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|. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

I. 1. A C-vitamin (aszkorbat) antioxidans és mas élettani szerepei

Az aszkorbat (Asc) az egyik legismertebb vitamin. Az emberi szervezet nem képes
eléallitani, ezért a névények Asc-tartalma taplalkozasi szempontbdl igen nagy jelent&séggel bir.

Az Asc ismertsége ellenére még szamos kérdés var megvalaszolasra élettani szerepeit,
transzportjat és metabolizmusat illetéen. Novényekben és zdldalgakban az Asc legismertebb
szerepe a fotoszintézis soran a kloroplasztiszokban és a mitokondriumokban a légzés
melléktermékeként  képz6dott  reaktiv.  oxigénformadk  (ROS)  felhalmozddasanak
megakaddlyozdsa, enzimatikus és nem-enzimatikus mechanizmusok altal (Foyer és mtsai,
2020). Emellett Asc szamos reakcidéban vesz részt a névényi sejtben. Mikddhet chaperone-
ként az enzimek aktiv centrumaban taldlhaté Fe?*-centrumokat stabilizalva, katalitikus
szereppel birhat, vagy szubsztratként vehet részt a kiilonb6z6 enzimatikus reakcidkban. A 2-
oxoglutarat-fliggé dioxigenazok (2-ODD) aktiv centrumaban Fe taldlhatd, amelyet az Asc
chaperonként stabilizal. A névényekben szamos 2-ODD enzim taldlhatd, amelyek részt vesznek
A 2-ODD enzimek részt vesznek kilonbozé szekunder metabolitok, mint példaul az
antocianinok és a gliikozinolatok bioszintézisében is (Smirnoff, 2018, Toth és mtsai, 2018).

A violaxantin-deepoxidaz (VDE) a kloroplasztisz tilakoid lumenjében taldlhaté enzim,
amely a violaxantin zeaxantinna torténd, fényfligg6 atalakitasat végzi (Hallin és mtsai, 2016).
Magasabbrendld novényekben a VDE enzim dltal katalizdlt folyamatban az Asc
redukaldszerként vesz részt. A zeaxantin felhalmozdddasa noveli a fotoprotektiv szereppel bird
hdédisszipacio mértékét (nem-fotokémiai kioltds, NPQ; Holt és mtsai, 2005), valamint a
zeaxanthin a ROS-ok semlegesitésében is részt vesz (Dall’Osto és mtsai, 2012). Zéldalgakban az
Asc szerepe az NPQ-ban nem ismert, ezért részletesen megvizsgaltuk ezt a kérdést.

A héstressz az egyik leggyakoribb, novényeket éré stresszhatds, mely a fotoszintetikus
hatékonysag jelentds csokkenését eredményezi. A vizbonté komplex (OEC) kiiléndsen
érzékeny: h@stressz hatasara az OEC-t stabilizaléd fehérjék levalnak, majd a Mn-centrum
inaktivalddik. PhD tanulmanyaim soran felfedeztiilk, hogy amennyiben az OEC inaktiv, nagy
mennyiségben jelen lévd, alternativ donorok szolgaltatnak elektronokat a Il. fotokémiai
rendszer (PSIl) szdmara. Feltételeztiik, hogy ez az alternativ elektrondonor az Asc (Téth és
mtsai, 2007). Célul tliztem ki e hipotézis és az alternativ PSIl elektrontranszport élettani

szerepének vizsgalatat.

I. 2. Az aszkorbat metabolizmusa magasabb rend(i névényekben és z6ldalgakban
Az Asc bioszintézise a magasabb rendl novényekben a Smirnoff-Wheeler Gtvonalon
zajlik (Wheeler és mtsai, 1998). A folyamat sordn a citoplazmdban a D-gliikdz-6-P kiilonboz6

intermediereken keresztil GDP-L-galaktézzd alakul. Ezt koveti az Asc-bioszintézis els6
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elkotelezett |épése, amelyet a VTC2 és VTC5 gének dltal kodolt enzim, a GDP-L-galaktdz
foszforilaz (GGP) katalizal. A képz6dott L-galaktdéz 1-P ezutdn L-galaktdzza, majd L-galaktono-
1,4-laktonna alakul a citoplazmdban. Az utolsé |épés a mitokondriumban torténik meg, ahol az
I. mitokondridlis komplexhez kapcsolédd L-galaktono-1,4-lakton-dehidrogenaz az L-galaktono-

