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Roviditések jegyzéke

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

cit bef citokrom bgf

CP43, CP47 a masodik fotokémiai rendszer bels6 fénybegyiijté antenna komplexei

DCMU 3-(3,4-diklorofenil)-1,1-dimetilurea

DMF dimetil-formamid

DPC difenilkarbazid

DTT ditiotreitol

D1, D2 a masodik fotokémiai rendszer reakcidcentrum fehérjéi

Fd ferredoxin

Fo, Fin a klorofill-a fluoreszcencia indukcid kezdeti és maximalis értéke

Fu' a klorofill-a fluoreszcencia maximalis értéke fényadaptalt allapotban

Fu'" megvilagitast kovetd néhany perces sotétadaptacio utan mért klorofill-a

fluoreszcencia maximalis értéke

F, valtozo fluoreszcencia (Fp-Fo)

GC gazkromatografia

LHCI a PSI klorofill a/b fénybegyijté pigment-protein komplexe
LHCII a PSII 16 klorofill a/b fénybegyijtd pigment-protein komplexe

Mn-centrum  a PSII vizbontd komplexének aktiv centruma, aminek felépitésében négy

Mn-, egy Ca- és egy Cl-ion vesz részt

n.d. nem detektalhato

NDH NAD(P)H dehidrogenaz enzim

NPQ nem-fotokémiai kioltas (non-photochemical quenching)
PC plasztocianin

PPBQ fenil-para-benzokinon

PQ plasztokinon

PQH, plasztokinol

PsbO a vizbonto komplex 33 kDa-os kiils6 fehérjéje

PSI els6 fotokémiai rendszer (Photosystem I)

PSII masodik fotokémiai rendszer (Photosystem II)

Psso a masodik fotokémiai rendszer elsddleges elektrondonora
P00 az els6 fotokémiai rendszer elsddleges elektrondonora

r.e. relativ egység

Qa a masodik fotokémiai rendszer elsddleges kinon akceptora
Qs a masodik fotokémiai rendszer masodlagos kinon akceptora
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Roviditések jegyzéke

OEC

OJIP tranziens
SDS

SSTF

TAP

TL
Tyl'z, TyrD

vizbontd komplex (oxygen evolving complex)

gyors klorofill-a fluoreszcencia indukcio

natrium-dodecil-szulfat

reakciocentrumonként egyetlen  toltésszétvalasztast indukalo  telitési
fényimpulzus (saturaing single turnover flash)

Tris-acetat-foszfat tartalmu tapoldat a Chlamydomonas reinhardtii kultura
nevelésére

termolumineszcencia

tirozin Z és tirozin D, a D1 és D2 fehérjék redox aktiv aminosav oldallancai



Bevezetés

2. BEVEZETES
2.1. A fotoszintézis

2.1.1. A fotoszintézis folyamata és a kloroplasztisz szerkezete

A fotoszintézis soran a novények és a fotoszintetizalé baktériumok a napfény
energidjat felhaszndlva szerves anyagokat allitanak el6. A fotoszintetizald élolényeket két
csoportra osztjuk: oxigéntermeldkre és nem oxigéntermeldkre (Blankenship, 2001). Az elsd
csoportba tartoznak a ndvények, cianobaktériumok, amelyek a szén-dioxid (CO,)
asszimilaciojahoz a vizet hasznaljadk fel elektrondonorként, és a viz oxidacidja soran
molekularis oxigén (O,) szabadul fel. A masodik csoportba tartoznak a biborbaktériumok,
z0ld kénbaktériumok és helikobaktériumok, amelyek azon kiviil, hogy nem termelnek O»-t,
abban is kiilonboznek az el6z6é csoporttol, hogy viz helyett egyéb szervetlen (H,S) vagy
szerves (szukcinat) anyagokat hasznalnak elektrondonorként. A fotoszintézis folyamatat
nevezhetjiik a Foldink egyik legalapvetébb folyamatinak, hiszen az igy keletkezd
szénhidratok nélkiilozhetetlenek a magasabb rendii életformak szamara. Az O, termelése és a
CO;, megkotése alapvetd szerepet jatszott a Fold 1égkorének kialakuldsaban és egyensulyanak
fenntartasaban (Blankenship, 1992; Nelson és Ben-Shem, 2004).

Az oxigéntermeld €l61ények esetében a fotoszintézis folyamata a fényfiiggé fotofizikai
és fotokémiai folyamatokbol, valamint a Calvin-Benson ciklusbol all. A fotoszintetikus
elektrontranszport révén a fényenergia kémiai energidva alakul, ami ATP és NADPH
formajaban stabilizalodik, amelyek a Calvin-Benson ciklusban a szén-dioxid redukcidjara
hasznalodnak fel. Ezen folyamatok a novények esetében a kloroplasztiszban mennek végbe
(1. abra).

A

Kiilsé membran Belsé membran

\ / . Sztromamembran

Granum

Tilakoidmembran \
Sztroma

1. 4bra. A magasabb rendli novények kloroplasztiszanak sematikus szerkezete (A), transzmisszios elektron
mikroszkopos képe (B; A és B abra: http://facweb.bhc.edu/academics/science/robertsk/biol100/cells.htm ) és a
sztromamembranok granum koriili elhelyezkedését bemutatd szamitogépes modell (C; Mustardy és Garab,
2003).
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A kloroplasztisz legtobb esetben lencse alaku, kettés (magasabb rendli névényekben és
zoldalgakban; Stachelin, 2003; Austin és Staehelin, 2011) vagy tobbszords (kovamoszatokban
és vorosalgakban; Kroth és Strotmann, 1999, McFadden és van Dooren 2004) membrannal
hatarolt sejtorganellum. A bels6é membrannal koriilvett részt sztromanak nevezziik; itt
talalhat6 a kloroplasztisz DNS-e, keményité €s szamos enzim, melyek alapvetd szerepet
jatszanak a kloroplasztisz metabolizmusaban.

A kloroplasztisz sztromajaba beagyazodva helyezkedik el a tilakoidmembran, amely a
kloroplasztisz bels6 membranrendszerét képezi (1. abra). A magasabb rendli ndvényekben a
tilakoidmembranok helyenként szorosan dsszetapadva henger alaku granumokat hoznak létre.
A granumok atmérdje kb. 400-600 nm és egy granum 5-20 tilakoidmembran-rétegbdl tevodik
0ssze (Mustardy és Garab, 2003; Mullineaux, 2005; Pribil és mtsai., 2014). A grdnumokhoz
kvazi helikalis elrendezddésben sztromatilakoidok csatlakoznak (Mustardy és Garab, 2003;
Mustardy és mtsai., 2008; Koufil és mtsai., 2011). Ezaltal a sztromatilakoidok és a granumok
egy Osszefliggd membranrendszert hoznak Iétre (Shimoni és mtsai., 2005; Mustardy és mtsai.,
2008). A tilakoidmembran bels6 vizes fazisat lumennek nevezziik.

Minden fotoszintetizald szervezetben megtalalhatok a tilakoidmembranba agyazodott
vagy ahhoz kapcsolodd kiilonbozéd pigment-fehérje komplexek, amelyek a fény
abszorpcigjara képes klorofill-molekulakat és kiilonbozd kisérOpigmenteket, mint pl.
karotinoidokat és fikobilineket tartalmaznak. A fotoszintetikus elektrontranszportlanc
komponenseit alkotdé o fehérjekomplexek a kovetkezok: a masodik fotokémiai rendszer
(PSID), a citokrom bef komplex (cit bgf), az elsé fotokémiai rendszer (PSI) és az ATP-szintaz
(2. ébra). A PSII és {6 fénybegylijté komplexe (LHCII, light harvesting complex II)
elsésorban a granummembranokban (Andersson és Anderson, 1980), a PSI, az LHCI és az
ATP-szintdz a nem tapadt membranokban — a sztromamembranban ¢és a
granumvégmembranokban — helyezkedik el (Pribil és mtsai., 2014), mig a cit bef komplex
mindkét tipusi membranban megtalalhatoé (Dekker és Boekema, 2005; Nevo és mtsai., 2012).
A sztromamembranban jelen vannak még a ciklikus elektrontranszportlanc komponensei is: a
NAD(P)H dehidrogenaz (NDH) komplex és a PGRL1-PGRS5 heterodimer (Lennon és mtsai.,
2003; Rumeau ¢s mtsai., 2007; Hertle és mtsai., 2013), azonban PGRL1 homodimereket a
granumban is talaltak (Hertle és mtsai., 2013).

A két fotokémiai rendszer és a cit bef komplex egymassal sorba kapcsolva fényenergia
felhasznalasaval egy kémiai potencialgradienssel szembeni elektrontranszportot valdsit meg,
amely a viz oxidaciéjatol (~+800 mV) a NADP' redukcidjaig tart (~-400 mV). Az
elektrontranszport a tilakoidmembran két oldala kdzotti protontranszferhez kapcsolt, amely a

sztromabol protonokat juttat a tilakoid lumenébe. Ez a protontranszport a viz oxidacigjabol
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szarmazo6 protonokkal egyiitt megndveli a proton koncentraciot a lumenben. Az igy 1étrejott
proton motoros erd (proton gradiens és elektromos tér) biztositja az energiat az ATP
képzddéséhez (Nelson és Yocum, 2006).

A PhD munkam soran az oxigéntermeld fotoszintézissel foglalkoztam magasabb rendii
noévényekben és Chlamydomonas reinhardtii zoldalgaban. igy a tovabbiakban csak ezen

¢élolények fotoszintetikus komplexeit mutatom be.

2.1.2. A fotoszintetikus elektrontranszportlinc komponensei
A masodik fotokémiai rendszer felépitése és miikodése

A PSII 4ltaldban dimer forméaban van jelen (2. és 3. dbra). Maga a monomer rész az
un. ,core” komplexbdl és a kiils§ vagy periférialis fénybegyiijté proteinkomplexekbol
(LHCII) tevodik o6ssze. A core komplex felépitése és miikodése nagyon hasonld magasabb
rendll névényekben, algakban (3. abra) és cianobaktériumokban. Ezen komplex magaban
foglalja a PSII reakcidcentrumot, a belsé antennat és kiilonbozd kisebb core alegységeket
(PsbE, PsbF, PsbH, PsbW; Drop és mtsai., 2014). A D1 (PsbA) és a D2 (PsbD) fehérjék
heterodimere valamint a citokrom bss9 o (PsbE) és B (PsbF) alegysége egylitt alkotjak a
reakciocentrumot. A D1 és D2 fehérjék tartalmazzak a PSII altal katalizalt elektronatadasi
folyamathoz sziikséges kiilonb6z0 kofaktorokat, amelyek a kovetkezOk: négy klorofill-a
molekula (a Pp; és a Ppy, amely egy specialis klorofill-a dimert a Pggo-at alkotja, illetve a két
jarulékos klorofill: a Chlp; és a Chlp,; Caffari és mtsai., 2014; Nadtochenko és mtsai., 2014),
két feofitin molekula, a Qa és a Qg kinon akceptorok, valamint a Tyrz és Tyrp, amelyek a D1
és D2 fehérjék redox aktiv aminosav rezidudlisai. A reakcidocentrumban talalhaté még két
tovabbi (Chlzp; és Chlzpy; Barber 2008) klorofill-a és két B-karotin pigmentmolekula,
valamint az elsédleges és masodlagos kinon akceptor kdzott egy nem hemben 1€v6 Fe-ion is.
A DI ¢és D2 fehérjéhez kozvetleniil kapcsolodik egy-egy protein (CP43 és CP47), amelyek
egyenként a 13 és a 16 klorofill-a molekula mellett néhany [-karotin molekulat is
tartalmaznak (Umena és mtsai., 2011). A CP43 (PsbC) és CP47 (PsbB) fehérjék a PSII belso
(proximalis) fénybegylijté antennajaként mitkodnek (Barber, 2008, Caffarri és mtsai., 2009;
van Amerongen €s Croce, 2013).

A core komplexhez kapcsolddik a periféridlis antenna komplex, amely hat (Lhcb1-6)
kiilonb6z6 pigment-protein komplexbdl épiil fel (3A abra). Az Lhcb4 (CP29), Lheb5 (CP26)
és a Lhcb6 (CP24) komplexek monomer formaban vannak jelen 1:1:1 sztdchiometriai
aranyban (Dekker és Boekema, 2005; Koufil és mtsai., 2012). Az Lhcebl, 2 és 3 proteinek

heterotrimereket alkotnak, kiillonb6z6 Osszetételben. Ezen trimereket megkotd erds (S, strong)
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affinitasu kotéhely a CP29 ¢s CP26 oldalon, mig a kézepes (M, medium) affinitasu a CP29 és
CP24-hez kozel talalhato (Dekker és mtsai., 2005; Caffarri és mtsai., 2009; Drop, 2014). Az
LHCII fehérjék a klorofill a/b mellett kiilonb6z6 xantofill-molekulakat (lutein, neoxantin,
violaxantin, anteraxantin, zeaxantin) is tartalmaznak (Croce és mtsai., 2002; Liu és mtsai.,

2004; Standfuss és mtsai., 2005; Passarini, 2009; Pan ¢és mtsai., 2011).

Vv )

8 N trimer
. -
\ .-\
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3. abra. A PSII-LHCII szuperkomplex felépitése magasabb rendii ndvényekben (A; spenot) és C. reinhardtii
z6ldalgakban (B). Az abra Minagawa (2013) cikke alapjan késziilt.

A C. reinhardtti nevi zoldalga LHCII komplexe valamelyest eltérd felépitést mutat a
magasabb rendli novényekéhez képest (3. abra). Esetiikben 9 gén (LhcbM1-M9) kédolja a
trimereket alkoté LHCII proteineket. Ezen géneket a szekvenciahomologidjuk alapjan négy
tipusba sorolhatjuk: I tipusu (LhcbM3, 4, 6, 8 és 9), II tipust (LhcbMS5), III tipusti (LhcbM2
és 7), IV tipust (LhcbM1) (Teramoto és mtsai., 2001; Minagawa és Takahaski, 2004). A
novényekben ismert S és M trimerek kotohelyei mellett az algasejtekben még egy harmadik
(N) trimerkotdhely is megtalalhatd (3B abra), ami a CP24 helyét foglalja el, ugyanis ez
zoldalgak esetében hianyzik (Elrad és Grossman, 2004; Merchant és mtsai., 2007). A CP29
(Lhcb4) és a CP26 (Lhcb5) pigment-protein komplexek a C. reinhardtii sejtekben is jelen
vannak, €s szintén monomerek formajaban figyelhetok meg (Minagawa, 2013; Drop és mtsai.,
2014).

A csak klorofill-a-t tartalmazé D1, D2, valamint a CP43 és CP47 fehérjék genetikai
koédja a kloroplasztiszban van, mig az LHCII klorofill-a/b-t tartalmazo proteinjeinek kodja a
sejtmagban talalhat6 (Allen és mtsai., 2011).



Bevezetés

A PSII kiilso és bels6é antenndja altal elnyelt fényenergia a PSII reakcidcentrumaba jut,
ezaltal a Pggo gerjesztett allapotba kertil. A gerjesztett Pego redoxpotencidlja kellden negativ
ahhoz, hogy a térben elegendden kozel elhelyezkedo feofitin molekulanak egy elektront adjon
at és kb. 3 ps alatt végbemenjen a primer toltésszétvalasztas. A redukalt feofitinrél a Qa-ra
250-300 ps alatt jut at az elektron, mig a redukat Qa-Qp k6zott 0,1-0,2 ms alatt tdrténik meg
az elsé és 0,4-0,5 ms alatt a masodik elektronatadas. A Qg a két elektron és két proton
felvétele utan levalik a PSII-rél a mobilis plasztokinon pool-ba, ahonnan jabb PQ tud
beko6tddni a D1-re (Nelson és Yocum, 2006; Barber, 2003, 2008).

A Pggo szamara az elsédleges elektrondonor a tirozin Z (Tyrz), ami a D1 fehérje 161.
aminosava. Itt az elektrondtadds 20 ns alatt torténik meg, azonban ez fiigg az
elektrontranszportlanc egy masik komponensétdl, nevezetesen a vizbontd komplex (OEC)
Mn-csoportjatol.

Az OEC a PSII donor oldalan talalhato, és itt zajlik le a viz oxidacioja. Ezen folyamat
soran felszabaduld 4 elektron tovabbitodik a reakciocentrum felé, mik6zben O, szabadul fel.
Az OEC tartalmaz egy Mn-centrumot, amelyet négy Mn-ion, egy Ca’* és egy CI alkot,
amelyet kiviilr6l hidrofil fehérjék (PsbO, PsbP, PsbQ, PsbR) vesznek korbe (Allahverdiyeva
¢és mtsai., 2013; Pagliano és mtsai., 2013). A viz oxidacidjahoz sziikséges négy pozitiv toltést
a Mn-ionok kiilonb6z6 oxidacios allapotai biztositjak, amelyeket S-allapotoknak hivunk (Kok
és mtsai.,, 1970). A reakcidcentrumban négy egymast kovetd toltésszeparacio a Mn-
centrumbol négy elektron egymast kovetd elvonasaval az tin. Sy kiindulési allapotbdl Sy, S,
S3, S4 allapot hoz létre. Az S, allapot a viz oxidéacidjabdl szdrmazd négy elektron elvonasa
utan visszaalakul Sy allapotba (Dau és mtsai., 2012, Vinyard és mtsai., 2013). Az OEC-bdl az
elektronok 0,1-0,8 ms alatt jutnak el az oxidalt Tyrz-re (McEvoy és Brudvig, 2006; Barber,
2008).

Az elsd fotokémiai rendszer felépitése és miikodése

A PSI fehérjekomplex (2. és 4. abra) hajtja végre a ferredoxin (Fd) redukcidjat és a
plasztocianin (PC) oxidacigjat. A PSII-h6z hasonléan a PSI is core-bdl és periférias
fénybegyijté komplexbdl (LHCI) felépiilve hozza létre a PSI-LHCI szuperkomplexet (2. és 4.
abra), amely magasabb rendli ndvények és algak esetében monomer formaban van jelen.

A PSI core-ban talalhatdo két nagyobb fehérje alegység a PsaA és PsaB, amelyek
heterodimer formaja alkotja a reakciocentrumot, amit kb. 20 kisebb fehérjealegység vesz
korbe (Croce és von Amerongen, 2013). A PSI core dsszesen 96-102 klorofill-a és 22 f3-

karotinmolekulat tartalmaz (Fromme és mtsai.,, 2001; Amunts és mtsai., 2010), amelynek
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legnagyobb részét a PsaA és a PsaB alegységek kotik, igy a PSI belsd antenndjaként
funkcionalnak, mig a kisebb alegységek csak néhany klorofillmolekulat tartalmaznak (Jensen
és mtsai.,, 2007). A reakciocentrumban helyezkednek el a PSI elektrontranszportlanc
kofaktorai: az elsédleges elektrondonor a Py, az elsddleges akceptor az A,, amely egy
monomer klorofill-a molekula, a masodlagos akceptor az A;, ami egy fillokinon, illetve a
heterodimerben megtalalhatdo még az Fx-el jelolt vas-kén centrum [4Fe-4S] valamint még egy
fehérje (PsaC), amely két vas-kén centrummal [4Fe-4S] is rendelkezik, melyeket Fg és Fa-val

jelolnek.
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4. abra. A PSI-LHCI szuperkomplex felépitése magasabb rendi novényekben (A; borso) és C. reinhardtii
zbldalgakban (B; Minagawa, 2013).

A fluoreszcencia-maximumuk alapjan hossza ideig ugy gondoltak, hogy az LHCI
antenna két komplexbdl épiil fel, az LHCI-730, melynek felépitésében az Lhcal és Lhca4
proteinek vesznek részt ¢s az LHCI-680, ami az Lhca2 és Lhca3-bdl all (Lam és mtsai., 1984;
Bassi és mtsai., 1985). Mara mar tisztazodott, hogy a négy Lhca komplex két funkcionalisan
azonos dimerbe szervezddve (Lhcal-4 és Lhca2-3; 4A 4bra) alkotja a PSI kiilso
antennarendszerét (Wientjes és Croce, 2011). A biokémiai és spektroszkopiai vizsgalatokbol
az is kideriilt, hogy alacsony homérsékleten (77 K) mindkét dimer fluoreszcencia-maximuma
730 nm-en van. Mindegyik Lhca 13-14 klorofill (Ben-Shem ¢és mtsai., 2003) és 5 karotinoid
molekulat kot, foleg luteint, valamint violaxantin és p-karotin is el6fordul. A PSII-tol
eltérden, a PSI antenndja nem tartalmaz neoxantint (Wientjes és Croce, 2011).

A C. reinhardtii zoldalgaban kilenc Lhca gén kodolja az LHCI fehérjéket (Elrad és
Grossmann, 2004). A novényekhez hasonléan az Lhcal-4 és Lhca2-3 fehérjék dimerjei

kozvetleniil a core koriil helyezkednek el, egy belso félkort kialakitva, amelyhez az algakban
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ezen kiviil még 6t Lhca (5-9) fehérje kapcsolodik egy kiilsé félkort alkotva (4B abra; Drop és
mtsai., 2011).

Megvilagitas hatasara miutdn a PSI-ben 1€év6 Py gerjesztett allapotba kertil, atad egy
elektront a reakciocentrumban elhelyezkedé primer akceptornak (Ag), igy Proo valik beléle.
Ez az oxidalt forma fogadja be az elektronokat a plasztocianin fel6l, ez a folyamat 20-200 us
alatt megy végbe. A P7oo-16l az elektronok az elsédleges (Ag) majd a masodlagos akceptorra
(A)) keriilnek (40-200 ps), ahonnan a vas-ként tartalmazé komponenseken (Fx, Fp és az Fp)

keresztiil (15-500 us) végiil a ferredoxinra keriilnek (0,5-20 ps; Nelson és Yocum, 2006).

A citokrom bef komplex felépitése és miikédése

A PSII-t6l a PSI felé iranyuld elektrontranszport a citbsf komplex (2. abra)
kozvetitésével valosul meg. Szerepe a plasztokinol (PQH,) oxidaciojaban és a PC
redukcidjaban van, mindekdzben protont pumpal a sztromabol a tilakoidlumenbe,
protongradienst kialakitva a tilakoidmembran két oldala kzott.

A citbef egy nyolc alegységbdl felépiilé szimmetrikus dimer komplex (2. abra). A
négy nagyobb alegységhez tartozik a cit f (petA), melynek felépitésében egy hem csoport
vesz részt, a cit bg (petB), amely egy magas és egy alacsony redoxpotencialil hemet (by és by)
tartalmaz, a Rieske-féle vas-kén [2Fe-2S] protein (petC) és a [V-es alegység (petB). A négy
kisebb alegység pedig a Pet G, M, L és N fehérjékbdl all (Baniulis és mtsai., 2008). A citbef
komplex kristalyszerkezetének vizsgalata soran monomerenként egy nem kovalensen kotott
klorofill-a és egy B-karotin molekulat figyeltek meg a magasabb rendii névények (Huang és
mtsai., 1994) és C. reinhardtii sejtek (Pierre és mtsai., 1997) esetében is (Cramer €s mtsai.,
2006).

A cit bgf komplex homoldgiat mutat a mitokondriumban (Crofts, 2004; Rich, 2004) és
a biborbaktériumokban (Rhodobacter sphaeroides, Esser és mtsai., 2008) talalhato cit bc;-vel.
A cit bef komplex két kinonkdtohellyel (Q,, Qi) rendelkezik. A lumenhez kézeli részén 1évo
Q. a komplex szamara elektronokat szolgaltat6 plasztokinolt (PQH,) tudja megkotni. A PQH,
oxidacidjabol szarmazo két elektron két kiilonb6zo iranyban haladhat tovabb. Az egyik irany
a magas potencialu ut, amely a Rieske-féle vas-kén centrumon és a cit f-en keresztiil vezet a
komplex lumen fel6li oldalan talalhaté PC-hoz, ami mobilis fehérjeként elhagyja a komplexet.
Az alacsony potenciala ut a cit bg-bol all, amelynek kozvetitésével a szemikinon elektronjai a
Q; kotohelyre kertilnek, ahol egy ujabb elektron a szemikinont PQH, -14 redukalja, ami a Q;
kotohelyrol levalva Qo-ra keriil, bezarva ezzel az un. Q-ciklust. A PQ redukcioja két proton

sztromabol valo felvételével jar, mely két proton a kinol oxidacidja soran a lumenbe szabadul
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fel, mikdzben a két elektron a PSI-felé tovabbitodik (Kurisu és mtsai., 2003; Cramer és

mtsai., 2006).

