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1. BEVEZETES

A fotoszintézis az a folyamat, melynek sordn a magasabb rend(i novények, algdk
és a fotoszintetikus baktériumok a fényenergidt metabolikus energidvd alakitjdk 4t.
A fotoszintézis ily moédon a napfény sugdrzdsi energidjinak kémiai energidvd
torténd dtalakitdsdval biztositja a foldi élethez sziikséges energidt illetve tdpldlékot.
A cianobaktériumoknak €s a zold novényeknek koszonhetd a magasabb rendl élet
fenntartdsdhoz nélkiilozhetetlen oxigén is.

A zold novények szolgdltatjdk valamennyi magasabb rendi él6lény anyag- és
energiacseréjének fenntartdsdhoz, és nem utolsd sorban a gyors iitemben novekvd
emberi népesség tdpldlkozdsdhoz alapul szolgdlo szerves vegyiileteket.

A fotoszintézis kutatds nemcsak az alapvetd jelentéségl bioldgiai folyamat
megismerésére irdnyul, hanem dllanddan szem el6tt kell hogy tartsa a gyakorlati
alkamazhatésdg  kovetelményét is, példdul a novénynemesitésben  és
novényvédelemben, a kornyezetvédelemben €s az alternativ energiaforrdsok teriiletén.

A fotoszintetikus fényenergiahasznositds bonyolult reakciék szorosan egymdshoz
kapcsolt sorozata, amelynek 1épései a végbemend részfolyamatok természete, helye
és iddbeli lefutdsa alapjdn elkiilonithet6k (1).

A fényenergia elnyel6dése a fotofizikai szakasz sordn az antennapigmentekben
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torténik. Az elnyelt fényenergia energiadtaddsi folyamatok révén a
reakcidcentrumokra jut, ahol az els6dleges toltésszétvélasztds torténik. Az ezt kovetd

redox folyamatok, €s a toltések irdnyitott szdllitdsa eredményeként szabadul fel a

molekuldris oxigén €s a redukdlé er6t hordozé NADPH.

PUTOFTZTKAL  SZAKASZ NIOKEMIAT _ S57AKASZ
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1. dbra A fotoszintézis folyamatainak idéskdldja Kamen nyomdn (1).

A toltésszétvdlasztds sordn a tilakoid mebrdn kiils6 €s belsé oldala kozott kialakul
egy elektromos potencidlkiilonbség, €s az elektrontranszportot kiséré proton felvétel
ill. leadds miatt egy pH-grddiens, amelyek az ATP szintézis sordn hasznosulnak (2).
Az ATP molekuldban kémiailag tdrolt energidt és a NADPH redukdld erejét

felhaszndlva jdtszédnak le a szerves anyagok szintézisének 1€pései.

A fotoszintetizdld sejtekben a fotoszintézis redox folyamataival ellentétes irdnyu
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reakcidsorozatok is folyhatnak: a 1égzés sordn dltaliban NADPH-t6]l az oxigén felé
irdnyuld elektrontranszport révén ATP termelGdik. ProkariGtdkban ez a két ellentétes
irdnyu, de azonos kompartmentumban lejitsz6dé folyamat szoros kolcsonhatdsban 4ll
egymadssal.
Néhdny éve zold algdk kloroplasztiszaiban 1€gzési funkciora utalé jeleket
taldltak; ezt a 1€gzési folyamatot klororespirdciénak nevezték el (62).
Dolgozatomban a magasabb rendd novények kloroplasztiszainak

légzésfolyamataival ill. annak a fotoszintézisre gyakorolt hatdsdval kivdnok

foglalkozni.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

Az élet a Foldon mintegy 3,8 millidrd éves (3). Az elsé fotoszintetizdld
prokariotdk kb. 3,5 millidrd éve jelentek meg egy primitiv foldi étmoszféréban,
er0sen redukdlo kornyezetben (4). Ezekben az organizmusokban mdr a porfirin
szerkezet(i vegyiiletek megtaldlhaték voltak.

Mintegy 2 millidrd évvel ezel6tt az oxigén koncentrdcidja jelentGs mértékben
megnovekedett az atmoszférdban (5). Ez vdlsdgot jelentett az olyan sejteknek, amelyek
nem rendelkeztek hatékony oxigénhasznosité rendszerrel. Az oxigén
koncentrdcidjanak novekedésével fokozatosan csokkent az abiotikusan termel6dd
metabolitok mennyisége, igy az €let a Foldon kozvetve vagy kozvetleniil fotoszintézis
fliggévé vdlt (6). A magasabb rendd foldi €let folyamatosan meguijuld energia
sziikségletét egyediil a fotoszintézis biztositja, ugyanakkor ezen szervezetek

oxigénigényét is, mintegy melléktermékként, szintén a fotoszintézis szolgdltatja.

2.1. A fotoszintézis evoliciéjanak alapjai

A fotoszintetikus baktériumokat kordbban két csoportra osztottdk (2a. dbra). Az

egyik csoport az archaebaktériumok csoportja (ide soroljuk a halobaktériumokat is) (7),
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az Osszes tobbi fotoszintetikus baktériumot pedig az eubaktériumokhoz soroltdk (8).
Az archaebaktériumok €s az eubaktériumok fotoszintézisének mddja teljesen eltér
egymdstol. A fotoszintézis szempontjabol a fé kiilonbség az eubaktériumok és az
archaebaktériumok kozott az a méd, ahogyan az ADP foszforildcigjdhoz sziikséges
elektrokémiai gradienst elGdllitjdk. Az eubaktériumokban koOzponti szerepe van a
klorofill-fiiggd toltésszétvdlasztdsnak a fotoszintetikus membran reakcidcentrumaiban,
amely egy elektrokémiai protongradienst hoz létre a membrdnon keresztiil (9). Az
archaebaktériumokhoz sorolt halobaktériumokban az elektrokémiai protongrddiens
létrehozdsdban egyetlen, a bibormembrdnban elhelyezkeds, hexagondlis
rdcsstrukturdba szervezGdott fehérje, a bakteriorodopszin vesz részt (10,11).
E szerint a csoportositds szerint tigy tlinhet, hogy a fotoszintézist a természet kétszer
"taldlta fel”: egyszer az archaebaktériumok, egyszer az eubaktériumok formdjdban.
Egyes kutatok szerint a halobaktériumok €s az Osszes eubaktérium, beleértve a
nem fotoszintetikus eubaktériumokat is, valészinlileg egyazon fotoszintetikus Gstél
szdrmaznak, melyet fotocitdknak neveznek (12-14). Lake és munkatdrsai ezen elmélet
szerint kiemelik a halobaktériumokat az archaebaktériumok csoportjabol és
rendszertanilag egy kombindlt fotoszintetikus csoport létrehozdsdt tartjidk helyesnek
(2b. dbra). Bizonyitékként a riboszéma hdromdimenzids struktirdjdnak hasonldsdgat
hozzdk fel. Ezen vizsgdlatok alapjdn a halobaktériumok sokkal nagyobb hasonlésdgot

mutatnak az eubaktériumokhoz, mint mds archaebaktériumokhoz.
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@ Fotocitak
Archaebaktériumok Eubaktériumok
Halobaktériumok Rhodospirilldlék  Clanofitdk  Proklorofitak
(b)
Fotocitak Archaebaktériumok  Eocitak
Eubaktériumok Halobaktériumok

I

Fotoszintetikus 0s

2. abra A fotoszintetikus prokariétdk filogenetikus osztdlyozdsa (a) Woesse és Fox,
(b) Lake nyomdn. Magyardzatdt ldsd a szovegben.

A fejlodés a kovetkezd 1épésben hdrom irdnyban indult meg. Az
eubaktériumokbdl és a halobaktériumokbdl kialakultak a biborbaktériumok, a
cianobaktériumok és a proklorofitdk. A  biborbaktériumok mdr tartalmaznak
bakterioklorofillt €s karotinoidokat (15), de nem képesek a vizet oxiddlni, azaz oxigént

fejleszteni. A cianobaktériumok, régebbi elnevezésiik szerint kékmoszatok,
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rendelkeznek oxigénfejlesztd rendszerrel és az elektrontranszport ldncuk is
nagymértékben hasonlit a magasabb rendliekéhez. A magasabb rendiiekkel ellentétben
a Kl b helyett azonban fikobiliszomdt tartalmaznak. A proklorofitdkban mdr
megtaldlhatd a Kl a és b és képesek oxigén fejlesztésre is (16). Mind a
proklorofitdkban mind a cianobaktériumokban a 1égzés és a fotoszintézis azonos
kompartmentumban helyezkedik el, ellentétben az eukariGtikkal ahol a sejtmag
megjelenése mellett kialakulnak a hatdrhdrtydval burkolt sejtszervecskék is.

Az eukariotdk kialakuldsdt magyardzé elméletek kozott két egymdssal szemben
allo hipotézist taldlunk. Az egyik az endoszimbiézis elmélet. E szerint mind a
nukledris, mind az organelldris génvonal hosszu idén dt, egymdstol fiiggetleniil 16tezb
sejtekben fejlédott. A két génvonal egyesiilésének eredménye az eukarifta sejt
kialakuldsa (17).

Ezzel ellentétben az autogén eredet hipotézis azt feltételezi, hogy egyetlen sejten
beliil fejlédott a nukledris és organelldris génvonal vagyis ez az elmélet az eukariGta
sejtek kialakuldsdt egyetlen organizmus fejlGdésének tekinti. Ennek az elméletnek
tobb varidcidja 1étezik, ugy mint a "Cluster-clone” (18), és a plazmid hipotézisek
(19,20), tovdbbd Keyhoni (21,), Reijnders (22), Uzzel és Spolsky (23) és Woese (24)
nevével fémjelzett hipotézisek:

Abban mind az autogén, mind az endoszimbidzis elmélet megegyezik, hogy a

nukledris €s organelldris gének kozos 6stdl szdrmaznak. Ma az endoszimbidta elmélet
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az elterjedtebb, de nincsenek donté bizonyitékok sem pro, sem kontra.

A Kloroplasztisz kialakuldsdnak tja sem tisztdzott. Cavalier-Smith (25) szerint a
kloroplasztisz "single” eredet(i, azaz egyetlen Gst6l szdrmazik. Ezzel szemben Raven
(26) "multiple” eredetiinek, azaz tobb Gst6l szdrmazoénak tekinti. A bibor baktériumok
€s a zold baktériumok reakcidcentrumai nagymértékben hasonlitanak a
kloroplasztiszok egyes €és kettes reakciécentrumaihoz (27). Dr. Horvdath Gdbor
hipotézise szerint ez ugy képzelhetd el, hogy a kloroplasztiszok a bibor és a zold

baktériumok fiizidjabol keletkeztek.

2.2. A légzés és a fotoszintézis kapcsolata

Az €10 sejtekben a 1€gzés és a fotoszintézis az a két f6 bioenergetikai folyamat,
amely a novekedéshez €s a reprodukcichoz nélkiilozhetetlen energidt szolgdltatja.
Mindkét energiadtalakitoé rendszer egyiittesen van jelen a fotoszintetikus organizmusok
tilnyomoé tobbségében (bibor baktériumok, cianobaktériumok, algdk €s magasabb
rendl novények). A 1€gzés folyamdn a redukdlt komponensek molekuldris oxigén 4ltal
torténd oxidacidjabol felszabadulé szabadenergia rovdsdra folyik az ATP-szintézis.
A fényenergia konverzidja a fotoszintézis sordn, oxigén felszabadulds mellett, szintén
energidban gazdag ATP-t termel. Mindkét folyamat mikodéséhez kiilonbozd

elektrondtvivé komponensek sziikségesek, amelyek egy zdrt vezikulumot alkoté



membrdnban helyezkednek el.

2.2.1. Fotoszintetikus prokariotdk

A fotoszintetikus prokariétdk csoportja nagyon véltozatos. Koziiliik tobb bibor,
nem-kén baktériumrdl (Rhodospirillum rubrum, R. capsulatus, R. sphaeroides)
bebizonyitottdk, hogy képes a termindlis oxiddzdval az oxigén redukcidjra. Zold
baktériumok hasonlé viselkedésére nincsenek adatok az irodalomban.

Biborbaktériumok. A 1égzési elektrontranszport dtja nagyon vdltozatos lehet a
kornyezeti tényezoktdl fiiggden. Altaldban két termindlis oxiddz szintetizalédik.
Leggyakrabban egy b-tipusi citokrom, de néha el6fordulhat az aaz-tipus is. A
leggyakoribb 1€gzési elektrontranszport Ut magdba foglalja a kinont, a citokrém b/c
komplexet €s egy hidrofil citokrém cp-t. A fotoszintetikus elektrontranszport P870-et
hordozé komplexet, ubikinont, citokrém b/c komplexet €s citokrom cyp-t tartalmaz (28).

A fotoszintetikus biborbaktériumok esetén a két elektrontranszport ldnc kozott
a kolcsonhatds régéta ismert. Van Niel (29) és Nakamura (30) folyamatos
megyvildgitds sordn kimutattdk a 1égzés teljes, reverzibilis gdtldsat. A fényindukalt
gdtlds szétkapcsoldk (pl. CCCP) hozzdaddsdval megsziintethetd. Ezen jelenség
magyardzatira két mechanizmus képzelhetd el. Az els§ szerint a fényindukdlt

membrdnpotencidl termodinamikus kontrollt gyakorol a 1égzési ldncra (31,32). Az
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ilyen tipusi gdtlds folyamatos megvildgitds esetén figyelhet6 meg. A mdsodik
magyardzat szerint a kolcsonhatds a kozos elektronhordozék redox dllapotdnak
fényindukdlt megvéltozdsdban keresend$ (33). A legszélesebb korben elfogadott
modell szerint a 1égzési €s a fotoszintetikus elektrontranszport ldnc az ubikinon
molekuldkndl dgazik kett€é (3. dbra) (34). Az ubikinon molekuldkat redukdlhatja a
fotoszintézis és a dehidrogendz enzim is. A redukdlt ubikinon molekuldkbdl az
elektronok kétfelé dgazhatnak el. Vagy a 1égzési ldnc termindlis oxiddza felé, vagy
a fotoszintetikus ldnc citokrom b/c komplexe felé. A kovetkez$ eldgazdsi pont a

citokrém cp koriil taldlhatd.