Az Asc-bioszintézis sebességét a GDP-L-galaktdz-foszforildzt kodolé VTC2 gén
expresszios szintje nagy mértékben meghatarozza, amely erdsen filigg a fényintenzitastol, és
attételesen a fotoszintetikus elektrontranszporttdl (Kiyota és mtsai, 2006). Magasabb rendu
novényekben az er@s fényintenzitas (Dowdle és mtsai, 2007; Miiller-Moulé és mtsai, 2003) és
mas stresszfaktorok hatasara mintegy két-haromszorosara né az Asc-tartalom néhany nap
leforgdsa alatt. Magasabb rendld novényekben a VTC2 gén expresszidjat és ezdltal az Asc
bioszintézist a cirkadian éra is szabalyozza (Dowdle és mtsai, 2007).

Az Asc bioszintézise és szabalyozdsa kevéssé ismert nem edényes novényekben. A
zo6ldalgak mintegy szazadannyi Asc-ot tartalmaznak, mint a magasabb rend( no6vények
(Wheeler és mtsai, 2015), ezért felmerul a kérdés, hogy ezek a fajok hogyan tudnak
megbirkdzni a kornyezeti stresszhatdsokkal ilyen alacsony Asc-tartalom mellett.

Az Asc mennyiségét nem csak a bioszintézise, hanem annak regeneracidja is szabalyozza.
Az Asc kiilonféle reakciékban monodehidroaszkorbatta (MDA) majd dehidroaszkorbattd (DHA)
oxidalddik, amelyek reduktazok segitségével alakulhatnak vissza Asc-td. Ha a DHA nem
redukalddik, visszafordithatatlan hidrolizisen megy keresztil, amelynek eredményeként az Asc
mennyisége csokken. Magasabb rend( novényekben az Asc lebomldsa elsésorban DHA-n
keresztil torténik, amelynek a végtermékei az L-treonat és az oxalat, melléktermékként pedig
H,0, képzédhet. Az Asc lebomldsa sotétben fokozottabb, mint fényben, valamint az Asc
lebomldsa az érés soran fokozddik, és a keletkezett ROS-ok hozzajarulnak a sejtfalak

fellazuldasahoz (Dumville és Fry, 2003).

I. 3. A magas aszkorbat-koncentracio lehetséges negativ hatasai névényekben

Sokdig ugy gondoltak, hogy a ROS-ok negativan befolydsoljdk a sejtek mlikddését és a
novények életképességét. Az utdbbi években paradigmavaltas tortént, ugyanis egyre tobb
eredmény igazolja, hogy a ROS-ok jelentGs szerepet jatszanak a kornyezeti akklimatizacidoban
és az ahhoz szlikséges jelatvitelben (Foyer és Noctor, 2016; Mittler, 2017).

Az Asc szabdlyozza a kloroplasztiszban taldlhatd Asc-peroxidazok-ok aktivitasat, amely
kozvetlen hatdssal van a H,0; szintre, amely retrograd szignalként m(ikodik (Maruta és mtsai,
2016). A DHA-reduktdz tultermeltetése az Asc-tartalom tobbszorés novekedését eredményezte,
de ennek kovetkeztében a novények kevésbé alkalmazkodtak az szarazsagstresszhez a
csokkent H,0,-jelatvitel miatt (Chen és Gallie, 2004). Ebben az Osszefliggésben a novényi
antioxidans rendszer szerepe a ROS mennyiségének szabalyozdsa, nem pedig annak teljes

semlegesitése. Ez azt is jelentheti, hogy a novények kiilonféle szabalyozdsi mechanizmusokat
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fejleszthettek ki az antioxiddnsok tultermelésének elkerilésére, mint példaul az Asc altal a
VTC2 expresszidjara és transzlacidjara gyakorolt negativ visszacsatoldsi mechanizmust (Laing és
mtsai, 2015).

Az Asc feltételezett negativ szerepeit illetéen figyelembe veend6 az Asc redukdld
tulajdonsaga. A reduktansok felhalmozéddsa megvaltoztathatja a sejtek redox egyensulyat,
ami rendkivil fontos a redox-fliggé szabdlyozds alatt all6 enzimek szdmara. Az Asc
befolydsolhatja az OEC m(ikodését is; munkassdgom egyik fontos célkitlizése volt e kérdéskor

részletes vizsgdlata magasabbrend(i novényekben és zéldalgakban.