Az ATP-szintdz felépitése

Az ATP-szintaz (CF,F;, 2. 4bra), amely a transzmembran elektromos teret és a
protongradienst felhasznalva ADP ¢és anorganikus foszfat (Pi) felhasznalasaval ATP-t allit elo,
két 16 részre oszthatd. A CFy, amelyet négy kiilonbozé hidrofob alegység (1, 11, II1, IV) alkot
(Pick és Racker, 1979; Fromme és mtsai., 1987) 1:1:14:1 sztdchiometriai aranyban (Seelert és
mtsai., 2000, 2003). Ez az alegység protoncsatornaként miikodik a tilakoidmembranban,
illetve ez koti a membranhoz az enzim masik részét, a CF-et, amely a tilakoidmembran
sztroma feldli oldalan helyezkedik el. A CF; rész otféle (a, B, v, 9, €) hidrofil alegységbdl épiil
fel (Nelson és mtsai.,, 1972) 3:3:1:1:1 sztdchiometriai ardnyban (Siiss €s Schmidt, 1982;
Moroney €s mtsai., 1983). A B-alegységen harom (T, L, O) katalitikusan aktiv nukleotidkotd-
hely figyelheté meg, mig az a-alegységen harom nem katalitikus nukleotidko6td-hely talalhato.
Ezeknek fontos szerepiik van az ATP szintézisében ¢és hidrolizisében (Boyer, 1993, 1998;
Capaldi ¢s Aggeler, 2002).

Az ATP képzddése ADP-bdl és Pi-bol energiakonzervalassal jar6 folyamat. Ezen
folyamatok soran a koétohelyek harom kiilonbdz6 konformacidban vannak jelen. Az elsé vagy
nyitott konformaciéban az enzim szubsztratot képes kotni, masodik vagy zart allapotban
egyensuly all be a kotott termék (ATP) €s a megkotott szubszrat kozott (ADP, Pi), harmadik
vagy félig nyitott allapotban pedig a kdtohely affinitasa kisebb az ATP-hez. Az ATP-nek az
enzimkomplexrél vald levalasahoz energia sziikséges, amit a H'- koncentraciokiilonbség
biztosit. Amikor a H'-ok kolcsonhatasba 1épnek a CFo-lal és athaladnak a csatornan a y-
alegység 360°-os elforduldsat idézik eld, ami viszont az Osszes katalitikusan aktiv hely
egyidejii konformaciovaltozasat vatja ki, melynek kovetkeztében a képz6dott ATP levalik a

CF 16l (Junge és mtsai., 1997; Junge, 2004; Bottcher és Gréber, 2008).

Az elektrontranszportlanc mobilis elemei

A fentebb mar emlitett elektrontranszportldnc mobilis elemeihez tartozik a PQ, a PC
és a Fd, amelyek 0Osszekdtetést biztositanak a tilakoidmembranban stabilan elhelyezkedd
komponensek (PSII, citbsf komplex, PSI) kozott (2. abra). A PQ a tilakoidmembran
lipidrétegében mozogva biztosit kapcsolatot a PSII és a citbef komplex kozott. A PC a

lumenalis térben mozogva, a citbsf komplex és a PSI kozotti elektrontranszportban vesz részt.
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A sztromdban 1évé Fd egyik lehetésége, hogy az elektront a PSI-rél a
ferredoxin:NADP oxidoreduktazhoz (FNR) juttatja, ami NADP" redukciét eredményez (2.
abra). A masik lehetdség az, hogy részt vesz a ciklikus elektrontranszportban, ami a PSI-PQ-
pool-citbsf komplex kozott torténik meg.

A ciklikus elektrontranszport két itonvonalon keresztiil valosulhat meg. Az egyik
lehetdség az NDH-fiiggd utvonal, amikor is a NADPH:plasztokinon oxidoreduktaz (NDH)
enzim kozvetitésével az elektronok a NADPH-r6l visszakeriilnek a PQ-ra (Munekage és
mtsai., 2004; Johnson, 2011). A masik lehet6ség a pgr5 (proton gradiens regulator gén)-fiiggd
utvonal, amikor a ferredoxin-plasztokinon (FQR) oxidoreduktdz segitségével redukalt Fd-rol
az elektronok a PQ-ra jutnak vissza. Az elsé utvonal rotenon, mig a masodik antimicin-

szenzitiv (Shikanai, 2007).

2.2. Chlamydomonas reinhardtii fotoszintetikus hidrogéntermelése

A fotoszintetikus elektrontranszport soran keletkezo redukald erék (NADPH, ATP és
redukalt Fd) elsddlegesen a CO, redukcidjara forditodnak a Calvin-Benson ciklusban,
azonban a NADPH ¢és a redukalt Fd szamos mas reakcioban is szerepelhet elektrondonorként,
mint pl. a szulfat és a nitrat redukcidjaban. Bizonyos fajokban, pl. zdldalgakban specialis
koriilmények kozott a redukalt Fd molekularis hidrogén (H,) felszabaduldsa kdzben

oxidalodhat vissza.
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NC ”'.e Nf OC .|I‘e,‘\_‘ __l‘ r.._CN I‘F = ] e A
\ il C ~N e
Nc/ S-Cys bp o Co Og/ \C/CHQ
O i
0]
[NiFe]H,ase [FeFe]H,ase [Fe]H.ase

5. abra. A Ni-Fe (A), Fe-Fe (B) illetve a Fe-S centrumot nem tartalmaz6 Fe vagy Hmd (C) hidrogenazok
(Hyase) aktiv centrumanak felépitése (http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogenase).

A H, reverzibilis oxidacigjat és redukciojat hidrogenazok katalizaljak. Ezen enzimek
fémtartalmu fehérjék, amelyek tobbsége vas-kén csoportot tartalmaz, illetve az aktiv
centrumban valamilyen fématom is megtalalhaté (Mulder ¢s mtsai., 2011). Aszerint, hogy az
aktiv centrumukban milyen fématomok talalhatéak, megkiilonbdztetiink [Ni-Fe]-, [Fe-Fe]-
illetve Fe-S centrumot nem tartalmazo [Fe]- vagy mas néven Hmd-hidrogendzokat (5. abra;

Vignais és Colbeau, 2004).
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Glikolizis
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6. abra. A hidrogéntermelés Uitvonalai Chlamydomnas reinhardtii zoldalgakban. A hidrogén termelddhet a direkt
utvonalon a viz fotolizisébdl érkezd (piros szinnel jeldlve), indirekt utvonalon a keményitd bontasbdl szarmazo
(z01d szinnel jeldlve) illetve sotétben, anaerob mddon a piruvat oxidacidjabol keletkezd elektronokbol (lila
szinnel jelolve). (H,ase - hidrogenaz, FDX - ferredoxin, PFR - piruvat ferredoxin oxidoreduktaz, NPQR -
NAD(P)H-plasztokinon oxidoreduktaz (névényekben NDH). Az abra Torzillo és mtsai. (2014) cikke alapjan
késziilt.

Az egyik legnépszerlibb, hidrogéntermelésre képes egysejtlii zoldalga a C. reinhardtii
(6. abra), amely kivalo alanya a legkiilonbdzobb genetikai, mikrobiologiai €és biotechnologiai
kutatasoknak (Harris, 2001). Gyorsan novekszik, osztédasi ideje kevesebb, mint 10 ora,
ugyanakkor rovid életciklusa van (kevesebb, mint 2 hét), ami ugyancsak megkonnyiti a rajta
végzett kisérleteket. Sejtjei haploidok és egyszerli szervetlen sokat tartalmazéd taptalajon
autotrof modon nevelhetok. Energiahoz fotoszintézis segitségével jut, de képes aerob
koriilmények kozott heterotrof modon, teljes sotétségben is €letben maradni, ha a taptalaj
alternativ szénforrasként acetatot tartalmaz. Az acetatot még anaerob koriilmények kozott is
képes hasznositani fény jelenlétében (un. fotoheterotrof életmod).

A C. reinhardtii kloroplasztisz sztromdjaban, a PSI akceptor oldaldn, egy 48 kDa-os,
Fe-Fe tipust hidrogenaz enzim talalhato (HydA1l és HydA2; 5. abra), amely a miikddéséhez
sziikséges elektronokat kdzvetleniil a Fd-tol kapja (Happe és Naber, 1993; Happe és mtsai.,
1994). Az elektronok a hidrogendz enzimhez harom tvonalon keresztiil érkezhetnek (Torzillo
¢és mtsai., 2014). Ezek: 1) a PSII-fiiggd Gtvonal, ahol az elektronok a vizbontasbol keletkeznek

és a PSll-citbgf-PSI-en 4t vezetd linearis elektrontranszporton keresztiil jutnak el a
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hirdogenazhoz (Ghirardi és mtsai., 2000); ii) a PSII-fliggetlen tutvonal, amelyben az
elektronok a hidrogéntermelés kezdeti aerob szakaszaban nagy mennyiségben felhalmozodott
keményitd lebontasabdl szarmaznak és a PQ-pool-on keresztiil csatlakoznak a linearis
elektrontranszporthoz (Gfeller and Gibbs, 1984); iii) a sOtétben, anaerob moddon torténd
fermentacios utvonal, ilyenkor a glikolizisben keletkezd piruvat a piruvat-oxidoreduktaz
(PFX) segitségével acetil-Ko-A-va alakul, mikozben ferredoxin redukalddik, ahonnan az
elektronok a hidrogenaz enzimre keriilnek (Noth és mtsai., 2012; 6. abra).

A C. reinhardtii hidrogenaz enzime nagyon érzékeny az Oj-re, jelenlétében a
hidrogéntermelés gatolt (Happe és Kaminski, 2002; Forestier és mtsai., 2003, Volgusheva és
mtsai., 2013). E probléma kikiiszobolésére Melis €s mtsai. (2000) kidolgoztak egy mddszert,
amelynek a lényege, hogy C. reinhardtii sejteket normal kéntartalmu tapoldatban nevelik,
majd a sejteket kénmentes tapoldatba helyezik at (Ghirardi és mtsai., 2000; Kosourov és
Seibert, 2009; Antal és mtsai., 2012). A kénnek fontos szerepe van egyrészt a
fotoszintézisben, masrészt az endogén szubsztratok felépitésében és lebontasaban, ezaltal
nagyon jelentds hatdssal van a sejtek életfolyamataira (Williams ¢és Bess, 2014).
Kénmegvonas hatasara a fehérjeszintézis €s ezaltal a sejtek osztédasa rovid id6 alatt leall.
Leggyorsabban a PSII reakciocentrumok inaktivalodnak feltételezhetéen a D1 gyors
turnovere miatt (Wykoff és mtsai., 1998; Zhang és mtsai., 2002, Scoma ¢€s mtsai., 2012), de a
kevésbé befolyasolja (Melis és mtsai., 2000; Zhang ¢és mtsai., 2002). Kén hidnyaban a sejtek
szaporodni sem tudnak, so6t, mikroszkopos vizsgalatok sordn az is kideriilt, hogy
kénmegvonas alatt a C.reinhardtii sejtek morfologiai valtozason is keresztiilmennek. A
normadl ellipszis alaku sejtbdl mar a kénmegvonds €s hidrogéntermelés korai iddszakaban (0-
24 h) szélesebb ¢és gombolylibb sejtek alakulnak ki, viszont a kénmegvonds és
hidrogéntermelés elorehaladtaval (24-120 h) mar a sejttdmeg csokkenése is bekovetkezik
(Zhang ¢és mtsai., 2002).

A sejtek respiraciojat a kénmegvonas kevésbé befolyasolja, mint a fotoszintézist, és
ennek kovetkeztében a kultura anaerobba valik (Ghirardi és mtsai., 2000; Melis és mtsai.,
2000; Kosourov és mtsai., 2002; Zhang ¢és mtsai., 2002). Az anaerob koriilmények a PQ-pool
redukalt allapotat okozzak, ami a PSII aktivitas tovabbi csokkenéséhez vezet (Antal és mtsai.,
2003).

Anaerob koriilmények kozott megindul a hidrogendz enzim szintézise ¢€s a
hidrogéntermelés, amely tobb napon at tart a nevelési koriilményektdl fliggden (Ghirardi €s
mtsai., 2000; Melis és mtsai., 2000). Az algakultira a kénmegvonas alatt 6t fazison megy

keresztiil, ezek az aerob, az oxigéntermelés csokkenésének fazisa, az anaerobiozis, a
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hidrogéntermelés és a terminalis fazis (Kosourov és mtsai., 2002). A PSII jelentés szerepet
jatszik a hidrogéntermelés folyamataban: i) a lineéris elektrontranszport biztositja a redukalo
erd legjelentdsebb részét a hidrogéntermelés folyamatahoz (Spruit, 1958; Greenbaum ¢és
mtsai., 1983), ii) a PSII aktivitasa elengedhetetlen a kénmegvonas kezdetén bekdvetkezd
keményité-felhalmozodashoz, ami szintén jelentds elektronforrasként szolgal a hidrogenaz
szamara (Kessler, 1974, Bamberger és mtsai., 1982, Melis és Happe, 2001; Chochois és
mtsai., 2009), ugyanis a NAPDH reduktiz a keményité oxidacidja révén szolgaltat
elektronokat a PQ-pool szamara, ami ezeket a PSI-re tovabbitja, végiil a Fd kozvetitésével a
hidrogenazra keriilnek (Florian és mtsai.,, 2001) iii) viszont a viz oxidéacidja soran
felszabadulé molekularis oxigan er0sen gatolja a hidrogenaz enzim aktivitasat.

A PSII alapvetd szerepét a hidrogéntermelés soran aldtdmasztja az a megfigyelés,
hogy a teljesen inaktiv PSII-vel rendelkezé C. reinhardtii mutans nem képes H, termelésre
(Zhang és mtsai., 2002). Makarova és mtsai. (2007) munkajukban olyan D1 mutans sejteket
hasznaltak hidrogéntermeltetésre, amiben a PSII aktivitasa korlatozott volt, és az
oxigéntermeld aktivitds kb. 20%-os volt a vadtipusuhoz képest. Azt tapasztaltdk, hogy a
kultira anaerobba valasa gyorsabban megtorténik, de kevesebb keményitd halmozodik fel, sot
csekély a termelt H, mennyisége is, ami korreldl az alacsony keményitétartalommal
(Makarova és mtsai., 2007). Markov és mtsai. (2006) azt is megfigyelték, hogy a fotoinhibicio
kénmegvonas nélkiil is képes anaerobiozist el6idézni, ami a hidrogéntermelés beindulasahoz
vezet. Feltételezték, hogy a hostressz a Mn-csoport inaktivacidja révén a PSII oxigéntermeld
képességét megsziinteti, ami a fotoinhibicidhoz hasonldéan anaerob koriilményeket idéz el6.

Zhang ¢s mtsai. (2002), megallapitottdk, hogy a Rubisco enzim karosodasa is
viszonylag kordn megindul (Marin-Navarro és mtsai., 2010), ami a keményité-akkumulacio
leallasat eredményezi (White és Melis, 2006). Posewitz és mtsai. (2004) megfigyelték, hogy a
keményitd-felhalmozodas is hatdssal van a hidrogenazt kédold gének kifejezodési szintjére €s
egy Osszetettebb kapcsolatot vélnek feltételezni a linearis elektrontranszport, a keményitd-
felhalmozodas és a hidrogéntermelés beindulasa kozott.

A keményité bontasabol szarmazo elektronok jelent6ségét jol mutatja az a
megfigyelés, hogy ha a C. reinhardtii fotoszintetikus hidrogéntermelését 3-(3,4-diklorofenil)-
1, 1-dimetilureaval (DCMU) gétoljuk, ami a PSII-ben a Q4 és Qg kozotti elektrontranszportot
blokkolja, a hidrogéntermelés lecsokken, de nem sziinik meg (Kessler, 1974; Bamberger és
mtsai., 1982; Melis és Happe, 2001; Chochois és mtsai., 2009). A 2,5-dibromo-3-metil-6-
isopropil-p-benzokinon (DBMIB) ezzel szemben teljesen megsziinteti a hidrogéntermelést
(Stuart és Gaffron, 1972), mivel jelenlétében a cit bef komplexen keresztiili elektrontranszport

gatolt.
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2.3. Hé- és fénystressz hatasa a masodik fotokémiai rendszerre

A fotoszintetikus elektrontranszportlanc szamos kornyezeti stresszhatds soran
szenvedhet karosodast. Magas fényintenzitas hatasara a feleslegben elnyelt fényenergia
hatasara a PSII akceptor oldalanak telitettsége miatt megné a Phe és Peso’ kozotti
toltésrekombinacid gyakorisdga, ami triplet allapota Pegy képzddésével jar (Vass €s mitsai.,
1992; Aro és mtsai., 1993, Vass és Cser, 2009). A triplet allapoti Peg a triplet allapottt O,-vel
reagalva szinglet oxigént hoz létre. Ez a reaktiv gyok karositja a D1 fehérjét (Vass, 2012),
aminek kovetkeztében a PSII reakcidcentrumok elveszitik aktivitdsukat. Ezt nevezziik
akceptor oldali fotoinhibicionak (Vass, 2012).

A fotoinhibici6 masik f6 elmélete szerint viszont az elsddleges karosodas nem a
reakcidcentrumban, hanem a donor oldalon kovetkezik be, a Mn-ionok fényabszorpcidja miatt
(Tyystjarvi, 2008; Vass, 2012). Ebben az esetben a keletkezett gyokok a D1 fehérje szintézisét
gatoljak meg (Nishiyama és mtsai., 2006; Murata és mtsai., 2007). Mivel a D1 fehérje
¢lettartama nagyon rovid, az ujraszintézis gatlasa a fehérje mennyiségének drasztikus
csokkenését és a PSII inaktivalodasat okozza. Ezt az elméletet donor-oldali fotoinhibicionak
nevezzik.

Az UV tartomanyba esé napsugarak veszélyt jelenthetnek a fotoszintetizalo élélények
szamara. A novényekben az UV sugarzas elsddleges célpontjai a nukleinsavak, a Calvin-
Benson ciklus enzimei és a fotoszintetikus apparatus, ezen belill is féleg a PSII komponensei
(Vass ¢s mtsai., 1996). Az UV fényben — Mn-ionok abszorpcidja miatt — a Mn-centrum
sériilése miatt a vizbontds megsziinik, aminek kovetkeztében szabadgyokok keletkeznek a
PSII-ben. AZ UV-B sugarzas hatasara OH™ (Hideg és Vass, 1996), mig az UV-A sugarzas
esetén szinglet oxigén halmozodik fel a reakcidcentrumokban (Mackerness, 2000; Turcsanyi
és Vass, 2000; Desikan és mtsai., 2001; Barta és mtsai., 2004; Vass, 2012).

A fotoszintetikus elektrontranszport a magas homérsékletre is érzékeny
(Allakhverdiev és mtsai., 2008). A magas homérséklet befolyasolja a sejtek membranjainak
jatszo6 Rubisco-aktivaz enzimet (Barta és mtsai., 2010) és a PSII donor oldalan elhelyezkedd
OEC-t. Pontosabban, hékezelés hatasara az OEC kiilsé fehérjéi (pl. PsbO) és a két Mn-ion
levalik a komplexrdl (Nash és mtsai., 1985; Enami €s mtsai., 1994; Yamane és mtsai., 1998;
Barra ¢és mtsai., 2005). Ez levalds maga utan vonja a Cl'-ion tavozasat (Popelkova és Yocum,
2011) és végiil a Ca*™-ion elvesztését (Bricker és Frankel, 2008), ami végiil az OEC teljes
inaktivaciojat eredményezi. Hostressz hatasara a PSII D1 és D2 fehérjéi is degradalodhatnak

(De Las Rivas és Barber, 1997; Yoshioka és mtsai., 2006).
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Természetes koriilmények kozott a hdstressz sokszor egyilitt jar a fénystresszel. Ez a
két stresszfaktor egyiittesen a PSII inaktivacidjat és fotooxidacidjat okozhatjak novényekben
(Havaux, 1993) és korallokban (Abrego és mtsai., 2008). Ha valamilyen moédon, pl.
hostresszel — a fent leirt modon — inaktivalédik az OEC, a PSII nagyon érzékeny lesz a
megvilagitasra a  csokkent elektronellatottsag  miatt. Ennek eredményeként a
reakciocentrumban erdsen oxidalé komponensek, Peso Tyr{, szuperoxid (Chen ¢és mtsai.,
1995) vagy hidroxilgyokok (Spetea és mtsai., 1997) halmozddnak fel, aminek kovetkeztében
a D1 fehérje degradalodik, ami végsé soron a PSII reakcidcentrum teljes inaktivaciojahoz
vezethet (Callahan és mtsai., 1986; Blubaugh és Cheniae, 1990; Jegerschold és Styring,

1996). Ezt a folyamatot donor oldal altal indukalt fotoinhibiciénak nevezziik.

2.4. Az aszkorbat mint lehetséges PSII elektrondonor

Koradbban megfigyelték, hogy ha rovid idejii hdkezeléssel (50 °C, 40 s vizfiirddben)
inaktivaljak a vizbontd komplexet arpa (Hordeum vulgare) levélben, akkor a vizmolekulak
helyett nagy mennyiségben jelenlévo, alternativ elektrondonorok juttatnak elektronokat a
PSII-h6z in vivo (Téth és mtsai., 2007a). Tudjuk azt, hogy ha az OEC teljesen inaktiv, szamos
vegyiilet képes elektrondonorként viselkedni in vitro, pl. aszkorbat, Mn*", NH,OH, TMPD
(Katoh ¢és San Pietro, 1967; Yamashita és Butler, 1968). Mano és mtsai. (1997) kimutattak,
hogy izolalt tilakoidmembranban kémiai kezelés (Tris-mosas) utan a difenil-karbazid (DPC)
és az aszkorbat alternativ elektrondonorként viselkednek, folyamatos elektrontranszportot
biztositva védik a PSII reakciocentrumot a fotoinhibicid karos hatasaival szemben. Az is
ismert, hogy ha a PSII aktiv OEC-vel rendelkezik, az aszkorbat nem hatékony elektrondonor
(Hauska és mtsai., 1977; Mano és mtsai., 2004). Ezen kisérletek (Katoh és San Pietro, 1967;
Yamashita és Butler, 1968; Mano ¢és mtsai., 2004) alapjan az aszkorbat igéretes alternativ
elektrondonornak tlint in vitro €s in vivo koriilmények kozott is.

Az aszkorbatot (C-vitamin) Szent-Gyorgyi Albert fedezte fel 1920-ban és az ezzel
kapcsolatos kutatasainak elismeréseként 1937-ben Nobel-dijat kapott. Az aszkorbat a novényi
sejtekben mindeniitt elofordulé multifunkciondlis szereppel rendelkez6 metabolit. A C3-as
névények kloroplasztiszanak aszkorbéttartalma koriilbeliil 25-50 mM (Eskling és Akerlund,
1998; Smirnoff, 2000), mig a lumené feltehetéen kb. 4 mM (Foyer és Lelandais, 1996).
Fontos feladata a reaktiv oxigéngyokok semlegesitése (Asada, 2006), de szerepet jatszik a
redox jelatvitelben, a sejtosztodasban, a sejtfal bioszintézisében, a génexpresszioban €s egyes
enzimek aktivitdsanak szabalyozasaban is (De Tullio és mtsai., 1999, Potters és mtsai., 2002;

Shao ¢és mtsai., 2008; To6th és mtsai.,, 2013). A xantofill-ciklusban mint a violaxantin-
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deepoxidaz kofaktora vesz részt, igy szerepe van a nem-fotokémiai kioltasban (NPQ) is. A
violaxantin-deepoxidaz a tilakoidmembran lumenében helyezkedik el és a violaxantin
zeaxantinnd valo atalakitdsaban vesz részt. A zeaxantin mennyiségének megndvekedése a
PSII antennaban eldsegiti az elnyelt fényenergia hdévé vald atalakulasat, igy
stresszkoriilmények kozott védi a PSII-t a feleslegben elnyelt fényenergia karos hatésaitol
(Mohanty és Yamamoto, 1995; Demming-Adams és mtsai., 1996; Niyogi, 1999; Morosinotto
és mtsai., 2003).

