es torzzsel egylitt. A kisérletek sordn az L1591-N230Y mutans Hj-termelése
meglehetdsen stabil maradt, csak a 6. napra csokkent. Ezzel a csokkenéssel
parhuzamosan PSII-t felépité alegységek mennyisége is csokken. A fotoszintetikus
apparatus teljes mennyiségének csokkenése vezethet a H,-termelésben bekovetkezd
csokkenéshez. A fentebb emlitett degradacio az F./F, értékekben is nyomon kovethetd.
Mindezek mellett megfigyelhet6 volt a PSI fehérjetartalmanak a csokkenése is.

Tovabbi mutans torzseket vizsgaltuk meg az altalunk kialakitott protokoll soran,
melyeket ismét a CC-124-es tOrzshoz hasonlitottunk. A PSI  ciklikus
elektrontranszportjaban érintett mutans torzseknél a protongradiens csokkenés, illetve a
megnovekedett mitokondrialis 1égzési kapacitds miatt a hidrogendz enzim tartdosabb
aktivitdsat és ezaltal hatékonyabb H,-termelést vartunk. A pgr5 mutins esetében
megfigyeltiik, hogy mar a kezdetekben is joval magasabb Hj-termelést mutat, mint a
korabban hasznalt térzsek és ezzel parhuzamosan a degradacios folyamatok lassabban

kovetkeznek be, melynek koszonhetéen hosszabb ideig képes fenntartani a
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H,-termelést. Mindezek mellett a klorofilltartalma valtozatlan maradt a 6 napos
Ho-termelés idGtartama alatt, intenziv megvilagitas mellett is.

A Hy-termelés soran a fotoszintetikus apparatus megdrzodott a PSI-CET
mutansokban, de kiilonosképpen a pgrS mutansban. Mindezek mellett a pgrS
mutansnak nem csak hogy joval nagyobb volt az in vitro hidrogenaz aktivitasa, mint a
CC-124-¢, de a 6 napos kisérlet végére a hidrogenaz aktivitasanak 44%-at megtartotta.
Eppen ezért igéretes a hosszabb tavil, ipari méretekben torténd H2-termelés
megvaldsitdsdhoz. A pgr5 mutans mellett mas lehetdségek is nyitva allnak, melyek a
PBR iiveggel ¢és az altalunk megalkotott moddszerrel segithetik a Hp-termelés
hatékonysdganak fokozéasat. Ezen lehetdségek kozé tartozik més, Ho-termelésre képes
mikroorganizmusok, mint példaul egyes Scenedesmus, Chlorella, vagy Clostridium
fajok tesztelése. Egy masik lehetSség a kiilonféle mutansok vizsgalata. Igy példaul a
fénybegyiijt6 antenna méretének csokkentése nagy elényokkel jarhat a Hp-termelés
hatékonysaganak novelésében. Az antennaméret csokkentésével lehetové valik, hogy a
nagy sejtstiriiségi kultara felsé rétegében elhelyezkedd sejtek fényelnyelése
minimalizalodjon. Ezaltal a fény a mélyebben elhelyezkedd sejtekhez is eljuthatna,
ezzel novelve a Hp-termelést hatékonysagat (Melis, 2009; Jeong és mtsai., 2017).

A flziés mutansokrol sem szabad megfeledkezniink. Andrey Kanygin és
munkatarsai létrehoztak egy PSI-HydA fuzidos mutanst C. reinhardtii-ban (Kanygin és
mtsai., 2020), melyben a két fehérjekomplex flaziojanak segitségével novelik az
elektronok 4ramlasat a hidrogendz enzim felé, igy eldsegitve a hosszantartd
Ho-termelést. fgy tehat még szamos lehetdség all eldttiink, melyek tesztelése nagyban

elésegitheti az alga-alapu Hp-termelés ipari méretekben torténd megvalositasat.
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8. Osszefoglalas

