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Bevezetés

A novények és cianobaktériumok a fotoszintézis sordn a napfény
energiajat felhasznalva szerves anyagokat allitanak eld, amihez a vizet hasznaljak
fel elektrondonorként és a viz oxidacidja sordan O, szabadul fel. A fotoszintézis
folyamatat nevezhetjiik Foldiink egyik legalapvetdbb folyamatanak, ugyanis a
fotoszintetizald szervezetek O, termelése ¢s CO, megkotése alapvetd szerepet
jatszott a Fold légkorének kialakitasdban majd a légkdr egyensulyanak
fenntartasdban, a szénhidratok pedig nélkiilozhetetlenek majdnem minden
¢letforma szdmara. Mindemellett a fotoszintézishez kapcsolt H,-termelést tartjak
korunk egyik igéretes megijuld energiaforrasanak.

Az O,-termeld €l6lények esetében a fotoszintézis folyamata a fényfiiggd
fotofizikai és fotokémiai folyamatokbol valamint a Calvin-Benson ciklusbol all,
amelyek — eukariota szervezetekben — a kloroplasztiszban mennek végbe. Minden
fotoszintetizald szervezetben megtaldlhatok a tilakoidmembranba agyazddott
vagy ahhoz kapcsolodd, fény abszorpcidjara képes klorofill-molekuldk és
kiilonbozo kiséropigmentek (pl. a karotinoidok és fikobilinek). A fotoszintetikus
elektrontranszportlancot a f6 fehérje komplexek — az els6 ¢és a masodik
fotokémiai rendszer (PSI és PSII), a citokrém bgf komplex, valamint az ATP-
szintdz — és mobilis elemek (plasztokinon, plasztocianin, ferredoxin) alkotjak.

A PSII donor oldalan helyezkedik el a vizbonté6 komplex (OEC, oxygen
evolving complex), amely a fotoszintetikus elektrontranszportlinc egyik
legsériilékenyebb komponense, a hd és az UV stressz elsddleges célpontja.
Hokezelés hatasara az OEC kiils6 fehérjéi (pl. a PsbO) és két Mn ion levalik a
komplexr8l. Ez a levalas maga utin vonja a CI” és Ca”" ionok elvesztését, ami
végiil az OEC teljes inaktivacidjat eredményezi. Emellett hOstressz hatasara a
PSII D1 ¢és D2 fehérjéi is karosodhatnak, ugyanis a donor oldal inaktivacidja
kovetkeztében a PSII reakcidcentrumban a P680" élettartama megnd, amely

oxidativ stresszhez, és végsd soron a reakciocentrumok inaktivacidjdhoz vezet.



A PSI akceptor oldalan taldlhaté a Chlamydomonas reinhardtii egysejtii
zOldalganak a Fe-Fe tipust hidrogenaz enzime, melynek segitségével
fotoszintézishez kapcsoltan H,-t képes termelni. Ez a hidrogenaz enzim nagyon
érzékeny az O,-re, jelenlétében a H,-termelés gatolt. Ennek kikiiszobolésére
kénmegvonas alkalmazhatd, ugyanis a kénhidny hatdsdra az O,-termelésért
felelés PSII reakcidcentrumok fokozatosan inaktivalddnak.

Az elektronok a hidrogendz enzimhez harom utvonalon keresztiil
juthatnak el:

1.) PSII-fiiggé tutvonal: a vizbontasbol keletkezd elektronok a linearis
elektrontranszporton keresztiil jutnak el a hidrogenazhoz;

2.) PSII-fiiggetlen utvonal: a keményitd lebontasabol szarmazo elektronok a PQ-
pool-on keresztiil csatlakoznak a linearis elektrontranszporthoz;

3.) anaerob modon torténd fermentacios Utvonal: a piruvat acetil-koenzim-A-va
alakul, mikoézben a ferredoxin redukalodik, végiil az elektronok a hidrogenaz
enzimre keriilnek.

Az aszkorbat (C-vitamin) a ndvényi sejtekben mindeniitt eléforduld
multifunkciondlis szereppel rendelkezd metabolit. Fontos feladata a reaktiv
oxigén gyokok semlegesitése, de szerepet jatszik a redox jelatvitelben, a
sejtosztddasban, a sejtfal bioszintézisében, a génexpresszidban, egyes enzimek
aktivitasdnak szabdlyozasaban, valamint a violaxantin-deepoxidaz kofatora. A
PhD munkdm soran az aszkorbatnak egy ujabb, fontos szerepét vizsgaltuk
Arabidopsis thaliana novényekben és Chlamydomonas reinhardtii egysejtii

zOldalgakban.

