A masodik fotokémiai rendszer alternativ elektrondonoranak kémiai természete

és élettani szerepe cianobaktériumokban, algakban és novényekben;

potencialis biotechnoldgiai alkalmazasok
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Zarobeszamolo

A fotoszintetikus elektrontranszport-lanc vizbonté6 komplexe rendkiviil érzékeny a
magas hdémérsékleti stresszre és karosodasa kovetkeztében a masodik fotokémiai
rendszer (PSII) reakciécentruma is inaktivalodhat. A projekt kezdete el6tt publikalt
eredményeink azt mutattak (Téth et al. 2007, Biochim Biophys Acta 1767: 295-305),
hogy a vizbonté komplex karosoddsa esetén a vizmolekuldk helyett mas, alternativ

elektrondonorok juttatnak elektronokat a fotoszintetikus elektrontranszport-lancba.

I. A palyazat els6 célkitiizése az alternativ elektrondonor azonositasa volt. Vadtipusu és
aszkorbat-deficiens (vtc2-1) Arabidopsis mutansokon végzett gyors Kklorofill-a
fluoreszcencia mérések alapjan megallapitottuk, hogy az elektronatadas jéval lassabb az
aszkorbat-deficiens névényekben (t1/2=55 ms), mint a vadtipusban (t1,2=25 ms; 1A, 1B
abra). Intakt levelek aszkorbat-oldatban toérténd inkubalasaval az elektronatadas
jelentésen gyorsithaté volt az aszkorbat-deficiens mutansokban (ti2=32 ms), ami
bizonyitja, hogy az aszkorbat juttat elektronokat a PSII-h6z in vivo kértilmények kozott.
A reakcidutakat termolumineszcencias mérésekkel vizsgaltuk és megallapitottuk,
hogy az aszkorbat-molekuladktoél a Tyrz*-n keresztiil jutnak az elektronok a P680*-hoz, a
primér toltésszétvalasztas helyéhez. P700 abszorpcidos mérések alapjan Kijelenthet6
volt, hogy az aszkorbattél szarmazoé elektrontranszport az els6é fotokémiai rendszerben
(PSI) is detektalhaté és DCMU-ra (PSII gatlészer) érzékeny, tehat a teljes fotoszintetikus
elektrontranszport-lancban megjelennek PSII donor oldaldn az aszkorbat oxidaciéjabol

szarmazé elektronok (1.C abra).
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1 .4bra. Aszkorbat-PSII alternativ elektrontranszport hékezelt vadtipusd és aszkorbat-deficiens (vtc2-1)
levelekben. A. Kontroll és hékezelt (49°C 40 s) leveleken mért Kklorofill-a fluoreszcencia tranziensek. B. Az
aszkorbat-PSII elektrontranszport félidejének meghatarozasa. Fels6 panel: Hokezelt leveleken mért, 5 ms-
os fényimpulzusokkal indukalt fluorescencia tranziensek. Alsé panel: A variabilis fluoreszcencia
regeneracidja az 5 ms-os fényimpulzusok kozotti idéintervallum fiiggvényében. C. Vadtipusu és vtc2-1

Arabidopsis novényeken végzett fényindukalt 820-nm abszorbancia tranziensek.

Szamos fajt megvizsgalva (Synechocystis, Chlamydomonas reinhardtii, Marchantia
polymorpha, Nephrolepis exaltata, Pisum sativum, Hordeum vulgare, Soldanella alpina),
megallapitottuk, hogy ez a tipusu alternativ elektrontranszport altaldnosan eléfordul,
azonban az elektronatadas félideje fajonként eltérd és nevelési kortilményektdl fiiggéen
valtozik; kb. 15 és 40 ms kozotti értékeket mértink.

A vizsgalatok soran az oxigénfejlodést altalaban rovid idejii h6impulzussal (48-
50°C, 40 s) teljesen inaktivaljuk, de az aszkorbat-deficiens novényeket felhasznalva
sikertlt detektalni enyhébb, élettanilag relevans hékezelés (39 °C, 15 perc) utan is az
aszkorbat-fliggd alternativ elektrontranszportot.

Ezeket az eredményeket az egyik legrangosabb folydiratban publikaltuk a
novénybiologia teriiletén (To6th et al. 2009 Plant Physiol 149: 1568-1578, IF 6.370), és a
cikk szerkeszt6i ajanlassal jelent meg (Minorski 2009, On the Inside: Ascorbate: A donor

of a photosynthetic electrons following heat stress. Plant Physiol 149: 1205-1206).