A XVII. szazadban elkezd6dott ipari forradalom ota a fosszilis tlizel6anyagok
szén, olaj ¢és foldgaz formajaban mitkodtetik a tarsadalmunkat mozgatd technologiai és
szallitisi halozatokat. Am a vilag véges geologiai készletekkel rendelkezd fosszilis
tiizeldanyagokbol torténd ellatasa veszélyezteti a hosszi tavu energiaellatasunkat és
egyben hatalmas megterhelést jelent a kornyezet szamara is (Crabtre és mtsai., 2004).
Mindezekhez hozzaadodik, hogy az energiaigény vilagszerte megnétt a népesség
novekedésnek koszonhetéen (Abdalla és mtsai., 2018). Az egyre novekvd kereslet
mellett komoly probléma az is, hogy a fosszilis tiizeléanyagok kinalata meglehetdsen
korlatozott, mikdzben a vilag minden részén van rajuk igény. Az energiaellatas
biztositasanak problémajan tal a fosszilis iizemanyagok hasznalata a sajat
egészségiinket is veszélyezteti a velliik jard kémiai- és részecskeszennyezés révén
(Crabtre és mtsai., 2004). De nem csak az egészségiinkre nézve veszélyesek, ugyanis a
szén-dioxid és mads iiveghazhatdsu gazok kibocsatdsa szorosan Osszekapcsolddik a
globalis felmelegedéssel, mely veszélyezteti a Fold hossza tava éghajlati stabilitasat.
Ezért a figyelem a megtijuld energiaforrasok felé fordult.

Azon természeti forrasokat, melyekbdl az energia jelentésebb emberi
beavatkozds nélkiil kinyerhet6 ¢€s néhany éven belil Ujratermelddik, megjulod
energiaforrasnak nevezziik. Jelentdségiik abbol fakad, hogy nem okoznak
kornyezetszennyezést és dsszhangban vannak a fenntarthato fejléddés alapelveivel. Ilyen
alternativ energiafajtdk kozé tartozik a szélenergia, a geotermikus energia, a viz-,
biomassza-, és a napenergia. A megujuldé energia-technologidk alkalmazasa kivalod
lehetdséget nyljt az iiveghdzhatast okoz6 gézok kibocsatasanak csokkentésére és a
globdlis felmelegedés folyamatdnak lassitdsdra a hagyomanyos energiaforrasok
helyettesitésével (Panwar és mtsai., 2011). A kutatasok egy része a H, minél szélesebb
korti felhasznalasara fokuszal. A H, gaz egy tiszta energiahordozo, amelynek elégetése
soran nem keletkezik szén-dioxid, csak viz. A Hy kb. 99%-at azonban jelenleg fosszilis
tiizeldanyagokbol allitjdk eld, amely oridsi légszennyezéssel jar; ezért sziikség van
megujuld energiaforrasokon alapuld Hj-termelési modszerek kidolgozasara. Ennek
egyik igéretes mddja a zdldalgak hasznositdsa, melyek fotoszintézisiikhéz kapcsoltan

igen nagy hatékonysaggal képesek Ho-t eldallitani.
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A természetben is megfigyelhetd, hogy a hosszabb idére sotétbe keriilt algaknal
megyvilagitas hatasara par percig tartd Hp-termelés kovetkezik be. Ennek a rovid
periodusnak a hosszat és hatékonysagat korabban kénmegvonas segitségével szerették
volna megnovelni, amely szdmos negativ mellékhatassal jar egyiitt, melyek az algak
H,-termelésének az ipari alkalmazasat megakadalyozzak.

Munkam sordn egy hatékonyabb és az algasejtekre nézve kevésbé karos, az
anaerob indukcion alapuld technika kifejlesztését és optimalizalast tliztem ki célul,

amelynek elemei:

1. A Calvin-Benson-Bassham ciklus inaktiv allapotban tartisaval és O, abszorbens
hasznalataval hatékonyabb Hp-termelést értiink el