™~(UQ/UQH,) s
I LY G
3

3

O,
B |~ evte; —=(oE

3. 4dbra A 1égzési €s fotoszintetikus elektrontranszport funkciondlis kolcsonhatésa,
bibor, nem-kén Rhodospirillum rubrum baktériumokban. A vastaggal szedett
redox komponensek a 1€gzés €s a fotoszintézis kozos alkotoi. P870, reakcid
centrum; DH, dehidrogendz; UQ/UQH, oxiddlt €s redukdlt ubikinon; cyt,
citokrom. Az dbra Venturoli nyomdn késziilt (34).

Cianobaktériumok. A kékmoszatok fotoszintetikus elektrontranszport ldnca

rendelkezik PSI-gyel és PSII-vel, hasonléan a magasabb rendlekhez, tovdbbd
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plasztokinon molekuldkkal €s citokrém bg/f komplexszel, amely homolég a
mitokondrium b/c komplexével, €s egy oldhat6 citokrém c553-alA citokrém c553-at
néhdny cianobaktériumban egy réztartalmd protein, a plasztocianin helyettesitheti.
(Magasabb rendliekben csak plasztocianint taldlunk.)

A 1égzési és fotoszintetikus elektrontranszport ldnc kolcsOnhatdsdt szdmos
tanulmdny bizonyitja (35,36). A fotoszintetikus elektrontranszport az intracitoplazmds
(tilakoid) membrdnban taldlhat6. A 16gzési elektrontranszport helye vitatott, egyes
szerzOk szerint minden komponens a tilakoid membrdnban helyezkedik el, mds szerz6k
szerint a termindlis oxiddz a sejtet hatdrol0 membrdnban taldlhaté (37,38). A
tilakoidbol kétféle kinont izolditak, a plasztokinont €s a fillokinont. A legtobb szerz6
a plasztokinont (€s nem a fillokinont) tartja a 16gzési ldnc tagjidnak (35). A két
elektrontranszport eldgazdsdt a plasztokinon molekuldk koriil valdszinisitik.
Gatloszerekkel végzett kisérletek azonban arra utalnak, hogy a plasztokinon
molekuldn kiviil a citokrom bg/f komplex €s a citokrém cs553is kettds funkcidval
rendelkezik (38-41). A 1égzési és fotoszintetikus elektrontranszport feltételezett
kolcsOnhatését a 4. ébfén mutatom be.

Cianobaktériumokban a redukdlé komponenseket nagyrészt a NADH és a NADPH
szolgéltatja a 1€gzési elektrontranszport ldncnak. (Taldltak azonban a szukcindt
dehidrogendz jelenlétére utald jeleket is (42).) A NADH-t és a NADPH-t két

kiilonboz6 dehidrogendz oxiddlja. A NADH dehidfogenézt sikeriilt izoldlni, de a
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NADPH membrdnkotott dehidrogendzdt nem taldltdk még meg a tilakoid

membrdnban. Scherer és mtsi. kimutattdk (43), hogy a NADPH oxiddcidja sotétben
a 1égzési elektrontranszport eredménye €s a ferredoxin:NADP-oxidoreduktdz (FNR)
kozremiikodésével torténik. Az FNR a fotoszintetikus elektrontranszport ldnc

komponense, fényben a PSI elektronakceptoraként gondoskodik a NADPH

termelésérol.

NADPH  NADP"

NADH
m
iL

T I (PO/POH )
3

8 :
(cytaa, J=—cytegsy/PC——| P

4. dbra A 1€gzési €s a fotoszintetikus elektrontranszport funkciondlis kolcsonhatdsa
Anabaena variabilis cianobaktériumokban. A vastaggal szedett redox
komponensek a 1égzés és a fotoszintézis kozos alkotéi. P680, elséd
fotoszintetikus reakcidcentrum; P700, mdsodik fotoszintetikus reakcidcentrum;
PQ/PQHy, oxidélt €s redukdlt plasztokinon; cyt,, citokrém; PC, plasztocianin;
DH, dehidrogendz; Fd, ferredoxin; FNR, ferredoxin-NADP-oxidoreduktdz. Az
dbra Scherer nyomdn késziilt (35).

A 1égzési elektrontranszport fényreguldcidja vegetativ sejtekben két iton mehet

végbe (l4sd 4. dbra) (35):



13

1. A NADPH oxidécidja csokken, hiszen fényben az FNR reduktdz aktivitdsa a
domindns. Ismeretes, hogy kloroplasztiszban az FNR aktivitdsdt fény hatdsdra fellépd
konformécio-vdltozdsok is reguldlhatjdk. Hasonlé mechanizmus biztosithatja
cianobaktériumokban a dehidrogendz aktivitdst is.

2. A szabdlyozds mdsik tipusa a PSI versengése a termindlis oxiddzzal. A
citokrém cs553 kozos elektrondonora a PSI-nek €s a termindlis oxiddznak. A
kompeticiot a molekuldris oxigén szabdlyozhatja (38). Ezt a fajta kompeticiét a
1égzés és a fotoszintézis kozott megtaldlhatjuk az izoldlt heterocisztdk esetében is
(44).

Osszegzésként elmondhatjuk, hogy a legtobb fotoszintetikus prokariétdban
egyetlen kompartmentumban, sét legtobb esetben ugyanazon membrdnban taldlhatjuk,
mind a fotoszintetikus, mind a 1€gzési elektrontranszport ldncot. Ez a két, egymdssal
ellentétes (reduktiv €s oxidativ) elektrontranszport a fotoszintetikus baktériumok
esetén az intracitoplazmatikus membrdnban (45), cianobaktériumok esetén a tilakoid
membrdnban helyezkedik el. Néhdny elektronhordozo kozos a két ldncban (kinonok,
citokrom b/c komplex, oldhaté citokromok) (46). A fotoszintézis €s a 1égzés, ezen

organizmusokban “finomhangolt” reguldciéval kapcsolédik egymdshoz.
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2.2.2. Fotoszintetikus eukarigtik

A 1égzés €s a fotoszintézis sokkal Gsibb tipusid kolcsonhatdsdnak megmaraddsa
mellett szélnak azok az adatok, melyek zold algdk kloroplasztiszaiban egy 1€gzési ldnc
mukodésére utaltak.

Az eukaridta novényeket prokaridtdkkal osszehasonlitva energetikai szempontbdl
a legfontosabb kiilonbsé€g az, hogy a 1égzés és a fotoszintézis 6ndllé, hatdrhdrtydval
koriilvett sejtszervecskékbe kiiloniilt el. A 16gzés helye a mitokondrium, a
fotoszintézisé a kloroplasztisz. A két funkcié tehdt térben elkiiloniilt. {gy megsziint
a légzés €és a fotoszintézis szoros, egyetlen kompartmentumon beliili
kolcsonhatdsdnak feltétele.

Az egyértelm(, hogy a mitokondriumnak nincs fotoszintetikus funkcidja. A
kloroplasztiszban azonban taldlhatunk oxigénnel valé kolcsonhatdst (pl. Mehler-
reakcio). Ismeretes, hogy a kloroplasztisz €s a mitokondrium komplex kolcsonhatdsban
all egymdssal. A mitokondridlis 1égzés (mitorespirdcid) fénnyel gdtolhatd. A
kloroplasztiszban a fény hatdsdra fellépé oxiddciés folyamatok a Calvin-ciklus
karboxildcids reakcioit ledllitjdk a ribuléz-1,5-bifoszfat-karboxildz/oxiddz enzim
regulédldsdval (fotorespirdcio).

Az elmilt évtizedben zold algdk kloroplasztiszaiban egy 1j légzésfajtat fedeztek

fel, melyet Bennoun klororespirdciénak nevezett el.
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Dolgozatom témdja a magasabb rendli novények Kklororespirdcidja, ezért a
klororespirdcid témakorében elért eredményekkel egy kiilon fejezetben kivdnok

foglalkozni.

2.3. Klororespiracio

Mikroalgdkon végzett korai megfigyelések megmutattdk, hogy fényen, anaerob
koriilmények kozott képesek hidrogén fejlesztésre (47), és ez a hidrogénfejlodés
DCMU-val nem gdtolhatd. Ebbdl kovetkezik, hogy a hidrogénfejlédés nem szdrmazhat
a viz bontdsdbol (48). Feltételezhetd, hogy a hidrogén a szénhidrdt lebontdsa sordn
keletkezik a citromsav €s a glioxaldt cikluson keresztiil (49-52). A hidrogén fény
hatdsdra torténd fejlédése érzékeny a plasztokinon antagonista DBMIB-re, ami azt
bizonyitja, hogy a kloroplasztisz plasztokinonja kozponti szerepet jdtszik ebben az
oxidoredukcids folyamatban (53).

Diner és Mauzerall kisérleteiben kimutatta, hogy a plasztokinon molekuldk
redukdltsdgi dllapotdit nem csak a fotoszintetikus elektrontranszport képes
megvaltoztatni, hanem sotétben is redukdlédik (54).

NADH és a szukcindt dehidrogendzok jelenlétére a kloroplasztiszban tobb adat
is utal. Sejtmentes kivonatokban a NADH donorként szerepel a fotoszintetikus

elektrontranszportban a hidrogén fejlédéshez (55). Godde és Trebst (56) kimutatta,
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hogy a Chlamydomonas reinhardtii-bdl kivont kloroplasztisz frakci6 képes a NADH-t

oxiddlni. Ez a reakcié érzékeny rotenonra, DBMIB-re és DCCD-re. Ez egy NADH-
dehidrogendz jelenlétére utal a fotoszintetikus elektrontranszport plasztokinon
molekuldjianak redukcids oldaldn.

Peltier és Thibaut (57) gyenge oxigén fejlédést figyelt meg PSI-hidnyos
mutédnsban €s ez az oxigénfejlédés gdtolhaté volt CCCP-vel és rotenonnal. Ebbdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy a viz oxiddci6ja a NADPH redukciéjadhoz vezet egy
NADPH-plasztokinon-oxidoreduktdzon keresztiil, felhaszndlva a fényindukalt

membrdnpotencidlt. A NADH-oxidoreduktdz reverzibilitdsdt  fotoszintetikus

baktériumokban is megfigyelték (58).

Nemrégiben kimutattdk, hogy a szukcindt-dehidrogendz aktivitisdnak mintegy
25 %-a a kloroplasztiszban van (59), ellentétben azzal a kordbbi feltételezéssel, hogy
szukcindt-dehidrogendz aktivitds csak a mitokondriumban taldlhato.

A NADH-dehidrogendz jelenlétét a kloroplasztiszban genetikai adatok is
aldtdmasztjik. Nicotiana tabacum €s Marchantia polymorphau Kloroplasztisz
genomjdnak teljes nukleotid szekvencia analizise rendelkezésre dll (60). Az analizis
azzal a meglepd eredménnyel szolgdlt, hogy mindkét vizsgdlt kloroplasztisz tartalmaz
7 ndh gént, ami homolégidt mutat a mitokondridlis 1égzés NADH-dehidrogendzdnak
7 alegységével. Az is ismert, hogy a mitokondridlis NADH-dehidrogendz 49 kDa-os

alegységének létezik kloroplasztiszban kédolt homolégja (61). Hat ndh gén jelenléte
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szdmos kloroplasztisz genomjdban igazolt (cukorrépa, I6bab é€s rizs).

A kloroplasztiszban  jelenlévé oxiddzrél nagyon kevés informdcidval
rendelkeziink, csak kozvetett bizonyitékaink vannak. Bennoun (62) tapasztalata szerint
ha kiilonbozd oxiddz gétlokat (CO, NO, KCN) adunk egysejti algdkhoz, a
kloroplasztisz plasztokinon molekuldjanak redukdltsdgi dllapota nagy mértékben
megnd. Ez a kisérlet volt az elsd, amely bizonyitotta egy plasztokinont6l az oxigén
felé torténd elektrontranszport jelenlétét a kloroplasztisz tilakoid membrdnjdban. Ezt
a "légzésszerl” elektrontranszportot nevezte el Bennoun klororespirdciénak. Bennoun
kisérletei nyomdn, az azdéta eltelt idében a klororespirdcié meglétét mar Mantoniella

€s Phaeodactylus algdkon is sikeriilt bizonyitani (63).
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3. CELKITUZES

A 1égzés €s a fotoszintézis kolcsonhatdsdnak kutatdsa mdr régéta folyik. Kozel
10 éve ismeretes, hogy az egysejtli algdk kloroplasztiszai 16gzési tevékenységet
folytatnak. A klororespirdcidnak elnevezett jelenségr6l még nagyon keveset tudunk,
nem ismer jiik a 1€gzési €s fotoszintetikus elektrontranszport lanc eldgazdsdnak pontos
helyét, a 1€gzési lanc komponenseit, a termindlis oxiddzt, és a klororespirdcié
fiziologiai szerepét sem. Munkdnk megkezdés€ig az irodalomban nem voltak adatok
a magasabb rend(i novények klororespirdcids tevékenységét illetGen.