Az aszkorbat gyenge savként fordul el a ndvényi sejtekben: fiziologids koriilmények
kozott az anionos forméja a dominans (AscH, pK= 4.1). A lumenben az elsé oxidacios
folyamat sordn aszkorbatbdl monodehidroaszkorbat (MDHA)-gyok keletkezik (7. abra). Az
MDHA gyok spontan modon diszproporcional aszkorbatta €s dehidroaszkorbatta (DHA), az
utobbi valdsziniileg diffizioval jut at a sztromaba, ahol ismét aszkorbattd redukalodik a
glutation-reduktdz (GR) és a dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR) enzim segitségével. Az
aszkorbat feltehetden, még nem azonositott transzporterek révén, visszajut a lumenbe (Mano
és mtsai., 2004; Toth és mtsai., 2013).
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7. abra. Az aszkorbat kloroplasztiszban torténd reciklizacios folyamata (DHAR: dehidroaszkorbat-reduktaz
GSH-glutation, GSSH-glutation-diszulfid, GR-glutation-reduktaz). Az é&bra Smirnoff (2011) cikke alapjan
késziilt.

Szamos aszkorbat-bioszintézis Gtvonalat azonositottak és irtak le az utobbi idoben. A
novényekben az aszkorbat szintézise elsésorban a Smirnoff-Wheeler ut (Wheeler és mtsai.,
1998) szerint torténik (8. abra). Ez az 0t az D-gliikozbol kiindulva a D-mannoéz és L-galakt6z
kiilonboz6 formain keresztiil vezet el az aszkorbat molekulaig. Az utolsé oxidacios 1épés, az
L-galakto-1,4-lakton aszkorbatta alakulasa mar a mitokondriumban megy végbe (Miller és

mtsai., 2003). A bioszintézis utvonalban szerepelé egyes kulcsfontossagu enzimek génjeit
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genetikai modositassal inaktivalva aszkorbat-hianyos mutansok hozhatok létre. Ilyen példaul
GDP-D-mannéz pirofoszforilaz, amelyet a VTC1 gén (Conklin és mtsai., 1996), GDP-L-
galaktoz-foszforilaz guaniltranszferdz, amelyet a VTC2 és VTCS gének, L-galaktoz-1-fosztat
foszfataz, amelyet a VTC4 gén kodol (Conklin és mtsai.,, 2000). Ezen mutansok
felhasznalasaval vizsgalni tudjuk az aszkorbat linearis elektrontranszportban betdltott szerepét

¢s élettani jelentoségét.
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8. dbra. Az aszkorbat bioszintézisének utvonalai. 1. GDP-mannodz pirofoszforilaz (GMPase) — vtcl gén kdodolja,
2. GDP-mannéz epimeraz (GME), 3. GDP-1-galaktéz foszforildz (GGP) — vec2 és 5 gén kodolja, 4. L-galaktoz
1P foszfataz (GPP) — vtc4 gén kodolja, 5. L-galaktoz dehidrogenaz, 6. L-galakton-1,4-y-lakton dehidrogenaz
(GaLDH), 7. galakturonat reduktaz (GalUR), 8. aldon-laktonaz, 9. foszfodiészteraz, 10. cukor foszfataz, 11. L-
giiléz dehidrogenaz, 12. L-giilon-1,4-y-lakton oxidaz (GuLO), 13. mio-inositol oxigendz (MIOX) — miox4 gén
kodolja, 14. D-gliikuronat reduktaz. Az abra Locato és mtsai. (2013) cikke alapjan késziilt. A rendelkezésre allo
legfontosabb mutansokat az abran bekeretezve jeloltem.
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3. CELKITUZES

PhD tanulmanyaim kezdetekor (2009) ismert volt, hogy ha a PSII vizbonté komplexe
valamilyen médon, pl. hdstressz altal sériil, a vizmolekuldk helyett nagy mennyiségben jelen
1évo, alternativ elektrondonorok juttatnak elektronokat a masodik fotokémiai rendszerhez
(Toth és mtsai., 2007a), és feltételeztiik, hogy ez az elektrondonor az aszkorbat. Ezek alapjan

célul tuztik ki:

= Az alternativ elektrondonor azonositasat
= Ezen alternativ elektrontranszport-folyamat lehetséges ¢élettani szerepének

vizsgalatat.

Chlamydomonas reinhardtii sejtekben kénmegvonas hatasara jelentOsen csokken a
PSII oxigéntermelése, és az igy létrejott anaerob koriilmények kozott a fennmaradd PSII
aktivitasbol és a keményitobontasbol szarmazo elektronok részben hidrogéntermelésre
forditodnak. Elképzelhetonek tartottuk, hogy a hidrogéntermelés serkenthetd az alternativ

elektrondonorok altal, és ennek igazolasara célul thiztiik ki:

= Az aszkorbat elektrontranszportra €s hidrogéntermelésre gyakorolt hatasanak

vizsgalatat C. reinhardtii sejtekben.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. A novények és a Chlamydomonas reinhardtii torzsek nevelése
A novények nevelése

A munkénk soran nyolc-tiz hetes vadtipusu (Columbia, Col-0), aszkorbat-hidnyos
(vtc2, Conklin és mtsai., 2000) és aszkorbat-tultermeld (miox4; Lorence és mtsai., 2004)
Arabidopsis thaliana (14A abra) ndvényeket vizsgaltunk. Az A. thaliana ndvényeket
novénynevel0 kamrdban, 8/16 d6ra fény/sotét ciklus mellett neveltiik. A fényperiodus alatt a
fotonaram-stiriiség 150 umol m™ s™', a hémérséklet 24 °C, mig a sotétperiodus alatt 18 °C
volt.

A vtc2 gén a GDP-l-galaktéz foszforilaz enzimet kodolja, ami a Smirnoff-Wheler
aszkorbat-bioszintézis utvonalban jatszik fontos szerepet (8. abra). A vtc2-1 mutansban a vtc?2
gén 5. intronjaban tortént pontmutacié kovetkeztében a vic2 transzkript szintje nagymértékben
lecsokken. A vtc2-3 mutansban a pontmutacio kovetkeztében a GDP-1-Gal foszforilaz enzim
Ser290 aminosavat Phe helyettesiti, aminek kovetkeztében az enzim foszfatkoto képessége és
aktivitasa drasztikusan lecsokken (Jander és mtsai., 2002; Linster és Clarke, 2008). Az
aszkorbattartalom a vadtipushoz képest vic2-1 mutansban 15%-o0s, mig a vtc2-3 esetében kb.
30-50%-0s (Conklin és mtsai., 2000; Dowdle és mtsai., 2007; Colville ¢s Smirnoff, 2008;
Linster és Clarke, 2008). Az aszkorbat-bioszintézis egyik alternativ utvonalaban (8. abra) a
mio-inozitol (MI) D-gliikuronatta vald atalakulasat a MI-oxigenaz (MIOX) enzim katalizaja.
A miox4 egy olyan konstitutiv taltermel6 mutans, amelyben a levelek aszkorbattartalma 2-3-

szor nagyobb a vadtipushoz képest (Lorence és mtsai., 2004).

Chlamydomonas torzsek nevelése

Az aszkorbat hidrogéntermelésre gyakorolt hatasat 7 kiilonb6zo, a szakirodalombol
kivalasztott, hidrogéntermelésre hasznalt C. reinhardtii torzson vizsgaltuk. A CC-124,
CC-849, CC-400, CC-409, CC-125 torzsek a Chlamydomonas kutatokozpontbol
(Chlamydomonas Resource Center, University of Minnesota, USA) érkeztek, az 1A mutans
torzset (L1591-N230Y; Johanningmeier €s Heiss, 1993; Preiss és mtsai., 2001; Scoma ¢és
mtsai., 2012) Dr. Alberto Scoma bocsatotta rendelkezésiinkre. Az &ltalunk vadtipusként
megnevezett C. reindhardtii torzs eredetileg a Koloradoi Egyetemrdl szarmazik (Colorado
School of Mines, Golden, USA) és CC-124-ként keriilt az intézetiinkbe, azonban a jelentos

morfologiai és élettani eltérések miatt j névvel lattuk el (S-01, Nagy és mtsai., 2015).
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A sejteket Tris-acetat-foszfat (TAP) szilard taptalajon vagy tapoldatban neveltiik,
40 umol m™ s™! fotonaram-siirtiségen, 24 °C-on, alganeveld kamraban. A TAP tapoldat a Tris-
acetat-foszfat 6sszetevokon kiviil tartalmaz még mikroelemeket (EDTA, ZnSO4H,0, H;BO3,
MnCl,4H,;0, CoCl,6H,0, CuSO45H,0, (NH4)¢MO;0244H,0, FeSO47H,0; Hutner és mtsai.,
1950) valamint NH4Cl, MgSO4 7H,0, CaCl, komponenseket (Gorman ¢€s Levine, 1965 ). A
kisérletekhez a sejteket steril koriilmények kozott atoltottuk 250 ml-es lombikba, ami 50 ml
TAP tapoldatot tartalmazott. A kultarat ezutan folyamatos fényben (80-100 umol m™ s
fotonaram-siiriiség), 24 °C-on, 100 rpm-en razatva tartottuk. Haromnapos nevelés utan a
kultarat tobbszori centrifugalassal kénmentes TAP tapoldatba (Harris, 1989; Melis és mitsai.,
2000) helyeztiik at (a fent leirt alkotok koziil a kéntartalmiiakat kloridtartalmuakra cseréltiik:
ZnCl,, CuCl2H,0, FeCl,4H,0). A centrifugalas Sorval centrifugaval tortént 1000 x g-
értékkel, 20-24 °C-on, 5 percig. A centrifugalas utan eltavolitottuk a feliiliszot, kénmentes
tapoldatban felszuszpendaltuk a sejteket, majd ismét lecentrifugaltuk, és ezt a 1épést négyszer
megismételtik. A klorofilltartalmat 8 pg klorofill ml'-re allitottuk be, ezutan a 30 ml
kénmentes tapoldatban 1évo kultirat a gumiszeptummal és aluminiumgytiriivel 1égmentesen
zarhato, 100 ml-es hypovial (szérum) {ivegbe helyeztiik, amiben a hidrogéntermelés torténik.
Minden 1épés steril koriilmények kozott tortént. Az liveg 1égterét nitrogéngazra cseréltiik, és a
naponta termel6dott H, mennyiségét gazkromatografids mérésekkel hatarozzuk meg. A
kultarat tovabbra is rdzatva tartottuk, ugyanolyan paraméterek mellett, mint amikor ként

tartalmazo tapoldatban voltak.

4.2. Modszerek
4.2.1. A kisérletek soran hasznalt kezelések

4.2.1.1. Hé- és fénykezelések
Hokezelés

A. thaliana levelek vizbontoé komplexének teljes inaktivacidjdhoz magas homérsékleti
rovid ideig tarto (49 °C, 40 masodperc), vagy alacsonyabb homérsékletli viszonylag hosszabb
ideig tarto (40-41 °C, 15 perc), vizfiirddben torténd hokezelést végeztiink. Az OEC részleges
inaktivalasahoz 38 °C, 15 percig tartd vizfiirdés hokezelést hasznaltunk. A kezelés utan a
leveleket szobahdmérsékletii vizben lehiitottiik. A teljes folyamat sotétben zajlott.

C. reinhardtii sejtek esetében a hokezelés 52 °C-on, 1 percig illetve 45 °C-on, 5 percig
tartott és vizfiirddben, sotétben tortént, majd a kezelt kultarat 25 °C-os vizfiirddben

szobahdmeérsékletiire lehttottiik.
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Fénykezelés

Hokezeléssel inaktivalt OEC-vel rendelkezd A. thaliana leveleket megvilagitasnak
tettikk ki. A fénykezelés folyamatos fényben 4 6ran keresztiil tortént, a fotonaram-siiriiség
300 pumol m? s’ volt. A helyreallast vizsgald kisérletekben a hokezelés utan 100 umol m?s!
fotonaram-siiriiségli megvilagitast hasznaltunk 24 6ran keresztiil. Mindkét fénykezelés 24 °C-
on tortént.

Sorozatos, reakcidocentrumonként egyetlen toltésszétvalasztast indukalo telitési
fényimpulzussal (SSTF) torténd fénykezelést is alkalmaztunk, amit 3 ps hosszasagh
fényimpulzussal értiink el. A két egymast kdvetd fényimpulzus kozotti sotét periodus hossza
100, 200 és 500 ms volt (azaz 10, 5 vagy 2 Hz frekvenciju fényimpulzus sorozatot adtunk), a

kezelés hossza pedig 10 perctdl 1 6ran at tartott.

4.2.1.2. Kémiai kezelések
Aszkorbat- és difenilkarbazid-kezelés

Az aszkorbatot Na-aszkorbat oldat forméjdban jutattuk a mintdkhoz. Az
aszkorbatkezelés A. thaliana levelek esetében 2 6ran keresztiil, fényen (50 pmol m? s
fotonaram-siiriség), aszkorbatoldatban (20 mM) valo6 tisztatassal tortént. A vec2 levelek 1 mM
difenilkarbaziddal (DPC; mesterséges PSII elektrondonor) torténd kezelésekor ugyanigy
jartunk el. A Na-aszkorbatot és a DPC-t desztillalt vizben oldottuk fel.

A C. reinhardtii torzsek esetében az aszkorbatoldatot (10 mM) kozvetleniil a

kénmentes tapoldatba valo athelyezés utan adtuk a kulturahoz.

DCMU-kezelés

A levelek esetében 200 pM-os DCMU oldatban usztatdsos modszerrel kezeltiik a
mintakat, teljes sotétségben, 2 oran keresztiil.

Algakultura esetében a DCMU-kezelés a kénmegvonassal egyidében (0.nap) vagy a
kénmegvonas masodik napjan tértént. A DCMU-t 20 uM koncentracioban alkalmaztuk.

4.2.2. Mérési modszerek
4.2.2.1. A Kklorofilltartalom meghatarozasa

Az A. thaliana levelek klorofilltartalmanak meghatarozasakor az ismert sulya
levélkorongokat (kb. 10 mg) dimetilformamidban (DMF) aztattuk 24 6ran at sotétben, 4 °C-

on. A levélkorongok fehér szintiek lettek, a klorofill a folyadékfazisba kerilt. A
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klorofilltartalmat (ug ml"') 663 és 646 nm hullamhosszon spektrofotometrias modszerrel

mértiik és Porra és mtsai.-nak modszere alapjan szamoltuk ki (Porra és mtsai., 1989, 2002).
[Klorofill a + b] = 17.67E%**% + 7.12E%%>*

C. reinhardtii sejtek esetében a pigmentkivonas 10 percig 80%-0s acetonban vald
inkubalassal tortént sotétben. Centrifugdlast kovetden megmértiik a feliiliszo abszorpciodjat
645 és 663 nm-en és meghataroztuk a minta klorofilltartalmat (ug ml™; Porra és mtsai., 1989,
2002).

[Klorofill a + b] = 17.76 E®*¢®+ 7.34 E56

4.2.2.2. Az aszKkorbattartalom meghatarozasa

A vadtipust, aszkorbat-hidnyos ¢és aszkorbat-thltermeld A. thaliana levelek
aszkorbattartalmat spektrofotometrias modszerrel, az aszkorbat 265 nm-es abszorpcidja
alapjan hataroztuk meg. A kb. 30-40 mg mennyiségii levélkorongot 1 ml 6% triklorecetsavat
tartalmazé kalium-foszfat pufferben (50 mM, pH 7) elhomogenizaltuk, majd centrifugalas
(11500 x g, 20 percig, 4 °C-on) utan a feliiluszobol meghataroztuk az aszkorbattartalmat a
kovetkezd modon: 1. 950 pl 50 mM-os kalium-foszfat pufferhez hozzaadtuk 50 pl-t a
feliilluszobol, amely aszkorbatot ¢€s dehidroaszkorbat egyarant tartalmazott és megmeértiik
az abszorpciojat (Al), 2. az l-es mintdhoz hozzdadtunk még 5 pl aszkorbat-oxidazt
(1000 U ml™", ezaltal az aszkorbat dehidroaszkorbatta alakul) majd 1 perc utan ismét
megmértiik az abszorpcid értéket (A2). A minta aszkorbattartalmat az Al és az A2 érték
kiilonbségébdl szamoltuk ki a Beer-Lambert torvény alapjan (=18 mM™ cm™), 3. az 50 pl
feliiluszot tartalmazd kalium-foszfat pufferhez 20 ul ditiotreitolt (DTT) adtunk (100 mM-os
torzsoldatbol, hatasara a dehidroaszkorbat redukalodik) és megmértiik az abszorpciot (A3); a
minta dehidroaszkorbat mennyiségét az A3 ¢és az Al érték kiilonbsége (Beer-Lambert
torvény) alapjan kaptuk meg.

Az aszkorbattal kezelt ¢és kontroll C. reinhardtii S-01 és CC-124 torzsek
aszkorbattartalmat a kénmegvonas iddtartama alatt (6 napig) HPLC méréssel hataroztuk meg.
A mintakrol (2 x 107 sejt vagy 5 ml 8 pg klorofill ml" kultara) centrifugalas utjan (11 500 x g,
5 perc, szobahdmérsékleten) eltavolitottuk a kénmentes TAP tapoldatot. A sejteket ismét
kénmentes TAP tapoldatban felszuszpendaltuk, majd lecentrifugaltuk, ezt a mosasi 1épést
kétszer megismételtiikk. Ezt kdvetéen a sejteket feltaré pufferbe helyeztik, amely 2 mM
EDTA-t, 5 mM DTT-t és 5%-ban orto-foszforsavat tartalmazott. A hatékonyabb feltaras
érdekében a felszuszpendalt sejteket {iiveggyongyel (212-300 pm atmérdjlii) egyiitt
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30 masodpercig erds razatasnak tettiik ki (Vortex). Miutan a sejtek barna szintivé valtak (kb.
2 perc, szobahOmérsékleten) ismét lecentrifugaltuk a mintakat (14 100 x g, 30 perc, 4°C-on),
igy hozzajutottunk az aszkorbatot tartalmazo tiszta, iiveggyongytol és sejttormeléktdl mentes
feliiluszéhoz. Az igy kapott mintat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és a HPLC
mérésekig -80 °C-on taroltuk.

Az aszkorbattartalmi mintabol 25 pl-t injektaltunk az Agilent 1100 tipusu (Agilent,
Waldbronn, Germany) diddasoros detektorral rendelkez6 HPLC késziilékbe. Az aszkorbat
hattérkomponensektdl vald elvéalasztaisa a YMC-Pack ODS-A 250x4.6 mm-es kolonnan
tortént eldtétkolonnaval. Eluensként 50 mM-os KH,PO4 (pH=2.5) puffert hasznaltunk, ami
1 ml/min sebességgel aramlott, a kolonnatér hémérséklete 30 °C volt az elvalasztas soran. A
kolonndn esetlegesen fennmaraddé komponensek eltdvolitidsara 40%-os acetonitrilt
hasznaltunk. A detektalas az aszkorbat UV elnyelése alapjan tortént 245 nm-en. A sejten
beliili aszkorbatkoncentraciot (mM) a sejtszam és a sejttérfogat alapjan hataroztuk meg. A
sejszamot a Z2™ Coulter Counter® (Beckman Coulter) késziilék segitségével allapitottunk
meg. A sejttérfogat meghatarozashoz alapul szolgalt, hogy egy darab C. reinhardtii sejt
becsiilt térfogata 140 femtoliter (Craigie és Cavalier-Smith, 1982, Urzica és mtsai., 2012).

4.2.2.3. A keményitotartalom meghatarozasa

A keményitétartalmat kénmegvont €s anaerob koriilmények kozott tartott, 10 mM
aszkorbattal kezelt és kontroll S-01 és CC-124-es C. reinhardtii torzsekben hataroztuk meg.
6 napon 4t minden nap kivettiink 1 ml mintat a 30 pg ml™ klorofilltartalmu, hidrogéntermeld
kultarabol. A sejtek feltarasakor centrifugalassal (12 000 x g, 4 min) eltavolitottuk a kénmentes
TAP tapoldatot, majd ezt kdvetden a sejteket kétszer metanolban, majd kétszer 0,1 M Na-acetat
pufferben (pH 4,5) felszuszpendaltuk és lecentrifugaltuk, végiil a 0,1 M-os Na-acetat pufferben
1évé mintakhoz iiveggyongyot adtunk 1:1 aranyban, és 4 x 1 percig homogenizaltuk (Mini
Beadbeater tipusi homogenizator). Az igy kapott feliiliszot vizfiirdoben 15 percig foztiik, majd
lehiitttiik szobahémérsékletiire, €s hozzaadtunk 3 egység aminogliikoziddzt, ami a minta
keményitotartalmat kb. 16 ora alatt, 55 °C-on gliikozza hidrolizalta. A gliikoztartalmat

vércukormérd készlettel hatarozzuk meg (Fluiteste GLU kit, Analyticon® Biotechnologies AG).

4.2.2.4. A tilakoidmembranok izolalasa

A borsoélevelek termolumineszcencias mérései izolalt tilakoidmembranokon torténtek.
Els6 1épésként a sotétadaptalt hokezelt és kezeletlen leveleket elhomogenizaltuk 40 mM-os
Hepes pufferben (pH 7,5), ami tartalmazott még 0,4 M szachardzt, 1% (w/v) BSA-t, 5 mM
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MgClr-t, 15 mM NaCl-t és 2 mM Na,-EDTA-t. A homogenizatumot négy réteg mull-lapon
torténd atsziirés utan lecentrifugaltuk (3000 x g, 5 percig), a kapott iiledéket felszuszpendalas
utan ismét lecentrifugaltuk. Az igy kapott membranszuszpenziét tartalmazo iiledéket 40 mM
Hepest, 0,4 M szacharoz, 5 mM MgCl-t, 15 mM NaCl-t tartalmazo pufferben (pH 7,5)
felszuszpendaltuk. Az izolalt tilakoidmembran-szuszpenzié klorofilltartalmat meghataroztuk
(Porra és mtsai., 1989). A mérésekhez 200 pg klorfill mI™ mintat hasznaltuk. A mérésekig

sotétben és jégen tartottuk a tilakoidmembran-szuszpenziot.

4.2.2.5. Gyors klorofill-a fluoreszcencia tranziensek (OJIP) mérése

Az OJIP tranziensek mérése szobahOmérsékleten tortént a Handy-PEA késziilék
(Hansatech Instruments Ltd., King’s Lynn, Egyesiilt Kiralysag) egy specidlis verziojanak
segitségével, amellyel a fényimpulzusok minimalis hossza 300 ps a szokasos 30 ms helyett. A
15 percig sotétadaptalt leveleket levélcsipeszbe tettiik, mig a tilakoidmembran-szuszpenziot
(20 pg klorofill ml'l) és a sotétadaptalt C. reinhardtii kultara (8 pg klorofill ml™") 5 ml-jét
Whatmann sziir6papirra (GF/C) résziirve helyeztiik a levélcsipeszbe. A minta gerjesztése
vords (650 nm hullamhosszusagn) fénnyel tortént, altalaban 3500 pmol m™ s fotonaram-
striséggel. A mérbéfejben 1évo harom darab vorés LED-b6l jovo fény a minta felszinén egy
5 mm-es atmérdjii korben fokuszalodik. A gerjesztd fény €s a fluoreszcencia elvalasztasa
fénysziird segitségével torténik. Az OJIP gorbe els6 megbizhatd pontja a 20 ps-nal mért érték,
ezt a pontot tekinthetjiik az Fy értéknek. A Handy-PEA késziilék 0 és 0,3 ms kozott 10 ps-
onként méri a fluoreszcencia intenzitasat, 0,3 €s 3 ms kozott 100 ps-onként, 3 és 30 ms kozott
1 ms-ként, 30 és 300 ms kozott 10 ms-ként, 300 és 3000 ms kozott 100 ms-ként és végiil s-
ként mér, ha a mérés esetleg hosszabb, mint 3 s. Az altalunk végzett mérések hossza 5 s vagy
5 ms. A két 5 ms-ig tartdé fényimpulzus kozotti s6tét periodus hossza 2,3; 9,6; 16,9; 31,5;
38,8;53,4; 75,3; 100; 200 és 500 ms volt.

