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1.) Bevezetés

A C. reinhardtii nevii egysejtii zoldalga a heterotrof
novekedésre vald  képességének koszonhetdéen  kivalod
modellorganizmus mind a fotoszintézis, mind a kloroplasztisz
biogenezisének vizsgalatara. A heterotrdf anyagcsere révén az
egyébkeént letalis fotoszintetikus mutansok is életben tarthatok
az acetat, mint kizarolagos szénforras jelenlététben (Harris,
2001). A Chlamydomonas, mint modellrendszer masik nagy
elénye, hogy jelenleg ez az egyetlen olyan fotoszintetikus
szervezet, amelyben az dsszes, 6nall6 genetikai alloméannyal
rendelkez6 sejtalkotd, a sejtmag, a kloroplasztisz és a
mitokondrium genetikailag transzformalhaté (Nickelsen.,
2005). Az ujabb molekuléaris biolégiai technikak (amiRNS és
CRISPR/Cpfl) szintén jol alkalmazhatok Chlamydomonas
modellrendszerekben.

Az aszkorbat (Asc) létfontossagu szerepet jatszik
ndvényekben és Aallatokban egyarant. Nélkuldzhetetlen a
reaktiv oxigénformak (ROS), mint a szinglet oxigén és a
szuperoxid anion semlegesitésében, tovabba kofaktora tébb, 2-
oxosav fliggd dioxigenaz enzimnek, amelyek szamos fontos
¢lettani  folyamatot  katalizdlnak. = Magasabb  rendl
ndvényekben az antioxidans hatdsa mellett az Asc szintén
szerepet jatszik a sejtosztodasban és a sejtfal kialakulaséban,
befolyasolja szdmos jelatvivé molekula (gibberellinek, etilén,

szalicilsav, abszcizinsav) szintézisét, szabalyozza a sztémak



nyitdodasat és az antocianin termelddését a novények magas
fényintenzitashoz valé alkalmazkodasa soran. Ezek mellett
képes befolyasolni egyes fotoszintetikus és fénystressz elleni
védelemben szerepet jatszé gének expresszidjat. A violaxantin
deepoxiddz enzim kofaktoraként részt vesz az (n. nem-
fotokémiai kioltas (NPQ) folyamataban is.

Magasabb rendli ndvényekben az Asc elsdsorban az
L-galaktdz, vagy masnéven Smirnoff-Wheeler bioszintetikus
uton termel6dik. Ezen bioszintézis Gt kulcs enzimeiben
hidnyos mutansok nem képesek kialakitani a vad tipusra
jellemzd Asc szintet. Az Asc termel6dés sebességét leginkabb
a GDP-L-galaktéz foszforilazt kédold gén, a VTC2 expresszids
szintje hatarozza meg, amit a vtc2-1 Arabidopsis mutansok Asc
szintjében megfigyelheté 80%-0s csokkenés is aldtdmaszt
(Conklin és mtsai., 2000; Miller-Moulé és mtsai., 2002, 2004).

A C. reinhardtii zéldalga genomja tartalmazza a
Smirnoff-Wheeler Asc bioszintézis Gt 0sszes enzimének
génjét. Génexpresszids vizsgalatok alapjan valdsziniisithetd,
hogy hasonléan a magasabb rendi névényekhez, az algaban
talalhatdé GDP-L-galaktéz foszforilaz ~ expresszidja is
nagymértékben szabalyozott (Urzica és mtsai., 2012). Az Asc
bioszintézise és annak szabalyozdsa még kevéshé
tanulmanyozott  alacsonyabb rendli ndvényekben és
zo6ldalgdkban, melyekre altalanosan jellemzdé, hogy kis

mennyiségben tartalmaznak aszkorbétot.