A hidrogenaz expresszidjanak indukalasdhoz egy gy nevezett sotét anaerob
indukcios kezelést alkalmaztunk, melyhez modellorganizmusként a Chlamydomonas
reinhardtii CC-124-es torzset valasztottuk. Err6l a torzsr6l mar ismert volt korabbi
adatok alapjan, hogy hatékony Hj-termeld és eltérd kisérleti koriilmény kozott is képes
a Ho-termelését fenntartani (Kosourov és mtsai., 2009; Lakatos és mtsai., 2014; Oncel
¢és mtsai., 2014; Steinbeck ¢és mtsai., 2015). A zo6ldalgak H-termelése redukald erdket
¢s anoxikus koriilményeket igényel. A redukald erdk szdrmazhatnak a keményitd
lebontasabol és az azt kovetd glikolizisbdl. A Hp-termelésnek azonban osztoznia kell a
redukaloszer készleten a kompetitiv reakcidokkal. A legfébb kompetitor az elektronokeért
folytatott kiizdelemben a COj-redukcioja, mely a CBB cikluson (CBB) keresztiil
torténik. Az anaerobidzis biztositdsdhoz hasznalt N, atmoszféra eltdvolitja a CBB ciklus
szubsztratjat jelentdé COj-ot is, ezaltal gatolva annak elektron elnyelését, igy pedig
nagyobb elektronaramlast tesz lehetdvé a HydA fele. Bar a keményitd
felhalmozdodasahoz sziikséges az acetat anyagceseréje, am ez COp-képzddéssel jar, ami
részlegesen képes helyredllitani a CBB aktivitasat. Ennek elkeriilése érdekében a
kisérletek soran az acetatot kihagytuk a taptalajokbol. fgy acetat és megfeleld
mennyiségli keményitd hidnyaban a PSII-fliggd fotoszintetikus elektrontranszport
szolgalhat, mint elektronforrds. Bar a vizbontdson alapuld linedris elektrontranszport
hatékonyabb elektronforras, mint a keményit6 bontasa, azonban O, fejlédés kiséri, mely
gatolja az anoxias koriilmények kialakulasat. A linedris elektrontranszport fenntarthato
elektronforrasként valé kihasznalasa érdekében a felszabaduldo O, gyors €s hatékony

eltavolitasa mellett dontottiink, ahelyett, hogy a PSII-t kénmegvonassal inaktivalnank.
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Erre a célra vas-so alapti O, abszorbenst alkalmaztunk, amely 0,1% aléa csékkentette az

O, koncentraciot a légtérben.

2. A sotét anaerob indukcion alapuld Ho-termeltetési modszer hasznalata elénydsebb a
kénmegvonas eljarasanal

Az éltalunk kialakitott modszer alapvetd elénydkkel rendelkezik a korabbi
modszerekhez képest, mégpedig: néhany oOra anaerob sotét inkubaciot kovetd
megvilagitas hatasara a Hp-termelés azonnal megkezdddik. A kénmegvonassal szemben
nem igényli a tdpoldat cseréjét. Nem fiigg a keményité lebomlasatol és nem igényel
acetatot, mivel fotoautotrof. Mivel nincs szilikség szerves szénforrasra, a bakterialis
szennyez6dés kockézata is joval alacsonyabb. A kulturdk fotoszintetikusan aktivak
maradnak a Hjp-termelés alatt ¢és utana konnyen regeneraltathatok. Linearis
elektrontranszporton alapul, az elektronok elsésorban a PSII vizbont6 aktivitdsabol
szarmaznak, amint azt a DCMU-kezelés is bizonyit, és viszonylag magas fény-H,
energiaatalakitasi hatékonysaggal rendelkezik. A novekedési fazisban a CO,, ami egy
ipari melléktermék, felhasznalhat6. Viszonylag nagy fényerdsség hasznalhaté a

H,-termelés soran (320 pmol foton/m?/s).