Il. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Il. 1. Az aszkorbat a Il. fotokémiai rendszer alternativ elektrondonora

A novények és a fotoszintetizald mikroorganizmusok végzik a napfény energidjanak
atalakitasat, melynek sordn megkotik a l1égkori CO,-t, O,-t termelnek, valamint cukrokat és mas
értékes tapanyagokat dllitanak el6. Az O,-fejl6désért a PSIl egyik f6 komponense, az OEC a
felel6s, amely a kloroplasztisz tilakoid membran lumen feldli oldalan helyezkedik el. Az OEC
koézpontja a Mn-klaszter, amelyet a lumen felGli oldalon fehérje alegységek vesznek kérbe
(Bricker és mtsai, 2012).

H&stressz hatdsara az OEC kilsé fehérjéi (els6sorban a PSBO) levalnak a komplexrél
(Enami és mtsai, 1994), ami az OEC teljes inaktivaciéjat eredményezheti. HGstressz hatasara a
PSII akceptor oldalan zajlé elektrontranszport lelassul (Ducruet és Lemoine 1985), valamint a
PSII f6 alegységei, a PsbA (D1) és PsbD (D2) fehérjék is degradalédhatnak (Yoshioka és mtsai,
2006).

Rovid idejl h&sokk hatdsdara az OEC-k teljes mértékben inaktivalédhatnak; ennek
ellenére szamottevé elektrontranszport-aktivitast figyeltink meg a kezelt levelekben (Toth és
mtsai, 2005). Kimutattuk, hogy ilyen korilmények kozott a vizmolekuldk helyett nagy
mennyiségben jelenlévd, alternativ elektrondonorok juttatnak elektronokat a PSII-hoz (Téth és
mtsai, 2007). Kordbbi in vitro tanulmanyok alapjan feltételeztlk, hogy az Asc a PSIl alternativ
elektrondonora in vivo. Hipotézisink vizsgalatara h@stressznek kitett Asc-hidnyos (vtc2-1
mutans; Conklin és mtsai, 2000) és Col-0 vad tipusu A. thaliana novények elektrontranszport
folyamatait hasonlitottunk dssze.

A fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok tanulmanyozasara a gyors klorofill a
fluoreszcencia indukcios gorbét (OJIP) haszndltuk (Schansker és mtsai, 2014; Toth és mtsai,
2020). Hékezelés hatasara az OJIP kinetika jelentGsen megvéltozott és markans kiilénbségek
adddtak az Asc-hidnyos és vad tipusu novények kozott. Kidolgoztam egy dupla fényimpulzuson
alapulé médszert, amellyel meghatarozhaté az elektronatadas félideje (ti/2) az alternativ donor

és a PSIl kozott. Vad tipusu A. thaliana névényekben a ti, kb. 25 ms-nak, mig a vtc2-1
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mutdnsban kb. 55 ms-nak addédott. Az eredmények alapjan kijelenthet6, hogy az Asc a PSII
alternativ elektrondonora in vivo.

Kovetkeztetéseinket 820 nm-es abszorbanciamérések is alatamasztottak, valamint
termolumineszcencia mérések segitségével megallapitottuk, hogy az Asc-tél az elektronok a

PSlI-h0z a tirozin Z* kozvetitésével jutnak el (Toth és mtsai, 2009).

11.2. Az aszkorbat alternativ elektrondonorként lassitja a donor-oldali fotoinhibiciot

A természetben a hdéstressz sokszor egyiitt jar a fénystresszel. Ez a két stresszfaktor
egyuttesen a PSIlI inaktivaciéjat és fotooxidaciojat okozhatjak (Abrego és mtsai, 2008).
Amennyiben héstressz altal inaktivalédik az OEC, a csokkent elektronellatottsag miatt erésen
oxidalé komponensek halmozédnak fel (Chen és mtsai, 1995), aminek kovetkeztében a PSII
reakciocentrum teljes mértékben inaktivalédhat (Blubaugh és Cheniae, 1990). Ezt a folyamatot
donor oldal 3ltal indukalt fotoinhibiciénak nevezziik.