Ezért célul tiztik ki,

a klororespirdcio kimutatdsdt magasabb rendd névényekben;

a magasabb rendd novényeken végzett kisérletek eredményeinek
Osszehasonlitdsdt cianobaktériumokban és zOld algdkban mdr ismert

adatokkal €s az dltalunk kapott eredményekkel;

a légzési €s a fotoszintetikus elektrontranszport ldnc eldgazdsi helyének
azonositasat;

- a kloroplasztiszban 1évé 1€gzési ldnc termindlis oxiddzdnak

spektroszkdpiai kimutatdsat;

a kilonbozd kornyezeti tényezék hatdsdnak vizsgdlatdt a zold algdk €s

a magasabb rendd novények klororespirdcids aktivitdsdra.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. NOovényi anyag

A Synechococcus sp. PCC 6301 cianobaktériumot 40 W/m2 intenzitdsd dllandé
fényen neveltilk, szobah6mérsékleten €s 39°C-on, 5 % COp tartalmi levegd

bevezetése mellett, Allen médiumban (64).

A Chlamydomonas reinhardtii zold algdt 40 W/m? intenzitdsi fényen,

fotoheterotr6f médon, TAP mediumban tenyésztettiik (65).

A Chlorella zold algdt a Jozsef Attila Tudomdnyegyetem Biofizikai Tanszékérol,

Dr. Lehoczky Endrétdl kaptuk, majd az 4ltaluk kidolgozott koriilmények kozott

neveltiik.

Dohdny (Nicotiana tabacum L. cv. Havana SR1) novényeket iiveghdzi

koriilmények kozott, 25 °C-on, és kiilonbozé cukorkoncentrdciéji (0.3 és 3%)

2

tdptalajon, termosztdtszobdban, 20 W/m* intenzitdsu fényen neveltiik.

A borsé (Pisum sativum L.) novényeket szintén iiveghdzi koriilmények kozott
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neveltiik.

A tédptalajok €s a felhaszndlt médiumok Osszetételét a fiiggelékben részletezem.

4.2. Preparativ eljarasok

4.2.1. Protoplasztisz

Az izoldlast liveghdzban nevelt 4-6 levéllel rendelkezé vagy termosztdtszobdban,
kiilonbozd cukorkoncentrdcioji tdptalajon nevelt dohdnybdl végeztem (66). Az
izoldlds menete mindkét esetben megegyezett. A leveleket Osszegytjtottem, apro
szeletekre vdgtam majd fél 6rdn keresztiil plazmolizdltam K3 médiumban pH=5.6-ndl
0.4 M-os szorbitot haszndlva ozmotikus stabilizdtorként (67). Fél 6ra elteltével a
szeletekre védgott dohdnyleveleket 0.4 M szachardzt, 1% celluliz R-10 és 0.5%
macerozim R-10 enzimet tartalmazé K3 médiumba tettem. Az emésztés egy €jszakdn
at tortént. Az emésztetleniil maradt levéldarabokat 40 um-es sziirével eltdvolitottam,
majd a protoplasztiszokat tartalmaz6 szuszpenziét Pasteur-pipettdval egy zdrhaté
centrifugacsébe tettem €s 200 g-vel 3 percen 4t centrifugdltam. A protoplasztisz a
felszinen 0Osszegytlt, ahonnan egy mdsik centrifugacsébe tettem €s kétszeri
cukormentes W5 pufferrel torténd mosds utdn, melyet 100 g-n 5 percig végeztem,

a c¢sO aljin Osszegyljtottem. A  protoplasztisz szuszpenziét felhasznéldsig
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szobahOmérsékleten tartottam. A protoplasztiszok életképességét (intaktsdgat)
tdptalajra téve jellemezhetjilk. Az ilyen mddszerrel izoldlt protoplasztiszok

életképességére jellemzd adat, hogy kb. 80%-os ardnyban voltak képesek koldnidkat

alkotni.

4.2.2. Intakt kloroplasztisz

Intakt kloroplasztiszokat, melyek megtartjdk hatdrhdrtya (envelop) membrdnjukat,
kéthetes tiveghdzban nevelt borsobdl izoldltam (68). A lecsipegetett leveleket ollgval
Osszeapritottam €s mixerbe raktam annyit, hogy az izoldlé6 médium (0,35 mM szorbit,
20 mM Tricin/KOH, 0,2 mM MgClyp, pH=7,7) ellepje. A legkisebb fordulaton 5 s-ig
apritottam, majd a durva kloroplasztisz szuszpenziét 20 pm-es 8 rétegil nylon szlirGn
valasztottam el a fel nem tdrt szovet daraboktdl. Ezutdn centrifugdldssal (1 perc alatt
500 g) eltdvolitottam a tormeléket, az intakt kloroplasztiszokat pedig centrifugdldssal
(1500 g-n 45 s alatt) leiilepitettem. Az iiledéket a szuszpenddlé médiumban (0,35
mM szorbit, 20 mM Tricin/KOH, 5 mM MgCl,, 10 mM KCl, pH=7,7), ecsettel nagyon
ovatosan felszuszpenddltam €s ismét 1500 g-n 45 s alatt leiilepitettem.

Intakt kloroplasztiszok elvdlasztdsdra alkalmaztunk egy mdsik mddszert is. A
tormelékt6l megszabaditott kloroplasztiszokat Percoll-pufferben (22 % Percoll, 50 mM

Tris/HCl, 300 mM szorbit, 3 mM EDTA, 2 mM Merkapto-EtOH, 0,1 % BSA, 3 % PEG
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6000, pH=8) szuszpenddltuk fel. Ez utdn 36000 g-n 20 percig centrifugdltuk. Az

intakt kloroplasztiszok egy sotétzold gytriit alkottak a kialakult folyamatos gradiensen.
A gytrit Pasteur-pipettdval eltdvolitottam, majd 5-10 % MOPS tartalmi pufferben
Ujraszuszpenddltam. Egy 10 percig tarté 1300 g-n torténé centrifugdlds végén a
Percoll-mentes intakt kloroplasztisz a ¢sé aljan gyiilik Ossze.

A Kkloroplasztiszok intaktsdgdt mindkét esetben ferricianidos prébdval hatdroztuk
meg (69). A meghatdrozds azon alapul, hogy a Hill-reakciéban elektronakceptor
ferricianid szdmdra a kloroplasztisz hatdrhdrtydja dtjarhatatlan. Intakt kloroplasztiszok
tehdt ferricianid Hill-reakciét nem mutatnak, mig hatdrhdrtydjukat eltdvolitva erre
képesek. A kloroplasztisz ill. tilakoid membrdn szuszpenzidhoz adott ferricianid
fényindukdlt abszorbcidvdltozdsit 420 nm-en hatdrozhatjuk meg. A redukcio
sebességét eldszor intakt kloroplasztiszokat tartalmazé szuszpenzioban, majd az ebbdl
ozmotikus feltoréssel készitett tilakoid membrdnokban végeztem. (A feltorés 20 mM
tricint €s 3 mM MgCly-ot tartalmaz¢ pufferrel tortént. A feltorés utdn kétszertomény
szuszpenddlé médiummal dllitottam vissza az eredeti koncentrdcidviszonyokat.) A két
abszorbcidvéltozds egymdshoz viszonyitott ardnydbdl kiszdmithat6 a kloroplasztisz
intaktsdgdnak mértéke.

Az izoldlds sordn minden miveletet 4 °C alatt kell végezni. Az intakt

kloroplasztisz kb. 6 6rdn keresztiil haszndlhaté fel.
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4.2.3. Tilakoid membrdn

A tilakoid membrédnokat intakt kloroplasztiszbdl nyertem ozmotikus feltorés utdn.
(Tapasztalataink szerint, ha a tor6 médiumban MgCl, is van, kompaktabb tilakoid
membrdnrendszert nyerhetiink,) A kiilonb6zé reakciok mérése sordn a szuszpenzid
mind az intakt kloroplasztiszndl, mind a tilakoid membranndl 0.35 M szorbitolt, 5 mM

MgClp-tés 20 mM Tricin/KOH-t tartalmazott (pH=7.6).

4.2.4. Kloroplasztisz hatdrhdrtya €s a sztréma folyadék

Intakt kloroplasztiszbdl indultam ki, hasonléan mint a tilakoid membrédn izol4ldsa
sordn. Ebben az esetben azonban az ozmotikus feltorés utdn 6000 g-vel leiilepitettem
a tilakoid membrdnokat. A feliiliszd, igen alacsony klorofill tartalmi szuszpenzié
tartalmazza mind az envelop membrdnokat, mind a sztréma folyadékot. Az izoldlds
minden 1épésében 1 mM PMSF protedzgdtlé volt jelen. A hémérsékletet O és 4 °C

kozott tartottuk.

4.2.5. Kloroplasztisz hatdrhdrtya

1 kg spen6tbdl a fent leirt modszerrel intakt kloroplasztiszt izoldltam majd 0,75,
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1, 1,5 M-os, 1épcsds cukorgrddiensen tisztitottam. 10 mM Tricin (pH=7.6) €s 4 mM
MgCl, oldatdban a kloroplasztisz hatdrhdrtydjat eltdvolitottam, majd 0,93 M és 0,6
M-os cukorgradiensre rétegeztem a szuszpenziot. Az envelop szubfrakciét a 0,6/0,93
M-os cukor hatdrdn gytjtottem Ossze 1 o6rds 72000 g-n torténé centrifugdlds utdn.
A két kiilonbozd slrlségi cukor hatdrdn kialakuld, sdrga szind gyfrt
Pasteur-pipettdval gytjtottem Ossze €s 45 percig 113000 g-vel leiilepitettem. Az

izoldldlast 1 mM PMSF jelenlétében 4°C-on végeztem (70).

4.3. Miiszeres méromodszerek

Ahol nem emlitem a miszerek tipusait, ott kiilonbdzé konfigurdciokat
haszndltunk. A klorofillkoncentrdcio 30 pg/ml, ha a szovegben erre kiilon utalds nem

torténik.

4.3.1. A klorofilltartalom meghatdrozdsa

A klorofilltartalom meghatdrozdsa Arnon mddszerével tortént (71). A
kloroplasztisz szuszpenziot 80%-os acetonba téve a mérést zavaré fehérjék
kicsaphatok és centrifugdldssal eltdvolithatok. A Kl a és b abszorbcigjit 664 és 646

nm-en mértik (AggaA6a6)A spektrofotométert 720 nm-re nulldztuk. A Kl a €s b
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tartalom az alabbi modon szdmithatd:
Kla =12,7* Agga-2.09 * Ag46

KIb =229%* Aggqc- 468 * Agea

4.3.2. Elektrokrom abszorbcidvdltozds mérése

A fényindukdlt toltésszétvdlasztds €s az ezt kovetd toltésmozgdsok miatt
felépiil egy transzmembrdn elektromos tér, amely 10° V/cm nagysdgrendd. A
toltésszétvalds eredményeképpen a membrdn belsd oldala pozitiv, a sztréma felé esé
oldala pedig negativ lesz. A membrdnba 4gyazott pigmentek abszorbcids sdvjai az
elektromos tér hatdsdra eltolédnak, mely a pigmentek elektrokrém
abszorbcidvéltozdsaként detektdlhaté (72). Technikai okok miatt ez legkénnyebben
460 és 540 nm kozott, a K1 b és a karotinoidok abszorbcids tartomdnydban mérhetd;
515 nm-nél abszorbcionovekedés, ezzel pdrhuzamosan 478 nm-nél pedig
abszorbcidcsokkenés kovetkezik be. A kloroplasztisz tilakoid membrdnokban az
elektrokrom abszorbcids tranzienst a pozitiv maximumhely utdn 515 nm-es
abszorbcidvdltozdsnak (AAs15)is nevezik.

A mérérendszeriinkben a kiivettdban 1€vé mintdra egy monokromdtorral
bedllitott 515 nm hulldmhosszisdgld fényt bocsdjtunk. A gerjesztés két oldalrdl

voros villanéfénnyel torténik, programban idozithetd6 mdédon. A mintdn 4tjuté fényt
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egy fotoelektronsokszorozé detektdlja, a jelet egy differencidl erGsit6re kiildi, amely
az egyenfesziiltségli komponenst levdlasztja. A differencidl erdsité kimend jelét egy
sokcsatornds analizdtorral gy(jtjiikk Ossze. Az analizdtorbdl dtlagolds utdn nyerjiik a
kivant, villan6fénnyel indukdlt abszorbciés kinetikdt. Ahol erre kiilon utalds nem
torténik, ott a gerjesztés frekvencidja 1 s'l, az ismétlések szdma 20. A

mérdberendezésiink elrendezése az 5. dbrdn l4thato.

G
=
MK M HFE_—DE C
=

5.4bra A villanofény-indukdlt elektrokrom  abszorbcié  méréberendezésének
blokkvdzlata. L=fényforrds; MK=monokromdtor; M=minta; T=termoszt4lo
egység; S=fényszlird; G=gerjesztl villanéfény; FES=fotoelektronsokszoroza;
DE=differencidl erdsité; C=CAMAC adatgyiijt6 rendszer; PC=szdmit6gép;
P=plotter; XY=XY ir6; I=id6zité egység

4.3.3. Fluoreszcencia indukcié mérése

A fotoszintetikus organizmusokban fénygerjesztéssel vagy kémiai reagensek
hozzdaddsdval vizsgdlhaté a fluoreszcencia tranziens kinetikdja. A fluoreszcencia

indukcié  mérésével értékes informdciokat nyerhetiink a  fotoszintetikus
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elektrontranszport rendszerek mikodésérol.