3. A sejtek fotoszintetikus aktivitasanak megorzése lehetévé tette a kisérlet végén a
regeneracidjukat

Az altalunk felallitott rendszer fenntarthatosagat a fotoszintetikus apparatus
leirasaval jellemeztiik a 96 oOras kisérlet folyaman. Azt tapasztaltuk, hogy a chl (a+b)
tartalom csak 10%-ot csokkent a kisérlet soran. Az F./Fn értéke — mely a PSII
hatékonysdganak mérdje — lassu csokkenést mutatott a 96 oOras idOtartam alatt, de
viszonylag magas értéken maradt (0,4 felett) mind a kontroll, mind az O, abszorbenst
tartalmazo mintak esetében. A PsbA (a PSII reakciocentrum egyik {6 fehérjéje), a PetP
(a cytbg/f komplex egyik alegysége) és a PsaA (a PSI reakciocentrum egyik fehérjéje)
mennyisége nagyrészt valtozatlan maradt a kisérlet teljes id6tartama alatt, mind a
kontroll, mind az O, abszorbenst tartalmazo mintak esetében. Mivel a kisérletiink soran
a sejtek fotoszintetikusan aktivak maradtak, a Hp-termeltetési id0szak wutan
megprobaltuk oOket regenerdlni és egy Uj kisérlet soran ismét felhasznéalni. Amikor
ezeket a regeneralt sejteket egy masodik, sotét anaerob indukcios peridodusnak vetettiik

ala HS tapoldatban, a Hp-termelés hozama az els6 ciklusban mértekhez hasonlo volt.
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4. A vékony folyadékrétegii fotobioreaktor optimalizalasa fokozta a Hp-termelés
hatékonysagat

Ugy gondoltuk, hogy a Hj-termelés hozama, melyet anaerob indukciéval HS
tapoldatban elértiink, tovabb fokozhat6. Ennek eléréséhez fotobioreaktort hasznaltunk,
amelyben optimalizalni kivantuk a gaz-folyadék, valamint a kultara térfogat-feliilet
aranyat, a megvilagitas és az alga kevertetésének koriilményeit, valamint az eléallitott
gazok hatékony eltavolitasinak modjat. A vékony folyadékrétegli fotobioreaktorok
(Thin-Cell-Layer Photobioreactor, TCL-PBR) olyan nevelésre alkalmas rendszerek,
melyeket 10 mm-nél rovidebb fényut és nagy feliilet/térfogat arany jellemez. Ezek a
tulajdonsagok lehetévé teszik, hogy a TCL-PBR akar nagyon magas sejtstiriséggel is
miikddjon (1000 pg Chl (a+b)/ml kultura), és javuljon a besugarzott teriilet egységnyi
feliiletére juto fotoszintetikus hatékonysag (Masojidek és mtsai., 2011, 2015).

Munkank sordn vékony folyadékrétegli, vizszintesen elhelyezett, 1 literes Roux
tivegekkel (TCL-PBR) dolgoztunk. A sejtszuszpenzi6 vastagsaga koriilbeliil 5 mm volt
a PBR iivegekben. A feliilet/térfogat aranyt négyszeresére (0,059 cm™-rél 0,24 cm™-re)
noveltik meg, mig a gaz/folyadék térfogat aranyt a haromszorosara noveltiik (3-rol

9-re).

5. Az altalunk felallitott rendszerben a fotoszintetikus mutansok koziil a pgrdS H-
termelése volt a legnagyobb

Nagy potencial rejlik a kiilonboz6 fotoszintetikus mutansok esetében az altalunk
fejlesztett protokollnak az alkalmazasaban - pl: a részleges fénybegyiijtd antennakkal
(Kosourov és mtsai., 2011), vagy éppen a magas PsbA fehérjetartalommal rendelkez6
torzsek esetében (Scoma és mtsai., 2012).

A fotobioreaktor optimalizalasat kovetden harom fotoszintetikus mutdnst
teszteltiink, amelyek a PSII-ben és a PSI-CET-ben érintettek. Kisérleteinkben napfény
intenzitast (1000 pmol foton/m2/s) és magas klorofill tartalmat (150 pg/ml)
hasznaltunk. Mindharom t6rzs Ha-termelése az elsd 24 6raban nagyon hasonl6 volt, am
ezt kovetéen a CC-124 ¢és a CC-409-es torzs Hp-termelése folyamatos csokkenést
mutatott, mig az L159I-N230Y mutansé meglehetdsen stabil maradt, csak a 6. napra

csokkent. Az L1591-N230Y torzs 30%-al tobb Ho-t termelt, mint a CC-409, bar a
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fotoszintetikus apparatusuk allapota €s a teljesitményiik a 144 orat kovetden hasonlo
(Scoma és mtsai., 2012).