4.2.2.6. Az ETR, NPQ és qE paraméterek meghatarozasa

Az ETR, NPQ és qE paramétereket Dual-PAM 100 késziilék (Heinz Walz GmbH,

Effeltrich, Németorszag) segitségével hatdroztuk meg. A mérés el6tt a mintdkat legalabb 1

s

sotétadaptalt allapotban, Fy' értéket aktinikus vords fénnyel (430 pmol m? s fotonaram-
stiriség) torténd megvilagitas alatt hataroztuk meg telitési (5500 pumol m? s fotondram-
stiriség) fényimpulzusok alkalmazasaval. Az F,,"-t az aktinikus megvilagitast kdvetd 2 percig

tartd sotétadaptacio utdn mértiik meg telitési fényimpulzussal.
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Az elektrontranszport sebességet (ETR), a nem fotokémiai kioltast (NPQ) és az NPQ
pH gradienstdl (ApH) fiiggd gyorsan relaxalodd komponensét (qE) a kovetkezd képletek
alapjan hataroztuk meg (Miyake és mtsai., 2005):

ETR=Y(II) x PPFD x p x dII (White és Critchley, 1999)

Y(II) — a PSII effektiv hatasfoka (Y (II)=(F,'-F")/Fpn' (Genty és mtsai., 1989))

F' — a fluoreszcencia szintje aktinikus fényben

PPFD — a fényaram stiriiség

p —abszorpcids egyiithato, értéke 0,8

dIl — a levél altal elnyelt fény PSII-re es6 hanyada, értéke 0,5
NPQ = Fp-Fp,/Fi
qE= NPQ-(F-Fy,"/Fp"")

4.2.2.7. P79p oxidacios-redukcios kinetikai mérések

A fényindukalt 820 nm-es abszorpcidvaltozasok a P;o0 €s PC redox allapotanak
valtozasat mutatja és a Dual-PAM 100 késziilék segitségével detektaltuk sotétadaptalt A.
thaliana leveleken. A minta gerjesztése folyamatos vords fénnyel (5000 pmol m™ s
fotonaram-stirtiség), a P7oo és PC redoxallapotanak kovetése pedig 830 nm hullamhosszon
870 nm-re nullazva, 60 us idéfelbontassal torténik. 5 ml 8 pg klorofill ml™ klorofilltartalmu

C. reinhardtii kultarat 15 perces sotétadapticié utdin Whatman szlirOpapirra rasziirve, két

mikroszkop feddlemez kozé helyezve mértiik 830 és 870 nm-en, 1 ms id6felbontassal.

4.2.2.8. Termolumineszcencia mérések

A TL mérések a PSII-n beliili rekombinacidos folyamatokrol adnak informaciot, és
hasznalhatok példaul a vizbonté komplex aktivitdsanak jellemzésére. Ezen mérésekhez egy
hazilag készitett TL késziiléket (Wiessner és Demeter, 1988) hasznaltunk. A késziilék
mintatartojaban a sététadaptalt tilakoidmembran-szuszpenziot (0,5 ml, 200 pg klorofill ml™)
-20 °C-on 1 SSTF-vel megvilagitottuk, majd tovabb hiitottiik a mintat -40 °C-ra. A leveleken
és a C. reinhardtii kultiran (0,3 ml, 8 ug klorofill ml™) torténé méréseknél a megvilagitas kb.
0 ¢s 4 °C-on volt, illetve C. reinhardtii sejteknél dupla SSTF-t alkalmaztunk. A mérés soran a

mintékat 70 °C-ig melegitettiik fel, 20 °C min™' fiitési sebességgel.

4.2.2.9. 515 nm-es elektrokréom abszorpciétranziens mérések

Az elektrokrom abszorpcids valtozasok kovetésével a tilakoidmembran integritasat

(ionateresztd képességét, elektromos permeabilitasat) vizsgaltuk. Az 515 nm-en lezajlo
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abszorpciovaltozasokat egy hazilag készitett berendezéssel mértiik (Biichel és Garab, 1995).
Az abszorpciovaltozast 3 ps idejli SSTF-sel indukaltuk és a kinetikat 100 ps idéfelbontés

mellett mértiik; 32 gérbét atlagoltunk és a mérések k6zott 500 ms idGintervallum volt.

4.2.2.10. Hidrogén- és oxigéngaz meghatarozasa gazkromatografiaval

A C. reinahrdtii kultira éltal termelt H, és O, mennyiségének meghatarozasara
gazkromatografias méréseket végeztiink. A kultarat tartalmazo szérumiiveg (lasd 4.1. fejezet)
légteréb6l Hamilton 1750 RN tipusit mikrofecskendével 500 pl-t fecskendeztiink a
gazkromatografba. A légtérkomponensek meghatarozasa egy hovezetd képességi detektorral
(TCD) felszerelt Agilent 6890N tipusu gazkromatograffal tortént. A elvalasztdshoz Molesieve
5A (30 m x 0,53 mm x 530 um) kolonnat hasznaltunk, argon vivégaz alatt, 16,9 ml/perc
dramlési sebességgel és 60 °C kolonna tér homérséklet mellett. A detektor hdmérséklete

160 °vC volt.

4.2.2.11. In vitro hidrogenaz aktivitas mérések

A kénmegvonds masodik napjan mértik a C. reinhardtii  sejtkultura
(8 pg klorofill ml™) in vitro hidrogenaz aktivitasat. A mérés 13 ml térfogatu szérumiivegben
tortént, ami 4 ml reakcioelegyet tartalmazott. A 1,9 ml 100 mM-os foszfat puffert (pH 6,8;
100 mM K,HPO4 + 100 mM KH,POy4), 760 ul desztillalt vizet, 100 pl 10%-os Triton X-100-
at és 40 ul 1 M-os metilviologént tartalmaz6 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 800 pl
anaerob (2 napos) sejtkultira (6 pg klorofill 4 ml reakcidelegyben) hozzdadésa utan
ismételten az iiveg légterét nitrogéngazzal atfuvattuk. A mintdkat 37 °C-os vizflirdébe
helyeztiik majd 15, 30, 45, 60, 75, 90 és 120 percenként gazkromatograffal mértiik a termelt

H; mennyiségét (Scoma €s mtsai., 2012).

4.2.2.12. Western blot analizis

A PSII fehérjedsszetételének mennyiségi kimutatasara western blot analizist
hasznaltunk. A 3,1 cm® terilleti A. thaliana levélkorongokat folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk majd 500 pl kétszeres toménységli Laemmli pufferben (100 mM Tris-HCl
pH 6,8, 4% natrium-dodecil-szulfat (SDS), 0,1% bromfenol kék, 10% glicerol, desztillalt viz,
200 mM DTT, 5 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid) elhomogenizaltuk. A homogenizatumot
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elészor 90 °C-on 5 percig, majd 37 °C-on 20 percig inkubaltuk. A minta fehérjetartalmat
15%-0s Tris/glicin SDS gélen valasztottuk el. Elvalasztds utan a gélbdl a fehérjéket
nitrocellul6z membranra vittiik at, metanol alapa transzfer pufferben (25 mM Tris, 192 mM
glicin, 20% metanol). Transzferdlds utdn a nitrocellul6z membrant 5% tejport tartalmazo
10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Tween 20, pH 8,0-as pufferben (TBST) majd ezt kovetden
TBST pufferben kihigitott elsédleges ellenanyag (PsbA (D1), PsbC (CP43), PsbO (33 kD-os
OEC fehérje); Agrisera AB) jelenlétében inkubaltuk egy-egy orat. A membranokat haromszor
5 percig tartd6 TBST pufferben torénd mosas utan TBST pufferben 1/5000 aranyban kihigitott
torma-peroxiddzzal konjugalt kecske IgG ellenanyaggal kezeltiik 1 6ran at. Az immunjelolt
fehérjéket ECL peroxiddz szubsztratot tartalmazé oldattal (GE Healthcare Bio-Sciences)
inkubaltuk 5 percig, enzimmiikodést kiséré kemilumineszcenciat Hyperfilm ECL filmen (GE
Healthcare Bio-Sciences) detektaltuk. Az el6hivott filmet Epson Perfection V700 foto

szkennerrel digitalizaltuk, és a kapott képet Gel-Pro analyzer programmal denzitometraltuk.

4.2.2.13. Statisztikai elemzés

A bemutatott eredmények minden esetben legalabb harom fiiggetlen kisérlet
méréseibdl szamolt atlagok, szorasként pedig az atlag széras (SE) van feltlintetve. A
statisztikai elemzést Student-féle t-teszttel vizsgaltuk. A szignifikancia szintet az aldbbiak

alapjan allapitottuk meg: * p<0,1; * p<0,05; ** p<0,01;*** p<0,001.
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Eredmények

5. EREDMENYEK
5.1. Az alternativ elektrondonor azonositasa

5.1.1. Az aszkorbat a PSII alternativ elektrondonora

A vizbontdé komplex a fotoszintetikus elektrontranszportlanc egyik legsériilékenyebb
komponense. Bizonyitott, hogy ha a vizbonté komplex sériil, a vizmolekulak helyett nagy
mennyiségben jelen 1évd, alternativ elektrondonorok juttatnak elektronokat a PSII-hoz in vivo
(T6th ¢€s mtsai., 2007a). Ismert az is, hogy in vitro korlilmények kozott, izolalt
tilakoidmembran-szuszpenzion Tris-mosas utan az aszkorbat alternativ elektrondonorként
viselkedik (Mano ¢és mtsai., 1997). Annak bizonyitdsara, hogy az aszkorbat a PSII alternativ
elektrondonora in vivo koriilmények kozott, vadtipust és aszkorbat-hidnyos (vec2-1 mutans;
Conklin és mtsai., 2000; Giacomelli és mtsai., 2006; Dowdle és mtsai., 2007; Laing és mtsai.,
2007; Linster és Clarke, 2008) A. thaliana ndvényeket hasonlitottunk Ossze. A nedves
tomegre vonatkoztatott aszkorbattartalom a nevelési koriilmények mellett a vadtipustiban és a
vtc2-1 mutansban kérilbeliil 3,4 és 0,5 pumol g volt (az 4.2.2.2. részben leirtak alapjan
meghatdrozva), tehéat a vec2-1 mutansban a teljes aszkorbat tartalom 15%-a volt csak jelen van
a vadtipushoz képest. Mivel az aszkorbat sokrétli szerepet tolt be a sejtekben, teljes hianya
letalis fenotipust eredményezne. A vtc2-1 mutans ndvények kb. 30%-kal kisebb méretiiek a
vadtipushoz képest (Miiller-Moulé és mtsai., 2004). Megfigyelték azt is, hogy a mutdnsban
alacsonyabb a nem-fotokémiai kioltds, de az elektrontranszport aktivitdsa és az
oxigénfejlesztd képessége megegyezik a vadtipuséval (Miiller-Moulé és mtsai., 2002, 2004).
Ezt az altalunk végzett gyors klorofill-a fluoreszcencia indukcids mérések (OJIP kinetika) is
alatdmasztjak (9. abra).

A fluoreszcencia indukcios gorbe (OJIP) mérése sokrétli informaciot szolgaltat a
linearis elektrontranszport kiillonboz6 folyamatair6l (Govindjee, 2004; Lazar, 2006; Schansker
¢és mtsai., 2014). Sotétadaptalast kovetden az OJIP kinetika O (vagy F,, Osszes Qa oxidalt
allapotban van) szintr6l indul és kb. 300 ms alatt éri el a maximalis intenzitasat (P, az dsszes
Qa redukalt) a J (~2 ms) és az I (~30 ms) Iépéseken keresztiil. A kezdeti O-J szakasz (0-3 ms)
a PSII els6dleges fotokémiai reakcidirdl ad informacidt, ez a szakasz erételjesen fiigg a
fényintenzitastdl (Neubauer és Schreiber, 1987; Strasser €s mtsai., 1995). A kozépso J-1
szakasz (3-20 ms) a PQ-pool redukaltsagat mutatja (Schreiber és mtsai., 1989; Toth és mtsai.,
2007b). Az utolsd I-P szakasz (30-300 ms) a PSI-tdl fiiggd elektrontranszportot tiikrozi
(Schansker és mtsai., 2005, 2006). Telitési fény esetén P értéke eléri a maximalis F,, értékét.

Az F, és Fp, értékek kiilonbsége adja a variabilis fluoreszcenciat (Fy). Az Fj-re normalizalt F,
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(Fy/F) a PSII fotokémiai hatékonysagardl szolgaltat informaciét (Kitajima és Butler, 1975;
Demming és Bjorkman, 1987; Krause, 1991; Schansker és mtsai., 2014).
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A kezeletlen vadtipusu és vec2-1 levelek OJIP kinetikaja (9. abra) és F./F,, értéke
Iényegében megegyezik (kb. 0,82). Ha hokezeléssel (49 °C, 40 s vizfiirddben) teljesen
inaktivaljuk az OEC-t, az OJIP gorbe kinetikdja teljesen megvaltozik. A J-1 szakasz eltlinik és
megjelenik a K Iépés (Srivastava és mtsai., 1997), amelynek maximuma 300 és 400 us kozott
talalhatd (Srivastava és mtsai., 1997; Toth és mtsai., 2007a). A K 1épés egyetlen
toltésszeparaciot jelez, amiben a Tyrz az elektrondonor. Ezt kovetden a fluoreszcencia
intenzitasa a Q" re-oxidacioja kdvetkeztében néhany ms alatt lecsokken az F, szintre, mivel a
Q4" reoxidalodik a Qg altal. Azonban 0,2-2 masodperc koriil jelentds fluoreszcencia
emelkedés figyelhetdé meg (9. abra), amely azzal magyarazhat6, hogy alternativ donorok
elektronokat juttatnak a PSII-hdz, és ez teszi lehetdvé a Qa Ujboli redukcidjat (Toth és mtsai.,
2007a). Hokezelt (49 °C, 40 s vizfirdében) vic2-1 levelekben ez a masodik cstics sokkal
kisebb és késleltetett a vadtipushoz képest. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy az alternativ
donorokbdl szarmaz6 elektronok mennyisége alacsonyabb, mint a vadtipusban.

A fluoreszcencia indukcio kezdeti szakaszat felhasznalva, dupla fényimpulzusokkal
meghatarozhatd az elektrondtadas félideje (t12) az alternativ donor és a Tyrz kozott, inaktiv
OEC mellett (Toth és mtsai., 2007a). Az els6é 5 ms-os fényimpulzus alatt bekovetkezik egy
toltésszeparacio, majd a Q" re-oxidalodik; az OEC aktivitds hidnydban Tyrz is oxidalt

allapotban van. A Q4 ujabb redukcidja akkor lehetséges, ha valamilyen donor altal a Tyr,"
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ismét redukaloédik. Ez a re-redukcié egy masodik 5 ms-os fényimpulzus alkalmazasaval
nyomon kovethetd, ha meghatarozzuk a K 1épés amplitudojat a két fényimpulzus kozotti
sOtétperiodus idotartamanak fiiggvényében. A 10A 4bra mutatja, hogy 2,3 ms sotétperiodus
utan még nincs variabilis fluoreszcencia, ami azt jelenti, hogy az OEC teljesen inaktiv, mivel
aktiv OEC esetében az elektronatadas félideje t;» 0,1-1 ms kozott van (Babcock és mtsai.,
1976). A két fényimpulzus kozotti sotétperiodus hosszanak ndvelésével (16,9-200 ms) a K

lépés amplitudoja fokozatosan helyreall a sotétben mért szintre, tehat a Tyr; alternativ
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10. abra. Az aszkorbattol a PSII-hoz torténd elektornatadas félideje hokezelt (49°C, 40s) vadtipustt (WT) és
aszkorbat-hianyos (vtc2-1) A. thaliana levelekben. A K 1épés amplituddjanak regeneracioja (A) két 5 ms-os
(3500 pmol m™s™ fotonaram-siiriiség) fényimpulzus kozotti sotétperiddus idétartamanak névelésével (2,3 ms-t6l
200 ms-ig; S.a. - sotétadaptalt minta) kovethetd. A K 1épés regeneracioja - amelyet a Faqus/F300,s ¢rtékek alapjan
szamoltunk - exponencialis fiiggvény szerint alakul, h6kezelt levelekben kiils6leg hozzaadott aszkorbattal (20
mM; C) és anélkiil (B).

elektrondonorok altal redukalodik. A K 1épés (Faous/Faoous) regeneraciodja exponencialis

fiiggvény szerint alakul, amelynek félideje (ti») jellemzi a PSII-hoz érkezd elektronatadés

crer

az érték 25 ms, mig a vtc2-1 mutansban 55 ms (10B abra). Hokezelés utan, ha a vtc2-1 mutans
leveleket aszkorbat-oldatban inkubaljuk akkor a t;; lecsokken 55 ms-r6l 32 ms-ra (10C abra),

mig vadtipus esetében sokkal kisebb ez a csokkenés (25 ms-r6l 22 ms-ra). Ez arra utal, hogy
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az elektronatadas sebessége ill. félideje (t1,) fligg a levelek aszkorbattartalmatol. Ezen adatok
arra utalnak, hogy az aszkorbat juttatja el az elektronokat a PSII-hoz in vivo koriilmények
kozott.

Ezen eredményeket 820 nm-es abszorbanciamérések (lasd 4.2.2.7. fejezet) is
alatamasztjadk (11. abra), amelyek a PSI-n beliili elektrontranszportrol szolgaltatnak
(20 ms) egy gyors re-redukcid koveti (200 ms). A 11. abran lathatd, hogy nincs kiilonbség a
kezeletlen vadtipusu és vec2-1 levelek kozott, ami azt mutatja, hogy aktiv OEC mellett az
aszkorbat nem jarul hozza a P, redukciojahoz.

Hovel teljesen inaktivalt vizbontd komplexszel rendelkez6 mintdkban is
megfigyelhetd a P7oo kezdeti oxidacidja; ezt egy viszonylag lassu re-redukcid koveti, amely
sokkal lassabb a vfc2-1 levelekben, mint a vadtipusban (11. dbra). Azonban, ha a vtc2-1
leveket hokezelés elétt 20 mM-os aszkorbat-oldatban inkubéljuk, a P’ re-redukcid
felgyorsul (11. abra), és a hokezelt vadtipushoz lesz hasonl6. Kezeletlen és hokezelt levelek
esetében is a Prg" re-redukcidja DCMU-val gatolhato. Jelenlétében a Py teljesen oxidalodik,
mivel nem érkeznek elektronok a PSII feldl (11. abra). Ezen eredmények és a fluoreszcencia-
mérések bizonyitjak (9. és 10. abra), hogy ha a vizbontoé komplex inaktiv, akkor az aszkorbat

a PSII elektrondonoraként viselkedik in vivo koriilmények kdzott.
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11. abra. A fényindukalt 820 nm-es abszorpciosvaltozasok vadtipustt (WT) és aszkorbat-hianyos (vic2-1) A.
thaliana leveleken - amely a PSl-en beliili elektrontranszportrél ad informaciot. A mérések kezeletlen és
hékezelt (49 °C, 40 s) leveleken torténtek kiils6leg hozzaadott aszkorbat (20 mM) és/vagy DCMU (200 puM)
jelenlétében. Minden gorbe négy-hat fliggetlen mérés atlagabol késziilt.
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5.1.2. Az elektronatadas atvonala az aszkorbat és a PSII kozott

Az aszkorbattol a PSII felé torténd elektronatadast termolumineszcencia mérésekkel
(lasd 4.2.2.8. fejezet) tanulmanyoztuk. Ez a technika a PSII-n beliili toltés-stabilizalodasi és
rekombinacidos folyamatokrél ad informaciot. Az inaktivalt OEC-vel rendelkezd
tilakoidmembran-szuszpenzié termolumineszencia gorbéjén a B sav — ami a vizbonto
komplex pozitivan toltott, S, és S; allapotanak és a Qp” rekombinacids reakcié eredménye

(Vass, 2003) — eltiinik és megjelenik -20 °C koriil az At sav (12. dbra), amely a Tyrz és a Qa”

crer

Kontroll
tilakoidmembran-szus zpenzid

Hokezelt levelekbdl izolalt
tilakoidmembran-szuszpenzid

Termolumineszcencia (r.e.)

Hokezelt levelek

-40 -20 0 20 40 60
Hoémérs éklet (°C)

12. abra. Termolumineszcencia mérések — amely a PSII t6ltés-stabilizalodasi és rekombinacids reakcidirol
szolgaltatnak informaciot — hokezelt (48 °C, 40 s) borso leveleken, illetve hokezelt és kezeletlen levelekbdl
izolalt tilakoidmembran-szuszpenzion kiilséleg adott aszkorbat (50 mM Asc) jelenlétében. Minden gdorbe harom
fliggetlen mérés atlagabol késziilt.

Megfigyeltiikk, hogy ha hével inaktivalt OEC-vel rendelkezd tilakoidmembranhoz
aszkorbat oldatot adunk, az Ar sdv nagy mértékben lecsokken, ami azt mutatja, hogy az
aszkorbat redukalja a Tyr; -t (12. abra). Az abran j6l lathatd, hogy a hokezelt levelek TL
gorbéje nem mutat At savot, mivel a levelek természetiiktdl fogva tartalmaznak aszkorbatot.
Ezen adatok alapjan arra kovetkeztetiink, hogy az aszkorbattol az elektronok a PSII-hoz a
Tyrz" kozvetitésével jutnak el. Korabban Yerkes és Babcock (1980) in vitro elektronspin
rezonancia spektroszkopias (ESR) mérései is arra engedtek kovetkeztetni, hogy a Tyrz részt

vesz az aszkorbat és a PSII kozotti elektrontranszportban.
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5.1.3. Az aszkorbat-fiiggé alternativ elektrontranszport aktivitisa élettanilag relevans

hokezelés esetén

Az elozoekben leirt vizsgalatok soran az oxigénfejlodést altalaban rovid ideig tartd
hékezeléssel (48-50 °C, 40 s, 9. abra) teljesen inaktivaltuk, de az élettanilag relevans, enyhébb
hékezelés (39 °C, 15 perc, 13. 4bra) alkalmazéasaval is sikeriilt az aszkorbat-fiiggd alternativ

elektrontranszportot detektalni. Ez a hékezelés a vizbontdé komplex aktivitasat kb. a felére
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13. abra. Az enyhébb hokezelés (39 °C, 15 min) hatasa az elektrontranszportra vadtipust (WT) és aszkorbat-
hianyos (vtc2-1) A. thaliana levelekben. (A) Gyors klorofill-a fluoreszcencia tranziensek (OJIP), kezeletlen és
hékezelt levelekben, ahol a gerjesztés 3500 pmol m™ s fotonaram-stirliségii vords fénnyel tortént. Minden gérbe
nyolc-tiz fiiggetlen mérés atlagabol késziilt. (B) A termolumineszcenciaval detektalt B sav amplituddjanak
valtozasa kezeletlen és hokezelt levelekben. Az abran szerepld adatok tiz-tizenkettd fiiggetlen mérés atlagat
mutatjak, szorasként az SE van feltiintetve. (C) A fényindukalt 820 nm-es abszorpcids tranziensek kezeletlen és
hékezelt levelekben, amelyeket 1950 umol m™ s™' fotonaram-siirtiségii vords fénnyel mértiink, 1 s-ig. A gorbék
hat-hét fiiggetlen mérés 4tlagabol késziltek. (D) A 95 pmol m™ s’ fotondram-siiriségli voros fénnyel
kioxidalhatd P;oy mennyiségének szazalékos kifejezése hokezelt és kezeletlen levelekben, a telitési
fényimpulzussal (10 000 pmol m? s’ fotonaram-siiriiség) maximalisan kioxidalhaté P;o mennyiségéhez
viszonyitva. Az 4bran szerepld adatok hét-nyolc fiiggetlen mérés éatlagat mutatjak, szérasként az SE van
feltiintetve. A hokezelt levelek esetében mért paraméterek piros szinnel, mig a kezeletlen levelekben mértek zold
szinnel vannak abrazolva. A *** jelolt hokezelt mintak szignifikans eltérést mutatnak a kezeletlen parjuktol
p<0,001 értékek mellett.
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csokkenti mindkét genotipusban, amint azt a TL mérések jelzik: a 13B abran lathato, hogy a
hokezelt levelekben a B sav amplituddja felére csokkent a kontrollhoz képest. Megfigyelhetd
(13A ébra), hogy a hékezelt mintak OJIP kinetikaja kb. 100 ms-ig azonos, majd 1 s koriil a
fluoreszcencia intenzitasa kisebb a vic2-1-ben, ami arra utal, hogy a Qa redukcioja lassabb a
vadtipushoz képest. A 820 nm-es abszorpciotranziens mérések esetében ismét nincs
kiilonbség a kezeletlen genotipusok ko6zott, viszont hékezelés hatasara jelentOs kiilonbség
figyelhetd meg a linedris elektrontranszportban. A P7go" redukcioja (13C 4bra) sokkal lassabb
a vic2-1 levelekben, mint a vadtipusban. Telitési fényimpulzussal (10 000 pmol m? s
fotonaram-stirtis€g) meghatarozhatdé a maximalisan kioxidalhatdo P79 mennyisége (Schreiber
és Klughammer, 2008). A kezeletlen levelekben 95 pmol m™ s fotonaram-siirliségii
folyamatos aktinikus voros fénnyel torténd megvilagitas hatasara a maximalisan kioxidalhato
P700 mennyiségének kb. a 3%-a, mig hokezelt vadtipusnal kb. 15%-a, vtc2-1 esetében 30%-a
oxidalodik ki (13D abra). Ez azt mutatja, hogy enyhe hokezelés esetén is az aszkorbat a PSII

alternativ elektrondonora.