Feltételeztiik, hogy az Asc alternativ elektrondonorként védi a PSII reakcidcentrumot
azdltal, hogy megakadalyozza a P680" tulzott mérték(i felhalmozéddsat, amely oxidativ
stresszhez, és végsé soron a reakcidcentrumok inaktivacidjdhoz vezet. Feltételezésiink
bizonyitasara vad tipusu, Asc-deficiens mutans (vtc2-3; Conklin és mtsai, 2000) és egy Asc-
tultermelS MIOX4 transzgénikus vonalat (Lorence és mtsai, 2004) hasznaltunk.

Megallapitottuk, hogy hé- és fénykezelés hatdsara néhany perc alatt lelassul a Tyrz-
P680* elektrontranszfer, amit a PSIlI reakcidcentrumok teljes inaktivacidja és degradacidja
kovet. Az inaktivalédas mértéke és sebessége Asc-figgd. A hbkezelést kovet6 helyredllas
szintén Asc-figgd, bizonyitva, hogy az Asc alternativ elektrondonorként jelentds fotoprotektiv
szerepet tolt be (Toth és mtsai, 2011; Toth és mtsai, 2013).

11.3. Az aszkorbat hosszan tarto sotétségben inaktivalja a vizbonté komplexet

A levelek oregedése egy kontrollalt, aktiv folyamat, amely transzkripciés és metabolikus
szabdlyozds révén lehet6vé teszi a tartaléktdpanyagok lebontdsat, szdllitasat és
Ujrahasznositdsat a magvakban és mas noévényi szervekben (Liebsch és Keech, 2016). Az
Oregedés vizsgalatara gyakran alkalmazott kisérleti modellrendszer a névények tébb napig
tartéd sotétkezelése (Buchanan-Wollaston és mtsai, 2005). A hosszan tartd sotétségben
bekovetkez6 élettani valtozdsok egyike a fotoszintetikus aktivitds csdkkenése, amelyet
valdszinlileg az OEC inaktivalédasa okoz (pl. Sobieszczuk-Nowicka és mtsai, 2018), majd
megkezdddik a fotoszintetikus komplexek degradacidja (Kunz és mtsai, 2009).

Korabbi in vitro kisérletekben kimutattdk, hogy amennyiben az OEC kiils6 fehérjéit
kémiai kezelésekkel eltavolitjdk, az Asc redukdlhatja a vizbontdé komplexet (Tamura és mtsai,
1990). Arrdél azonban nem allt rendelkezésre informacio, hogy az Asc in vivo is képes-e
inaktivalni az OEC-t. E kérdés vizsgdlatahoz a vtc2-4 Asc-deficiens A. thaliana mutanst

haszndltuk (Lim és mtsai, 2016), emellett a kisérletekbe bevontunk egy psbol, valamint egy
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psbr mutdnst. A psbol mutdns esetében jelentésen csokkent OEC aktivitast és lassabb
novekedést figyeltek meg korabban (Allahverdiyeva és mtsai, 2009), mig a psbr mutdns
hasonldan viselkedik, mint a vad tipus (Liu és mtsai, 2009).

A hosszan tarté sotétség a fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatdsat
klorofill a fluoreszcencia segitségével vizsgaltuk. Eredményeink alatamasztjdk, hogy
sOtétkezelés hatdsdra az OEC jelentds mértékben inaktivalddik, akdar mar 24 6ra alatt is.
Megfigyeltik, hogy a hatds joval kevésbé hangsulyos a vtc2-4 mutans esetében a vad tipushoz
képest. A psbol mutans ezzel szemben igen érzékeny volt a sotétkezelésre, a psbr mutdnsban
pedig a vad tipushoz hasonlé mértékd valtozasok kévetkeztek be.

Bizonyos mdsodlagos hatasokat kizdrandd, megbizonyosodtunk rdla, hogy a 24 6ras
sOtétkezelés alatt nem csokkent a levelek klorofilltartalma, az Asc-tartalma, a kilonb6zé
fotoszintetikus alegységek (beleértve az OEC kiilsG fehérjéit) sem degradalédtak, valamint a
kloroplasztiszok szerkezete is ép maradt.