Ezt kovetéen pgr5 és pgrll mutans torzseket vizsgaltuk meg az altalunk
kialakitott protokoll soran, melyeket ismét a CC-124-es torzshéz hasonlitottunk. A pgrS
mutans esetében megfigyeltiik, hogy mar a kezdetekben is joval magasabb Hj-termelést
mutat, mint a kordbban hasznalt torzsek és ezzel parhuzamosan a degradacios
folyamatok lassabban kovetkeznek be. Ezaltal képes hosszabb ideig fenntartani a

H,-termelést.

Osszesitve tehat az eredményeinket megallapithatjuk, hogy sikeriilt egy 1j,
anaerob indukcion alapuld eljarast kidolgozni, mely szamos elénnyel rendelkezik a
korabban hasznalt kénmegvonashoz képest. Ezzel az eljarassal, illetve a késObbi
kisérleteink soran hasznalt fotobioreaktornak koszonhetden sikeresen megnoveltiik a
H,-termelés mennyiségét azaltal, hogy optimalizaltuk a géz-folyadék aranyt, a sejtréteg
vastagsagat és az eldallitott gazok hatékony eltavolitasanak modjat.

A kiilonbozé Chlamydomonas reinhardtii  fotoszintetikus mutans torzsek
tesztelése soran megallapitottuk, hogy az altalunk felallitott koriilmények kozott a pgrb
mutans bizonyult a leghatékonyabb Hj-termeldnek.

Napjaink egyre égetébb problémdja a fosszilis tiizeldanyagok helyettesitése oly
moédon, amely Dbiztositja a fenntarthatosagot és nem jar kornyezet-illetve
egészségkarosito hatassal. Epp ezért ezeknek az ismereteknek a révén nem csak
laboratoriumi léptékben, de hosszabb tavon, ipari méretekben is lehetdséget biztosit a

z0ldalgak altali H,-termelés hatékonysaganak fokozasara.
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9. Summary

Since the industrial revolution that began in the 17th century, fossil fuels has
been operating the technological and transport networks that drive our society in the
form of coal, oil and natural gas. But supplying the world with fossil fuels with finite
geological reserves threatens our long-term energy supply and puts a huge strain on the
environment (Crabtre et al. 2004). Additionally, the energy demand has increased
worldwide due to population growth (Abdalla et al. 2018). Besides growing demand, a
serious problem is that the supply of fossil fuels is quite limited, while there is a demand
for them in all parts of the world. In addition to the problem of providing energy supply,
the use of fossil fuels also compromises our own health through chemical and particle
pollution (Crabtre et al. 2004). They are not only dangerous to our health, but emissions
of carbon dioxide and other greenhouse gases are closely linked to global warming, they
threaten the long-term sustainability of the Earth's climate as well. Therefore, more
attention has to be paid to renewable energy sources.

Natural resources from which energy can be gained without major human
intervention and is re-produced within a few years, is called renewable energy sources.
Their importance comes from the fact that they do not cause significant pollution and
are in line with the principles of sustainable development. Such alternative energy
sources include wind energy, geothermal energy, hydro-, biomass- and solar energy.
The use of renewable energy technologies offers an excellent opportunity to reduce
greenhouse gas emissions and slow down the process of global warming by replacing
conventional energy sources (Panwar et al. 2011). Some of the research focuses on the
widest possible use of H,. H, gas is a clean energy carrier, the combustion of which
does not produce carbon dioxide, only water. However, about 99% of hydrogen is
currently produced from fossil fuels, which cause enormous air pollution; therefore,
there is a need to develop H, production methods based on renewable energy sources.
One of the promising ways of doing this is the utilization of green algae, which can
produce H, with high efficiency linked to their photosynthesis. It has been observed in
nature that algae that have been darkened for a few hours produce hydrogen for a few
minutes upon illumination. The length and efficiency of this short period were
previously sought to be increased by sulfur removal, which is accompanied by a number
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of negative side effects that prevent the industrial application of algae hydrogen
production.