5.2. Az aszkorbat a PSII alternativ elektrondonoraként betoltott élettani szerepe
5.2.1. Aszkorbat-hianyos és tiltermelé Arabidopsis thaliana mutinsok fotoszintetikus

jellemzai

Az aszkorbat PSII alternativ elektrondonoraként betoltott élettani szerepét vadtipusu,
vtc2-3 mutans (Conklin és mtsai., 2000) és miox4 transzgénikus (Lorence €s mtsai., 2004) A.
thaliana névényeken tanulmanyoztuk. A harom genotipusti ndvény méretbeli kiilonbsége a
14A abran jol lathatd: az aszkorbat-tultermeld kissé nagyobb, mig az aszkorbat-hianyos
mutans kb. 30%-al kisebb a vadtipusu novényhez képest (Miiller-Moulé és mtsai., 2004). A
novények aszkorbattartalmat 1 pg klorofillra vonatkoztatva adtuk meg (a friss sulyra
szamitott klorofilltartalomban elhanyagolhat6 kiilonbség volt). A vtc2-3 mutansban 75%-kal
kevesebb, mig a miox4 esetében kb. 60%-kal magasabb az aszkorbattartalom a vadtipushoz
képest (14B abra). Osszehasonlitottuk a harom genotipust az elektrontranszport sebesség
(ETR), a nem fotokémiai kioltas (NPQ), valamint a membran energizalt allapotabol szarmazo
kioltas (qE, ApH) szempontjabol is (14B abra; lasd 4.2.2.6. fejezet). Az NPQ és a qE kisebb
az aszkorbat-hianyos mutansban és nem figyelhetd meg szignifikans eltérés a miox4 esetében
a vadtipushoz képest. Az ETR esetében nem lathato jelentés kiilonbség a harom genotipus
kozott. Miller-Moulé és mtsai. (2002, 2003) leirtdk, hogy az alacsonyabb NPQ érték az
alacsony violaxantin-deepoxiddz aktivitds miatt van, amit a lumenben 1év0 alacsony

aszkorbattartalom okoz. A vadtipushoz képest magasabb NPQ és qE értéket a miox4
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transzgénikus novényben valdsziniileg a lumenben 1évé magasabb aszkorbattartalom okozza.
A lumenben 1évo aszkorbattartalom meghatarozasa nem lehetséges, ugyanis a kloroplasztisz
izolalasa soran a lumen aszkorbattartalma legtobb esetben szinte teljesen eltiinik (Ivanov és

Edwards, 2000).
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14. abra. Vadtipusi (WT), aszkorbat-hianyos (vtc2-3) és aszkorbat-taltermeld (miox4) A. thaliana novények
fotoszintetikus paramétereinek sszehasonlitisa. (A) A nyolc-tiz hetes novényeket ndvényneveld kamraban 8/16
6ra fény/sotét periddus alatt, 24/18 °C hémérsékelten, 150 pmol m? s fotonaram-stiriiségen neveltik. (B) A

kezeletlen novények aszkorbattartalma (Asc; nmol/ug klorofill), ETR (r.e.), NPQ és qE paraméterei. A *, *,
jelolt mintak szignifikans eltérést mutatnak a WT-t6l p<0,1, p<0,05 és p<0,001 értékek mellett.

WT 25°C

15. abra. Egy SSTF-el gerjesztett és gerjesztés
nélkiil mért termolumineszcencia  gorbék
kezeletlen (25 °C) és hokezelt (40 °C, 15 min)
vadtipust, aszkorbat-hianyos  (vtc2-3) és
aszkorbat-taltermeld  (miox4) A. thaliana
novényekben. Minden gorbe harom fiiggetlen
meérés atlagabol késziilt.

Termolumineszcencia (r. e.)

vtc2-3 40°C, SSTF nélkiil
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Az aszkorbat élettani szerepének vizsgalatakor a hdkezelés 40 °C-on 15 percig,
sOtétben, vizfiirdoben tortént. Ezen hidstressz esetén is teljesen megsziint az oxigénfejlodés
mindharom genotipusban, amit a TL gorbe B sévjanak eltiinése jol mutat (15. abra). A 40 °C-
os hokezelés élettanilag elfogadhatd, ugyanis a leveleket a természetben is érheti ilyen
hohatas, kiillonosen szarazsagstressz alatt (Burghardt és mtsai., 2008; Shahenshah ¢és Isoda,
2010). A hokezelés hatasara a tilakoidmembran permeabilitdisa nem valtozott meg
drasztikusan (1. tablazat; szemben egy 50 °C-os hékezeléssel, amikor a membran két oldala
kozotti elektromos tér néhany ms alatt megsziinik; Toth és mtsai., 2005).

1. tablazat. Fényindukalt 515 nm-en mért elektrokrom eltolodas lecsengésének félideje (t;,) hokezelt (40 °C, 15

perc) és kezeletlen vadtipustt (WT), aszkorbat-hianyos (vtc2-3) és aszkorbat-tultermelé (miox4) A. thaliana
leveleken (A).

WT vtc2-3 miox4

Kezeletlen 55,63 ms 68,99 ms 53,28 ms

40°C, 15min  34,15ms 31,36 ms 44,03 ms

A kezeletlen vadtipusu, aszkorbat-hidnyos és -tultermeld A. thaliana levelek F./Fp,
értéke és OJIP kinetikdja azonos, szemben a hodkezelt (40 °C, 15 min) levelek OJIP
gorbéjével, ahol az 1 s kornyékén 1évd cstucsnal latunk kiilonbséget. A 49 °C-os, 40 s-os

hokezeléssel megegyezden (9. abra) ez a csliics a vic2-3 esetében szignifikansan kisebb
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16. abra. OJIP tranziensek hdkezelt (40 °C, 15 perc) és kezeletlen vadtipust (WT), aszkorbat-hianyos (vtc2-3)
és aszkorbat-tultermeld (miox4) A. thaliana leveleken (A). A gerjesztés 3500 pmol m™? s fotondram-siirliségii
voros fénnyel tortént. A K 1épés regeneracidja exponencialis fliggvény szerint alakul és az elektronatadas
félidejét (t,,) mutatja (B). Minden gorbe hat fiiggetlen mérés atlagabol késziilt.
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(p<0,001), mig miox4 esetében nem mutathato ki szignifikans kiilonbség a vadtipushoz képest
(16A. abra). Ezen eredmény aldtdmasztja az 5.1. fejezetben leirtakat, miszerint a K 1épés
intenzitasa fligg a levelek aszkorbattartalmatol (Téth €s mtsai., 2009).

Mind a harom genotipus esetében 40 °C-os, 15 percig tartdé hokezelés esetén is
meghataroztuk a t, értéket (a K 1épés regeneraciojabol; 16B abra). A vadtipusu és a miox4
levelekben a t;; kb. 30 ms, mig vtc2-3 levelekben az elektronatadas sokkal lassabb volt kb.
50 ms (2. tablazat). Ezen adatok megegyeznek a korabban mért adatokkal (lasd 5.1.1. fejezet),
ahol sokkal drasztikusabb (49 °C, 40 s) hokezelést alkalmaztunk (To6th és mtsai., 2009).

5.2.2. Az aszKkorbat alternativ elektrondonorként véd a fotoinhibicioval szemben

Ismert, hogy a vizbontd komplex inaktivacidja esetén a PSII reakcidocentrumok
gyorsan inaktivalodnak kis intenzitdsti megvilagitds hatdsara: ezt nevezik donor oldal altal
indukalt fotoinhibicidnak. Feltételezéseink szerint az alternativ elektrondonorok jelentds
¢élettani szerepet jatszhatnak egyes stresszhatasok kivédésében. Donor oldali fotoinhibicio
esetén védhetik a PSII reakcidcentrumot azaltal, hogy megakadalyozzak a P680" tulzott
inaktivacidjahoz vezet.

Hipotézisiink bizonyitdsdhoz vadtipust (WT), aszkorbat-hidnyos (vtc2-3) ¢és
aszkorbat-tultermeld  (miox4) A. thaliana ndvényeket hasznaltunk. A  levelek
oxigénfejlodésének megsziinését (40 °C, 15 min) kdvetéen a novényeket megvilagitdsnak
tettiik ki, hogy megvizsgaljuk, hogy a reakcidcentrumok inaktivacidjanak sebessége fligg-e a
levelek aszkorbattartalmatol.

A hokezelt levelekben a PSII reakciocentrumok inaktivaciojanak sebességét eldszor
sorozatos SSTF alkalmazasaval vizsgaltuk. A vadtipusu levelekben a 200 ms-os id0kézonként
adott 18 000 SSTF utan is a K 1épés szinte valtozatlan marad (17A é&bra), mig ehhez a vtc2-3
mutans levelekben 500 ms-os sotétperiodusra van sziikség a két fényimpulzus kozott. A két
fényimpulzus kozotti sotétperiddus hosszdnak elegendének kell lennie ahhoz, hogy az
aszkorbat altal a Tyr; " teljesen redukalédni tudjon (a t;,, vadtipusban kb. 30 és vec2-3-ban kb.
50 ms, Id. 15. abra). Ha nem elegendd (pl. 100 ms) a sotétperiodus a K 1épés teljes
a vadtipushoz képest nagyobb volt a vtc2-3 mutins levelekben (az amplitid6 70%-kal
csokkent 6000 SSTF adasa utan) és kisebb a miox4 esetében (17C abra). S6tétben a K 1épés
regeneracidja kétfazisu (17D abra). A gyors regeneracio félideje kb. 4 s, ami valdszintileg a

Qg-t nem redukalo reakcidcentrumok helyreallasabol szarmazik (Chylla és mtsai., 1987). A
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lassabb szakaszban valdszintileg a sorozatos SSTF hatédsara karosodott PSII reakciocentrumok
részleges helyreallasa torténik. A gyors klorofill-a fluoreszcencia tranziens mérések alapjan
megallapitottuk, hogy sorozatos SSTF-ek hatdsara a reakcidcentrumok csak akkor
inaktivalédnak, ha a kozottiik 16vé intervallum nem elegendé a Tyrz aszkorbat altali

redukciojahoz.
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17. abra. Gyors klorofill-a fluoreszcencia tranziensek sotétadaptalt hokezelt vadtipusa (WT) A. thaliana
levelekben (elsé fényimpulzus) és 18 000 SSTF adasa utdn. Ezen egymast kovetd fényimpulzusok kozotti
sOtétperiodus hossza 200 ms (A; S.A. - sotétadaptalt minta) és 100 ms (B). A K 1épés amplituddjanak
csokkenése (C) és regeneracidja (D) a Fipoue-Faous érték alapjan keriilt meghatdrozasra vadtipusu (WT),
aszkorbat-hianyos (vtc2-3) és aszkorbat-tultermeld A. thaliana levelekben. A C abran az egymast koveté SSTF-
ek kozotti sotétperiodus hossza 100 ms, mig a D dbran bemutatott K 1épés helyreallasa sotétben tortént. Az dbran
reprezentativ gérbék vannak feltiintetve.

Amikor a teljesen inaktiv OEC-vel rendelkezd leveleket folyamatos, kozepes
intenzitast (kb. 300 pmol m™ s fotondram-siirliség) fénykezelésnek tessziik ki, akkor
fokozatosan és viszonylag gyorsan eltlinik az OJIP gorbe K 1épése (18 A abra), valamint az 1 s
kornyéken 1évé masodik csucs is. A K csiucs amplitidoja a fénykezelés idejének
fiiggvényében exponencialis kinetika szerint csokken és fiigg a levelek aszkorbattartalmatol.
Kimutattuk, hogy a K 1épés 50%-o0s csokkenéséhez sziikséges megvilagitasi id6 (t;2)
vadtipusu levelekben 2,8 min, mig vtc2-3 ill. miox4 esetében 1,2 illetve 4,1 min (18B éabra).

A még mikddoképes PSII reakciocentrumok relativ mennyiségét oly modon

hataroztuk meg, hogy a ho- és fénykezelés utan a leveleket DCMU-kezelésnek tettiik ki,
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amely altal biztosithatd a Qa teljes redukcidja a fluoreszcencia mérés soran, inaktiv OEC
mellett is. Lathato (18C abra), hogy a hdkezelés onmagaban mintegy 15%-os Fy, érték
csokkenést idézett el6. A fénykezelés hatdsara a hoéstresszelt levelek Fp, értéke tovabb
csokkent, és 4 oOra utan mar nem volt valtozd fluoreszcencia megfigyelhetd. Az Fy, érték
csokkenése (18D abra) szignifikdnsan gyorsabb volt a vic2-3 levelekben, mint a vadtipusban
(ti2 10 1ll. 23 min), de ez a kiilonbség még kifejezettebb az aszkorbat-tultermeld transzgénikus
A. thaliana esetében (t;, kb. 51 min). Nagyon hasonlo félidéket kaptunk a kloroplasztisz
fehérjeszintézis-gatlo linkomicin jelenlétében is, ami az bizonyitja, hogy 4 6ra alatt nem
torténik jelentés fehérjeszintézis. Erdekes az is, hogy a fénykezelt levelekben DCMU

jelenlétében a gyors fluoreszcencia kinetika mérése soran az Fy, érték 50%-anak eléréséhez
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18. abra. Gyors klorofill-a fluoreszcencia tranziensek (A és C) valamint a K 1épés csokkenésének félideje (B) és
a DCMU jelenlétében mért Fm érték csokkenése (D), hokezelt (40 °C, 15 perc) vadtipusa (WT), aszkorbat-
hianyos (vtc2-3) és aszkorbat-tultermeld (miox4) A. thaliana leveleken folyamatos fénykezelést (fehér fény, 300
pmol m™ s fotonaram-siiriiség) kovetéen. A K 1épés amplitudojanak csokkenését az a A abran 16v6
Fi00us-Faops €rtékekbdl szdmoltuk. A DCMU-kezelés a hokezelt levelek fénykezelése utan tortént, sotétben.
Minden gorbe hat-nyolc fliggetlen mérés atlagabol késziilt. Az abra B és D részén a kapott atlag értékekre
egykomponensii exponencidlis fliggvényt illesztettiink, szorasként az SE van feltiintetve.
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sziikséges 1d0 drasztikusan megnétt, vadtipus esetében a t;; 0,3 ms-rol 2,3 ms-ra emelkedett
egy ora alatt, és ez a hatas még kifejezettebb volt a vtc2-3 mutansban (a t;, 0,3 ms-rél 3 ms-ra
nott).

A K [épés intenzitdsanak gyors csokkenése és a fluoreszcenciaemelkedés lassuldsa
DCMU jelenlétében arra enged kovetkeztetni, hogy a fotoinhibicio elsé 1épéseként lelassul a
Tyrz-P680" kozotti  elektrontranszport (Blubaugh és mtsai,, 1991), amit a PSII
reakciocentrumok teljes inaktivacidja kovet. Adataink azt is mutatjadk, hogy a PSII
reakciocentrumok  inaktivaciojanak  sebessége  nagymértékben fiigg a  levelek
aszkorbattartalmatol. Az aszkorbat nem csak a PSII alternativ elektrondonora, hanem
szabadgyok-kioltd hatasa révén véd a szabadgyokokkel (ROS) szemben is (Asada 1999).
Annak bizonyitdsara, hogy az aszkorbat védd szerepe nem csak a szabadgyoOk-kiolto
tulajdonsaganak kdszonhetd, hanem alternativ donorként is védi a reakcidcentrumokat, DPC-
kezelést végeztiink. Kimutattuk, hogy a 2 mM-os DPC oldattal kezelt vec2-3 levelek
reakciocentrumdba ugyanolyan sebességgel érkezzenek az elektronok, mint a vadtipusban
(19. abra, 2. tablazat), sot a fluoreszcencia intenzitasa 1 s koriil meg is emelkedik. Fénystressz
hatasara azt tapasztaltuk, hogy a DPC oldatban inkubalt vtc2-3 levelekben a K 1épés
amplituddja hasonl6 sebességgel csokkent (t;, 2,5 min), mint a vadtipusban (t;,; 2,8 min). Ez

azt bizonyitja, hogy az aszkorbat nem csak szabadgyok-kioltoként, hanem PSII donorként is

s
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19. abra. Dupla fényimpulzusokkal meghatarozott elektronatadas félideje (ti; A) és a fénykezelés hatasara
bekovetkezett K 1épés csokkenésének félideje (B) hokezelt aszkorbat-hianyos (vic2-3) A. thaliana levelekben
DPC oldatban (2 mM) val6 inkubalas utédn és anélkiil. A t,, meghatarozasahoz az OJIP gorbe Fag,s €s F3gus-nal
mért értékét hasznaltuk (A: Faoue/F3o0us; B: F30us-Faous)- Minden érték hat fiiggetlen mérés atlaga és az igy kapott
értékere egykomponensii exponencialis fliggvényt illesztettiink, szorasként az SE van feltiintetve.

44



Eredmények

2. tablazat. Az aszkorbattol a PSII-hoz torténd elektronatadas félideje (t;,) a hoékezelt vadtipusa (WT) és
aszkorbat-hianyos (vc2-3) levelekben illetve hokezelt vic2-3 levelekben DPC oldatban tortént inkubélas utan
(A). A K Iépés csokkenésének félideje ho- és fénykezelt WT, vic2-3 és DPC-vel kezelt vic2-3 A. thaliana
levelekben (B).

tp WT vtc2-3 vtc2-3+1mM DPC
A) aszkorbattol a PSII-hoz torténd 30.5+1.3 ms 49.743.6 ms 30.442.5 ms
elektronatadas félideje T T T
B) K 1épés csokkenésének félideje 2,8+0,5 min 1,4+0,1 min 2,5+0,3 min

crer

egy gyors re-redukcio koveti, ami kb. 200 ms alatt kovetkezik be és ez a PSII feldl érkezd
elektronoknak kdszonhetd (Toth és mtsai., 2009; 5.1.1. fejezet). A hokezelt (40 °C, 15 perc)
levelek esetében, ahol az elektrondonor az aszkorbat, ez a re-redukcid joval lassabb, és a
fénykezelés hatasara tovabb lassul a P00 " re-redukcidja: 1 ora fénykezelés hatasdra mar csak
nagyon korlatozott re-redukcio figyelheté meg (20. abra). Ezek az adatok azt mutatjak, hogy
fénykezelés alatt a hokezelt levelekben a PSII-t6l a PSI felé torténd elektrontranszport

sebessége lecsokken, vagy esetenként teljesen megsziinik.
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A fotoinhibicié hatasat megvizsgaltuk enyhébb hokezelés utan is (38 °C, 15 min). A
TL mérésekbdl kideriilt (adatok nem keriilnek bemutatasra), hogy e hékezelés hatasara az
OEC részben karosodott, a B sav kb. 40%-kal csokkent. A variabilis fluoreszcencia ez esetben
is csokkent, de kisebb mértékben, mint a 40 °C-os hdkezelés utan. Az OJIP gorbén a
fluoreszcencia maximuma 1 s koriil talalhatd, hasonldan azokhoz a mintdkhoz, ahol az 6sszes
OEC inaktiv volt, azonban megfigyelhetdé egy vall is 200 ms-nal, ami viszont a kontroll

levelekre jellemz6 (21. 4bra). Megvilagitas (300 umol m™ s™ fotonaram-siirtiség) hatésara a
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hokezelt levelekben tovabb csokkent a variabilis fluoreszcencia, mégpedig az 1 s kdrnyékén
1évo csucs eltliinése kovetkeztében. Tehat az enyhébb hokezelés esetében is megfigyelheto,
hogy a megvilagitas hatasara fokozatosan csokken az aktiv reakcidcentrumok mennyisége, 4

ora megvilagitas utan azonban megkezdddott a helyreallas.
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5.2.3. A hokezelt levelek PSII fehérjéinek fényindukalt degradacidja

Az altalunk kapott eredményekbdl (17. abra) jol lathatd, hogy ha a hokezelt (40 °C,
15 min) leveleket fénystressznek tessziik ki, 4 o6ra utan a PSII reakciocentrumok elveszitik
toltésszétvalasztd képességiiket. A fotoinhibicid soran a reakcidcentrumok inaktivaciojat a
reakciocentrumok degradécioja, kiilonosen a D1 protein mennyiségi valtozasa is jol tiikkrozi
(Schuster és mtsai., 1988; Aro és mtsai., 1993; van Wijk és mtsai., 1994). Western blot
analizissel (lasd 4.2.2.12. fejezet) vizsgaltuk a hokezelt és fotoinhibicionak kitett levelekben a
fehérjék mennyiségének valtozasait. A 22. abran lathatd, hogy a vadtipusu levelekben
hoékezelés hatasara a D1 fehérje mennyisége kb. 20%-kal csokkent: ez a megallapitas
megegyezik a korabban publikalt eredményekkel (Yoshioka és mtsai., 2006; Yamashita és
mtsai.,, 2008). A hokezelést kovetd fénystressz hatdsara tovabb folytatédott a D1
degradacioja: 1 h utan kb. 40%-kal, mig 4 h elteltével kb. 65%-kal csokkent a D1 fehérje
mennyisége a kezeletlen mintdhoz képest (22. abra). Emellett a CP43 ¢és a PsbO proteinek
70%-a, mig a PsbO-nak a 80%-a eltlint. Ezen eredmények mutatjdk a teljes PSII core

komplex fokozatos leépiilését fénykezelés alatt a hokezelt levelekben.
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22. abra. A DI, CP43 és PsbO fehérjék mennyiségének valtozdsa hokezelt (40 °C, 15 perc) illetve hd és
fénykezelt (300 pmol m™ s™! fotonaram-siiriiség) vadtipusti (WT) A. thaliana levelekben. A fehérjék mennyiségét
western blot technikaval hatdroztuk meg. Az el6hivott filmet (A) digitalizaltuk és denzitometraltuk (B). Az A
abran egy reprezentativ film lathato. A B 4bran szerepld adatok négy-ot fiiggetlen mérés atlagat mutatjak és
szorasként az SE van feltiintetve.

5.2.4. A hokezelést koveto helyreallas mértéke fiigg a levelek aszkorbattartalmatol

Megvizsgaltuk, hogy az aszkorbat milyen hatassal van a PSII aktivitasanak
helyreallasara a hékezelést kovetéen. A kisérlet soran 100 pmol m™ s fotonaram-siiriiségii
megvilagitast hasznaltunk, ami megegyezett a nevelési fény intenzitasaval. S6tétben nem
figyelhet6 meg helyreallas (Toth és mitsai., 2005), és magasabb fényintenzitdson
(300 pmol m? s™' fotonaram-stirliség) nagyon lassan, vagy egyaltalin nem torténik meg.

' fényintenzitason az els6 néhany Ordban megfigyelheté a K 1épés

100 pmol m? s
amplitiddjanak csokkenés (23. dbra) hasonléan a magasabb (300 pmol m™ s fotonaram-
stiriség) fényintenzitason tapasztaltakhoz. Azonban 24 o6ra elteltével bekovetkezik az OJIP
gorbe jelentds helyreallasa (23A é4bra). A PSII aktivitas helyreallasat a (Fiooms-F20us)/F100ms
paraméter (Toth és mtsai., 2005) segitségével kovettiik a megszokott F,/Fy, érték helyett. A
formula az F,, érték (P) helyett a 100 ms-nal mért fluoreszcencia értéket tartalmazza, mivel
hoékezelt mintakban a P értéket az aszkorbattartalom jelentdsen befolyasolja (16. abra, 5.2.1.
fejezet). Ezen paraméter segitségével megallapitottuk, hogy a helyredllds mértéke és
sebessége joval nagyobb a vadtipusu és az aszkorbat-tiltermelé ndvényekben, mint az

aszkorbat-hianyosban (23B abra).
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23. abra. A PSII aktivitisanak fényben (100 pmol m™ s fotonaram-stirliség) torténéd helyreallasa ho- (40 °C,
15 perc) és fénykezelést (100 pmol m? s fotonaram-siirtiség) kovetden vadtipusu (WT) A. thaliana levelekben.
Az OJIP tranzienseket a hokezelést kovetd 0, 4, 14, 24 ora elteltével mértiik (A). A fotoszintetikus aktivitas
helyreallasa a (Figoms-F2ous)/F10om paraméterekbodl szamolva vadtipusu, aszkorbét-hidnyos (vfc2-3) és aszkorbat-
taltermeld (miox4) levelekben (B). Az abra A részén szerepld gorbék négy-ot fliggetlen mérés atlagabol
késziiltek, mig a B részen reprezentativ gorbék vannak feltiintetve.