Annak vizsgalatdra, hogy az Asc nemcsak s6tétben, haem a PSBO hidnydban normal
koralmények kozott is képes redukalni a Mn-klasztert, kereszteztik a psbol és a vtc2-4
mutdnst. A dupla homozigdta vonalak fenotipusa hasonlé a psbol mutdnséhoz, a gyors klorofill
a fluoreszcencia indukcié mérések alapjan viszont kijelenthetd, hogy a dupla psbol vtc2
mutans fotoszintetikus fenotipusa mérsékeltebb a szimpla psbol mutdnshoz képest.

Eredményeink alapjan kijelenthet8, hogy az Asc képes inaktivalni a vizbonté komplexet,
és ennek megakadalyozdsdban az OEC kiilsé fehérjéinek fontos szerepe van, elsésorban a
PSBO-nak. Feltételezhetd, hogy sotétkezelés hatasara az OEC kiils6 fehérjék kotédése fellazul,
vagy akar disszocialddnak is a PSIl-rél, amely lehet6vé teszi az Asc hozzaférését a Mn-
klaszterhez, ezéltal annak redukciéjat (Podmaniczki és mtsai, 2021).

Eredményeink ravilagitanak arra, hogy az Asc negativan befolydsolhat bizonyos élettani
folyamatokat, ezért allhat annak koncentraciéja és lokalizacidéja erls szabdlyozas alatt a
novényi sejtben, amelyet feltétlenll figyelembe kell venni akkor, ha magas Asc-tartalmu

novényfajtak eléallitasat tlizzik ki célul.

11.4. Az aszkorbat bioszintézisének szabalyozasa z6ldalgakban

Zoldalgakban megtalalhaték a Smirnoff-Wheeler Utvonal génjeinek homoldgjai (Urzica
és mtsai, 2012), azonban miikédésére kisérletes bizonyiték nem allt rendelkezésre, valamint a
bioszintézis szabalyozasanak elemei sem voltak ismertek.

A zoldalgdk Asc-bioszintézisének tanulmanyozasara mesterséges mikroRNS (amiRNS)
technikaval lecsokkentettik a VTC2 expresszidjat, Chlamydomonas reinhardtii-t hasznalva
modellszervezetként. A VTC2-amiRNS vonalak fokozott stresszérzékenységet mutattak, amely
lassabb novekedésben, a klorofilltartalom és a fotoszintetikus elektrontranszport

csokkenésében, valamint prolin-akkumulaciéban nyilvanul meg.
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Ezt kovet6en megvizsgdltuk a fotoszintézis és az Asc-bioszintézis kapcsolatat.
Megallapitottuk, hogy a novényekkel ellentétben a linedris elektrontranszport zéldalgakban
nem elengedhetetlen az Asc-bioszintézishez, valamint ROS-ok koézvetlendl is indukaljak a
bioszintézist.

Megvilagitds hatdsdra az Asc menyisége mintegy 6tszorosére novekedett két éran beliil,
majd sotétben az Asc mennyisége szintén mintegy két éran belll a felére csdkkent. Ennek oka
lehet kozvetlen fényszabdlyozds, illetve a megvildgitas hatdsara képz6dé ROS-ok is
serkenthetik az Asc bioszintézist. Novényekben az Asc bioszintézis cirkadian szabdlyozas alatt
all (Dowdle és mtsai, 2007). A C. reinhardtii-ban azonban folyamatos megvilagitas alatt
periodicitds nem volt megfigyelhetd, tehat zoldalgakban az Asc-bioszintézis valdszinileg nem

all cirkadian szabalyozas alatt.
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1. dbra. Az Asc-bioszintézis |épései és szabdlyozasa magasabb rend(l novényekben és zoldalgakban.
Roviditések: GMP: GDP-manndz pirofoszforilaz; GME: GDP-manndz-3’,5’-epimeraz; GGP: GDP-L-galaktéz
foszforildz; GPP: L-galaktdz-1-foszfat foszfataz; GDH: L-galaktéz dehidrogendz; GLDH: L-galaktono-lakton
dehidrogendz; csz: citoszol; kp: kloroplasztisz; m: mitokondrium; n: nukleusz; p: pirenoid; pm:
plazmamembran; t: tilakoid; v: vakudlum (Téth és mtsai, 2018).

Magasabb rendl noévényekben az Asc negativ visszacsatolassal szabalyozza a VTC2
szemben megallapitottuk, hogy C. reinhardtii-ban élettanilag relevdns mennyiségl Asc
hozzdadasaval a VTC2 expresszidja jelentGsen megné és az Asc-bioszintézis fokozddik (1. dbra),
amely arra enged kovetkeztetni, hogy zoldalgdkban az Asc bioszintézise pozitiv visszacsatolds
altal is szabalyozodik.