II. A palyazat munkatervében szereplé masodik célkitiizések megfelel6en megvizsgaltuk

az aszkorbat a PSII alternativ elektrondonoraként betoltott élettani szerepét. Ismert,



hogy a vizbonté komplex inaktivaciéja esetén a PSII reakciécentrumok gyorsan
inaktivalédnak kis intenzitasi megvilagitas hatasara is. Ezt a jelenséget donor oldal altal
indukalt fotoinhibicionak nevezziik. Feltételeztiik, hogy az aszkorbat elektrondonorként
véd a fotoinhibiciéval szemben azaltal, hogy csokkenti a P680+ és a Tyrz* karos
felhalmozodasat.

Vadtipust, aszkorbat-deficiens (vtc2-3) és aszkorbat-tiltermeld (miox-4, Prof
C.L. Nessler, Arkansas State University, USA) Arabidopsis névények oxigénfejlddésének
teljes inaktivacidgjat kovetéen (40°C, 15 min) a névényeket megvilagitasnak tettiik ki,
aszkorbat tartalomtél. Gyors Kklorofill-a fluoreszcencia tranziensek alapjan
megallapitottuk, hogy sorozatos single turnover flashek hatdsara a reakcidcentrumok
csak akkor inaktivalédnak, ha a kozottiik 1évé intervallum nem elegend6 az Tyrz*
aszkorbat altali redukciéjahoz. Folyamatos, kozepes intenzitasu (kb. 300 umol foton m-
2s-1) fényben néhany perc alatt lelassul a Tyrz-P680+* elektrontranszport, majd ezt a PSII
reakcidcentrumok teljes inaktivacidja koveti, ami kb. 1 6ra alatt jatszédik le. Western
blot analizis alapjan megallapitottuk, hogy nem csak a D1 protein, hanem a CP43 bels6
antenna komplex és a vizbonté komplex PsbO proteinje is degradalodik ez id6 alatt. A
kiilénb06z6 aszkorbat-tartalmu Arabidopsis névényeket 6sszehasonlitva megallapitottuk,
hogy az inaktivaci6 sebessége nagymértékben fligg az aszkorbat-tartalomtél. Annak
bizonyitasara, hogy az aszkorbat védd szerepe nemcsak a szabadgyok-kioltd
tulajdonsaganak kdszonhet6, hanem alternativ donorként is védi a reakcidcentrumokat,
difenil-karbazid kezelést végeztiink. A difenil-karbazid a PSII mesterséges donora és
intakt levelek megfeleld koncentracidju oldatban valé inkubaldsaval elérhetd volt, hogy
az aszkorbat-deficiens novények reakcidocentrumaba ugyanolyan sebességgel
érkezzenek az elektronok, mint a vadtipusban. Megallapitottuk, hogy a difenil-karbazid
jelenlétében is lassabb az inaktivacid, mint az aszkorbat-deficiens levelekben. Tehat az
aszkorbat PSII donorként véd, illetve lassitja a PSII inaktivaci6jat. Ezt a hatast enyhe
hékezelésben részesitett novényeken is sikeriilt kimutatnunk. Vizsgaltuk a ho- és
fénykezelést kovet6d helyredllast is, és megallapitottuk, hogy a helyredllas mértéke és

sebessége joval nagyobb a vadtipusu és az aszkorbat-tiltermel6 névényben, mint az



aszkorbat-deficiensben. Ezekbdl az eredményekbdl cikk sziiletett szintén a Plant
Physiology c. folyéiratban (Téth et al. 2011 Plant Physiol 157: 1628-1641, IF 6.451).

Az aszkorbat védd szerepét UV-stressz esetében is vizsgaljuk. Az aszkorbat-
deficiens és vadtipusu Arabidopsis mintak gyors klorofill-a fluoreszcencia gérbéi alapjan
megallapitottuk, hogy az aszkorbat védd szereppel bir UV-stressz esetén is, azt azonban
nem sikeriilt egyértelmlien bizonyitanunk, hogy ez az alternativ donor szerepének
tulajdonithato.