5.3. Az aszkorbat elektrontranszportra és hidrogéntermelésre gyakorolt hatasa
Chlamydomonas reinhardtii sejtekben
5.3.1. Az aszkorbat a PSII alternativ elektrondonora Chlamydomonas reinhardtii

sejtekben

Az aszkorbat PSII alternativ elektrondonor szerepét C. reinhardtii sejteken is
megvizsgaltuk OJIP mérések segitségével (24. abra), hasonloképpen, mint A. thaliana
leveleken (5.1.1. fejezetben). Mivel aszkorbat-hidnyos C. reinhardtii vonalak nem allnak
rendelkezésre, igy az aszkorbat hatasat a kulturahoz kiilséleg hozzaadva vizsgaltuk (10 mM
aszkorbat, kb. 15 perces sotétben vald inkubdldssal). Az aszkorbat-kezelt kultura esetében
kismértékti kiilonbség figyelhetd meg az OJIP gorbében a kontrollhoz képest (24A ébra).
Amikor hokezeléssel (52 °C, 1 min) teljesen inaktivaltuk az OEC-t, megjelent a K 1€pés, ami
utdn a fluoreszcencia intenzitasa lecsokkent (Qa  re-oxidacidja). Azonban kiilsleg adott
aszkorbat (10 mM) jelenlétében 1 s koriil kismértékil fluoreszcencia emelkedést figyelhetiink
meg, ami a Qa redukcidjara utal. A C. reinhardtii sejteknél is meghatdroztuk az
elektronatadas félidejét dupla fényimpulzusokkal (24B abra), az 5.1.1. fejezetben leirtak
alapjan. A K 1épés regeneracioja (Faous/ Faoous) €xponencidlis fliggvény szerint alakult; ez a
regeneracio megfelel a PSII felé érkezd elektronatadasnak. C. reinhardtii sejtekben normal
koriilmények kozott a t12 33 ms volt, ami a kiilsdleg hozzaadott aszkorbattal (10 mM) 13 ms-

ra csokkent (24C &bra); megjegyzendd azonban, hogy a K-lépés helyreallasa nem teljes
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mértékil. Hasonl6 eredményeket kaptunk 5 és 50 mM aszkorbatoldat hozzaadasa utan is. Ezen
eredményeink azt mutatjak, hogy C. reinhardtii sejtek esetében is az aszkorbat elektronokat

képes a PSII szdmara szolgaltatni, ha az OEC inaktiv.
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24. abra. Gyors klorofill-a fluoreszcencia (OJIP) tranziensek kontroll (0 mM Asc), aszkorbat kezelt (10 mM
Asc), hokezelt (52 °C, 1 min, 0 mM Asc) valamint hé- és aszkorbat kezelt (52 °C, 1 min, 10 mM Asc) CC-124
C. reinhardtii kultara esetében (A). A gerjesztés 3500 umol m™? s™' fotondram-siirliségii vords fénnyel tértént.
Dupla, 5 ms-os fényimpulzusokkal meghatarozhaté a K 1épés regeneracioja (B; S.a. - sotétadaptalt), ami
exponencialis fliggvény szerint alakul, az elektronatadas félidejét (t;,) mutatja (C). Az abra feltiintetett értékek
négy-ot fliggetlen mérés atlagabol késziiltek.

Ezen eredményeinket a 820 nm-es abszorpcidtranziens-méréseink (lasd 4.2.2.7.
fejezet) is alatdmasztottak: a normal koriilmények kozott nevelt S-01 C. reinhardtii térzsnél
megfigyeltiik, hogy erds, folyamatos fénnyel t6ténd megvilagitas hatasara a P;o9 kezdeti gyors
aszkorbat (10 mM) nem befolyéasolt. Azonban, ha az OEC-t hdékezeléssel (45 °C, 5 min)
inaktivaltuk, a kezdeti gyors P7oo oxidaciot egy viszonylag lasst redukcid kovetette (25B
abra). Ezen folyamat kiilséleg hozzdadott aszkorbat (10 mM) hataséra jelentosen felgyorsult,
és DCMU-val gatolhatdé volt. Ezen eredmény bizonyitja, hogy C. reinhardtii sejtekben is
ugyanugy, mint novényekben, az aszkorbat a PSII elektrondonoraként funkcionalva fenntartja
a linedris elektrontranszportot (5.1. fejezet; Toth és mtsai., 2009)

Megvizsgaltuk a harom napig kénmentes tapoldatban, anaerob koriilmények kozott
tartott S-01 torzs linedris elektrontranszport aktivitasat. A 820 nm-es abszorpcidvaltozasokkal

azt figyeltik meg, hogy a Py kezdeti gyors oxidaciot egy drasztikusan lasst re-redukciod
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kovetette, amely aszkorbat (10 mM) hozzdadasaval jelentdsen felgyorsult (25C é&bra) és
DCMU-val szintén gatolhatd volt, ugyanugy, mint hokezelés esetében (25B abra). Ezen
eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy harom nap kénmegvonds utan is még vannak
miikodoképes PSII reakciocentrumok, amelyeknek az aszkorbat — mint elektrondonor —

elektronokat szolgaltathat, fenntartva ezaltal a linearis elektrontranszport miikodését.
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25. abra. A kiils6leg hozzaadott aszkorbat (Asc;10 mM) és a DCMU (20 uM) hatasa a fényindukalt 820 nm-es
abszorpciotranziensekre normal koriilmények kozott (TAP tapoldat (+S), aerob modon; A), hdkezelt (45 °C, 5
min; B) és harom napon at kénmentes tapoldatban (-S), anaerob koriilmények kozott tartott (C) C. reinhardtii
kultaraban. A gorbék o6t fliggetlen mérés atlagabol késziiltek.

5.3.2. Az aszkorbat hatasa Chlamydomonas reinhardtii torzsek hidrogéntermelésére

Az aszkorbatnak a hidrogéntermelésre gyakorolt hatasat géazkromatografias
mérésekkel (1asd 4.2.2.10. fejezet) kovettitk nyomon négy napon at tarté6 kénmegvonas soran.
Megfigyeltiik, hogy a csak kénmegvonast kapott kultira esetében az O, még a negyedik

napon is detektalhatd volt, azonban a mennyisége a kénmegvonds eldrehaladtaval egyre
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26. abra. A kontroll (A) és az aszkorbattal (+Asc; 10 mM; B) kezelt S-01 C. reinhardtii torzs H, termelésének és
0, mennyiségének valtozasa kénmegvont, anaerob koriilmények kozott. SUM - a naponta termelt hidrogén (A)
és a jelenlévé oxigén (B) Osszege; n.d. - nem detektalhatd. A feltiintetett értékek tiz-tizenkét fliiggetlen mérés
atlagabol késziiltek és szorasként az SE van feltiintetve.
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csokkent, és vele parhuzamosan a megtermelt H, mennyisége megndvekedett. Az aszkorbattal
kezelt mintdkban az O, mennyisége mar a kénmegvonast kdvetd elsé napon drasztikusan
lecsokkent, €s a teljes anaerobicitdas mar a masodik napon kialakult. A hozzaadott aszkorbat
(10 mM) hatasara a Hj-termelddés hamarabb beindult, és négy nap alatt kozel haromszor
annyi H, termelédott, mint a kontroll mintaban. Tehat az aszkorbat egyrészt csokkentette az
0, mennyiségét a légtérben, masrészt stimulalta a Hp-termelést az S-01 torzs esetében.

Az aszkorbat hatisat mas, az irodalombol ismert hidrogéntermelésre hasznalt C.
reinhardtii torzsek esetében is megvizsgaltuk (27A 4abra). Azt tapasztaltuk, hogy egyes
torzseknél (CC-849, CC-400, CC-409) hasonldan, mint az elézéekben ismertetett S-01 torzs

esetében az aszkorbat serkenti a H, termelést, mig mas torzseknél (CC-124, CC-125,
A H,
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27. abra. Az aszkorbat hatasa hét kiilonbozo C. reinhardtii torzs H,-termelésére (A) és az O, mennyiségének
valtozasara (B) négynapos kénmegvonas soran. A feltiintetett értékek harom-o6t fiiggetlen mérés atlagabol
késziiltek és szorasként az SE van feltintetve. A *, ***** jelolt aszkorbattal kezelt mintdk szignifikans
kiilonbséget mutatnak a sajat kezeletlen kontrolljukhoz képest p<0,05 p<0,01 és p<0,001 értékek mellett.
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CC-2803) csokkenti azt. Minden tdorzs esetén megfigyeltiik, hogy az aszkorbat erdsen
lecsokkentette az O,-termelddést (27B abra), ezaltal gyorsitotta a kultura anaerobba valasat,
ami abbol kovetkezhet, hogy az aszkorbat befolyasolja az OEC miikddését.

A tovabbi vizsgalatainkhoz az eddig is hasznalt S-01 toérzs mell¢ kivalasztottunk egy
olyan torzset — név szerint a CC-124-et, amelyben az aszkorbatkezelés hatdsara csokkent a

kultura Hp-termelése.

5.3.3. Az aszkorbat mennyiségének valtozasa kénmegvonas soran

Az S-01 és a CC-124-es kultardk aszkorbattartalmat a kénmegvonas soran HPLC
méréssel hataroztuk meg (lasd 4.2.2.2. fejezet), hogy meggy6zddjiik arrdl, hogy az altalunk
hasznalt aszkorbatkezelés (10 mM) élettanilag relevans-e.

Mindkét torzs esetében a kénmegvonas hatasara erbteljesen megnovekedett az
aszkorbat bioszintézis: az aszkorbat koncentracioja kb. 100-szorosara emelkedett a kiindulasi
értekéhez képest (28. abra). A maximalis aszkorbatszint a CC-124 torzsnél a kénmegvonas
masodik napjan, mig az S-01 torzsnél a negyedik napon jelentkezett. Mindkét torzs esetében a
10 mM-os aszkorbatkezelés utan 8 draval mar kialakult a maximalis aszkorbatkoncentracio
(28. 4bra), ami nagyon hasonl6 volt a kontroll sejtekben mért maximalis aszkorbatértékhez. A
sejtszam és a sejttérfogat alapjan kiszamoltuk az aszkorbat sejten beliili koncentraciojat is;
ami a CC-124 sejtekben kb. 50 uM-rél 3 mM-ra, mig az S-01 torzsben kb. 20 uM-rél 1 mM-

ra emelkedett.
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28. abra. Kontroll és aszkorbattal (+Asc; 10 mM) kezelt S-01 és CC-124-es C. reinhardtii torzsek
aszkorbattartalmanak alakulasa a kénmegvonas soran. Az abran a kultara aszkorbattartalma a klorofilltartalomra
vonatkoztatva van feltiintetve. A feltiintetett értékek harom fiiggetlen mérés atlagabol késziiltek és szorasként az
SE van feltiintetve.
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5.3.4. Az aszkorbat hatasa a vizbonté komplexre

Az elozéekben megfigyeltiik, hogy a kiils6leg hozzaadott aszkorbat hatdsara az O,
mennyisége jelentésen csokkent a 1égtérben (27B abra), ami felveti annak a lehetdségét, hogy
az aszkorbat befolyasolja az O, termelést; ezért TL mérésekkel (lasd 4.2.2.8. fejezet)
megvizsgaltuk az aszkorbat OEC-re gyakorolt hatdsat a kénmegvonas soran. Mindkét torzs
esetén azt figyeltik meg, hogy a kénmegvonas elérehaladtdval a B sav, ami az OEC
aktivitdsarol nyuajt informacidt, fokozatosan eltolodott az alacsonyabb hémérséklet felé,
intenzitasa csokkent, majd teljesen eltiint (29A, C &bra). Az aszkorbatkezelés hatdsira a B sav
intenzitasa mindkét torzsben mar két ora utan kb. 70%-kal csokkent és a 8. 6rara mar szinte el
is tiint (29B, D abra). Ennek valoszintileg az a magyardzata, hogy aszkorbat redukalja az OEC
Mn-centrumat, ily moédon megsziintetve a vizbontd aktivitdshoz rendelt S, és S3 allapotokat,

¢és ezzel az O,-termelést is. Fontos megjegyezni, hogy a B sav eltlinése szorosan korrelal a
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29. abra. Kontroll (A, C) és aszkorbattal (+Asc; 10 mM; B, D) kezelt S-01 és CC-124-es C. reinhardtii torzsek
B termolumineszcencia savjanak intenzitdsa négynapos kénmegvonas soran. A gorbék o6t-hat fliggetlen mérés
atlagat mutatjak.
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maximalis aszkorbatszint elérésével mind az aszkorbatkezelt, mind a kontroll mintakban
(28. abra). Mindkét aszkorbattal kezelt torzs esetében a B sav csdkkenésével parhuzamosan
(Ducruet, 2013).

OJIP mérésekkel (lasd. 4.2.2.5. fejezet) is megvizsgaltuk az aszkorbat PSII-re
gyakorolt hatasat a kénmegvonas soran. Megfigyeltiik, hogy mindkét kontroll és aszkorbattal
kezelt torzsben a kénmegvonds eldrehaladtaval fokozatosan emelkedett az Fy érték (30. abra),
ami a CC-124-es torzsben volt az erételjesebb (30C abra), ami arra utal, hogy a PQ pool
erdteljesen redukalt, tehat mas forrasbal is, pl. a klororespiaciobol jonnek elektronok, amelyek
redukaljadk a PQ poolt és a primér kinon akceptort (Qa-t). Mindkét tozsnél az
aszkorbatkezelés utan kb. harom nappal erételjes F,, érték csokkenést (30B, D abra) is

megfigyeltiink, ami a PSII reakciocentrumok leépiilésére utal.
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30. abra. Kontroll (A, C) és aszkorbattal kezelt (+Asc; 10 mM; B, D) S-01 és CC-124-es C. reinhardtii térzsek
gyors klorofill-a fluoreszcencia indukcidja négynapos kénmegvonas soran. A gorbék harom fiiggetlen mérés
atlagat mutatjak.

A TL és OJIP mérések egyiitt (31. abra) azt mutattadk, hogy mindkét aszkorbattal
kezelt torzs esetében az OEC-aktivitast jelz6 B sav gyorsan, kb. 8 ora alatt lecsokkent. Mivel
az F./F, érték tovabbra is mérhetd volt (31B, D abra), valoszinii, hogy a PSII

reakciocentrumok bizonyos hanyada aktiv maradt még kb. 1-2 napig. Ez lehetévé teszi azt,
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hogy az aszkorbat mint alternativ donor elektronokat szolgaltasson a PSII szdméra és a
keményitébontasbol jovo elektronokkal egyiitt hozzajaruljon a Hj-termeléshez. Kezeletlen
S-01 torzsben a B sav valamivel elébb csokkent le, mint az F,/F,, ért¢ék (31A abra). A
CC-124-es kulturaban ez a két paraméter szinte egyszerre valtozott (31C abra), azonban
elképzelhetd, hogy ennek az az oka, hogy ebben a térzsben a klororespiracids aktivitas

erésebb és az F,/Fp, érték csokkenését valojaban az Fy érték emelkedése okozza.
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31. abra. Kontroll (A, C) és aszkorbattal (+Asc; 10 mM; B, D) kezelt S-01 és CC-124-es C. reinhardtii térzsek
B termolumineszcencia savjanak és F,/F,, értékének valtozasa szazalékosan kifejezve négynapos kénmegvonas
soran. A feltiintetett értékek harom fiiggetlen mérés atlagat mutatjak.

A két torzs Hp-termelésének és a szérumiivegben felhalmozddott O, mennyiségének
valtozasat GC mérésekkel (lasd 4.2.2.10. fejezet) kovettiik €s hasonlitottuk Ossze a
kénmegvonas soran (32. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a CC-124-es kultira mar a
kénmegvonas 2. napjan anaerobba valt (32C dbra). Az S-01 kultara csak napokkal kés6bb valt
teljesen anaerobba és akkor indult meg a H,-termelés is (32A abra). Az aszkorbat (10 mM)
hozzaadasa utan egy nappal mindkét torzs esetében drasztikusan lecsokkent az O,
mennyisége, s6t a 2. napra a kultardk teljesen anaerobba valtak (32B, D é4bra). Tehat a két
kiilonb6z6é torzs esetében az aszkorbat hatdsa hasonld volt, illetve a megtermelt H,
mennyisége is kozel azonos volt. Megvizsgaltuk azt is, hogy hogyan befolyasolja a kultira

H,-termelését az, ha a klorofilltartalmat noveljiik (30 pg klorofill ml™). Ilyenkor megvéltozik
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a kultura allapota, mivel jobban learnyékoljak egymast a sejtek és kevesebb lesz az egy sejtre

juto fotonok szama. Azt tapasztaltuk, hogy a kultira anaerobba valasanak idopontja és a Hj-

termelés folyamata nem valtozott, csak a megtermelt H, mennyisége ndvekedett meg

aranyosan a klorofilltartalommal (adatok nem keriilnek bemutatasra).
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32. abra. Kontroll (A, C) és aszkorbattal (+Asc;10 mM, B, D) kezelt S-01 és CC-124-es C. reinhardtii térzsek
H,-termelésének és az O, mennyiségének véltozasa hatnapos kénmegvonas alatt. Az értékek tizenharom-tizenot
figgetlen mérés atlagat mutatjak és szorasként az SE van feltiintetve.
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33. abra. Kénmegvonas soran a kontroll és aszkorbattal (+Asc; 10 mM) kezelt S-01 (A) és CC-124-es (B) C.
reinhardtii térzsek keményitOtartalmanak valtozasa. Aminogliikozidaz segitségével a minta keményit6tartalmat
gliikozza hidrolizaltattuk, és annak a mennyiségét (mmol-ban) tiintettiik fel az id6 fiiggvényében. Az értekek
héarom fiiggetlen mérés atlagat mutatjédk és szoérasként az SE van feltiintetve.
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5.3.5. Az S-01 és CC-124 Chlamydomonas reinhardtii torzsek keményitétartalmanak

alakulasa a kénmegvonas soran

A linearis elektrontranszportbol jovo elektronok mellett a keményitobontasbol
szarmazo6 elektronok is jelentdsen hozzajarulnak az elektrontranszportlanc redukci6jahoz,
ezaltal a H,-termeléshez (Volgusheva és mtsai., 2013). Ezért megvizsgaltuk a kénmegvont
sejtek keményitétartalmanak alakulasat (lasd 4.2.2.3. fejezet) a Hp-termelés folyamata alatt.
Ismert, hogy a kénmegvonast kdvetd elsé par ordban erdteljesen megnovekedik a sejtek
keményitdtartalma (Melis €s mtsai., 2000, Fouchard és mtsai., 2005, Chochois és mtsai.,
2009), ami az altalunk vizsgalt két torzs esetében is megfigyelhetd (33. dbra). Az aszkorbattal
kezelt kultirdkban ez az érték valamivel (15%-kal) alacsonyabb volt, ami abbdl adddhat,
hogy az OEC aktivitds mar a kezelést kovetd 8 oraban jelentds mértékben lecsokkent (29.
abra). A CC-124 torzsben a kénmegvonds masodik napjan erdteljes keményitStartalom-
csokkenést figyeltiink meg, ami hatékony felhasznalasra utal. Ez magyarazhat6 azzal, hogy
ebben a torzsben a 1€gzés igen hatékony (Zhang és mtsai., 2002, Chochois és mtsai., 2009),
ami gyors keményitd-felhasznalassal jar. A kénmegvonas eldrehaladtaval, amikor a kultara
mar teljesen anaerobbd valt, lecsokkent a keményité-felhasznalas hatékonysaga is. Ezzel
szemben az S-01 torzsnél a kénmegvonas elsé négy napjan lassu keményit6-felhasznalast
figyeltiink meg, ami késébb a kénmegvonas eldrehaladtaval fokozodott. Ez az erdteljesebb
keményité-fogyas a negyedik-6todik napra tehetd és egybeesik a Hp-termelés beindulasaval.
Az aszkorbattal kezelt S-01 kultira esetében a kénmegvonds harmadik napjatol valt
hatékonyabba a keményitd felhasznalas.

Irodalmi adatokbol ismert, hogy ha a kénmegvonas kezdetekor DCMU-t adunk a kultirdhoz,
nem termelddik H,, ami egyrészt a blokkolt linedris elektrontranszportnak, masrészt a
keményitd-felhalmozodas gatlasanak tulajdonithatd (Fouchard és mtsai., 2005). A linearis
elektrontranszport €s a keményitdbontds hozzajarulasait a H,-termeléshez oly modon
vizsgaltuk meg, hogy a DCMU-t a keményitd felhalmozas megtorténte és a H»-termelés
beinduldsa utdn, tehat a kénmegvonds masodik napjan adtuk a kultardhoz. Az S-01 torzs
esetében azt figyeltik meg, hogy a DCMU hatasara megsziint O,-termelés miatt a
hidrogenazra hat6 gatlas eltiint és megemelkedett a Hp-termelés (34A abra). Ilyenkor a Ho-
termeléshez sziikséges elektronok csak a keményitObontasbol szairmaznak. Ezt alatamasztja az
is, hogy a kénmegvonas masodik napjan torténé DCMU adasa utan a keményit6felhasznalas
fokozodott a kontroll képest (33A és 35A abra). A CC-124-es torzs esetében a kénmegvonas
masodik napjan adott DCMU a felére csokkentette a Ho-termelést (34C dbra), ami azt jelenti,

hogy a kénmegvonds harmadik napjan is még az elektronok jelentds része a PSII feldl érkezik
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a hidrogenazhoz. A DCMU hozzdadas utdn a CC-124 torzs esetében is valamennyivel
fokozodott a keményitéfelhasznalds a kontrollhoz képest (35B és 33B abra). Mindkét
aszkorbat-kezelt kulturdban a kénmegvonds masodik napjan adott DCMU csokkentette a Hs-

termelést (34B, D abra). Ez mutatja, hogy az elektronok kb. 1/3 a PSII feldl érkezett a
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34. abra. A kénmegvonas masodik napjan DCMU-val (20 uM) kezelt kontroll és aszkorbat-kezelt (+Asc; 10
mM) S-01 és CC-124-es C. reinhardtii kulturak Hp-termelése a kénmegvonas harmadik és negyedik napjan. A
kontroll (S-01, S-01+Asc, CC-124, CC-124+Asc) értékek tizenharom-tizenot, a DCMU-val kezelt mintak
esetében bemutatottak harom-6t fliggetlen mérés atlagat mutatjak és szorasként az SE van feltiintetve. A *,***
jelolt DCMU kezelt mintak szignifikans kiilonbséget mutatnak a sajat kezeletlen kontrolljukhoz képest p<0,05 és
p<0,001 értékek mellett.
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35. abra. A kénmegvonassal egyidében (0. nap) és a kénmegvonas masodik napjan DCMU-val (20 uM) kezelt
S-01 (A) és CC-124 (B) C. reinhardtii torzsek keményitStartalmanak valtozasa a hidrogéntermelés folyamata
soran. Az értékek harom fiiggetlen mérés atlagat mutatjak és szorasként az SE van feltiintetve.
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hidrogenazhoz, viszont ilyenkor mar nem figyelhetd meg OEC aktivitas (31B és D abra) az
aszkorbat kezelt mintdkban. Ez bizonyitja, hogy az aszkorbat alternativ PSII elektrondonorkét

viselkedik a H,-termelés folyaman.