Megallapitottuk tehat, hogy a zoldalgak Asc-bioszintézisének szabalyozdsa jelentdsen

« sz
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gyors és nagymértéki megemelkedését, amely elengedhetetlen a koérnyezeti

stresszadaptacidhoz (Vidal-Meireles és mtsai, 2017).

11.5. Az aszkorbat szerepe az algdk nem-fotokémiai kioltasaban

A zoldalgdk VDE enzime (CrCVDE) a tilakoid membran sztéma oldalan helyezkedik el,
ellentétben a novények VDE enzimével, amely a lumenben taldlhaté (Li és mtsai, 2016). A
CrCVDE m(ikodéséhez sziikséges kofaktort vagy reduktanst még nem azonositottak, és nem
volt ismert, hogy az Asc kozvetve vagy kozvetleniil befolydsolja-e a m(ikodését, illetve,
altaldban véve a fotoprotekcidés folyamatokat. E kérdések megvdlaszoldsara egy inszercids
VTC2 mutdnst azonositottunk és jellemeztiink.

Normal fényintenzitason (kb. 100 umol foton m™s™) a Crvtc2-1 muténs kb. 10%-nyi Asc-
ot tartalmazott a CC-4533 vad tipushoz képest, amely valtozatlan maradt fénystressz és H,0,-
kezelés esetén is. A Crvtc2-1 mutdns novekedési Uteme és a fotoszintetikus apparatus
Osszetétele nagyon hasonld volt a vad tipuséhoz normal nevelési koriilmények kozott.

Mixotréf mddon, kézepes fényintenzitdson (100 pmol foton m2s?) nevelt algakulturak
esetében intenziv megvilagitds alatt (530 pmol foton m?2s?') az NPQ értéke jelent8sen
magasabb volt a Crvtc2-1 mutdnsban, mint a kontroll térzsben. A violaxantin deepoxidacid
nem kiilonbdzott a kontroll torzs és a Crvtc2-1 mutans kozott, tehat az Asc-hidny nem
befolyasolta a CrCVDE enzim aktivitdsat. Az 530 umol foton m2s? fényintenzitason torténé
megvilagitas hatdsdra mérsékelt fotoinhibicid kovetkezett be, amely kissé er6teljesebb volt a
Crvtc2-1 mutdnsban, mint a vad tipusban.

Megfigyeltik, hogy H.O, hozzdadasaval az NPQ értéke jelentGsen megnétt a vad
tipusban, valamint katalaz hatasara lecsokkent a Crvtc2-1 vonalban, a de-epoxidacids index
pedig valtozatlan maradt. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy az Asc-hidny
hatdsdra oxidativ stressz |ép fel, amely az NPQ, azon belill is a fotoinhibiciés NPQ (ql)
novekedéséhez vezetett.

Fotoautotréf mddon nevelt kultirdk esetében az energia -fliggé NPQ érték (gE, Peers és
mtsai, 2009) megemelkedett, hasonlé mértékben a vad tipusu és a Crvtc2-1 mutansban, amely
azt bizonyitja, hogy az Asc z6ldalgakban nem sziikséges az energiafligg6-kioltas kialakulasahoz
sem.

Tehat az Asc fotoprotekcidban bet6ltott szerepeit illetéen igen jelentGs eltéréseket
fedeztink fel a magasabb rendl noévények és a zoldalgdk kozott. Megallapitottuk, hogy a
z6ldalgak esetében az Asc nem befolyasolja a violaxantin-deepoxidacidt, ellenben az Asc fontos
szerepet tolt be a szabadgyokok altal indukdlt fotoinhibiciés kioltasi mechanizmus (ql)

mérséklésében (Vidal-Meireles és mtsai, 2020).
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11.6. Az aszkorbat hatasa a zoldalgak hidrogéntermelésére

A zoldalgdk a fotoszintézisiikh6z kapcsoltan, hipoxias kornyezetben a sotét-fény
atmenet soran H,-t termelnek az I. fotokémiai rendszer (PSI) akceptor oldaladn taldlhaté [Fe-
Fe]-tipusu HydA hidrogendz enzimik segitségével. A folyamat élettani szerepe abban rejlik,
hogy a Calvin-Benson ciklus fényben torténé aktivalédasdig a H,-termelés mintegy biztonsagi
szelepként védi a fotoszintetikus elektrontranszportot a tulzott gerjesztést6l (Godaux és mtsai,

2016).