Ceélkitiizések

PhD tanulmanyaim kezdetekor (2009) ismert volt, hogy ha a PSII
vizbontd komplexe hdstressz altal sériill, a vizmolekuldk helyett nagy

mennyiségben jelenlévo, alternativ elektrondonorok juttatnak elektronokat a



masodik fotokémiai rendszerhez in vivo. Korabbi in vitro kisérleti adatok alapjan

feltételeztiik, hogy ez a donor az aszkorbat. Ezek alapjan célul tliztiik ki:

» Az alternativ elektrondonor azonositasat
= Ezen alternativ elektrontranszport-folyamat lehetséges élettani

szerepenek vizsgalatat.

Ismeretes  volt, hogy Chlamydomonas reinhardtii  sejtekben
kénmegvonas hatasara jelentdsen csokken a PSII oxigéntermelése és az igy
1étrejott anaerob koriilmények kozott a fennmaradd PSII aktivitasbol és a
keményitdbontasbél ~ szarmazo  elektronok  részben  hidrogéntermelésre
forditédnak. ElképzelhetOnek tartottuk, hogy a hidrogéntermelés serkenthetd az

alternativ elektrondonorok altal, ennek igazolaséra célul tliztiik ki:

= Az aszkorbat elektrontranszportra és hidrogéntermelésre gyakorolt

hatasanak vizsgalatat C. reinhardtii sejtekben.

Anyagok és alkalmazott modszerek

A novények nevelése

A munkank sorén 8-10 hetes vadtipust (Columbia-0), aszkorbat-hianyos
(vtc2-1 ¢és vtc2-3) ¢€s aszkorbat-tultermeld (miox4) Arabidopsis thaliana
novényeket vizsgaltunk, melyeket ndvényneveld kamriban, 8/16 ora fény/sotét
ciklus mellett neveltiink. A fényperiodus alatt a fotondram-siirliség
150 umol m™ s, a hémérséklet 24 °C, mig a sotétperiodus alatt 18 °C volt.

A vtc2 gén — amely a GDP-l-galaktéz foszforilaz enzimet kodolja —
kiilonb6z6 pontmutacidinak kovetkeztében az aszkorbattartalom nagymértékben
lecsokken A. thaliana ndvényekben. A vic2-1 mutansban 85%-0s, mig a vic2-3
esetében kb. 50-70%-os a csokkenés a vadtipushoz képest. A miox4 transzgénikus
A. thaliana ndévényben (miox4 gén a mioinozitol-oxigenaz enzimet kodolja) a

levelek aszkorbéttartalma 2-3-szor nagyobb a vadtipushoz képest.
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Chlamydomonas torzsek nevelése

Az aszkorbat hidrogéntermelésre gyakorolt hatasat a CC-124 és S-01 C.
reinhardtii torzseken vizsgaltuk. A sejteket Tris-acetdt-foszfat (TAP) szilard
taptalajon tartottuk fenn, 40 pmol m? s’ fotonaram-siiriségen, 24 °C-on,
alganeveld kamraban. A kisérletekhez a sejteket TAP tapoldatban, 80-
100 umol m™ s fotonaram-siiriiségen, 24 °C-on, 100 rpm-en razatva neveltiik. A
hidrogéntermelés vizsgalatdhoz a harom napos TAP tapoldatban nevelt sejteket
tobbszori  centrifugaldssal kénmentes TAP tapoldatba helyeztik at. A
hidrogéntermeléshez 100 ml-es szérumiiveget hasznaltunk, amelyben 30 ml
8 ng/ml klorofillt tartalmazé folyadékkultirat helyeztiink, az liveg 1égterét pedig
nitrogén gazra cseréltiik. A kultarat tovabbra is razatva tartottuk, ugyanolyan

paraméterek mellett, mint amikor ként tartalmaz6 tapoldatban voltak.