In the course of my work, | aimed to develop and optimize a technique based on
anaerobic induction that is more efficient and less harmful to algal cells, the elements of

which are:

1. More efficient H, production was achieved by keeping Calvin-Benson-Bassham
cycle inactive and using an O, absorbent
To induce hydrogenase expression, a so-called dark anaerobic induction

treatment was applied using C. reinhardtii strain CC-124 as the model organism. This
strain was already known as an efficient H, producer that capable to maintain H,
production under a wide variety of experimental conditions ((Kosourov et al. 2009,
Lakatos et al. 2014, Oncel et al 2014, Steinbeck et al. 2015). H, production in green
algae requires reducing agents and anoxic conditions. Reducing agents can be derived
from starch breakdown and from the subsequent glycolysis. The H, production has to
share the reducing agents pool with competitive reactions. The main competitor for
electrons can be CO, reduction in the CBB cycle. The N, atmosphere used to ensure
anaerobiosis also removes CO, the substrate of CBB cycle and so inhibits the
competitor electron sink allowing higher electron flow towards HydA. Although, the
acetate metabolism that is required for starch accumulation releases CO, restoring, at
least partially, the CBB cycle activity. To avoid this, we omitted acetate from the
medium. In the absence of acetate and so a sufficient amount of starch, the PSII-
dependent photosynthetic electron transport could be used as electron source. Although,
the water-splitting-based linear electron transport is a more efficient electron source
than starch breakdown, it is accompanied by O, release that violates the anoxic demand.
To exploit the linear electron transport as a source of sustainable electron source, we
opted to remove the released O, fast and efficiently rather than deactivating the PSII by
sulfur deprivation. For this purpose, an iron salt-based O, absorbent was applied, which

reduced O, concentration below 0,1% in the airspace.
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2. The use of the H, production method based on dark anaerobic induction is preferable
to the method of sulfur deprivation
The method developed by us has fundamental advantages compared to previous

methods, namely, under the influence of illumination after a few hours of anaerobic
dark incubation, H, production begins immediately. In contrast to sulfur deprivation, it
does not require the replacement of the nutrient solution. It does not depend on the
degradation of starch and does not require acetate as it is a photoautotrophic process.
Since there is no need for organic carbon sources, the risk of bacterial contamination is
much lower. Cultures will remain photosynthetically active during H, production and
can be easily regenerated. Based on linear electron transport, the electrons are derived
primarily from the water-splitting activity of PSII, as evidenced by DCMU treatment,
and have relatively high light-H, energy conversion efficiencies. In the growth phase,
CO,, which is an industrial by-product, can be used. Relatively high light intensity (320

umol photon/m?/s) can be used for the production of H.

3. Preservation of the photosynthetic activity of cells allowed their regeneration at the
end of the experiment

The sustainability of our H2 production system was characterized by description
of the photosynthetic apparatus during the 96-hour experiment. We found that the
chl (a+b) content was reduced by only 10% during the experiment. The value of the
F./Fn parameter showed a slow decrease in the efficacy of PSII during the 96-hour
period but remained relatively high, above 0.4, both for control samples and in the
presence of O, absorbent. The amounts of PsbA (a major protein of PSII), PetP (a
subunit of the cytbe/f complex), and PsaA (a PSI reaction center protein) remained
largely unchanged throughout the experiment in both samples. Since the cells remained
photosynthetically active in our experiment, we tried to regenerate them after the H,
production period and use them again in a new experiment. When these regenerated
cells were subjected to a second, dark anaerobic induction period, the yield of H,

production was similar to that measured in the first cycle.
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4. Optimization of Thin-Cell-Layer Photobioreactor increased the efficiency of H,
production
We thought that the yield of H, production, achieved by anaerobic induction in

HS nutrient solution, could be further improved. To achieve this, we used a
photobioreactor in which we optimized the gas-liquid as well as the culture
volume-surface ratio, the conditions for illumination and algae mixing, and the efficient
removal of the produced gases. Thin-Cell-Layer Photobioreactors (TCL-PBRs) are
culturing systems with a light path of less than 10 mm and a high surface area - volume
ratio. These properties allow TCL-PBR to operate at very high cell densities (1000 pg
Chl (a + b) / ml culture) and improve photosynthetic efficacy per unit surface of the
irradiated area (Masojidek et al. 2011, 2015). In our work, to obtain a thin-cell-layer, we
kept the alga cultures in a horizontally placed 1-liter Roux bottles (TCL-PBR). The
thickness of the cell suspension was approximately 5 mm in the PBR vials. The surface
area - volume ratio was increased fourfold (from 0,059 cm™ to 0,24 cm™), while the

gas-liquid volume ratio was increased threefold (from 3 to 9).