[“ CO:2
PMF = ApH + A

2H,0 ADP+Pi )

7 -

Calvin-Benson ciklus

Kloroplasztisz sztroma

N

B £s
o i
= 7]
< L&)

H+ H + +
2H:0 (0 +4H +7, S
H* H* Tilakoid lumen

2. abra. A zo6ldalgdk fotoszintetikus elektrontranszportldnca és Hz-termelése. Aerob koriilmények kézott
az elektrontranszportlanc miikédése a magasabbrendl novényekéhez hasonld. Hipoxias korilmények
kozott hidrogenazok (HydA) fejez6dnek ki és a vizbontasbdl, valamint esetlegesen a keményitGbontasbdl
szarmazé elektronok a Hz-termelésre forditédnak a Calvin-Benson ciklus aktivalédasaig. A pgrll és a pgr5
részt vesznek a PSI ciklikus elektrontranszportban, amelyek, csakigy, mint a flavo-diiron (FLV)
komplexek, a HydA-val versengenek az elektronokért (Toth és Yacoby, 2019). Roviditések: cytbsf:
citokrom bef komplex; Fd: ferredoxin; LHC: klorofill a/b fénybegy(ijt6 pigment-protein komplexek; PC:
plasztocianin; PQ: plasztokinon, PSI: I. fotokémiai rendszer; PSIlI: 1l. fotokémiai rendszer; P680: a PSII
elsédleges elektrondonora; P700: a PSI elsédleges elektrondonora; Qa: a PSIl elsédleges kinon akceptora.

A C. reinhardtii hidrogendza a miikodéséhez sziikséges elektronokat kdzvetlenil a Fd-tdl
kapja (2. abra; Happe és mtsai, 1994). A természetben a Hy-termelés azonban csak par percig
tart, amely a hidrogendzok O,-érzékenységének, valamint a kompetitiv folyamatok
mUkodésének koszonhet6 (Toth és Yacoby, 2019). A H,-termelés folyamatat régdta probaljak
hatékonyabba és folyamatossa tenni, annak érdekében, hogy teljes mértékben megujuléd és
tiszta energiaforrashoz jussunk. Megfigyelték, hogy az algakulturakat kénmegvondsnak teszik
ki, a Ho-termelés folyamata napokig tart (Melis és mtsai, 2000).

Kénmegvonas hatdsdra a fotoszintetikus aktivitas jelentésen csdkken, amely a Rubisco

« sz

és mtsai, 2002). Masrészt a légzés aktiv marad, amely a PSll-aktivitas csokkenésével egyitt
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hipoxia kialakuldsat eredményezi, lehet6vé téve az O,-érzékeny hidrogenazok kifejez6dését
(Zhang és mtsai, 2002). A H,-termeléshez sziikséges elektronok tébbnyire a fennmaradd PSlI-
aktivitasbdl szarmaznak, de a keményit6 lebomldsa is jelentGsen hozzdjarulhat a H»-
termeléshez, nemcsak reduktdnsok biztositdsdval, hanem a hipoxia kialakulasdanak
elGsegitésével is (Chochois és mtsai, 2009). A H,-termelési periddus altalaban par napig tart,
majd ezt kdvetben sejthalal kovetkezhet be (Toepel és mtsai, 2013).

A PSll-aktivitds csokkentése elengedhetetlen |épés a H,-termelés meginduldasahoz. Az
altalanos vélekedés szerint a fotoszintetikus aktivitas elvesztése a PsbA (D1) fehérje korlatozott
turnoverének tudhatdé be (Zhang és mtsai, 2002; Antal és mtsai, 2015). Irodalmi adatok
azonban azt is valdszin(sitik, hogy a PSll-aktivitas csokkenése szabdlyozott folyamat, valamint
hogy ebben a folyamatban a szabadgyokok jelentSs szerepet jatszanak (Gonzalez-Ballester és
mtsai, 2010). Mindezek alapjan célul tiiztik ki e folyamat részletes megismerését.