Vizsgélatainkat leveleken, protoplasztiszokon, kloroplasztiszokon, tilakoid
membrdnokon €s kiilonbozd algdkon végeztiik.

A fluoreszcencia  jelenségét az  elektrontranszport ldncban lezajlé
toltéssz€tvalasztdsi €s tdroldsi folyamatokkal magyardzhatjuk (73). A QA felol a Qp
felé torténd elektrontranszport DCMU hozzdaddsdval gdtolhaté. Ezen gdtlGszer
jelenlétében a fluoreszcencia indukcié viszonylag egyszeri kinetikdt kovet. A
megvildgitds kezdetén a fluoreszcencia intenzitdsa alacsony (Fg). A Qp fokozatos
redukdldddsdnak kovetkeztében a fluoreszcencia intenzitdsa fokozatosan elér egy

maximdlis értéket (Fi,). Az Foés az Fyy kiilonbsége adja a varidbilis fluoreszcencidt.

L_—i}—-FZ M

6. dbra A fluoreszcencia indukcié mérGberendezés blokkvdzlata. L=fényforrds;
S=fénysziir6; FZ=elektromos fényzdr; M=minta; FES=fotoelektronsokszorozg;
NF=nagyfesziiltségli tdpegys€g; DO=digitdlis oszcilloszkép; P=plotter;
I=id6zit6 egység

FES DO P

]

NF

Kloroplasztisz szuszpenziban DCMU hidnydban a fluoreszcencia mérés

segitségével a plasztokinon redukdltsdgi fokdrol szerezhetiink informdcidkat. A QA
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teljes redukcidjdnak sebessége, a plasztokinon molekuldk gerjesztés el6tti redukdltsagi

fokatdl fiigg.

Az 6. dbrdn a levelek €s izoldlt rendszerek fluoreszcencidjanak mérésére alkalmas

berendezés véazlata lathatd.

4.3.4. Az oxigénfejleszté képesség mérése

A levelek, protoplasztiszok, kloroplasztiszok és tilakoid membranok
oxigénfejlesztésének €s fogyasztdsinak mérése folyamatos telitési megvildgitds

mellett Clark-féle elektroddal tortént (74).

4.3.5. Az elektrontranszport sebességének mérése

A fotoszintetikus elektrontranszport sebességét a Hill-reakcid mérésével
hatdrozhatjuk meg, vizt6l valamilyen Hill-oxiddnsig (pl. DCPIP, ferricianid). Az
alkalmazott moddszer az akceptorok redox dllapotdnak vdltozdsdn alapul. Az
abszorbcidvdltozds mérésére AMINCO DW-2 UV/VIS tipusi kétsugaras
spektrofotométert alkalmaztunk. A két egyforma minta (10 pg/ml klorofill, 15 uM
DCPIP vagy 1 mM ferricianid) koziil az egyiket megvildgitva, meghatdrozhatjuk az

akceptor idéegység alatt bekovetkezd abszorbcidvédltozdsdt, amelybdl szdmithaté az
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elektrontranszport sebessége.

4.3.6. A SOD aktivitdsdnak mérése

Az oxigénfogyasztds mérésével, tilakoid membrdnokban kovethetjilkk a SOD
aktivitdsdnak vdltozdsit. A mérés azon alapul, hogy SOD és MV jelenlétében, mérési
kortilményeink kozott, az oxigénfogyasztds felére csokken. Ezt magyardzza az aldbbi

két reakcidegyenlet:

2AH +20,+2H"—> 2 A +2Hy0
AH + Oy + HY-= A + HyOy

(AH, aszkorbdt; A, dehidroaszkorbat)

Az izoldlt intakt kloroplasztiszokat ozmotikus tton feltortiik €s az igy nyert
tilakoidmembrdnok oxigénfogyasztdsat 40 uM DCPIP, 100 uM MV, 2 mM aszkorbdt,
0,8 mM NaN3, 16 uM DCMU osszetételii pufferben mértikk. A NaN3 a kataldzt
blokkolta azért, hogy az elektrontranszport a SOD-enzim irdnydba haladjon tovabb és
ne az aszkorbdt felé. A redukdlt DCPIP elektrondonor, a DCMU kizédrja a PSII-t. A
klorofillkoncentrdcié 15 pg/ml, a SOD gdtldsihoz sziikséges KCN koncentrdcié pedig

10 mM volt.



30
5. KISERLETI EREDMENYEK

5.1. A klororespiracié kimutatisa magasabb rendii n6vényekben

A fotoszintetikus baktériumokban, cianobaktériumokban és zold algdkban a
légzési €és fotoszintetikus elektrontranszport ldnc szoros kolcsonhatdsban 4l
egymadssal. A két elektrontranszport ldnc eldgazdsa nagy valdszin(iséggel a citokrém
be/f komplex korny€kén taldlhatd. Prokariotdkban ismert, hogy a 1€gzés termindlis
oxiddza €s a fotoszintézis reakcidcentruma (cianobaktériumok esetében PSI) verseng
az elektronokért.

Ezen eredmények ismeretében célszerlinek tlint a magasabb rendl novények
klororespirdcidjdnak vizsgdlata sordn a citokrém bg/f komplex €és a PSI
viselkedésének tanulmdnyozdsa. Erre a villan6fény-indukdlt elektrokrém
abszorbcidvdltozds mérésének technikdja tlint legalkalmasabbnak.

Az 515 nm-nél megfigyelt elektrokrom abézorbciévéltozés kezd6 fédzisdnak
amplituddja egyenesen ardnyos a stabil toltésszétvdlasztdsra képes reakcidcentrumok
koncentrcidjdval, amelyek egy rovid (legfeljebb néhdny ps-os) telitési gerjesztd
villan6fény hatdsdra toltést vdlasztanak szét. A PS I és PS II kozel egyenl$ ardnyban
jarulnak a kezdd féazis amplitidéjidhoz (75). A lassd (5-10 ms-o0s) fazis a citokrém

be/f komplex elektrogén aktivitdsdbol adddik (76). A lecsengés kinetikdjat a membran
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permeabilitdsa ill. az ATP-szintézishez kapcsoltan a protongrddiens megsziinésének

sebessége hatdrozza meg.

Ennek a technikdnak nagy el6nye, hogy akdr egyetlen gerjesztés utdn is meg

tudjuk mérni az abszorbcidvaltozast.

5.1.1. Protoplasztiszok, levelek

Vizsgélatainkat dohdnylevelekbdl izoldlt protoplasztiszokon kezdtilk, mert a
protoplasztiszok optikai tulajdonsdgai sokkal jobbak, mint a Ileveleké. A
protoplasztiszokon torténd vizsgdlatok tovdbbi elénye a sejtszinten Kkivitelezhetd

mérés €s a pontosan bedllithaté klorofillkoncentracio is.

AA=|1073

KCN+ DCMU

T

————

At=50ms

7.4bra A dohdny protoplasztisz jellemz$ AAs 5 kinetikdja. @ kontroll. A KCN ill.
a DCMU gétloszereket 2 mM ill. 20 pM koncentrédciéban alkalmaztuk.
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A 7. dbrdn lathatd, hogy légzésgdtlé KCN-t adva dohdny protoplasztiszokhoz
a AAsjslassi fézisa jelentGs mértékben megnd. A lassi fédzis novekedésének

kivdltdsa nem igényelt inkubdldst, és a KCN hozzdaddsa utdn mar az elsé néhdny

gerjesztés eldidézte.

A kovetkezd 1€pésben megprobdltuk DCMU hozzdaddsdval, a PSII kizdrdsdval
vizsgédlni a PSI viselkedését. Mivel DCMU jelenlétében az 515 nm-nél mért kezdd
amplitudo teljes egészében a PSI-bOl szdrmazik, az dbrdrdl 1dthaté, hogy DCMU
jelenlétében a PSI reakciécentrumok csupdn 40%-a miikodik. A nem mikodé PSI

reakciécentrumok KCN hozzdaddsdval kozel 80%-ban tjraaktivdlhatok.

szulfid
szulfid+DCMU

AA$1073 ¢

DCMU

%

At=50 ms

-+

8. dbra A dohdny protoplasztisz jellemz$ AAs| 5 kinetikdja. @, kontroll. A NapS és
a DCMU giétloszereket 6 mM ill. 10 pM koncentrdciéban alkalmaztuk.
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A kisérletet elvégeztiik egy mdsik 1égzésgitldval, a NapS-dal is (77). Mint ahogy a
8. dbrdrol 14thatd, teljesen hasonl6 eredményt kaptunk igy is, mint KCN esetében.
A plasztokinon molekuldk redukdltsdgi 4llapotdt a fluoreszcencia indukcid
mérésével ké\}ethet jiik nyomon. A 9. 4dbrdn l4thatd, hogy a cianid-érzéketlen 1égzési
ut  gdtloszerével (SHAM) a plasztokinon molekuldk redukéltsdgi dllapota

megnovelhetd. Ez a megfigyelésiink Osszhangban van a Bennoun 4ltal, Chlorelldn

végzett kisérlettel (62), amellyel a fotoszintézis 1égzéskontrolljanak miikodését

bizonyitotta egysejti algdkban,

SHAM

Fluoreszcencia

At =05s

9.dbra A SHAM (5 mM) hatdsa a dohdny protoplasztisz klorofill fluoreszcencia
indukci6 kinetikdjéra.

A fenti eredményeket enzimatikus emésztéssel elddllitott protoplasztiszokon

nyertiik. Elméletileg lehetséges, hogy az izoldlds sordn artifaktumok lépnek fel. Ezt

teljes bizonyossdgal csak akkor zdrhatjuk ki, ha a kisérleteket intakt leveleken is
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elvégezziik. A 10. dbrdn l4thats, hogy kiilonbozé 16gzésgdtlok hozzdaddsival a
levelek fotoszintézise serkenthetd, hasonldan a protoplasztiszokhoz. Ez a tény igazolja

annak jogossdgdt, hogy Kkisérleteinket a nehezebben mérhetd levelek helyett

protoplasztiszokon végeztiik.

o KCN
® )
AA=[103
C0-¢ KCN -9
At =20ms

10. dbra A KCN és a CO hatdsa a dohdny levelek AAsq5 kinetikdjdra. A CO-os
mérések el6tt a leveleket 3 percig CO-ban gazdag atmoszférdban
inkubdltuk. (Hasonlé koriilmények kozott az Np hatdstalan.) A kezelések
elétt a levelek alsé epidermiszét eltdvolitottuk, hogy a gdtlészerek
konnyebben bejuthassanak a sejtekbe. A KCN-t a vizzel toltott kiivettdba
adtuk 5 mM végkoncentrdciéban. A CO-@ és a KCN-@ jelolésti gorbék a
CO-dal és KCN-nel kezelt mintdk €s a kontroll kiilonbségei.

5.1.2. Izoldlt kloroplasztisz, tilakoid membrdnok

Annak eldontésére, hogy melyik az a legkisebb szervezeti egység amely még
képes a klororespirdciora, vizsgdlatainkat kiterjesztettiik "open-cell” prepardtumokra,
izoldlt intakt kloroplasztiszokra €s tilakoid membrédnokra is.

Az "open-cell” prepardtumot protoplasztiszokbdl, a sejtmembrdn ozmotikus
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feltorésével nyertiik. Az "open-cell” prepardtum esetén a kloroplasztisz sértetlen
marad, azaz megtartja hatdrhdrtydjit. Az 11. dbrdn ldthatd, hogy 1€égzésgdtlo
hozzdaddsdra a AAs5]s5mindségileg hasonld lassifdzis serkentést kaptunk, mint

protoplasztisz esetében.

KCN

AA=[107

KCN + DCMU

ST AN e e —

v DCMU

At =50ms

\4

11.dbra A dohdny protoplasztiszokbdl, ozmotikus feltoréssel nyert "open-cell”
prepardtum  jellemz6 AAsg5 kinetikdja. A koncentrdcidviszonyok €s
jelolések megegyeznek az 7. dbrdéval.
Ellentétben a sejtkornyezetben taldlhato kloroplasztiszok viselkedésével (vo.
7. dabra), DCMU-val gdtolt, izoldlt intakt kloroplasztiszokban ditionit hidnydban illetve
alacsony ditionit koncentracié esetén (<0,5 mM) nem mutathaté ki a klororespirdcio
mukodése (12. dbra). Ditionit jelenlétében (amely a PSI elektrondonorait redukdlja €s

feltehetGleg a citoszolbdl érkezd redukdld erét potolja) mind a kezd6 amplitddd mind

a lassifézis serkentése jol megfigyelhetd.
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12. dbra A KCN-indukdlt AAs5 kezdé amplitido €s a lassu fézis novekedésének
fiiggése a ditionit koncentrdciotol. (e—e), az intakt borsé kloroplasztisz,
(m—m) és a tilakoid membrdn AAj5q5 kezd6 amplitiddja; (o—o) az intakt
kloroplasztisz AAsq5 lassi fdzisa. Minden mintdban 20 pM DCMU volt
jelen.

A ditionitkoncentrdcié novekedésével né azon elektronok szdma, amelyekért a
fotoszintézis €s a klororespirdcié versenyezhet. Ebben az esetben a KCN serkentése
egyre kifejezettebbé vdlik (felfuté szakasz). Az 4brdrdl az is kitlinik, hogy magas
ditionit koncentrdcié esetében (>5 mM) egyre tobb PSI reakcidécentrum képes a
toltésszétvdlasztdsra az ismétl6dG villanofény gerjesztés hatdsdra és ezért a KCN-
serkentés valamelyest csokken.