A kozelmultban kimutattuk, hogy az aszkorbatnak
fontos szerepe van a C. reinhardtii fotobioldgiai
hidrogéntermelésében (Nagy és mtsai., 2016). Megvilagitas
hatdsara a maésodik fotokémiai rendszer (PSIl) vizbonto
komplexe (OEC) Kkatalizalja a viz oxidaciojat, amely
elektronokat szolgaltat a fotoszintetikus széndioxid redukcio
szamara. Kimutattuk, hogy kénmegvonas hatasara az Asc nagy
mennyiségben felhalmozodik az algasejtben, és redukald
erejének koszonhetéen inaktivalja az OEC-t. Az Asc, mint
alternativ elektron donor képes ugyan elektronokat adni a PSI|-
nek, de ennek sebessége nem elegend6 a donor-oldali
fotoinhibicié elkerulésére, aminek eredményeképpen a PSII
reakciécentrumok inaktivalédnak. A vizbonté képesség
megsziinése anaerob koriilmények kialakuldsdhoz vezet, ami a
hidrogéntermelés megindulasanak feltétele (Nagy és mtsai.,
2016). A kénmegvonas soran az Asc a PSII inaktivalasiban
betdltott szerepének feltardsa még tovabbi kisérleteket
igényelt.

A fotoszintetizal6 szervezetek novekedéséhez a fény
elengedhetetlen, azonban a felesleges mennyiségili fényenergia
artalmas is lehet. Nem-fotokémiai kioltdsnak (NPQ) nevezzilk
azokat a fotoprotektiv folyamatokat, melyek a feleslegben
elnyelt fényenergiat hé formajaban disszipaljak. Az NPQ a
fényintenzitds gyors fluktuéciéjara adott valaszoktdl a
hosszUtavl fénystresszhez val6 alkalmazkodésig terjed. Az

NPQ egyik f6 komponense magéban foglalja a violaxantinbol



a zeaxantinba torténd atalakulast, amelyet a violaxatin
deepoxidaz (VDE) enzim katalizal. A C. reinhardtii VDE
enzime (CrVDE) kildnbdzik a mas algakban, ill. magasabb
rendli ndvényekben talalhato VDE enzimekt6l (Li és mtsai.,
2016b), és nem ismeretes, hogy az Asc sziikséges-e
kofaktorként a CrVDE miikodéséhez, mint ahogy azt a
névényi VDE esetén korabban megfigyelték.



2.) Célkitiizés

e Az Asc bioszintézis szabalyozasanak és élettani

szerepének vizsgalata C. reinhardetii algaban

e Az Asc PSII inaktivalasadban betoltott szerepének
meghatarozasa a kénmegvonassal indukalt hidrogéntermelés

soran

e Annak meghatérozasa, hogy az Asc szikséges-e
kofaktorként a CrVDE enzim aktivitasdhoz, ill. az Asc NPQ
mechanizmusban jatszott szerepének vizsgalata.



3.) Alkalmazott mdédszerek

e amiRNS;

e C. reinhardtii nukleéaris transzformacioja;
e DNS izolalés;

e PCR;

e Fehérjeizolalas;

e Western blott;

e RNS izolalas;

e CcDNA szintézis;

e (RT-PCR;

e Chl a fluoreszcencia;
e Northern blott;

e HPLC;

o GC-MS;

e |CP-OES;

e Enzimaktivitas mérés;
e Termolumineszcencia;

e Tilakoid izolalas.



4.) Az eredmények dsszefoglalasa

Az Asc bioszintézise és annak szabalyozasa kevésbé
tanulmanyozott az alacsonyobb rendii ndvények esetében.
Annak ellenére, hogy a C. reinhardtii z6ldalga genomjaban
megtalalhaté az aszkorbat bioszintézis Smirnoff-Wheeler
utjanak minden enzime, élettani jelentdsége még nem volt
bizonyitott. Jelen dolgozatban azt is kimutattuk, hogy az
aszkorbat bioszintézise zdldalgakban a ndvényekétdl eltérd
mechanizmussal szabalyozodik:

e Chlamydomonasbhan a VTC2 gén expresszidjat nem
befolydsolja  kdzvetlen médon a  fotoszintetikus
elektrontranszport lanc;

e A magasabb rendli ndvényekkel -ellentétben
Chlamydomonasban a VTC2 transzkript szintje nincs cirkadian
kontroll alatt;

e oxidativ stressz hatdsara a VTC2 expresszidja
fokozddik, ami nagyon gyors Asc akkumulaciot eredményez;

e Fiziolégids Asc koncentracid-tartomanyban az Asc
bioszintézise negativ visszacsatolas altal nem szabalyozott.

A fenti eredményekbdl a kovetkezd publikacio
késziilt: Vidal-Meireles és mtsai. (2017) New Phytologist 214:
668-681, doi: 10.1111/nph.14425.

C. reinhardtii algdban kénmegvonés okozta stressz

hatésdra az Asc koncentraci6ja olyan  mértékben



megndvekedhet, ami mar képes inaktivalni a vizbonto
komplexet, ami végsé soron hipoxia kialakulasat, majd a
hidrogéntermelés meginduldsat eredményezi. E korabbi
eredményeinkbdl kiindulva (Nagy és mtsai., 2016), célul
tiztik ki az Asc e folyamatokban jatszott szerepének
pontosabb tisztazasat és a kdvetkezdket allapitottuk meg:

e Az altalanosan elfogadott hipotézissel szemben a
PsbA  mennyiségének  nagymértékii  csokkenését a
kénmegvonas soradn nem kozvetlenll a sejtek kéntartalmanak
csokkenése okozza;

e A PsbA fehérje Gjraképzddése (turnover) jelentds a
kénmegvonas alatt;

e A kénmegvonas alatt a VTC2 gén transzkript
mennyiségének névekedése az Asc koncentraciéjanak mM-os
tartomanyba val6 felhalmozddasahoz vezet;

e A PSII aktivitas csokkenését a megndvekedett Asc
koncentracié altal elGsegitett donor oldali fotoinhibicid
okozhatja.

A fenti eredményekbdl a kovetkezé publikacid
késziilt: Nagy és mtsai. (2018) The Plant Journal 94: 548-561;
doi: 10.1111/tpj.13878.

Az Asc fontos szerepet jatszik a magasabb rendi
novények fotoszintézisében, ill. a VDE enzim kofaktorakeént
funkcional (Muller-Moulé és mtsai., 2002). A VDE a tilakoid

lumenének savasodasara aktivalédik és a violaxantin



zeaxantinnd alakulasat katalizalja, ami fontos mozzanat az
NPQ gE komponensének kialakulasdban (Miller-Moulé és
mtsai., 2002).

A C. reinhardtii VDE enzime a ndvények VDE
ezimétol jelentésen eltér: A CrVDE a fotoszintetikus
baktériumok likopén ciklaz enzimével mutat rokonsagot, és a
tilakoid membran sztréma fel6li oldalan helyezkedik el (Li és
mtsai., 2016b). Emellett nem ismert, hogy az Asc az algak
VDE enzimének kofaktora-e, és altaldban véve, az Asc szerepe
az algdk NPQ folyamataiban még alig ismert. Ezzel
kapcsolatban a kovetkezoket allapitottuk meg:

e A magasabb rendii ndvényekkel ellentétben az Asc
nem sziikséges a VDE miikodéséhez C. reinhardtii algéban;

e Fotomixotr6f  korilmények  kozott,  normal
fényintenzitason, a H,O, ndveli az NPQ lassil komponensét;

o Az algakulturat fotoautotrof korulmények kozott es
nagy fényintenzitason az Asc hianya fotoinhibiciéhoz vezet,
ami a H0- tllzott fehalmoz6dasaval magyarazhatd.

Ezen eredmények egy szerkesztés alatt 4116 kézirat alapjat
képezik.
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