5.3.6. Az S-01 és CC-124 Chlamydomonas reinhardtii torzsek in vitro hidrogenaz

aktivitasa

In vitro is megvizsgaltuk a hidrogenaz enzim aktivitasat (lasd 4.2.2.11. fejezet). Ehhez
két napig kénmegvonas alatt tartott kultarat hasznaltunk fel, mert eddigre a kontroll S-01
kivételével minden kultira anaerobba valt (32. abra). Megfigyeltiik, hogy a CC-124-es torzs
majdnem 10-szer nagyobb hidrogenaz-aktivitassal rendelkezett, mint az S-01 torzs (36. abra).
Lathat6 az is, hogy az aszkorbattal kezelt kulturdban a hidrogenaz ugyanolyan aktivitdst
mutatott, mint a kontroll. Illetve, ha az aszkorbatot kozvetleniill a mérés elott a
reakcioelegyhez tettiik, az sem befolyasolta a hidrogenaz aktivitast (az adatok nem keriilnek
bemutatasra). Megvizsgaltuk a négy napig kénmegvonas alatt tartott S-01 kulttira hidrogenaz
aktivitasat is, ilyenkor mar ez a kultura is teljesen anaeroba valik, de nem figyeltiink meg

eltérést a kettd €s négy napos kénmegvont kultira hidrogenaz aktivitasaban (az adatok nem

kertilnek bemutatasra).
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36. abra. Két napos kénmegvont kontroll és aszkorbat-kezelt (+Asc; 10 mM) S-01 és CC-124-es C. reinhardtii
kultarak in vitro hidrogéntermelése. Az értékek harom fliiggetlen mérés atlagat mutatjak és szorasként az SE van
feltlintetve.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. Az aszkorbat a PSII alternativ elektrondonora

Kisérleteinkkel sikeriilt bebizonyitanunk, hogy az aszkorbat a PSII alternativ
elektrondonora. A gyors fluoreszcencia gorbe K 1épésének regeneracidja jellemzi a PSII felé
érkez0 elektronatadas sebességét (Toth és mtsai., 2007a). Megallapitottuk, hogy a hokezelt
levelekben a K 1épés regeneracioja fiigg az aszkorbattartalomtol: vadtipusu 4. thaliana
novényekben az elektronatadas félideje (ti») kb. 25 ms, mig aszkorbat-hidanyos mutansokban
ez kb. 55 ms volt (10B abra).

A PSI-hez tartd aszkorbat-fliggd elektrontranszport DCMU-érzékenysége is azt jelzi,
hogy az aszkorbat a PSII elektrondonora (11. abra). A leveken ¢és tilakoidmembran-
szuszpenzion végzett TL mérésekbdl kideriilt, hogy az aszkorbat kdzvetve vagy kozvetleniil a
Tyrz -hez juttatja az elektronokat (12. abra).

Az aszkorbat a kloroplasztiszban 25-50 mM-os (Eskling és Akerlund, 1998; Smirnoff,
2000), a tilakoidmembran lumenében feltételezhetéen kb. 4 mM-os (Foyer és Lelandais,
1996) koncentracioban van jelen. Mano €s mtsai. (1997) in vitro méréssel meghataroztak,
hogy az aszkorbat-fiiggé elektronaramlas altal kb. 40 pmol NADPH (mg Chl)' h
redukalodik 10 mM aszkorbat jelenlétében, ami kb. a fele annak az elektrontranszport
sebességnek, amit aktiv OEC-vel rendelkez6 tilakoidmembran-szuszpenzion mértek.

Mano ¢és mtsai. (1997) in vitro munkdjabol az is kideriilt, hogy az aszkorbat
elektronokat tud szolgaltatni a PSI szdmara is abban az esetben, ha a PSII fel6li
elektrontranszport DCMU-val blokkolt ¢és az aszkorbat koncentracid viszonylag magas
(50 mM). Ivanov és mtsai. (2001) a kukorica (Zea mays) mezofill és hiivelyparenchima
sejtjeinek tilakoidmembranjan végzett kisérleteikb6l megallapitottak, hogy az aszkorbat
hozzajarul a PSI koriili ciklikus elektrontranszporthoz. Méréseink alapjan azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy fizioldgias koriilmények kozott, 4. thaliana levelekben nem figyelhetd meg
kozvetlen elektronatadas az aszkorbat és a PSI kozott (11. abra).

Elképzelhetd, hogy az aszkorbat mellett mas molekula is szolgalhat alternativ
elektrondonorként. Ilyen lehet esetleg a glutation, de a hidrogén-peroxid is képes elektronokat
szolgaltatni a PSII szamara, de csak extrém magas (mM-os) koncentracid esetén (Pan és
Izawa, 1979). Alternativ elektrondonorként tud szolgalni a PSII szamara a cisztein is (Katoh
és San Pietro, 1967), azonban a lumen szabad ciszteintartalma nagyon kicsi. De Ronde és
mtsai. (2004) felvetették, hogy a prolin is képes elektronokat szolgaltatni a PSII-nek.

Az aszkorbatnak a PSII-hoz valod affinitdsa fajonként eltérd lehet és mivel az

alkalmazott hokezelés kiilonb6z6 szerkezeti valtozasokat idézhet elé a PSII donor oldalan (pl.
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levalnak a kiilsd proteinek €s szabaddd valnak a Mn-, Cl- és Ca-ionok), az aszkorbat
hozzaférése a PSII-hoz eltérd lehet a kiilonb6z6 hokezelések utan. Tovabba az alternativ
elektronatadas sebessége nagymértékben fiigg a ndvények aszkorbattartalmatol, ami viszont
igen valtozo, a mennyiségét befolyasolhatja pl. a nevelési fény intenzitasa (Grace és Logan,
1996; Eskling és Akerlund, 1998), a cirkadian ciklus (Kiyota és mtsai., 2006), a novények
kora (Toth és mtsai., 2009) és a stresszkdriilmények (Castillo és Greppin, 1988; Horemans és
mtsai., 2000).

A természetben ritkan fordul el6 olyan magas hémérsékletii héstressz (48-50 °C),
amelyet mi alkalmaztunk annak érdekében, hogy az OEC-t teljesen inaktivaljuk. Ezen
hékezeléssel az volt a célunk, hogy megvizsgaljuk, hogy az aszkorbat képes-e PSII
elektrondonorként viselkedni, ¢és meghatarozzuk az elektronatadas félidejét. Az
oxigénfejlodés részleges inaktivacidjat viszont gyakran okozza hdstressz. Havaux (1993)
leirta, hogy a paradicsom (Solanum tuberosum) névényben az OEC inaktivacidja viszonylag
alacsony hémérsékleten megtorténik, mar 39 °C-on az OEC-k 50%-a inaktivalodik, viszont a
PSII reakcidcentrumok 50%-anak inaktivacidjdhoz sokkal magasabb hdmérséklet sziikséges.
Azon kisérleteinkben is megfigyelhetd volt az aszkorbat-fiiggd elektrontranszport, ahol a
leveleket enyhe hokezelésnek (13. abra) vetettiik ala és az OEC aktivitasa kb. a felére
csokken. Ezen eredmények bizonyitjak, hogy az aszkorbat fiziologias koriilmények kozott is a

PSII alternativ elektrondonora.

6.2. Az aszkorbat PSII alternativ elektrondonorként betoltott élettani szerepe

Mano ¢és mtsai. (1997) korabbi in vitro kisérletekben tanulmanyoztak az alternativ
elektrondonorok fiziologiai jelentdségét, és felvetették, hogy ezek megvédhetik a PSII
reakciocentrumot a fotooxidacioval szemben. A védelem foka és hatékonysaga tobb
tényezotol fiigghet, pl. a karosodas mértékétdl, az aszkorbat koncentracidjatol, a helyreallas
hatékonysagatol, a fényintenzitastol, stb.

Kisérleteinkben a hovel inaktivalt OEC-vel rendelkez6 vadtipusu, vic2-3 és miox4 A.
thaliana leveleket SSTF-el torténd fénykezelésnek tettik ki. Megfigyeltik, hogy a
reakcidcentrumok tobb tizezer fényimpulzust is kibirnak karosodas nélkiil — amennyiben az
aszkorbattol érkezé elektronok altal a Tyr;" teljesen re-redukalddni tud (17. 4bra).

Ha a két SSTF kozotti sotét szakasz nem elég hosszl (a vadtipus és a vic2-3 mutans
esetében kevesebb, mint 100 és 200 ms) akkor a K Iépés nem tud teljes mértékben

regeneralodni, igy a fényimpulzusok hatasara a K cstics amplitidéja fokozatosan csdkken
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(17. abra). Ez a csokkenés nagymértékben irreverzibilis, néhany perc alatt bekdvetkezhet, és
fiigg a levelek aszkorbattartalmatol (17C abra).

Folyamatos megvilagitds (300 umol m™ s fotonaram-siiriiség) mellett a K cstcs
amplitidoja erdteljesen lecsokken, a vadtipusban és vic2-3 mutansban 1,2 €s 2,8 min, mig
miox4 levelekben 4,1 perces félidovel (18B abra). A varidbilis fluoreszcencia DCMU
jelenlétében 1 6ra megvilagitas utan is jelentésen magasabb, mint DCMU hidnyéaban (18A és
C abra), ami arra utal, hogy a PSII reakciécentrumokon belil még mikodik a
toltésszétvalasztas, habar a megvilagitas alatt a fluoreszcencia indukcié kinetikaja
fokozatosan lassult. A K 1épés intenzitdsanak csokkenését és a fluoreszcencia indukcid
kinetikajanak lassulasat (18A abra) valosziniileg az okozza, hogy a Tyr; és a Pego' kozotti
elektronatadas lelassul; hasonld kovetkeztetésre jutott Callahan ¢és Cheniae (1985)
hidroxilaminnal kezelt levelek esetében és ezt mutatjak Blubaugh és mtsai. (1991) korabban
végzett elektron paramagneses rezonancia (EPR) vizsgalatai is. A K 1épés eltiinése, és a
DCMU jelenlétében mért viszonylag magas Fy, érték (18D abra) azt mutatjak, hogy a Tyrz és
a Pgso kozotti kb. 100 ns-os sebességgel torténd elektronatadds hokezelt leveleknél
fénykezelés hatasara néhany szaz ps-ra lassul le, igy hasonld lesz a Qa és a Qp kozotti
elektronatadas sebességéhez.

Ismert, hogy hokezelés hatasara a Qa és a Qp kozotti elektrontranszport is lelassulhat
(Ducruet és Lemoine, 1985). Az OEC sokkal érzékenyebb a magas homérsékletre, mint a
PSII akceptor oldala, a Qa-tol a Qg felé torténd elektronatadas 42 °C alatti hdmérsékleten nem
karosodik (Pospisil és Tyystjarvi, 1999), igy nem alakul ki az akceptor-oldali fotoinhibicio.
Adataink is azt mutatjak, hogy hdkezelt (40 °C, 15 min) levelekben DCMU jelenlétében
sokkal magasabb az Fp, érték, mint anélkiil, ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a PSII donor-
oldala sériilt — igy a donor-oldal a limitald tényez6. A hostresszt kovetd megvilagitas hatasara
Peso’ és Tyrz+ halmozodik fel, amelyek oxidalo hatisa miatt a PSII karosodik. A
reakciocentrumok karosodasa sokkal er0sebb a vtc2-3 mutdnsban, mint a vadtipusban (18D
abra). Ha az aszkorbat-hianyos leveleket aszkorbat oldatban inkubaljuk, a hokezelt levelekben
a fénykezelés hatasara a PSII reakcidcentrumok inaktivalodasa lassabban kovetkezik be, mint
a vtc2-3 kontroll levelekben. Emellett DPC-kezelést is végeztiink, amely egy szabadgyok-
kioltd hatassal nem rendelkez6 mesterséges PSII alternativ donor, és ebben az esetben is
lassabb PSII inaktivacio volt megfigyelhetd (19B éabra), ami bizonyitja, hogy az alternativ
elektrondonorok kozremiikodnek a PSII reakcidcentrumok fotoprotekcidjaban (Toth és mtsai.,
2011).

A western blot eredményeink mutatjadk, hogy a hokezelt levelekben a fénykezelés

hatésara nem csak a D1 fehérje, hanem parhuzamosan a CP43 ¢és a PsbO fehérjék mennyisége
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is csokken (22. abra), ellentétben az akceptor-oldal altal indukalt fotoinhibicioval, ahol a
fehérjék degradacioja csak a D1 proteinre korlatozodik (Schuster és mtsai., 1988; van Wijk és
mtsai., 1994). A természetben a hostressz altalaban egyiitt jar a magas fényintenzitassal, igy
magas hémérsékleten a PSII reakciocentrumok fotoinaktivacidja nagy valdsziniiséggel
bekovetkezik. Megfigyeltiik, hogy az OEC részleges (38 °C, 15 min; 21. &bra) inaktivacioja
esetén is bekovetkezik a fotoinhibicio és mérsékelt hokezelés (36 °C, 1 min) esetén sem
figyelhetd meg a PSII reakciocentrumok aktivitasanak helyredllasa az els6 egy oraban. Ez azt
mutatja, hogy ezek a folyamatok élettanilag elfogadhaté hoékezelés esetén is hasonlo
mechanizmussal jatszodnak le a levelekben, mint a teljesen inaktivalt OEC esetén.

A fotoinhibiciét kovetéen a PSII reakcidcentrumok aktivitdsanak helyreallasat
vizsgalva jelentds kiilonbséget figyeltiink meg az aszkorbat-hianyos, vadtipusu €s aszkorbat-
taltermeld A. thaliana ndvények kozott (23. abra). Ennek oka valdsziniileg az aszkorbat
alternativ elektrondonorként betoltott szerepe mellett a szabadgyok-semlegesitd hatasanak is
koszonhetd, ugyanis fotoinhibicios koriilmények kozott szabadgyokok termelddnek (hidroxil
gyokok és szuperoxid gyokok), amelyek nem csak a reakcidocentrumokat karositjak, hanem a
tilakoidmembran mas komponenseire is veszélyt jelenthetnek, s6t a helyreallasi folyamatot is
befolyasolhatjak (Nishiyama és mtsai., 2006). Emellett az is elképzelhetd, hogy az aszkorbat
alternativ. donorként funkciondl a PSII biogenezise soran, ugyanis ismert, hogy a
reakciocentrumok felépiilése az elsé 1épés, majd ezt koveti a kiils6 OEC fehérjék
reakciocentrumokhoz torténd kapcsolodasa (Rokka €s mtsai., 2005).

Bebizonyitottuk, hogy hokezelt levelekben nevelési fényintenzitdson az aszkorbat,
mint elektrondonor védi a PSII-t illetve lassitja a fotoinhibici6 folyamatat, ezaltal a PSII
inaktivaciojat. Vizsgalataink alapjan sikeriilt azt is bebizonyitanunk, hogy az aszkorbat, mint
a PSII alternativ elektrondonora, lassitja a PSII reakcidocentrumok karosodasat fotoinhibicios
koriilmények kozott, ha az OEC inaktiv.

Az aszkorbat transzportja a kloroplasztisz kiils6 membrénjan keresztiil viszonylag
gyors és a koncentracidé gyorsan kiegyenlitddik (Foyer és Lelandais, 1996); és valdsziniileg
hasonloan gyors a kloroplasztisz és a tilakoidmembran kozotti aszkorbattranszport is (Mano
és mtsai., 2004). Az oxidalt formaban 1évo aszkorbat elsésorban a Halliwell-Asada ciklusban

tud redukalédni, de valoészinlileg mas folyamatok is hozzajarulnak az aszkorbat

crer
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6.3. Az aszkorbat Chlamydomas reinhardtii hidrogéntermelésére gyakorolt hatasa

A fotobiologiai Hp-termelés korunk egyik legigéretesebb megtjuld energiaforrasa. A
C. reinhardtii zoldalga a PSI akceptor oldalan talalhaté hidrogenaz enzim segitségével H,-
termelésre képes, abban az esetben, ha az elektrontranszport-lanc redukalt és a redukalo erd
nem hasznalddik fel a CO, asszimilacidjdhoz. A C. reinhardtii Fe-Fe tipust hidrogenaza
nagyon érzékeny az O,-re, ami jelentOsen csokkenti a H-termelés hatékonysagat. Ennek
kikiiszobolésére vezették be a kénmegvonds modszerét (Melis €s mtsai., 2001), melynek
kovetkeztében az O,-termelésért felelos PSII reakcidocentrumok fokozatosan inaktivalédnak, a
gatld hatas megszinik és beindul a Hj-termelés. Eltéré PSII aktivitassal rendelkezd DI
C. reinhardtii mutansok H,-termelésének vizsgalatakor megfigyelték, hogy a kisebb PSII
aktivitas hatasara az anaerobicitads gyorsabban kialakult, de kevesebb keményitd tudott
felhalmozodni, igy kevesebb H, is termelddott (Makarova és mtsai., 2007). Tehat a PSII
aktivitas nélkiilozhetetlen a Hj-termelés korai szakaszaban (Ghirardi és mtsai., 2000,
Volgusheva és mtsai., 2013).

Megallapitottuk, hogy a ndvényekhez hasonldan a C. reinhardtii sejtekben is, hével
inaktivalt OEC jelenlétében az aszkorbat a PSII elektrondonoraként linearis
elektrontranszportot tart fenn (24. és 25. abra). Ebbdl kiindulva a lehetséges biotechnoldgiai
alkalmazhatosagot abban lattuk, hogy az aszkorbat elektronokat szolgaltat a PSII-n keresztiil a
hidrogenaz felé, de — a vizbontassal ellentétben — O, nem képzddik.

Az aszkorbat alternativ elektrondonor szerepét kénmegvonas alatt tartott kulturaban is
megfigyeltiik (25C dbra). Emellett a gazkromatografias méréseinkbdl kideriilt, hogy az S-01
C. reinhardtii torzsben a kiilséleg hozzdadott 10 mM aszkorbat eldsegitette a kultira
anaerobba valasat és kétszeresére novelte a Hy-termelést (26. abra).

Az S-01 térzs mellett tovabbi hat masik, a Ho-termelés tanulmanyozasaban korabban
felhasznalt torzset is megvizsgaltunk. Megfigyeltiilk, hogy koziilik egyesekben ugyantigy,
mint az S-01 torzsben, a kiilsdleg hozzaadott aszkorbat novelte, mig mas torzsekben (pl.
CC-124 esetén) az aszkorbat kezelés csokkentette a H,-termelést (27A abra), de a kultarak
légterében mért O, mennyisége minden aszkorbattal kezelt torzsben csdokkent (27B abra), ami
azt jelzi, hogy az aszkorbat hatassal van az O,-termelésre.

Normal koriilmények kozott a C. reinhardtii aszkorbattartalma igen kicsi: ezek az alga
sejtek kb. 100-szor kevesebb aszkorbatot tartalmaznak, mint a névényi sejtek (Gest és mtsai.,
2013). Oxidativ stressz hatasara azonban az aszkorbat mennyisége megndvekedhet (Urzica és
mtsai., 2012). Megfigyeltiik, hogy mindkét térzsben a kénmegvonas hatasara a sejten beliili

aszkorbat-koncentracié jelentdsen megnott (28. abra), illetve a 10 mM kiils6leg hozzaadott
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aszkorbat jelentésen meggyorsitotta a maximalis aszkorbat-koncentracio kialakulasat, amely
nagyon hasonld volt a kezeletlen kulturakban mért maximalis értékhez. Ebbol kovetkezik,
hogy az altalunk kiilsdleg hozzdadott 10 mM aszkorbat élettanilag relevans, hasonlo
aszkorbatszint alakul ki a kénmegvonds hatasara is.

Mindkét kezeletlen kénmegvont toérzsben a B termolumineszcencia sédv fokozatosan
lecsokkent és kozben eltolodott az alacsonyabb hémérséklet felé (29A és C abra), ami az S
allapotok elektrokémiai potencidljanak megvaltozasara utal (Maslenkova €és mtsai., 1999).
Azonban aszkorbatkezelés hatasara mindkét torzsben a B sav gyorsan eltiint (29B és D abra),
ezzel parhuzamosan megjelent a C sav, ami azt mutatja, hogy a Tyrp oxidalt allapotban van
(Fufezan és mtsai., 2007). Ez akkor kovetkezik be, ha az OEC inaktiv. Minden esetben a
Bsav eltlinése egybeesik a maximalis aszkorbatszint megjelenésével, ami alapjan
elképzelhetd, hogy az aszkorbat sziikséges a kultira anaerobba valasahoz. Magasabb rendl
novényekben az aszkorbat akkor tud hozzaférni a Mn-centrumhoz ¢és azt redukalni, ha az
OEC kiils6 fehérjéit el6zoleg kémiailag eltavolitottak (Tamura és mtsai., 1990). Elképzelheto,
hogy C. reinhardtii-ban az OEC szerkezete némileg kiilonbozik a magasabb rendi
novényekétol, ami lehetdvé teszi az aszkorbat hozzaférését a Mn-komplexhez, azonban a
mechanizmus pontos feltarasa még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az O-termelésen kiviil a keményitdfelhalmozodasnak és a respiracionak is nagyon
fontos szerepe van a H,-termelésben (Volgusheva és mtsai., 2013, Torzillo és mtsai., 2014). A
keményitéfelhalmozodas hasonld az S-01 és a CC-124 tdrzs esetében (33. dbra), azonban az
S-01 torzsben a keményit6felhasznalas joval kevésbé hatékony, mint a CC-124-ben (33.
abra). Ez lehet az oka annak, hogy még a kénmegvonas negyedik napjan is mérhetd volt az O,
jelenléte (32A é4bra), ami részben gatolhatta a H,-termelést. Az S-01 torzsben a kénmegvonas
elorehaladtaval, a PSII aktivitisanak megsziinésével beindult a H,-termelés. Amikor a
kénmegvonas masodik napjan tortén6 DCMU-kezeléssel (34A abra) gatoltuk a PSII feldl
érkez0 elektrontranszportot, megemelkedett a termelt H, mennyisége, ami azt jelzi, hogy az
S-01 toérzsben a respiracio alacsony hatékonysaga miatt a H,-termelés csak igen alacsony PSII
aktivitds mellett indulhat meg. Végsd soron az S-01 torzs alacsony hatékonysagu H,-
termelésének az oka a gyenge respiracio/keményitéfelhasznalas.

Ezzel szemben a CC-124 torzsben hatékonyabb respiracio figyelhetd meg. Ezt
alatamasztja egyrészt az, hogy aktiv vizbontas mellett is a kénmegvonas masodik napjan a
kultira anaerobba valt (32C ébra), illetve ezen torzs hatékonyabb keményitGbontas volt
megfigyelhetd (33B 4bra). fgy a vizbontasbél jov6 elektronok a keményitdbontasbol
szarmazo elektronokkal egyiitt hatékony Hs-termelést tesznek lehetdvé. A kénmegvonds

masodik napjan torténd DCMU-kezelés hatasara 50%-kal csokken a torzs H,-termelése (34C
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abra), ami azt mutatja, hogy a kénmegvonas harmadik napjan is az elektronok nagy része még
PSII feldl érkezik. Emellett az in vitro méréseinkbdl kidertilt, hogy a CC-124 torzs hidrogenaz
aktivitasa 10-szer nagyobb, mint az S-01 torzsé.

Aszkorbatkezelés hatasdra az anaerobicitas kialakuldsa és a megtermelt H,
mennyisége kozel azonos volt a CC-124 és az S-01 térzsben (32B, D é4bra), ami a CC-124-
ben az aszkorbatkezelés nélkiili mintakhoz képest csokkenést (32C és D abra), mig az S-01
torzsben jelent6s emelkedést jelent (32A és B abra). Az aszkorbat ezen hatdsa az OEC
aktivitasara gyakorolt hatasabol ered. Mindkét torzsben a hozzaadott aszkorbat hatasara az
OEC aktivitasa gyorsan lecsokkent. Ez az S-01 torzsben serkentést okozott a H,-termelésben
az O,-gatlas feloldasa miatt, mig a CC-124 torzs H,-termelését jelentdsen csokkentette, mivel
ezen torzs esetében a respiracioban felhasznalddik a PSII altal termelt O,, és az OEC géatlasa
jelentdsen csokkenti a linearis elektrontranszportot, ezaltal a megtermelt H, mennyiségét.

Meéréseinkbdl az is kideriilt, hogy a kénmegvonas, és az azt kiséré oxidativ stressz
(Toepel és mtsai., 2013) hatasara az aszkorbat koncentracidja nagyon jelentdsen, kb. 100-
szorosara n® mindkét torzsben (28 &bra). Jelentds és gyorsan bekovetkezd aszkorbat-
bioszintézis emelkedést masok is mértek oxidativ stressz esetén (Urzica és mtsai., 2012), de
annak mértéke az altalunk mérthez képest joval alacsonyabb volt. Fontos megjegyezni, hogy a
maximalis aszkorbat-szint kb. azonos volt a 10 mM-os aszkorbatkezelés és a kezeletlen
mintdk esetében, a kiilonbséget az jelentette, hogy a hozzaadott aszkorbat esetében a
maximalis szint mar a 8. draban kialakult, mig a kezeletlen mintakban ez a 2. (CC-124) vagy
a 4. (S-01) napon tortént meg. A maximalis aszkorbat koncentraci6é a sejteken beliil 3 és
1 mM volt. Novények esetében korabban megfigyelték, hogy aszkorbatkezelés hatasara
jelentésen megemelkedett az aszkorbat-bioszintézis (Colville és Smirnoff, 2008), ezért
elképzelhetd, hogy C. reinhardtii torzsekben is hasonlé jelenséggel allunk szemben, ami
megmagyaraznd, hogy miért ériink el hasonlo aszkorbat-szinteket aszkorbat hozzaadasaval és
anélkiil.