Egy szervezettségi fokkal lejjebb, izoldlt tilakoid membrdnok esetében nem

tudtunk KCN-indukdlt véltozdst kimutatni. Az 12. 4brdn ldthat6 AAsqskezdd
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amplitiddjdnak csokkenését a jelenlévé 5 mM KCN hatdsdra fellépé fotoszintetikus

elektrontranszport részleges gdtldsa okozza (vo. 17. dbra).

5.2. A Kklororespiricio és a fotoszintézis versengése

Az eddigi kisérletekkel kimutattuk, hogy a kloroplasztiszban taldlhaté egy 16gzési

elektrontranszport ldnc (vagy ldnc darab). A tovdbbiakban arra keressiik a vdlaszt, hogy

milyen kolcsonhatdsban 41l a klororespirdcié €s a fotoszintézis a kloroplasztiszon

beliil.

AAgqg relativ amplitadd

40

30

20

10

L. :\O
: \O
\ XQ
o, DCMU
i \Os—o— —————————
s + KCN
0 20 410 GIO 810 1(1)0 150 *

A gerjeszté felvillanasok szama

13.dbra A KCN hatdsa a AAsi5 amplitiddjdra, 1 ms-al a villanéfény-gerjesztés
utdn. Az adatok a kezeletlen dohdny protoplasztiszokban nyert értékekre
(100) vannak normalizdlva.
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Ha a DCMU-val gétolt protoplasztiszokat nagyszdmu villanéfénnyel gerjesztettiik
azt tapasztaltuk, hogy a PSI aktivitdsdnak mintegy 40%-a marad meg. (Ez egyiittal azt
is mutatja, hogy a PSI nem csak a PSII-t6l kap elektronokat.) Az 13. dbrdn ldthatd,
hogy a plasztokinon molekuldk fel6l dramlé elektronokért a klororespirdcié verseng
a PSI-gyel. Ha ui. a klororespirdciét KCN-el gdtoljuk akkor az Osszes elektron a PSI
felé vandorol. Az 4brdrdl az is jol ldthat, hogy a PSI aktivitdsdnak novekedését
mdr egyetlen gerjesztés is kivdltja és ez a magasabb aktivitds hosszi id6n keresztiil
megmarad.

A fenti adatok jol értelmezhetok ugy, hogy a klororespirdcié verseng a
rendelkezésre dllo redukdlé erdért. Cianidgdtldssal a versengés megsziintethetd €s
a PSI aktivitdsa serkenthetd. Ennek fényében vdrhatd, hogy a villandgerjesztések
kozotti sotétintervallum csokkentésével a PSI aktivitdsdt egyre inkdbb korldtozza a
klororespirdcié. A korldtozds mértékét a 14. 4brdn bemutatott mérés alapjin a
cianid-serkentés mértékével jellemezhetjiik. Mint azt a 14. dbra mutatja -
Osszhangban azzal, amit a versengés alapjin vdrtunk - a gerjesztések kozotti idd
csokkentésével a cianid serkentés egyre erételjesebbé vdlik (At<2s). Egyszeri
versengés feltételezésével azonban nem magyardzhaté az a megfigyelésiink hogy a
hosszabb gerjesztési idOkozok esetén sem dll elegendd redukdlé eré a PSI
rendelkezésére ill. a klororespirdcié tovdbbra is szdmottevd mértékben korldtozza a

PSI aktivitdsdt. Ezért feltételezhetd, hogy a klororespirdcids €s a fotoszintetikus
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elektrontranszport versengését nem kizdrélag a plasztokinon molekuldkban térolt

redukdlo erd szabdlyozza, hanem az pl. az elektrontranszport eldgazdsdndl

befolyésolhatd.

15}

A g5 (DCMU+KCN)/ AAg (DCMU)

1'0 1 1 1 1 1

\J

A gerjesztések kozott eltelt ido, s
14.dbra A KCN-indukdlt AAsi5 amplitidénovekedés fiiggése dohdny
protoplasztiszokban a  gerjeszt§ felvillandsok kozott eltelt  idd
figgvényében.

A fotoszintézis €és a klororespirdcié kompeticiGjdt megvizsgdltuk abban az
esetben is, ha a plasztokinon molekuldk redukdlt dllapotban vannak. Az eredményeket
az 15. dbra szemlélteti. A AAs515 kezdé amplitidéja DCMU és ditionit jelenlétében
kb. fele, mint a kontrollban (azaz a PSI aktivitds megegyezik a kontrolléval). Ez nem
lenne meglepd hiszen tudjuk, hogy 2 mM ditionit a plasztokinon molekuldk teljes

mennyiségét képes redukdlni. KCN hozzdaddsdra azonban a toltésszétvdlasztdsra
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képes PSI reakcidcentrumok mennyisége kb. kétszerese a kontrollban miikod6hiz
viszonyitva. Ez a kisérlet bizonyitja, hogy a ditionit egyediil, habdr elegendd
redukdld erd6t biztosit a plasztokinon molekuldk redukcidjdhoz, nem képes az Osszes
PSI  rekcidcentrum mukodtetésére. Ezek a "tartalék” reakcidcentrumok a

klororespirdcié blokkoldsdval aktivdlédnak.

DCMU + aitionit+ KCN

- -3
AA=[10 DCMU + ditionit

DCMU

M

—

At =50ms

-

15. dbra A dohdny protoplasztiszok tipikus AAs5q5kinetikdja 20 uM DCMU, 2 mM
ditionit és 2 mM KCN jelenlétében €s hidnydban.

A 1€gzési €s fotoszintetikus elektrontranszport versengése "€heztetett”, 1-2 napig
sotétben tartott levelekbdl izoldlt protoplasztiszok esetén még szembetiinébb volt.
Ezekben a mintdkban a KCN nem csak a lassifdzist serkentette, hanem a AA 5] 5kezdd
amplitiddjdt is. Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy sok reakciécentrum inaktiv a

villanofény-gerjesztés alatt, azonban ezek a "tartalék” reakciécentrumok KCN hatdsdra



41
aktivdlédnak.

A citokrém bg/f komplex redox dllapota az eddig alkalmazott kozvetett hatdson
alapulé méréstechnikdn tdl kozvetleniil is mérhetd. A 16. dbrdn a citokrém bg és f

abszorbcios tranziensei lathatok.

‘540 550 560 570

Hullamhossz, nm

16. dbra Az €heztetett dohdnybdl izoldlt protoplasztiszok abszorbcids tranziens
spektrumai. A felsé gorbék értékeit 2 ms-al, az als6 gorbék értékeit 20
ms-al a villanéfény-gerjesztés utdn kaptuk. @, kontroll; a tobbi gorbe 2 mM
KCN és 20 uM DCMU jelenlétében, a jelolés értelmében. Az 515 nm-nél

mért relatfv amplitiddk a kivetkezok voltak: @, 100; KCN, 128; DCMU,
20; KCN+DCMU, 60

Az dbra szemléletesen mutatja, hogy KCN hidnydban a citokrom bg €s f

mennyisége, amely redukdldodik ill. oxiddlédik egyetlen gerjesztés hatdsdra, nagyon
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kicsiny. KCN hozzdaddsa utdn azonban a villanéfény kivdltotta redox
dllapotvdltozdson dtesett citokrom bg és f mennyisége igen nagy mértékben megnitt.
Ez a magasabb rendd novények protoplasztiszaiban mért citokrém bg/f komplex
aktivitdsdnak novekedése nagyon hasonlé a Houchins és Hind éltal, heterocisztdkban
megfigyelthez (44). A citokrom bg/f komlex KCN-indukdlt aktivitds novekedését
fotoheterotrof koriilmények kozott nevelt cianobaktériumok esetében is kimutattik

(78).

5.3. A cianid hatdhelyeinek elkiilonitése

Mivel a dolgozatomban a KCN-nek kitiintetett szerepe van, fontos a kémiai
hatdsmechanizmusdnak €s az €16 rendszerekben elGidézett hatdsainak tisztdzdsa.

A cianidok hatdsmechanizmusa azon alapul, hogy szdmos dtmeneti fémmel (pl.
Ag, Fe, Cu) igen stabil komplexet képez. Bioldgiai, 1€gzésbénité hatdsa azzal
magyardzhatd, hogy a kétértéki rezet €s a hdromértéki vasat tartalmazd oxidativ
enzimek erOsebb kotést létesitenek a cianiddal, mint az oxigénnel és ezdltal az
oxigénelldtds szempontjdbol legérzékenyebb szerveket kdrositja. A KCN kdrosité
hatdsdval tehdt minden olyan enzim és fehérjemolekula esetében szdmolni kell, ahol
a kozponti fém réz vagy vas.

A klororespirdcio vizsgdlata sordn a KCN négy kiilonboz6 hatohelyét
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kiilonitettiik el (17. dbra). A KCN jelenlétére legérzékenyebb a mitokondridlis 1€gzés
(mitorespirdcid). A mitokondrium alternativ 1égzési ttjadnak blokkoldsdval (szelektiv
gdtloszere a SHAM), a sotétlégzés 50%-a mar 40 uM KCN hozzdaddsdval gitolhatd
(@ gorbe). (Az alternativ 1€gzés Dblokkoldsa nélkiill, az oxigénfogyasztds

szempontjibol, a KCN hatdstalan, hiszen a cianid-€érzékeny 1€égzési 1t szerepét

dtveszi az alternativ 1€gzési elektrontranszport.)

100

Rel. gatlés ill. serkentes, %
0)]
O

KCN koncentracié, mM

17. dbra A KCN relativ gdtlé hatdsa protoplsziszokban €s tilakoid membrdnokban.
(@) A mitokondridlis 1égzés gétldsa protoplasztiszokban. (b) A
klororespirdcié gdtldsa protoplasztiszokban. (c) A SOD enzim gétldsa
tilakoid membranokban. (d) A fotoszintetikus elektrontranszport lanc gatldsa
tilakoid membrédnokban.

A KCN a mitokondridlis 1€gzés blokkoldsdn tdl a kloroplasztiszok tilakoid
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membrdnjdban gdtolja a fotoszintetikus elektrontranszportot is. Hatdsmechanizmusa
azon alapul, hogy a plasztocianin kozponti rezével komplexet képez, igy a
plasztocianin mukodésképtelenné vdlik. A plasztocianin teljes gdtldsdhoz 50 mM
KCN sziikséges €s kb. 30 perc inkubdlds (79). Inkubdlds nélkiil, az dltalunk haszndlt
mérési koriilmények kozott (<5 mM KCN), a fotoszintetikus elektrontranszport lanc
csak 10%-ban gdtlodik (d gorbe).

A KCN egy tovdbbi hatéhelye a kloroplasztiszban a szuperoxid-dizmutdz enzim
gdtldsa. A SOD gdtldsa szintén a kozponti réz komplexbe vitelén alapul. 10-20 mM
KCN képes a SOD enzim aktivitdsdt teljes mértékben gdtolni (c gorbe), ami az
oxigénfejlesztés 50%-os csokkenését okozza.

Az eddigiekben a KCN minden esetben gdtlészerként mikodott. Egyetlen esetben
taldltunk serkentést, mégpedig a cianid megnovelte a citokrém bg/f €s a PSI
aktivitdsat (b gorbe). Ez a serkentés a klororespirdcié gdtldsdn alapul.

A 17. dbrdn ldthatd, hogy a KCN hatéhelyeit a hatdsos koncentrdciok alapjdn
€lesen elkiilonithetjik egymdstél. Egy mdsik légzésgdtldval, a NapS-dal is jol
sz€tvdlaszthatd a mitorespirdcié €s a klororespirdcio. A NapS csupdn 100-szor

nagyobb koncentrdcioban képes a klororespirdcié gdtldsdra, mint a mitokondridlis

1égzésére (18. 4bra).
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18. dbra A szulfid relativ gdtlé hatdsa dohdny protoplasztiszokban.

5.4. A magasabbrendii novények Osszehasonlitisa cianobaktériumokkal és egyseijtii

algakkal

5.4.1. Klororespirdcio egyseiti algdkban

Z0old algdkban a klororespirdciot ugyan mdr kordbban kimutattdk, de az dltalunk
haszndlt mérési technikdk segitséget nyujthatnak tovdbbi részletek tisztdzdsdban.

Célunk a zold algdkkal végzett kisérletekkel nem csak a klororespirdcié részleteinek
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tisztdzdsa az algdkban, hanem a kapott eredmények oOsszehasonlitdsa a magasabb

rendd novényekben mdr bemutatott eredményekkel.

KCN

AA=1073

At =50 ms

>
>

19. dbra A Chlamydomonas zold alga jellemz6 AAsqskinetikdja. # kontroll, a felso
gorbe 2mM KCN jelenlétében.

Az 19. dbrdn 14thatd, hogy KCN-t adva Chlamydomonas zold algdhoz a 515 nm-
nél mért abszorbcidvdltozds lassifdzisa jelentds mértékben megnétt. Itt azonban meg
kell jegyezni, hogy ez a lassufdzis novekedés nem kovetkezett be minden esetben.
Ugyanazon tenyészetbdl, kiilonboz6 idépontokban vett mintdk eltéréen viselkedtek
a légzésgdtloszerekkel szemben. Ugyanez volt a helyzet a citokrém f kozvetlen

mérésénél is, de a tipikus aktivitds novekedés a 20. dbrdn jol lathato.
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20. dbra A Chlamydomonas reinhardtii jellemzé citokrém f kinetikdja. @, kontroll;
a KCN-t 2 mM koncentrdciéban adagoltuk.