A kisérletek soran hasznalt kezelések
= HOo- és fénykezelések

= Kémiai kezelések

Meérési modszerek
= A klorofilltartalom meghatarozasa spektrofotométerrel
= Az aszkorbattartalom meghatarozasa spektrofotométer ¢s HPLC segitségével
* A keményitOtartalom meghatarozasa spektrofotométerrel
= Gyors klorofill-a fluoreszcencia tranziensek (OJIP) mérése
= Az ETR, NPQ és qE paraméterek meghatarozasa
" P,y oxidacids-redukcids abszorpcids mérések
* Termolumineszcencia mérések
= 515 nm-es elektrokrom abszorpcidtranziens mérések
» Hidrogén- ¢s oxigéngdz meghatarozasa gazkromatografiaval
» [n vitro hidrogenaz aktivitas mérések

= Western blot analizis



Az eredmények osszefoglalasa

Vadtipust és aszkorbat-hidnyos (vic2-1) A. thaliana névényeken 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 aszkorbattartalmatol, vadtipusu
novényekben 25 ms, mig aszkorbat-hianyos mutansokban (vic2-1) ez 55 ms volt,
ami aszkorbatoldatban torténé inkubalas utdn 32 ms-ra gyorsithatdo volt.
Termolumineszcencia méréseinkbdl kideriilt, hogy az aszkorbat kozvetve vagy
kozvetlenill a Tyr, -hez juttatja az elektronokat. P,y oxidaciés-redukcios
kinetikai méréseink pedig azt is megmutattdk, hogy az aszkorbat-fiiggd
elektrontranszport a PSI aktivitdsat mérve is detektalhatd, és 3-(3,4-diklorofenil)-
1,1-dimetilureaval (DCMU) gatolhat6. Ezen eredményeink bizonyitjak, hogy az
aszkorbat elektronokat juttat a PSII-h6z, in vivo koriilmények kozott, egy
mérsekelt sebességli elektrontranszportot fenntartva.

A vizsgéalatok sordn az oxigénfejlodést altaldban rovid idejii
héimpulzussal (48-50 °C, 40 s) teljesen inaktivaltuk, de enyhébb, élettanilag
relevans hokezelés (39-40 °C, 15 perc) utdn is sikeriilt az aszkorbat-fiiggd
alternativ elektrontranszportot detektalnunk.

Megvizsgaltuk, hogy az aszkorbatnak milyen élettani szerepe lehet egyes
stresszhatasok, mint pl. a donor oldali fénygatlas kivédésében. Méréseinkhez
vadtipusu, aszkorbat-hianyos (vtc2-3) €és aszkorbat-tultermeld (miox4) A. thaliana
novényeket hasonlitottunk 6ssze és megvizsgaltuk a PSII reakcidcentrumok ho-
és fénykezelés hatasara (40°C, 15 perces hékezelés utan 300 pmol m™ s
fotonaram-siiriségli megvilagitas) bekovetkezd inaktivalodasdnak folyamatat.
Megallapitottuk, hogy e kezelés hatisara néhany perc alatt lelassul a Tyr,-P680"
elektronatadas, majd ezt a PSII reakciocentrumok teljes inaktivacioja koveti, ami
egy joval lassabb folyamat, kb. 1 ora alatt jatszodik le. Western blot analizis
alapjan megallapitottuk, hogy nem csak a D1 protein, hanem a CP43 bels

antenna komplex és a vizbont6 komplex 33 kDa-os proteinje is degradalodik
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ugyanezen 1d0 alatt. Ha aszkorbat-deficiens leveleket 1 mM difenilkarbaziddal
(DPC, a PSII mesterséges elektrondonora) inkubaljuk, lelassul a PSII
reakcidcentrum inaktivadloddsa — megerdsitve azt a kovetkeztetéslinket, hogy az
alternativ elektrondonorok jelentds fotoprotektiv szerepet toltenek be.

Az aszkorbat H,-termelésre gyakorolt hatasat Chlamydomonas
reinhardtii sejteken vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy inaktiv OEC mellett a
magasabb rendli névényekhez hasonldan a C. reinhardtii sejtekben az aszkorbat
linedris  elektrontranszportot tart fenn. A Ilehetséges biotechnologiai
alkalmazhatosagot abban lattuk, hogy az aszkorbat elektronokat szolgaltat a PSII-
n keresztiil a hidrogenaz fel¢, de — a vizbontassal ellentétben — O, nem képzddik.