Az eddigi eredmények azt valdsziniisitették, hogy az aszkorbat csak inaktiv
vizbontas mellett képes elektronokat szolgaltatni a PSII-h6z. Azonban a APsbO
mutansban (C. Spetea, University of Gothenburg), amelyben a vizbonté komplex aktiv,
de nem tartalmazza a PsbO proteint, elektronatadast figyeltiink meg az aszkorbattél a

PSII felé. Tervezziik ezen vizsgalatok folytatasat, majd késébbi publikalasat.

III. A pdalydzat harmadik célkitlizésénk megfeleléen vizsgaltuk az aszkorbat-PSII
alternativ elektrontranszport biotechnolégiai hasznosithatésagat. A
cianobaktériumokkal torténé kisérleteket elvetettiik, mivel az irodalmi adatok és a téma
szakértdivel  torténd  diszkussziok  alapjan  valészinlsithet6  volt,  hogy
cianobaktériumokban nincs vagy nagyon csekély mértékli az aszkorbat-bioszintézis,
valamint a hidrogéntermelés mértéke is jelentésen elmarad a Chlamydomonas

reinhardtii z6ldalgdban mérhet6tdl.
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2. abra. Hidrogéntermelés Chlamydomonas reinhardtii z6ldalgaban.



A Chlamydomonas reinhardtii hidrogendz enzime a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc elsé fotokémiai rendszerének akceptor oldalan helyezkedik el és
a ferredoxint6él kapja az elektronokat. A hidrogéntermelés mértéke természetes
koriilmények kozott igen csekély, aminek egyik oka, hogy a fotoszintézis soran keletkez6
oxigén gatolja a hidrogenaz enzim mikodését. Ennek elkeriilésére kénmentes
tapoldatba, anaerob koériilmények kozé helyezve a sejteket az oxigéntermelésért felel6s
PSII reakciécentrumai részben inaktivalédnak, igy jelent6sen cs6kken az oxigéntermelés
és ezzel parhuzamosan hidrogenaz szintetizalodik és beindul a hidrogéntermelés. A
hidrogéntermelés mértékét alapvetden meghatarozza a maradék linearis
elektrontranszport aktivitasa de emellett a keményitébontas is jelentésen hozzajarul a
hidrogéntermeléshez.

Megallapitottuk, hogy a kiils6leg adott aszkorbat hdékezelt Chlamydomonas
reinhardtii sejtekben gyorsitja az elektrontranszportot: normal koériilmények kozott az
aszkorbat-PSII elektrontranszport félideje 33 ms, azonban 10 mM aszkorbat
hozzaadasaval 13 ms-ra csokken. P700 abszorpciés mérések bizonyitottdk, hogy
hékezelés hatasara lelassul a PSII fel6l érkez6 elektrontranszport, amit 10 mM kiilséleg
adott aszkorbat jelentdsen felgyorsit. Azonos eredményeket kaptunk a kénmentes
tapoldaton nevelt sejteken is. Mivel ez a folyamat DCMU-ra érzékeny, bizonyitottnak
tekinthetd, hogy kénmegvonas hatasara az aszkorbat - ugyanugy, mint hokezeléssel
inaktivalt vizbontas esetében - alternativ PSII elektrondonorként viselkedik. Ezen okbdl
kifoly6lag nem volt sziikség a kénmentes taploldatban nevelt sejtek h6kezelésére.

A hidrogéntermelés detektalasa gazkromatografias mérésekkel, Prof. Dr. Kovacs
Kornél csoportjaval (Szegedi Tudomanyegyetem  Biotechnoldgiai Tanszék)
egylttmiikodésben tortént. A kénmegvonas kezdetekor adott 10 mM aszkorbat jelentds,
kb. haromszoros emelkedést eredményezett a hidrogéntermelésben. Hasonlé
eredményeket értiink el a mesterséges PSII donor, a difenil-karbazid hozzaadasaval is. A
DCMU jelent6sen csokkentette a hidrogéntermelés mértékét, ami bizonyitja, hogy az
aszkorbat serkentd hatasa az alternativ elektrondonor szerepének koszonhetd, tehat a
sejtekhez adott, vagy esetleg az ott tdltermeltetett aszkorbat alkalmas a

hidrogéntermelés fokozasara.



Ezen eredményeinket az International Journal of Hydrogen Energy c. foly6iratban
publikaltuk, a projektben résztvevé PhD hallgaté, Nagy Valéria els6 szerzdségével (Nagy
et al, 2012 Int ] Hydrogen Energy 37: 8864-8871, IF: 4.057). Ezen munkat folytatni
kivanjuk: tovabb szeretnénk vizsgalni az aszkorbat elektrontranszportra gyakorolt
hatdsat, valamint antiszensz oligonukleotidok segitségével vizsgaljuk a

hidrogéntermeléssel kompetitiv folyamatokat is.