Cianobaktériumokban a kordbbi kisérletek azt bizonyitottdk, hogy a 1égzési
elektrontranszport termodinamikus kontroll alatt 4ll (33). Kivdncsiak voltunk, ez vajon
zold algdk esetében is igy van-e. Ezért megvizsgdltuk Chlamydomonas-on a
szétkapcsoldk hatdsdt. A vizsgdlat eredményeként megdllapitottuk, mint ahogy a 21.
dbra is mutatja, hogy a KCN-nel és gramicidinnel egyiittesen kezelt mintdkban a
citokrom bg/f komplex aktivitdsa joval nagyobb, mint a kiilon-kiilon kezelt mintdkban.
Hasonlé eredményeket kaptunk mds szétkapcsoldkkal is (pl. NH4Cl, CCCP, Nonactin,.
Valinomycin).

Chlorellda-n és Chlamydomonas-on megvizsgdltuk a hOmérséklet hatdsat a
klororespirdcidra. Ennek eredményérdl, élettani jelentGsége miatt az 5.6. fejezetben

fogok beszdmolni.
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21.édbra A gramicidin hatdsa a Chlamydomonas reinhardtii AAs|5 kinetikdjdra. A
gramicidint 1 puM a KCN-ot 2 mM koncentrdciéban alkalmaztuk.

5.4.2. A 1égzés és a fotoszintézis kilcsonhatdsa cianobaktériumokban

A cianobaktériumok esetében nem beszélhetiink klororespirdciérdl, hiszen itt még
nem alakultak ki az 6ndllé sejtszervecskék, igy a kloroplasztisz sem. A 1€gzés €s a

fotoszintézis kolcsonhatdsdnak vizsgdlata azonban segitségiinkre lehet a magasabb
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rendi novényekben megtaldlhaté klororespirdcié €s a fotoszintézis egymdshoz valé
viszonydnak vizsgdlatdban.

Ezért Anacystis-ben is megvizsgdltuk a KCN hatdsat az 515 nm koriil kivélthato
abszorbcidvéltozdsra. Az igy kapott abszorbcidvdltozds kezd6 amplitiddjanak
novekedése nem elektrogén hatdson alapul, ezért kozvetleniil nem hasonlithaté Ossze
a magasabb rendl novényekben €s a zold algdkban, ugyanilyen koriilmények kozott

nyert adatokkal. (ezt a 22. dbrdn ldthaté spektrum is aldtdmasztja.)

505 6515 525 635 545 555 565 575

Hulldmhossz, nm
22.4bra Az Anacystis nidulans abszorbciés tranziens spektrumai. A fels6 gorbék
értékeit 1 ms-mal, az alsé gorbék értékeit 10 ms-mal a gerjesztés utdn
kaptuk. @, kontroll; a tobbi gorbe 2 mM KCN ill. 10 uM DCMU
jelenlétében, a jelolések értelmében.

A mért amplitidénovekedés oka ugyan nagy valdszinliséggel a 1€gzés €s a
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fotoszintézis kolcsonhatdsdnak eredménye, de mechanizmusdnak felderitése tovabbi
kisérleteket igényel.

A citokrém f kozvetlen modszerrel torténd mérése mdr  értékelhetd
eredményekhez vezetett. Ha KCN-t adtunk az Anacystis-hez a citokrém f aktivitdsa

jelent0s mértékben megnott (22. 4bra).
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23.dbra Az Anacystis nidulans KCN-indukdlt citokrém f aktivitdsnovekedése a
kiilonbozo életkord sejtek esetében. A mintdk ugyanazon populdciébol
szdrmaznak. Az abrdzolt pontok a cianiddal kezelt és a kontrollban mért
citokrom f kiilonbségei. A KCN-t 2 mM koncentrdcidéban alkalmaztuk.

Ezekben a kisérletekben igazdn meglepd az Anacystis széles hatdrok kozott
véltozé viselkedése a KCN-nel szemben. Par 6rds eltéréssel vett mintdk egyike

reagdlt a KCN-re, a mdsikban semmilyen ldthaté véltozdst nem tortént. Azért, hogy

ennek okdt kideritsiik, megvizsgéltuk a citokréom f aktivitdsnovekedését az Anacystis
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novekedési fazisa folyamdn. A 23. dbrdn ldthats, hogy van egy viszonylag sziik
tartomdny a novekedés sordn ahol a 1€gzésgdtld hatdsdra megné a citokrém f

aktivitds. Ez az dbra jol mutatja, hogy a légzéskontroll szerepe a fiatal sejtek esetében

a legerdsebb.

5.5. A Kklororespiracié termindlis oxiddzdnak spektroszképiai azonositisa

Az a megfigyelésiink miszerint, ha az intakt kloroplasztiszbdl tilakoid membrdnt
izoldlunk megszilinik a klororespirdciés aktivitds (12. 4bra), azt valdszin(siti, hogy
a kloroplasztisz 1€gzési ldncdnak a termindlis oxiddza nem a tilakoid membrdnban,
hanem a sztréma folyadékban vagy a kloroplasztisz hatdrhdrtydban helyezkedik el.
Tovdbbd az a tény, hogy protoplasztiszban a 16gzésgdtlé KCN és a szétkapcsold
gramicidin egymdst er0sitd kolcsonhatdsban dll, azt sugallja, hogy a termindlis
oxiddz membrdnkotott €s helye a kloroplasztisz hatdrhdrtydjdban van (21. dbra). (A
gramicidin hatdsa nem lehet a tilakoid membrdnban ui. akkor gyorsitania kellene a
AAs5q5lecsengését.)

A termindlis oxiddz azonositdsdt spektroszképiai mérésekkel kezdtiik el.
Felvettiik a tilakoidmentes sztroma folyadék (tartalmazta az envelop membrédnokat is)
differencia spektrumdt 400 és 500 nm kozott (24. dbra). A felsé gorbébol ldthatd,

hogy a kloroplasztisz sztréma folyadékdban taldlhaté egy komponens, melynek
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abszorbciés maximuma 448 nm-nél van. (A széles abszorbcids sdv, amin a 448 nm-s
sdv detektdlhatd, valdszinlileg az FNR-bol és egyéb nem integrdlis membrdn
proteinekbdl szdrmazik.) Az alsé gorbe mutatja, hogy ez a komponens rendelkezik CO
kotohellyel is. Ezek az adatok egy aa3-tipusi citokrom jelenlétét valdszintsitik a

kloroplasztisz sztroma folyadékdban, vagy a kloroplasztisz hatdrhdrtydban.

A

1 AA=0,02

l AA=0,005

Hullamhossz, nm
24. dbra Az sztromafolyadék + kloroplasztisz hatdrhdrtya prepardtum redukdlt -
oxiddlt differencia spektruma. (A) a redukdlt minta 1 mM aszkorbdtot €s
10 uM PMS-t, az oxiddlt minta 1 mM HpO,-ttartalmazott. (B) Mindkét
minta redukdlt (1 mM aszkorbdt, 10 uM PMS), az egyik mintdn 2 percen
keresztiil CO-ot buborékoltattunk keresztiil.
A termindlis oxiddz biokémiai mddszerekkel torténé azonositdsa jelenleg

folyamatban van. Elkezdtiikk a kloroplasztisz hatdrhdrtya vastartalmi fehérjéinek

meghatdrozdsdt, tovdbbd a feltételezett termindlis oxiddz oszlopkromatografids
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duasitdsdt. Kisérleteket folytatunk az antitesttel torténé azonositdsra is.

5.6. A klororespiracio fiziologiai szerepe

Az eddig bemutatott kisérletek mind a klororespirdcio 1€tének bizonyitdsdra és
a fotoszintézissel valo kolcsonhatdsdra vonatkoztak. Ezeken tilmenden fontos kérdés
annak tisztdzdsa, hogy a klororespirdcié jelenléte a kloroplasztiszban csupdn a
torzsfejlédés sordn fennmaradt csokevény, vagy tényleges élettani jelentéséggel bir.

Egy kordbbi kisérlet (80) azt mutatta, hogy 3% cukortartalmi tdptalajon a
novények novekedése DCMU-val nem volt gdtdlhaté. Annak eldontésére, hogy
elegendd rendelkezésre 4110 cukor esetén a novény ki sem fejleszti a fotoszintetikus
elektrontranszport ldnc komponenseit, vagy csak az elektrontranszport muikodését
dllitia le, elkezdtiik vizsgdlni, hogy van-e kiilonbség a  kiilonbozd
cukorkoncentrdcidju tdptalajon nevelt novények fotoszintetikus egységei kozott. Ezért
osszehasonlitottuk az iiveghdzi kontroll, 0,3%-os és 3%-os cukron nevelt novény
kloroplasztiszainak egyes alkotdit €s aktivitdsait (1. tdbldzat).

A kisérletek jelenleg is folynak. El6zetes eredményként azonban
megdllapithatjuk, hogy nincs jelentds kiilonbség a hdrom, kiilonb6z6 cukortartalmu

tdptalajon nevelt novény fotoszintetikus egységei kozott.
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Uveghazl 0,3 % 3%
kontroll cukor cukor
Kla/Klb 2,63 2,43 2,7
[kil/[P700] 1065 950 1051
e transzport seb. +NH,4CI 100 % 192 % 102 %
H,0-> DCPIP -NH4CI 100 % 192 % 123 %
e transzport seb. +NH4CI 100 % 284 % 264 %
H,O->Ferriclanld -NH,4CI 100 % 351 % 318 %
Az oxIdalt kinonakceptorok
mennylsége 45 3,72 2,16
elektronekv./reakclécentrum
l. tdbldzat A kiilonbozé  cukorkoncentrdcidji  tdptalajon

fotoszintetikus  alkotdinak
kloroplasztiszbdl, ozmotikus feltoréssel készitett tilakoid membranokon

vizsgdlata.

végeztem, spektroszkdpids modszerekkel.

Annyi bizonyos, hogy a magas cukorkoncentrdcion nevelt novények is kifejlesztik
a fotoszintetikus rendszereiket, azonban sejtkornyezetiikben ezek mégsem mikodnek.
Feltételezhetd, hogy a fotoszintézis erds 1égzéskontroll alatt 4ll. Fluoreszcencia
indukcids adtaink mutatjdk, hogy a cukron nevelt novényekben a plasztokinon
molekuldk redukdlt 4llapotban vannak, mig az iiveghdzi kontrollban a plasztokinon
molekuldk jelentés hdnyada taldlhatd oxiddlt dllapotban. Ha a plasztokinon molekuldk
redukdltak, ez megmagyardzza azt a megfigyelést, hogy a novények érzéketlenek a
DCMU-ra, hiszen ebben az esetben a PSII nem képes a toltésszétvdlasztdsra. Ha
izoldljuk a tilakoid membrdnokat, megsziinik a fotoszintézis légzéskontrollja (és/vagy

klororespirdcié kontrollja) és a fotoszintetikus elektrontranszport ldnc intenziven

mukddni kezd.

A  méréseket
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Ez az 0Osszehasonlité kisérlet felvetette azt a gondolatot, hogy a novények

bizonyos koriilmények kozott ledllithatjadk fotoszintézisiiket.

Annak reményében, hogy a légzés €s a fotoszintézis kapcsolata vdltozik a

novekedés

folyamdn, 0Osszehasonlitottuk a  kiilonb6z6 életkord levelek

oxigénfelvételét, oxigénfejlesztését és fluoreszcencia indukcidjat. Az eredményeket

az 2. tdbldzatban foglaltuk Ossze.

. Az O,-fejlesztés
e . fe 2 . .
O,-felvétel O,-fejlesztés "lag"-fazisa yo ;:'h
2 1 2 1 1. 3. "
1M Oycm “h 1#M O,cm “h periEss
cukorrépa
fiatal 3,4 54 146 13 0,02
kozepes 2,9 6,1 53 8 . 0,28
fejlett 1,2 3,6 11 7 0,77
dohdny
fiatal 3,8 4,0 28 7 0
kozepes 1,4 4,2 9 3 0,26
fejlett 0,6 2,7 9 4 0,49

2. tdblazat

A levelek oxigén-kicserélédési €s klorofill fluoreszcencia indukcids
paraméterei. Az oxigén-felvétel ill. fejlesztés értékeit 5 perc sotét
adaptdci0 utdn mértiik. A fluoreszcencia indukciét 2000 lux-on
adaptdlt novények leveleiben mértiik, a levéldarabokat a mérés eldtt
30 s-ig sotétben tartottuk. Fo€s Fyraz 1. gerjesztési intervallum kezdeti
€s végsd relativ  fluoreszcencia intenzitdsai. Fj; maximadlis
fluoreszcencia intenzitds 15 perc sotét adaptdcié utdn. A fiatal levelek
az els0 két-hdrom legfiatalabb, a kozepes a kovetkezd két-hdrom
legfiatalabb levelek.

Az 1. oszlopbdl kitinik, hogy a fiatal levelek 1égzése a legintenzivebb. Ezzel

szemben, mint ahogy a 3. oszlop mutatja, kezdetben nincs oxigén fejlesztés. Ismételt,
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fehér fénnyel torténé gerjesztés hatdsdra azonban a fiatal levelek fotoszintézise
beindul, és hasonldvd vélik az Osszes mintdban (2. és 4. oszlop).

Ezen folyamatok léte nem bizonyitja, de erésen valdszinisiti a fotoszintézis
légzéskontrolljanak kiilondsen erds voltdt fiatal leveleken. A fluoreszcencids adatok
alitamasztjidk ezt a feltevést. Az f paraméter értéke, amely a fluoreszcencia
indukciés  gorbébdl  szdmithaté (5. oszlop), egyenesen ardnyos a teljes
elektrontranszport ldnc teljesitoképességével (81). Az f értéke kicsi a fiatal
levelekben, ahol a 1égzés intenzivebb €és magas a kifejlett levelekben, ahol az

oxigénfogyasztds sokkal alacsonyabb.