A kisérletek soran az algdkat kénmentes acetat-tartalmu tdpoldatban mostuk, N,-gazzal
atfavattuk Sket, majd lezért allapotban 100 pmdl foton m=2st megvildgitasnak tettiik ki. 48 éra
utan mar jelent6s mennyiségl H,-t detektaltunk, és az O, koncentracidja igen alacsony volt. Az
irodalmi adatokkal 6sszhangban, a kénmegvonas jelentds keményit6-felhalmozdodast, majd
annak lebomldsat, valamint a sejtosztddas lealldsat eredményezte (pl. Zhang és mtsai, 2002).
ICP-OES mérések alapjan megallapitottuk, hogy 48 déraval a sejtek kénmentes tapoldatba
torténd athelyezése utdn a sejtszamra vonatkoztatott kéntartalom mérsékelten, minddssze kb.
25% -kal csokkent.

A kénmegvonas hatdsdra a PsbA mennyisége folyamatosan csokkent. Hasonld itemben
csokkent a PSBO mennyisége is, viszont a PSIl egyik belsé antenndjaként szerepl6 fehérje, a
CP43, valamint a Rubisco igen gyorsan degradalddott, mig a Cytbef egyik alegysége, a PetB és a
PSII egyik f6 alegysége, a PsaA stabil maradt. Linkomicin jelenlétében, amely gatolja a
kloroplasztiszban kddolt fehérjék bioszintézisét, a PsbA mennyisége gyorsabban csdkkent, mint
hidnyaban.

Megfigyeltik, hogy a kénmegvonds hatdsara a VTC2 expresszidja megemelkedik, ennek
koévetkeztében pedig az Asc-tartalom 48 6ran belll kb. 50-szeresére nétt. Szamos, 10, altal
indukalt gén expresszidja megné6tt, tehat nagy valdszinliséggel oxidativ stressz torténik a
kénmegvonds soran, ami az Asc-bioszintézis indukcidjahoz vezet.

Magasabb rendl noévényekben az Asc bizonyos koriilmények kozott inaktivalhatja az
OEC-t (Il.3.). C. reinhardtii-ban néhany mM-nyi kiilsGleg hozzaadott Asc hatdsara az OEC
aktivitasa erételjesen csokkent, illetve folyamatosan csokkenés volt tapasztalhaté a
kénmegvonds sordn is, tehat a zoldalgdk Mn-komplexe kiilondsen érzékenynek bizonyult az
Asc redukalé hatdsara. Az OEC inaktivacidjat kovet6en az Asc elektronokat szolgaltathat a Tyr;*
szamara zoldalgdkban is, ez a folyamat azonban igen lassi a vizbontasbdl szarmazd

elektrontranszporthoz képest. Ennek kovetkeztében szabadgydkok keletkeznek, majd donor

10
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oldal altal indukalt fotoinhibicié Iéphet fel, csakigy, mint magasabb rend(i névények esetében
(1.2.).

Kénmegvonas hatdsara tehat a kovetkez6 folyamatok jatszédnak le a z6ldalgakban i) az
algasejtek fokozzak a kén felvételét a kornyezetbdl, ii) minimalizaljak a sejtek kéntartalmanak
csokkenését a sejtosztodas ledllitasaval, iii) mivel a sejtosztddas ledll, feleslegben lévé
reduktansok halmozédnak fel, amelyek kezdetben keményitS-bioszintézisre forditédnak, iv) a
PSII tulzott gerjesztése miatt 10, képz6dik, amely az Asc-bioszintézis fokozddasahoz vezet, v) A
mM koncentracié-tartomanyban felhalmozddott Asc inaktivalja az OEC-t vi) ezaltal a PSII
reakcidocentrumok donor oldali fotoinhibicié altal karosodnak és lebomlanak, vii) az O,-
termelés csokkenése hozzajarul a hipoxia kialakuldsdhoz, amely lehetévé teszi a HydA
kifejez6dését és a H,-termelés meginduldasat, amely a fotoszintetikus elektrontranszport
biztonsagi szelepeként mikddik. E 1épéseknek kdszonhetéen a kénmegvonas altal okozott
karosodas mérséklédik, és a sejtek helyredllhatnak, amennyiben a kén Gjra elérhetévé valik.
Eredményeink céfoljak tehat azt a kordbbi vélekedést, mely szerint a PsbA lenne a

kénmegvonas elsédleges célpontja.
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