5. Among the photosynthetic mutants in the system we set up, the H, production of pgr5
was the highest

There is great potential in the application of the protocol we have developed for
various photosynthetic mutants - e.g., strains possessing partial light-harvesting
antennae (Kosourov et al. 2011) or high PsbA protein content (Scoma et al. 2012). After
optimization of the photobioreactor, three photosynthetic mutants were tested, which
were affected in PSIl and PSI-CET. In our experiments sunlight intensity
(1000 pmol photon/m?/s) and high chlorophyll content (150 pg/ml) were used. The H,
production of all three strains was very similar in the first 24 hours, but the H,
production of CC-124 and CC-409 strains showed a continuous decrease, while the
L1591-N230Y mutant remained rather stable and it only decreased by day 6. Strain
L1591-N230Y produced 30% more H, than CC-409, although the condition and
performance of their photosynthetic apparatus after 144 h were similar. Next, we
examined the pgr5 and pgrll mutant strains with the protocol we developed, which
were again compared to the CC-124 strain. The pgr5 mutant showed much higher H,
production from the beginning than the other two strains, and in parallel, the
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degradation processes occurred much more slowly. This allowed to maintain H,

production for a longer period of time.

Summarizing our results, we can conclude that a new method based on
anaerobic induction has been developed, which has several advantages over the
previously used sulfur removal protocol. Due to this method and the photobioreactor
used in our later experiments, we successfully increased the amount of H, production by
optimizing the gas-liquid ratio, the cell layer thickness, and the efficient removal of the
produced gases. Testing various photosynthetic mutant strains of Chlamydomonas
reinhardtii, we found that the pgr5 mutant proved to be the most efficient H, producer
under the conditions we set up.

Replacing fossil fuels in a way that ensures sustainability and has no
environmental or health impact is an increasingly urging problem today. The knowledge
we gained provides an opportunity to use H, produced by green algae as an efficient
energy source, not only on a laboratory scale but also in the longer term on an industrial
scale.
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Egyéb, a dolgozat f6 anyagat nem képezoé kutatomunkam
(Podmaniczki és mtsai., 2021)

Az aszkorbat (Asc, C-vitamin) esszencialis metabolit, mely a névények szamos élettani
folyamataban vesz részt, beleértve a kornyezeti stresszek kezelését és fejlodést. PhD
munkam soran az AsC sotét indukalt levél szeneszcenciajaban jatszott szerepét is
vizsgaltam Arabidopsis thaliana modellszervezet segitségével.

A hosszan tartd sotétség egyik legkorabbi hatasa a vizbonté komplexek (OEC)
inaktivalasa, melyet a gyors klorofill a fluoreszcencia (OJIP) és a termolumineszcencia
(TL) mérések is Dbizonyitanak. Megfigyeltik, hogy az Asc-hidnyos vtc2-4
mutanskevésbé érzékeny a hosszan tart6 sotétségre, mint a vad tipus. Azonban a pshol
OEC mutans esetében, az inaktivacio sulyosabb volt 24 6rés sotétkezelést kovetden. A
psbr mutans, amelyb6l hianyzik az OEC PSBR alegysége, normal novekedési
koriilmények kozott csak enyhén zavart fotoszintetikus aktivitdst mutatott, am
sOtétkezelés hatdsara nagy mértékli csokkenés volt megfigyelhetdé a B
termolumineszcencia savban.

Létrehoztunk egy kettés psbol vic2 mutanst, amely valamivel enyhébb
fotoszintetikus fenotipust mutatott, mint a psbol mutans. Eredményeink alapjan
valészinii, hogy az Asc a Mn-komplex talzott redukciojaval az OEC inaktivalasahoz
vezet hosszan tartd soOtétségben, s amelyet valoszinileg a kiilsé OEC alegységek
negativan IS befolyasolhat bizonyos sejtfolyamatokat, ezért koncentracioja és

lokalizacioja a sejten beliil szoros kontrollt igényel.
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