0.5
x/

X\x
} } \5 >

kontroll 60 1’2(0 Id6, perc

KCN-indukélt amplitidénévekedés

HSsokk (47°C)

25. dbra Az Anacystis nidulans KCN-indukdlt citokrom f aktivitisnovekedése a
hokezelés idejének fiiggvényében. A hokezelést 47 °C-on végeztiik,
kiilonboz6 ideig.

A kisérleteinknek ebben a szakaszdban feltételeztiik azt is, hogy a
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klororespirdcids utnak szélsdséges kornyezeti viszonyok kozott van szerepe. Ilyen
szélsOséges kornyezeti tényez lehet az alacsony €s magas homérséklet is.

Ezért megvizsgdltuk a hOmérséklet hatdsdt a klororespirdciora
protoplasztiszokban €s zo0ld algdkban, tovdbbd a 1€gzés €s a fotoszintézis
kapcsolatdra gyakorolt hatdsdt cianobaktériumok esetében. A 25. dbra mutatja, hogy
a hokezelés idejétol fliggden a 1€gzési €s a fotoszintetikus 1t aktivitdsa széles
hatdrok kozott valtozik.

Chlamydomonas esetében, mint ahogy a 26. dbrdn l4dthat6, szobahémérsékleten
nem mérhetd szdmottevd klororespirdcios aktivitds. 35 és 45°C kozott azonban a

klororespirdcids 1t aktivitdsa jelentés mértékben megnott.

KCN

= 4,0 °C
<
<] 200 ¢
— (1)
Af:SOms\

26. dbra A hémérséklet hatdsa a Chlamydomonas reinhardtii AAs5 kinetikdjdra,
2 mM KCN jelenlétében és hidnydban.

Protoplasztiszok esetében a vdrttal ellentétben nem tapasztaltunk vdltozdst a

klororespirdcié aktivitdsiban a vizsgdlt hémérsékleti tartomdnyban (17-40 °C).
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Gdtloszerek hatdsdnak tanisdga szerint a hoémérséklet emelésével azért nem
befolydsolhaté a klororespirdcié aktivitidsa protoplasztiszokban, mert az madr

szobahémérsékleten is magas volt.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A munkdnk megkezdésekor legfontosabb kérdés az volt kimutathaté-e a
klororespirdci6 a magasabb rendi novényekben. Ugyan egysejtii  algdk
kloroplasztiszaiban kimutattdk a klororespirdciot, de kérdéses volt, vajon ez csupdn
a torzsfejlodés sordn fennmaradt csokevény vagy fontos fizioldgiai szerepe van. A
klororespirdcio miikodése magasabb rendi novényekben tehdt nem volt magitol
értet6dd. A kimutatdsa érdekében kézenfekvinek ldtszott a 1égzésgdtldszerek (KCN,
CO, NayS) hatdsdnak vizsgdlata a kloroplasztisz fotokémiai folyamataira.

A kisérleteket kezdetben protoplasztiszokon végeztiik. A 7. és 8. dbrdn ldthatd,
hogy a légzésgdtlok hozzdaddsdval a citokrom bg/f komplex aktivitdsa jelentSsen
megnott.

Ez a megfigyelés még nem bizonyitotta minden kétséget kizdrdan a
klororespirdcié meglétét, hiszen elképzelhetd volt az is, hogy csupdn a mitokondridlis
1€gz€s szabdlyozd szerepe érvényesiil. Chlorelld-ban Lavergne azt taldlta, hogy a
fotoszintézis termelte oxigént a mitokondrium is felhaszndlja, miel6tt az kidiffunddina
a sejtbdl. Szerinte Osszetapadhat a kloroplasztisz €s a mitokondrium azért, hogy
reciklizdlodhasson a fotoszintetikus oxigén (82). Ahhoz, hogy a mitokondrium szerepét

kizarhassuk feltétleniil sziikséges volt a kisérleteket intakt kloroplasztiszokban is
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elvégezni. Az “open-cell” preparditumokban €s az izoldlt kloroplasztiszokban
mindségileg hasonlé eredményeket kaptunk, mint protoplasztiszok esetén (11., 12.
dbra). A kloroplasztisz izoldlds folyamdn a mitokondriumokat eltdvolitottuk, tehdt a
mitokondrium hatdsa a kloroplasztiszokra kizdrhat6. Egy tovdbbi bizonyiték a mds
irdnyd (nem mitokondridlis) reguldciéra az a megfigyelésiink, miszerint a citokrém
be/f komplex aktivitisa mdr egyetlen villan6fény-gerjesztés hatdsdra is megnd (13.
dbra). Természetesen ez nem jelenti azt, hogy nincs kolcsonhatds a mitokondrium €s
a kloroplasztisz kozott, de az dltalunk kapott eredmények a fotoszintézis mds tton
torténd szabdlyozdsdt mutatjak.

Izoldlt kloroplasztiszokban, protoplasztiszokban €és levelekben kimutattuk, hogy
a légzésgatlok megnovelik a citokrom bg/f komplex aktivitdsit. Ez az
aktivitdsnovekedés kimutathaté a AAsys5 lassifdzisdnak kinetikdjdbdl (amely a '
citokrom f elektrogén aktivitdsdbdl addédik) €s a citokrém bg/f komplex villanéfény-
indukdlt abszorbciés\ tranziensébdl (7.,10. és 16. dbra).

A "tartalék” PSI reakcidcentrumok tjraaktivdldsa (13. és 15. dbra) dsszhangban
van a citokrom bg/f komplex aktivitdsdnak novekedésével. Légzésgdtlok hidnydban
a citokrém bg/f komplex fel6l a PSI reakciécentrum felé dramlé elektronok a
reakcidcentrumok egy részét képesek csak ijra redukdlni. A tobbi reakciécentrum
oxidélt dllapotban marad. (Ennek oka nem magyardzhat6 a plasztokinon molekuldk

kisebb redukdltsdgi fokdval, hiszen ha ditionit hozzdaddsdval az Osszes plasztokinon
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molekuldt redukdltuk, tovdbbra is nagyszdmi, inaktiv reakciécentrumot tudtunk
kimutatni (15. 4bra)). Ezeket a reakcidcentrumokat az alternativ reakciout
(klororespirdcid) gdtldsdval ujra lehet aktivdlni. Ezek a kisérletek mind jol
értelmezhetOk azzal, hogy a fotoszintézis €s a klororespirdcié két egymdssal versengd
folyamat. Hasonlé szabdlyozé mechanizmust (a 1€gzés és a fotoszintézis versengését
az elektronokért) mutattak ki fotoszintetikus baktériumokban (83) és heterocisztdkban
(44).

Az irodalombdl tudjuk, hogy a citokrém bg/f komplex a bibor, nem-kén
baktériumokban €s cianobaktériumokban a 1égzési €és a fotoszintetikus
elektrontranszport ldnc kozos komponense (34, 35). A kisérleteinkb6l nem tudjuk
egyértelmien eldonteni, vajon a citokrém bg/f komplex tagja-e a klororespirdcids
lincnak. A AAs5)5KCN-indukdlt abszorbcionovekedésébdl azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a két elektrontranszport ldnc eldgazdsi helye a citokrém bg/f
komplex eldtt taldlhato. A lehetséges eldgazdsi pontot a plasztokinon molekuldk €és
a citokrom bg/f komplex korny€kén kell keresni.

Feltétglezésﬁnk szerint az eldgazdsi helytdl az elektronok két irdnyban mehetnek
tovabb. Az egyik irdny a mdr jol ismert fotoszintetikus tt, a mdsik a klororespirdcios
ut.

Cianobaktériumokban a légzés és a fotoszintézis szoros kapcsolatban 4ll

egymdssal, olyannyira, hogy kozos komponenseik is vannak. A 1égzési lancuk NADH-
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dehidrogendzt, plasztokinon molekuldkat, citokrom bg/f komplexet, citokrém cs53-at
€s egy citokrém aa3-tipusi termindlis oxiddzt tartalmaz.

A cianobaktériumok 1€gzési komponenseinek ismeretében megprobdlom
osszefoglalni azokat az ismereteket, amelyekkel a klororespirdcié tagjairol
rendelkeziink.

A klororespirdcids aktivitds kimutatdsa utdn felmeriilt a kérdés, hogy hol
taldlhatd, és hogyan azonosithaté ennek a specidlis 1€gzésfajtdnak a termindlis
oxiddza. A protoplasztiszok, intakt kloroplasztiszok €és a tilakoid membrdnok
Osszehasonlitdsakor kideriilt, hogy a termindlis oxiddz helye a hatdrhdrtydval burkolt
kloroplasztiszokban a legvaldszinibb. A tilakoid membrdnban a kompeticié alapjin
a klororespirdcidé mdr nem mutathatd ki. A termindlis oxiddz elhelyezkedésére két
lehet6ség van. Vagy a sztroma folyadékban taldlhaté, vagy a kloroplasztisz
hatdrhdrtydjiban. Ezt kisérletiinkkel is aldtdmasztottuk (24. 4bra). A
szétkapcsolokkal végzett kisérletek (21. dbra) azt valészin(sitik, hogy a termindlis
oxiddz membrdnkotott, €s helye a hatdrhdrtydban van.

A termindlis oxiddz lokalizdcigja még cianobaktériumokban sem egyértelmd. A
kimutatdsdt nagymértékben neheziti, hogy a termindlis oxiddz koncentrcidja
kiilonboz6 koriilmények kozott nagymértékben vdltozik. Sokdig vitatott volt, hogy
helye a tilakoid membrédnban, vagy a sejtmembrdnban van-e. Az is kérdés, hogy van-e

fizioldgiai szerepe a klororespirdcionak, €s hogy mennyire hasonlit az dsi tipusu
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légzési lancokhoz. Ezek alapjdn nem tudjuk, hogy a termindlis oxiddz pontosan hol
helyezkedik el, €s milyen tipusi komplexet kell keresni. Feltételeztiik, hogy egy
vastartalmi aa3-tipusi citokrémrdl van sz6. Mivel ugyanazt a tipusi kompeticiét ki
tudjuk mutatni, mint cianobaktériumok esetében, ezért a termindlis oxiddzt
megprobdltuk  ugyanazokkal a  mddszerekkel —azonositani, mint azt a
cianobaktériumokban esetében tették.

Eddigi kisérleteinkbdl tudjuk, hogy a klororespirdcié termindlis oxiddza cianid
€s szulfid-€rzékeny. Spektroszkdpiai mdédszerekkel ki tudtunk mutatni egy aag-tipusi
citokromra jellemzd abszorbciés maximumot, tovdbbd kimutattuk, hogy a termindlis
oxiddz CO kotéhellyel is rendelkezik. Ezek az adatok mind arra utalnak, hogy a
klororespirdcio termindlis oxiddza, hasonléan a cianobakteridlis €s mitokondridlis
lIégzéshez, egy aa3-tipusu citokrém. Ezt azonban teljes biztonsdggal kijelenteni még
korai lenne. Feltétleniil sziiksékes a termindlis oxiddz biokémiai mddszerekkel torténd
azonositdsa. Laboratériumunkban jelenleg folyamatban vannak ezek a kisérletek.

Cianobaktériumokban a citokrém bg/f komplex a 1€gzési ldnc tagja. A citokrém
b/c komplex érzékeny antimycinre €s mixothyazolra. A kloroplasztiszban is taldltak
antimycin és mixothyazol érzékeny komponenst. Ezt a komponenst még nem
azonositottdk, de tudjdk rdla, hogy a plasztokinon molekuldk utdn taldlhatd, hiszen
a fotoszintetikus elektrontranszport nem érzékeny az antimycin A-ra és a

mixothyazolra (84). Tovdbbd szdmos adat utal arra is, hogy a citokrém bg/f érzéketlen
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ezekre a mitokondridlis 1égzésgdtiokra (85-87). A klororespirdcié ezen komponense
valdszintleg a PSI fotoredukcios folyamataiban is szerepet jdtszik.

A termindlis oxiddz donordr6l még keveset tudunk. A tilakoid membrdnban
nemrég felfedezett citokrom bsgp azonban egy lehetséges jelolt a klororespirdcids
elektrontranszport ldncban (88).

Adataink a fentebb leirtakkal Osszhangban azt mutatjdk, hogy a klororespiracio
eldgazdsa valdszinfileg a citokrém bg/f komplex eldtt, és a plasztokinon molekuldk
utdn taldlhato.

A fotoszintézis €s a klororespirdcié egyetlen kozds komponense a plasztokinon
molekula. Diner €s Mauzerell korai megfigyelése volt (54), hogy a plasztokinon
molekuldk nem csak a fotoszintetikus ldncbol képesek redukdlédni. Kisérleteinkbol
mi is hasonlé kovetkeztetésre jutottunk.