Az aszkorbattal kezelt mintdkban egyértelmiien kimutattuk, hogy az aszkorbat gatolja
az OEC aktivitasat, valdszintileg a Mn-centrum redukcioja révén. Mivel a kénmegvonas soran
aszkorbatkezelés nélkiil is hasonld koncentraciot mértiink, igy elképzelhetd, hogy az
aszkorbatnak jelent6s szerepe van az anaerobidzis kialakitasban. Ezt tamasztja ald az a
megfigyelés is, hogy a maximalis aszkorbatszint kialakulasa egybeesik az OEC aktivitas
jelentds csokkenésével mindkét torzs esetében. Novényeken végzett vizsgalataink (5.2.
fejezet) és korabbi irodalmi eredmények alapjan tudjuk, hogy az OEC aktivitdsanak jelentds
csokkenése donor-oldal altal indukalt fotoinhibicidt okoz, amely végsd soron a fotoszintetikus

apparatus leépiiléséhez vezet. Eredményeink tehat felvetik annak a lehet6ségét, hogy az
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altalanosan elfogadott vélekedés, amely szerint a kénhiany hatasara a D1 turnovere gatolt és
ez vezet a fotoszintézis csdkkenéséhez (Melis és Happe, 2001), modositasra szorul. E
mechanizmus ellen sz6l az az érv is, hogy a kénmegvonas kezdete utdn mar néhany oraval
nagyon jelentds génexpresszios valtozasok figyelhetok meg (Zhang és mtsai., 2004; Toepel és
mtsai.,, 2013) a sejtosztédas ledll, megindul a keményitd bioszintézise (Zhang €s mtsai.,
2002), azonban ennyi id6 alatt még a D1 fehérje nem degradalodhat jelent6sen, és
valoszintileg jelentds kénhiany sem jelentkezik a sejten beliil.

Tehat eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy az aszkorbatnak fontos szabalyoz6 szerepe
van a fotobiologiai H-termelésben, amely legalabb részben az OEC-re gyakorolt hatdsan
keresztlil nyilvanul meg. Ez a jelenség egy 0j lehetdséget kindlhat a PSII aktivitdsanak

szabalyozasaban, ezaltal a C. reinhardtii Hp-termelésének hatékonyabba tételében.

A B

S-01 CC-124
H, H,
H, H H, H,
Keményitébontas /I\ KeményitGbontas /]\
e Hidrogenaz . Hidrogenaz

ps Citb,f PSI
C D
S-01+Asc CC-124+Asc
H, - H,
H, H, H,
Keményitobontas 1\ Keményitébontas 1\

& Hidrogenaz e Hidrogenaz

Inaktiv OEC

Inaktiv OEC
PSII Citbf PSI PSII Citb,f PSI

37. abra. Kénmegvonas soran a kontroll (A, B) és az aszkorbattal (+10 mM Asc; C, D) kezelt S-01 és CC-124
C. reinhardtii torzsek hidrogéntermelésének sematikus abrazolasa. Az S-01 torzs (A) alacsony H,-termelésének
az oka a gyenge respirdcio/keményitdfelhasznalas, igy a jelenlévé O, részben gatolja a hidrogenaz miikddését. A
CC-124 torzsnél (B) hatékonyabb respiracido/keményitdfelhasznalds figyelheté meg. A vizbontasbol jovo
elektronok a keményitébontasbol szarmazo elektronokkal egyiitt hatékony H,-termelést valdsitanak meg, illetve
ezen torzs majdnem 10-szer nagyobb hidrogendz-aktivitdssal rendelkezik. Mindkét tdrzsben a hozziadott
aszkorbat (C, D) hatasara az OEC aktivitasa gyorsan lecsokken. Ez az S-01 torzsben serkentést okoz a H,-
termelésben egyrészt az O,-gatlas feloldasa miatt, masrészt az aszkorbat elektronokat szolgaltatva a PSII-nek,
fenntartja a linearis elektrontranszportot és a keményitdbontasbol jovo elektronokkal egyiitt hozzajarul a H,-
termeléshez. A CC-124 torzs esetében aszkorbatkezelés (D) egy kevésbé hatékony H,-termelést eredményez,
ami abbol ered, hogy az aszkorbat kevésbé hatékony elektrondonor, mint a viz, igy az OEC gatlasa jelentdsen
csOkkenti a linearis elektrontranszportot, ezaltal a megtermelt H, mennyiségét.
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7. KOVETKEZTETESEK

Az alternativ elektrondonor azonositdsa érdekében végzett kisérleteink alapjan

megallapitottuk, hogy:

Ha az OEC inaktiv, az aszkorbat a PSII elektrondonoraként viselkedik magasabb
rendil névényekben és C. reinhardtii sejtekben is, in vivo koriilmények kdzott.
Az aszkorbattol az elektronok a PSII-hoz a Tyr, ™ kozvetitésével jutnak el.

Enyhe hékezelés esetén is az aszkorbat a PSII alternativ elektrondonora.

A PSII alternativ elektrondonoraként miikodé aszkorbat élettani jelentdségét

tisztazando kisérleteink arra az eredményre vezettek, hogy:

Az aszkorbat PSII donorként mérsékelten véd a donor-oldal 4altal indukalt

fotoinhibicidval szemben.

Megallapitottuk, hogy az aszkorbat kdzponti szerepet tolthet be a C. reinhardtii H,-

termelésének a szabalyozasaban, mivel:

C. reinhardtii sejtekben a kénmegvonas hatasra jelentésen megnodvekszik a sejtek
aszkorbattartalma, valamint 10 mM aszkorbat hozzaadasa a kontroll kultGrahoz
hasonl6 sejten beliili koncentracié kialakulasahoz vezet.

Az aszkorbat elOsegiti a kultara anaerobba valasat azaltal, hogy redukalja az OEC Mn-
centrumat; emellett az aszkorbat a PSII alternativ elektrondonoraként is viselkedik.
Aszkorbat hozzaadasa nélkiil az S-01-es kultara csak a kénmegvonas negyedik napjan,
mig a CC-124-es kultira mar a kénmegvonas masodik napjan anaerobba valik és egy
erdteljesebb Hy-termelés kovetkezik be.

A két, a fotobiologiai H,-termelés szempontjabol eltéréen viselkedd torzs kozotti
kiilonbség az eltérd hatékonysagu respiracionak és hidrogenaz-aktivitasnak tudhato be.
S-01 torzsben az aszkorbat stimuldlja a Hj-termelést azéltal, hogy megsziinteti az
OEC-aktivitast és PSII alternativ elektrondonorként a keményitdbontasbol jovo
elektronokkal egyiitt hozzajarul a H,-termeléshez.

CC-124 kulturaban az aszkorbatkezelés hatasara csokken a termelddott Ho,

mennyisége, mivel az aszkorbat kevésbé hatékony PSII donor, mint a vizbontas.
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9. OSSZEFOGLALAS

A novények ¢és cianobaktériumok a fotoszintézis soran a napfény energidjat
felhasznalva szerves anyagokat allitanak el0, amihez a vizet hasznaljak fel elektrondonorként
¢és a viz oxidacidja soran O, szabadul fel. A fotoszintézis folyamatat nevezhetjiik Foldiink
egyik legalapvetobb folyamatanak, ugyanis i) a fotoszintetizald szervezetek O, termelése és
CO; megkdtése alapvetd szerepet jatszott a Fold légkorének kialakulasaban és a légkor
Osszetétele egyensulyanak fenntartasadban, ii) a szénhidratok nélkiilozhetetlenek majdnem
minden életforma szamdra. Mindemellett a fotoszintézishez kapcsolt H,-termelést tartjak
korunk egyik igéretes megujuléd energiaforrasanak.

Az O,-termel0 €l6lények esetében a fotoszintézis folyamata a fényfliggo fotofizikai és
fotokémiai folyamatokbol és a fénytdl fiiggetlen Calvin-Benson ciklusbol all, amelyek —
eukariota szervezetekben — a kloroplasztiszban mennek végbe. Minden fotoszintetizalo
szervezetben megtalalhatok a tilakoidmembranba agyazoédott vagy ahhoz kapcsolddo, fény
abszorpcigjara képes klorofill molekulak és kiilonb6zo6 kisérépigmentek (pl. a karotinoidok és
fikobilinek). A fotoszintetikus elektrontranszportlancot a 6 fehérje komplexek — az els6 és a
masodik fotokémiai rendszer (PSI és PSII), a citokrom bef komplex, valamint az ATP-szintaz
— és a mobilis elemek (plasztokinon, plasztocianin, ferredoxin) alkotjak.

A PSII donor oldalan helyezkedik el a vizbontd komplex (OEC), amely a
fotoszintetikus elektrontranszport-lanc egyik legsériilékenyebb komponense, a hd, UV stressz
¢és a donor oldali fotoinhibici6 els6dleges célpontja. Utobbi esetben a PSII reakciécentrumban
a P680" felhalmozodik, amely oxidativ stresszhez, és végsd soron a reakcidcentrumok
inaktivacidjahoz vezet.

Az aszkorbat a novényi sejtekben mindeniitt el6fordulé multifunkcionalis szereppel
rendelkez6 metabolit. Fontos feladata a reaktiv oxigén gyokok semlegesitése, de szerepet
jatszik a redox jelatvitelben, a sejtosztddasban, a sejtfal bioszintézisében, a génexpresszidban,
egyes enzimek aktivitasanak szabalyozasaban, valamint a violaxantin-deepoxidaz kofatora. A
PhD munkém soran az aszkorbat fotoszintetikus elektrontranszport-lancban betdltott szerepét
¢és hidrogéntermelésre gyakorolt hatasat vizsgaltam.

Vadtipusu és aszkorbat-hianyos (vtc2-1) Arabidopsis thaliana novényeken végzett
gyors klorofill-a fluoreszcencia mérések alapjan megallapitottuk, hogy ha az OEC inaktiv az
aszkorbat a PSII alternativ elektrondonoraként funkcional, in vivo. Az elektronatadas félideje
fligg a levelek aszkorbattartalmatél, vadtipusu novényekben 25 ms, mig aszkorbat-hidnyos
mutansokban (vtc2-1) ez 55 ms volt, ami aszkorbat oldatban toérténd inkubdlds utan 32 ms-ra

gyorsithatd. A termolumineszcencia mérésekbol kideriilt, hogy az aszkorbat kozvetve vagy
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kozvetleniil a Tyr{-hez juttatja az elektronokat. A P7oy oxidacios-redukcids kinetikai mérések
azt is megmutattak, hogy az aszkorbat-fliggd elektrontranszport a PSI-ben is detektalhato és
3-(3,4-diklorofenil)-1,1-dimetilureara (DCMU) érzékeny. Ezen eredményeink bizonyitjak,
hogy az aszkorbat elektronokat juttat a PSII-hoz, in vivo korlilmények kozott, mérsékelt
elektrontranszportot fenntartva.

A vizsgalatok soran az oxigénfejlodést altalaban rovid idejit héimpulzussal (48-50 °C,
40 s, 9. abra) teljesen inaktivaljuk, de az aszkorbat-hidnyos A. thaliana ndvényeket
felhasznalva sikeriilt detektalni enyhébb, élettanilag relevans hokezelés (39-40 °C, 15 perc)
utan is az aszkorbat-fligg6 alternativ elektrontranszportot.

Megvizsgaltuk, hogy az aszkorbatnak milyen ¢élettani szerepe Ilehet egyes
stresszhatasok, mint pl. a donor oldali fénygatlds kivédésében. Méréseinkhez vadtipusu,
aszkorbat-hianyos (vtc2-3) ¢és aszkorbat-tultermeld (miox4) A. thaliana ndvényeket
hasonlitottunk 0ssze és vizsgaltuk a PSII reakciocentrumok inaktivalodadsanak mértékét
stresszkoriilmények kozott (40°C-on 15 perces hékezelést kovetden, 300 pmol m™ s
fotonaram-siiriiségli fénykezelés soran). Megallapitottuk, hogy hokezelés, majd az azt kdvetd
fénykezelés hatasara néhany perc alatt lelassul a Tyr,-P680" elektronatadas, majd ezt a PSII
reakciocentrumok teljes inaktivacioja koveti, ami egy joval lassabb folyamat, kb. 1 6ra alatt
jatszodik le. Western blot analizis alapjan megallapitottuk, hogy nem csak a D1 protein,
hanem a CP43 bels6 antenna komplex és a vizbontd komplex 33 kDa-os proteinje is
degradalodik ugyanezen ido alatt. Ha aszkorbat-deficiens leveleket 1 mM difenilkarbazidban
(DPC, a PSII mesterséges elektrondonora) inkubaljuk, lelassul a PSII reakcidocentrum
inaktivalodasa — megerdsitve azt a kovetkeztetésiinket, hogy az alternativ elektrondonorok
jelent6s fotoprotektiv szerepet toltenek be.

Az aszkorbat H-termelésre gyakorolt hatasat Chlamydomonas reinhardtii sejteken
vizsgaltuk. Ezen egysejtii zoldalga a fotoszintézishez kapcsoltan H,-t képes termelni, a PSI
akceptor oldalan talalhatdo Fe-Fe tipust hidrogenaz enzime segitségével. A C. reinhardtii
hidrogenaz enzime nagyon érzékeny az Oj-re, jelenlétében a Hy-termelés gatolt. Ennek
kikiiszobolésére Melis és munkatarsai (2002) bevezették a kénmegvonds modszerét,
amelynek kovetkeztében az O,-termelésért felelos PSII reakciocentrumok fokozatosan
inaktivalodnak.

Az elektronok a hidrogenaz enzimhez harom tutvonalon keresztiil juthatnak el: i) a
PSII-fiiggd ttvonal — a vizbontasbol keletkezd elektronok a linearis elektrontranszporton
keresztiil jutnak el a hirdogenazhoz; ii) a PSII-fiiggetlen Gitvonal — a keményitd lebontasabol

szarmazo elektronok a PQ-poolon keresztiil csatlakoznak a lineéris elektrontranszporthoz; iii)
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a sotétben, anaerob modon torténd fermentacios utvonal — a piruvat acetil-Ko-A-va alakul,
mikozben a ferredoxin redukalodik, végiil az elektronok a hidrogenaz enzimre keriilnek.

Kimutattuk, hogy a magasabb rendii névényekhez hasonléan C. reinhardtii sejtekben
is, inaktiv OEC mellett az aszkorbat linedris elektrontranszportot tart fenn. A lehetséges
biotechnologiai alkalmazhatésagot abban lattuk, hogy az aszkorbat elektronokat szolgaltat a
PSII-n keresztiil a hidrogenaz felé, de — a vizbontassal ellentétben — O, nem képzddik.

Normal koriilmények koézott a C. reinhardtii aszkorbattartalma igen kicsi: az alga
sejtek kb. 100-szor kevesebb aszkorbatot tartalmaznak, mint a ndévényi sejtek, azonban
oxidativ stressz hatdsdra az aszkorbat mennyisége megndvekedhet. Megfigyeltiik, hogy az
altalunk vizsgalt két C. reinhardtii (S-01 és CC-124) torzsben a kénmegvonds hatisira a
sejten beliili aszkorbat-koncentracié jelentdsen megemelkedett, illetve a 10 mM kiilsdleg
hozzaadott aszkorbat jelentdsen meggyorsitotta a maximalis aszkorbat-koncentracio
kialakulasat, amely nagyon hasonl6 volt a kezeletlen kultirdkban mért maximalis értékhez.
Ebbol kovetkezik, hogy az altalunk kiilséleg hozzaadott 10 mM aszkorbat élettanilag
relevans, hasonld aszkorbatszint alakul ki a kénmegvonas hatasara is. Termolumineszcencia
méréseink azt mutatjak, hogy az aszkorbat elGsegiti a kultira anaerobba valasat valosziniileg
az altal, hogy az aszkorbat redukalja az OEC Mn-centrumat; emellett az aszkorbat —
atmenetileg — a PSII alternativ elektrondonoraként is viselkedik.

Megfigyeltiik, hogy az altalunk vizsgalt S-01 és CC-124 torzs eltérden viselkedik a
fotobioldgiai Hp-termelés szempontjabol. A kiilonbség az eltérd hatékonysagl respiracionak
¢és hidrogenaz aktivitasnak tudhatd be. Gazkromatografias mérések mutatjak, hogy aszkorbat
hozzaadasa nélkiil az S-Ol-es kultira a kénmegvonas negyedik napjan, mig a CC-124-es
kultara mar a kénmegvonas masodik napjan anaerobba valik és egy erdteljesebb H,-termelés
kovetkezik be. Az S-01 torzsben az aszkorbat azaltal, hogy megsziinteti az OEC aktivitast —
feloldja az O, gatlast — valamint a PSII alternativ elektrondonorként a keményitdbontasbol
jovo elektronokkal egyiitt stimulalja a Hp-termelést. Ezzel szemben a CC-124 kulturaban az
aszkorbatkezelés csokkenti a termelddott H, mennyiségét, mivel az aszkorbat kevésbé
hatékony PSII donor, mint a vizbontas.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az aszkorbatnak fontos szabalyozé szerepe lehet a
fotobiologiai H,-termelésben — ami megnyitja annak a lehetdségét, hogy az aszkorbat
bioszintézis szabalyozasa altal az OEC és a PSII aktivitasa szabalyozhato, ill. ennek révén a

C. reinhardtii Hy-termelésének hatékonysaga novelhetd.
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10. SUMMARY

During photosynthesis, via using light energy and water as electron donor, plants and
cyanobacteria produce molecular oxygen and organic compounds by reducing CO,.
Photosynthesis is one of the most important processes on Earth, which i) determines the
composition and ensures the stability of the atmosphere and ii) provides organic compounds
virtually for the entire biosystem. In addition, photosynthesis-based systems are becoming
more and more important as renewable energy sources.

Oxygenic photosynthesis of eukaryotic organisms takes place in the chloroplast, and it
consists of photophysical photochemical, processes and light-independent reactions, i.e. the
Calvin-Benson cycle. The chloroplasts contain light-absorbing chlorophylls molecules, and
other auxiliary pigments bound to protein complexes, which are embedded in the thylakoid
membrane. The photosynthetic electron transport is performed by photosystems I and II (PSI
and PSII), the cytochrome bef complex, the ATP synthase and several mobile components
(plastoquinone, plastocyanin, ferredoxin).

The oxygen-evolving complex (OEC), which is located on the donor side of PSII, is
one of the most vulnerable electron transport components and is the primary target of heat
stress, UV radiation and donor-side photoinhibition. The donor-side photoinhibition is
triggered by the accumulation of Pggo” and results in the inactivation of PSII.

Ascorbate is a metabolite with multifunctional roles in plants and can be found in all
cell compartments. It plays roles in the elimination of reactive oxygen species, redox
signalling, cell division, cell wall biosynthesis, regulation of gene expression and activity of
certain enzymes. It also serves as a cofactor for violaxanthin deepoxidase. In my PhD work I
studied the role of ascorbate in the photosynthetic electron transport chain and its effect on the
H, production of the green alga Chlamydomonas reinhardtii.

Based on fast fluorescence transient measurements performed on wide-type and
ascorbate-deficient (vic2-1) Arabidopsis thaliana leaves we concluded that if the OEC is
inactivated, ascorbate can function as an alternative electron donor to PSII, in vivo. The rate
of electron transfer to PSII depends on the ascorbate content of the leaves. The half-time of
electron donation is approx. 25 ms in wilde-type and 55 ms in ascorbate-deficient (vic2-1)
mutant plants. The rate of electron donation can be increased up to 32 ms upon incubation of
detached leaves in ascorbate solution. Thermoluminescence measurements revealed that
ascorbate donates electrons to PSII via Tyrz either directly or indirectly. The ascorbate-
dependent electron transport is also manifested in the 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-

dimethylurea (DCMU)-sensitive re-reduction kinetics of P7p. These observations prove that
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ascorbate donates electrons to PSII in vivo and is capable to maintain a continuous electron
transport.

In order to completely inactivate the OEC we applied a short heat pulse (48-50 °C,
40 s), but we could detect ascorbate-dependent electron transport after moderate (39-40 °C,
15 min), physiologically relevant heat treatments as well.

We have investigated the possible role of ascorbate in the protection against donor-
side induced photoinhibition. Wild-type, ascorbate-deficient (vtc2-3) and ascorbate-
overproducing (miox4) A. thaliana plants were exposed to 15 min 40 °C heat treatment
followed by illumination at a photon flux density of 300 umol photons m? s and the extents
of PSII inactivation were compared. We have shown that under these stress conditions the
Tyrz-Pego' electron transfer is decelerated in a few minutes, which is followed by the
complete inactivation of PSII (approx. in one hour). Western blot analysis demonstrated that
along with the D1 protein, the inner antenna protein complex of PSII, CP43 and the PsbO
protein of OEC were also degraded at the same rate. When v¢c2 leaves were incubated in the
presence of diphenylcarbazide (DPC), an artificial PSII donor, the inactivation of PSII
reaction centres was retarded, corroborating our conclusion that alternative electron donors of
PSII play important role in photoprotection.

We have also studied the involvement of ascorbate-dependent electron transport in the
H; production of C. reinhardtii. This unicellular green alga is capable to produce H; linked to
the photosynthetic electron transport by the aid of its Fe-Fe type hydrogenase enzyme located
on the PSI acceptor side. This hydrogenase enzyme is very sensitive to O,. To avoid the
inhibitory effect of O,, Melis at al. (2002) developed a method based on sulphur deprivation
that results in a gradual inactivation of PSII reaction centres.

In Chlamydomonas cells, the electrons arrive to the hydrogenase via three different
pathways: i) a PSII-dependent pathway, which directly links water-splitting activity to H;
evolution via the linear electron transport; ii) a PSII-independent pathway, where electrons
derived from starch breakdown are transferred to the Fe-Fe hydrogenase via the PQ pool and
the PSI-mediated electron flow; iii) a dark fermentative pathway, where pyruvate is converted
into acetyl-CoA by a pyruvate ferredoxin oxidoreductase (PFR) resulting in a reduced
ferredoxin which, in the absence of light, may act as an electron donor to hydrogenase.

We have demonstrated that in C. reinhardtii, similarly to higher plants, ascorbate can
support a linear electron transport in the absence of active OEC. The fact that ascorbate can
maintain electron transport without O, production raised the possibility of a potential

biotechnological application.
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Under normal physiological conditions the ascorbate content of C. reinhardtii cells is
approx. 100 times lower than in plant cells — although it strongly increases under oxidative
stress conditions. We have observed that upon sulphur deprivation the ascorbate content of
the two algal cell lines examined (CC-124 and S-01) has dramatically increased. Furthermore,
addition of exogenous ascorbate at a concentration of 10 mM during sulphur deprivation
accelerated the rise of ascorbate content to its maximum, which was as high as in the absence
of exogenous ascorbate, indicating that the ascorbate treatment we applied is physiologically
relevant. Thermoluminescence measurements revealed that in addition to the role of ascorbate
as an alternative electron donor, it also facilitates the development of anaerobiosis in the
culture, most probably via the reduction of Mn-complex of OEC.

The yields of photobiological H, production are different in the two examined C.
reinhardtii cell lines, which may be explained by their different hydrogenase and respiration
activities. Gas chromatography measurements have shown that in the absence of exogenous
ascorbate the CC124 and S-01 cultures became anaerobic in 2 and 4 days, respectively, after
the initiation of sulphur deprivation. Sulphur deprivation induced a more efficient H;
production in CC124 than in S-01. The addition of ascorbate during sulphur deprivation
stimulates the H, production in S-01 by suppressing the OEC activity and eliminating the
inhibitory effect of O, and by donating electrons to PSIL. In contrast, in CC124 cultures
ascorbate decreases the yield of H, production, because ascorbate is a less efficient electron
donor than water splitting.

Our results show that ascorbate may have an important regulatory effect on
photobiological H, production; this raises the possibility of enhancing the H, production by
regulating the activity of OEC and PSII via modulating the ascorbate biosynthetic pathways

in C. reinhardtii.
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