Normal koriilmények kozott a C. reinhardtii aszkorbattartalma igen
kicsi: az alga sejtek kb. 100-szor kevesebb aszkorbatot tartalmaznak, mint a
novényi sejtek, azonban oxidativ stressz hatdsara az aszkorbat mennyisége
megnovekedhet. Megfigyeltiik, hogy az altalunk vizsgalt két C. reinhardtii (S-01
¢s CC-124) torzsben a kénmegvonas hatasdra a sejten beliili aszkorbat-
koncentracié jelentdsen, kb. 50-100-szorosara emelkedett, illetve a 10 mM
kiils6leg hozzaadott aszkorbat jelentésen meggyorsitotta a maximalis aszkorbat-
koncentracié kialakuldsat, amely nagyon hasonlo volt a kezeletlen kultardkban
mért maximalis értékhez. Ebbdl kovetkezik, hogy az altalunk kiilséleg hozzaadott
10 mM aszkorbat élettanilag relevans, mivel hasonld aszkorbatszint alakul ki a
kénmegvonas hatdsara is. Termolumineszcencia méréseink azt mutatjak, hogy az
aszkorbat eldsegiti a kultira anaerobba valasat valdsziniileg az altal, hogy az
aszkorbat redukalja az OEC Mn-centrumat; emellett az aszkorbat atmenetileg a
PSII alternativ elektrondonoraként is viselkedik.

Megfigyeltiik, hogy az S-01 és CC-124 torzsek eltérden viselkednek a
fotobiologiai H,-termelés szempontjabol. A kiilonbség az eltérd hatékonysagu
respiracionak ¢és hidrogendz aktivitasnak tudhato be. Gazkromatografias mérések
mutatjak, hogy aszkorbat hozziadasa nélkiil az S-Ol-es kultira a kénmegvonas

negyedik napjan, mig a CC-124-es kultira mar a kénmegvonéas masodik napjan



anaerobbd valik ¢s egy erdteljesebb H,-termelés kovetkezik be. Az S-01 térzsben
az aszkorbat azaltal, hogy csokkenti az OEC aktivitast, tehat feloldja az O,
gatlast, tovabba a PSII alternativ elektrondonor hatdsa miatt stimuladlja a H,-
termelést. Ezzel szemben a CC-124 kulturdban az aszkorbatkezelés csokkenti a
termelddott H, mennyiségét, mivel ebben a térzsben a respiracio igen hatékony,
igy fel tudja hasznélni a keletkezett O,-t és az aszkorbat erételjes OEC-t gatlo
hatasa végsd soron a Hp-termelés csokkenéséhez vezet.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az aszkorbatnak fontos szabalyozo
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 H,-termelésének hatékonysaga

novelheto.

Kovetkeztetések

Az alternativ elektrondonor azonositdsa érdekében végzett kisérleteink

alapjan megallapitottuk, hogy:

= Ha az OEC inaktiv, az aszkorbat a PSII elektrondonoraként viselkedik
magasabb rendii névényekben és C. reinhardtii zoldalgakban is, in vivo
koriilmények kozott.

» Az aszkorbattdl az elektronok a PSII-hoz a Tyr," kozvetitésével jutnak el.

= Az aszkorbat mérsékelt sebességii linearis elektrontranszportot tart fenn.

A PSII alternativ elektrondonoraként mukodd aszkorbat élettani

jelentdségét tisztazando kisérleteink arra az eredményre vezettek, hogy:

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

fotoinhibicioval szemben.



Megallapitottuk, hogy az aszkorbat kozponti szerepet tolthet be a C.

reinhardtii H,-termelésének a szabéalyozasdban, mivel:

» C. reinhardtii sejtekben a kénmegvonds hatasra jelentdsen megndvekszik a
sejtek aszkorbattartalma, valamint 10 mM aszkorbat hozzdadasa a kontroll
kultardhoz hasonlé sejten beliili koncentracio kialakuldsdhoz vezet.

= Az aszkorbat eldsegiti a kultura anaerobbd valasat azaltal, hogy redukalja az
OEC Mn-centrumat; emellett az aszkorbat a PSII alternativ elektrondonoraként
is viselkedik.

= A két, a fotobiologiai H,-termelés szempontjdbdl eltéréen viselkedd torzs
kozotti  kiilonbség az eltérd hatékonysagi respirdcionak ¢és hidrogenaz

aktivitasnak tudhato be.
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