Osszehasonlitva a 7. és a 11. 4brdt nem csak a fotoszintézis légzéskontrolljat
lathatjuk a sejtkornyezetében €s az onnan kiszakitott kloroplasztiszokban, hanem
észre kell venni a kiilonbséget is. A AAs5 relativ amplitudok DCMU jelenlétében
lényegesen eltérnek egymdstdl. Protoplasztiszok esetében az ismétlédé gerjesztés
hatdsdra az aktiv, tolté€sszétvdlasztdsra képes reakciécentrumok koncentrdcigja 30
és 60% kozott mozog, mig az ugyanebbdl a protoplasztiszbdl izoldlt kloroplasztiszok
esetében 10 % alatt marad. Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy a plasztokinon

molekuldk nem csak fotokémiai tton képesek redukdlddni. Létezni kell tehdt egy
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dllandé redukdloer6 dramldsnak a citoszol feldl a plasztokinon molekuldk felé.
Chlamydomonas-ban ezek az elektronok a keményit lebontdsdbdl szdrmaznak (89).
Tudjuk, hogy magasabb rendi novényekben a keményité-lebontds egyértelmiien a
kloroplasztiszban van. Ezzel nem magyardzhaté a citoszol szerepe a
klororespirdcioban. Nagyon valdszind, hogy a mitokondrium €s a kloroplasztisz kozott
létezik egy transzport folyamat, melynek sordn az elektrondondldshoz sziikséges
anyagok jutnak be a kloroplasztiszba. A mitokondrium 1€gzési ldncdban taldlhaté
NADH-dehidrogendz 7 ndh alegységének homolégjat megtaldltdk a kloroplasztiszban
is (60). Stern (90) magasabb rendd novényekben kimutatta a NADH-dehidrogendzt
kédolé DNS transzpozicidjat a kloroplasztisz €s a mitokondrium kozott. Ezek alapjan
valoszind, hogy a citoszol a NADP- és NADPH-dehidrogendzon keresztiil érvényesiti
hatdsat.

Bennoun zold algdkban kimutatta (62), hogy az alternativ 1égzést gdtl6 SHAM
noveli a plasztokinonok redukdltsdgi dllapotdt. Magasabb rendd novényekben mi is
hasonld jelenséget taldltunk (9. dbra). Azt is tudjuk, hogy a redukdltsdgi fok
nagymértékben fiigg a sejt ATP tartalmatdl (91).

Frdekes megvizsgdlni a plasztokinon molekuldk lehetséges —donorait.
Prokariétdkban a NADH-dehidrogendz redukdlja &ket. Kloroplasztiszokban is
kimutattdk a NADH-dehidrogendz jelenlétét és magas koncentrdciéban szukcindt-

dehidrogendzt is taldltak. Mind a NADH, mind a szukcindt lehetséges donora a
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plasztokinonoknak. Az utobbi idékben egyre tobb jel mutat a NADPH lehetséges
szerepére is. A NADPH koncentrdciotél nagymértékben fiigg a fotoszintetikus
elektrontranszport ldnc komponenseinek redukdltsdgi dllapota (91-93).

A plasztokinon molekuldk nem fotoszintetikus tdton torténé redukcidja szoros
Osszefiiggésben van a mitokondridlis 1€gzéssel is. Ha az oxidativ foszforildciot
oligomycinnel gétoltdk (94) a sejt ATP koncentrdcidjdval ardnyosan a fotoszintézis
is gdtlédott. A mitokondridlis 1€gzés €s a fotoszintézis kozotti kapcsolatot a NADH,
NADPH, ATP és ADP biztositja (95).

Az eddig felsoroltakbdl ugy tiinik, hogy a klororespirdcié betdpldldsi oldala
er0sen mitokondrium fiiggo.

Prokariotdkban a 1€égzési elektrontranszport ldncnak a fotoszintetikus
elektrontranszporthoz torténd kapcsoldddsdnak sziikségességére logikus magyardzat,
hogy a két funkcio egyiittes jelenléte sokkal rugalmasabbd teszi a sejteket a kornyezeti
tényezOk kdros hatdsaival szemben, tovdbbd lehetOvé teszi a 1€gzés fényreguldcidjdt
is. Ez a magyardzat prokariéta sejtek esetében kielégito.

Eukaridta sejtekben Bennoun szerint (62) a klororespirdcid biztositja a NADPH
reciklizdcigjait a glikolizis hatdsdra bekovetkezd keményitd lebontds folyamdn.
Ennek az eljardsnak elsé lépésében a 3-gliikoz 6-foszfdt 3-gliikondt 6 foszfattd
alakul, amely 1épés NADPH-fiigg6. A NADPH reoxiddcidja a glikolizis alatt fontos

lehet a folyamat sotétben torténd szabdlyozdsdban. Egy mdsik lehetséges funkcidja
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a klororespirdcionak a hatékony elektrokémiai gradiens fenntartdsdval (felemeli ill. a
kiiszobpotencidlhoz kozeli értéken tartja a Ay-t) az ATP-4z aktiv formédban torténd
megdrzése egy hosszabb sotét periddus utdn is (96). A klororespirdcié kontrolldlhatja
a fotoszintetikus appardtus funkciondlis szervezGdését: alacsony ATP szintnél (pl.
anaerob koriilmények, hosszii éheztetés) képes a ciklikus elektrontranszporton
keresztiil (amely fényen az ATP-szintézishez kapcsolt) a fénybegytijté6 komplexek
foszforildcidjét eldsegiteni (State I---> State II dtmenet). Magas ATP szint esetén a
klororespirdcio szerepe csokken, mert az ATP képes a szukcindt-dehidrogendz vagy
a NADPH/plasztokinon-oxidoreduktdzon keresztiill a plasztokinon molekuldkat
redukdlni (91,93).

A legvaldszinlibb, hogy a sejtek a klororespirdciot leghatékonyabban az extrém
koriilmények kozott haszndljdk. A klororespirdcié fizioldgiai szerepének sok
magyardzata koziil még egyik sem meggy6z0, azonban az eddigi adatok arra utalnak,
hogy a kloroplasztiszban jelenlévé 1€gzési ldnc, vagy a 1égzési ldnc egy darabja nem
a torzsfejlédés sordn fennmaradt csokevény, hanem fontos szabdlyozé és védo
mechanizmus.

A dolgozatomban a cianid-gédtlds hatdsdnak vizsgdlata kozponti szerepet jitszik.
A sejtekben a cianidnak tobb hatéhelye ismert. Ezeket a hatéhelyeket a hatdsos
koncentrdciék alapjin €lesen elkiilonithetjiik egymdstol (17. 4bra). A SOD

gdtldsdnak vizsgdlata sordn (97) felmeriilt az a lehet6ség, hogy esetleg a SOD a
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klororespirdcid termindlis oxiddza. Ennek lehetGségét azonban az enzim gétldsdhoz
sziikséges cianidkoncentrdcio alpjan kizdrtuk. A mitokondrium szerepét is kizdrhatjuk,
ugyanis a mitokondrium €s a klororespirdcié gatldsdhoz sziikséges cianidkoncentrdcié
kozel egy nagysdgrenddel eltér egymdstol.

Fontos a kloroplasztiszban miikodé 1€gzési ldnc, vagy ldnc darab elkiilonitése
a Mehler reakcidtdl. A két oxigénnel torténd kolcsonhatds kiillonbozéségére a dontd
bizonyitékot Bennoun PSI mutdns zold algdkon végzett kisérlete szolgdltatta (62).
Mivel a Mehler reakcid tipikusan PSI reakcid, ezért a PSI hidnyos zold algdkon
kimutatott klororespirdcié nem lehet azonos a Mehler reakcidval. Ezen tilmenden a
kiilonbséget szdmos tényezd tdmasztja ald: (i) az oxigén redukcidja a PSI akceptor
oldaldn fényfiiggd reakcié (98). Ezzel ellentétben a lassifdzis KCN-indukalt
serkentése sotétben kezelt protoplasztiszokon, néhdny fényfelvillands utdn is
megfigyelhetd. (ii) A KCN-indukdlt novekedés DCMU jelenlétében is megfigyelhetd,
amely gdtolja az oxigén fotoredukcidjat (99). (iii) Adataink azt mutatjdk, hogy a
1€gz€si kolcsonhatds a PSI donor oldaldn taldlhatd, nem az akceptor oldalon.

A rendelkezésiinkre dll6 adatok alapjdn feldllitott hipotézisiinket a magasabb
rendd novények fotoszintetikus és  klororespirdciés  elektrontranszportjdnak

kolcsonhatdsdra, az 27. dbrdn foglaltuk Ossze.



27.dbra A klororespirdcids €s a fotoszintetikus elektrontranszport funkciondlis
kolcsonhatdsa magasabb rendd novényekben. P680, P700 a PSI és a PSII
reakcidcentrumai; PQ/PQHp, oxiddlt €s redukdlt plasztokinon; Cit.,
citokrém; PC, plasztocianin; DH, dehidrogendz; Fd, ferredoxin; FNR,
ferredoxin-NADP-oxidoreduktdz.
Adataink azt mutatjék, hogy a magasabb rendd novények klororespirdcidja
nagyfoki hasonlésdgot mutat a cianobaktériumok 1égzésével és a zold algdk
klororespirdcidjdval. Fontos szempont volt tehdt a kisérleteink sordn az eredmények

Osszehasonlitdsa a cianobaktériumokban €s zoOld algdkban kapott eredményekkel.

Adataink jol szemléltetik a kozeli rokonsdgot a kiilonbozé fejlettségi fokon 16ve
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szervezetekben.  Cianobaktériumokban, zold algdkban €s magasabb rendi
novényekben kimutattuk a 16gzés €s a fotoszintézis versengését. Nagy
valoszinliséggel a cianobaktériumok 1€gzésének, a zold algdk és a magasabb rendi
novények klororespirdcidjanak termindlis oxiddza egy citokrém aa3.

A nagyfoki hasonldsdgon tul, eltéréseket is tapasztaltunk. Anacystis €s
Chlamydomonas esetében a 16gzési €s a klororespirdcids 1t aktivitdsa széles
tartomdnyban ingadozik. Az aktivitdsdt nagymértékben befolydsolja a populdcié
életkora €s a kornyezeti tényezOk. Magasabb rendd novényekben nem tudtunk
kimutatni ilyen nagyfoki fiiggést sem az életkortdl, sem a kornyezeti tényezOktol.
Azt tapasztaltuk, hogy magasabb rendli novények protoplasztiszaiban a
klororespirdciés Ut mdr normdl koriilmények kozott is aktiv. Ennek lehetséges oka
az izoldldst kovetd stresszhatds, amely aktivdlni képes az alternativ

elektrontranszportot.
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7. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkkel kimutattuk a klororespirdcié 1étét a magasabb rend( novényekben
(100). Bebizonyitottuk, hogy a fotoszintézis 1égzéskontrollja nagyfokd hasonldsdgot
mutat a fotoszintetikus baktériumokban, cianobaktériumokban és a zold algdkban
mikodd 1égzéskontrollhoz. Spektroszkdpiai mddszerekkel nyert adataink azt
valoszintsitik, hogy a klororespirdcid termindlis oxiddza aa3-tipusd citokrém.
Meghatdroztuk a fotoszintetikus €s klororespirdcids elektrontranszport eldgazdsi
helyét. Kimutattuk, hogy a klororespirdcios ttnak féként szélsGséges kornyezeti

tényezdk esetén van jelentOsége.
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Allen médium (1 1):
NaNO3 15¢
KoHPO4 0,039 g
MgSOy4 0075 g
NapCO3 0,02 g
CaCly 0,034 g
NajSiO3 0,058 g
Fe-EDTA 0,1¢g
Citromsav 0,012 g
Mikroelem oldat 1 ml

Mikroelem oldat (1 1):

H3BO3

MnC12

ZnSOy4

MoO3

CuSOy4

Co(NO3)7
TAP médium (1 1):
NH4Cl 04 ¢g
MgSO4 01¢g
CaClp 0,05 g
KoHPOy4 0,108 g
KH7PO4 0,056 g
Tris 242 g
Jégecet 1 ml
Mikroelem oldat 1 ml

Mikroelem oldat (1 1):

NayEDTA

ZnSOy4

78
FUGGELEK

2,86 g
181 g
0,222 g
0,018 g
0,079 g
0,094 g

50 g
22 g

pH=7,0

pH=7,0



H3BOy4

MnCl,

FeSOy4

CoCly

CuSOy

(NH4)eM07024

KOH
K3 médium (10 1):
KNO3 24 g
CaClz *2H,0 88 g
NH4NO3 25 g
MgSOy4 12¢g
NaH,PO4- 2H,0 15¢
(NH4)2S04 13g
MnSO4 0,068 g
H3BO3 0,03 g
ZnSOy4 - THO 0,023 g
Nikotinsav 0,01 g
Bg vitamin 001 g
B vitamin 01g
Inozit l g
FeSO4 - THpO 0,228 g
EDTA 0,372 g
2,4D 0,001 g
BA 0,002 g
NAA 0,01 g
NapMoOy4- 2H70 0.0024 g
KI 0,0075 g
Mikroelem oldat 20 ml

Mikroelem oldat (100 ml):

COCIZ
CuSO4

W5 medium (1 1):

79

11,4 ¢
5,06 g
499 g
1,61 g
1,57 g
I,1g

16 g

1,3 mg
1,25 mg

pH=6,0



NaCl,p
Glikoz
CaCly
KCl

80

Chlorella tenyészet médiuma (2 1):

NH4NO3
KH,POy
MgSO4 - TH O
Peretrix oldat

Percoll puffer (1 1)

Percoll
Tris-HCI
Szorbit

EDTA
Merkapto-EtOH
BSA

PEG 6000

MOPS puffer (1 1)

MOPS

Szorbit

EDTA
Merkapto-EtOH
BSA

02¢g
0,02 g
0,02 g
2 ml

22 %

50 mM

300 mM

3 mM

1 mM

0,1 %

3 % (felhaszndldskor)

30 mM
300 mM
3 mM

8 mM

02 %

pH=5.6

pH=8,0

pH=72
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