IV. A projekt f6 célkitlizéseinek teljesitése mellett tobb munkaban is részt vettem,
amelyek eredményei hozzajarulnak az aszkorbat szerepének jobb megismeréséhez és
biotechnolégiai hasznositasahoz.

IV/a. Az aszkorbat szerepének vizsgalatdhoz az altalunk leggyakrabban hasznalt
modszer a gyors klorofill-a fluoreszcencia mérése, amellyel kapcsolatban azonban még
szamos kérdés megvalaszolatlan. A csoportunkban végzett kisérletek azt mutatjak, hogy
a PSII-ben konformaciévaltozasok zajlanak le, amelyek nagymértékben befolyasolhatjak
a klorofill-a fluoreszcencia intenzitasat és annak kinetikdjat (Schansker et al., 2011
Biochim Biophys Acta 1807: 1032-1043, IF: 5.132)

IV/b. A zbldalgdk hidrogéntermelése egy rendkiviil Osszetett folyamat. A
hidrogenaz enzim expresszidjat és miikodését szamos kompetitiv folyamat gatolhatja,
mint pl. a PSI ciklikus elektrontranszport, az oxigéntermelés és a CO: fixalas. A Szegedi
Biolégiai Kutatékézpont NOvényi Sejtosztodasi és Stressz Adaptacidos Csoportjaval
egyuttmiikodésben kimutattuk, hogy szintetikus antiszensz oligonukleotidokkal a
génexpresszio atmenetileg és specifikusan gatolhaté novényi levelekben (Ding et al,
2011 Plant Physiol 157:1628-1641, IF: 6.451, Din¢ et al. 2012 Biochim Biphys Acta
1817: 770-779, IF: 5.132). Az antiszensz oligonukleotidokat az aszkorbat alternativ
elektrondonor szerepének tovabbi vizsgalatdhoz szeretnénk felhasznalni noévényi
levelekben. Emellett kisérleteket végziink annak vizsgalatara, hogy Chlamydomonas
sejtekben is felhasznalhaté-e ez a médszer, amellyel a hidrogéntermeléssel kompetitiv
folyamatokban részt vevd fehérjék szintézise gatolhatd, és ezaltal a hidrogéntermelés
serkenthetd lenne.

IV/c. Alternativ elektrontranszport folyamatok a PSI reakciécentrum koril is

lejatszéddnak, amelyek pl. hdstressz és szarazsagstressz hatasara aktivizalédnak. Ezen



folyamatokat termolumineszcencia és P700 mérésekkel vizsgdltam Prof. Dr. Gabriel
Cornic csoportjaval egylittmi{ikédésben (Peeva et al., 2012 Physiol Plantarum 144: 83-
97, IF 3.067).

Hallgatoéi részvétel:
A projektben a terveknek megfelel6en tobb hallgaté is részt vett:

Nagy Valéria az International Training Course (ITC) keretében csatlakozott a
csoporthoz 2008-ban, majd 2009-t6l PhD hallgatéként folytatta a munkat. A projektben
valé részvétel soran teljesitette a PhD megszerzéséhez sziikséges publikacids
kovetelményeket, a védésre pedig 2013 elején Keriil sor.

Andrei Herdean szintén ITC-hallgatoként vett részt a projektben 2010-2011-ben.
Az aszkorbat véd6hatasat vizsgalta UV-B és UV-C stressznek kitett novényeken, valamint
vizsgalatokat végzett a APsbO mutanson is. O jelenleg Cornelia Spetea csoportjaban,
Svédorszagban PhD hallgaté.

A munkaban tovdbba részt vett Dr. Jifi Frolec, aki doktorandusz hallgatoként
harom hénapot toltétt a csoportunkban és részt vett az aszkorbat elektrontranszportra

gyakorolt hatasainak vizsgalataban Chlamydomonas reinhardtii sejtekben.

Beruhazasok:
Vizsgalatainkat nagyban elGsegitették a palyazati forrasbol megvasarolt Dual-PAM
késziilékkel végzett klorofill-a fluoreszcencia és P700 abszorbancia mérések.

A Chlamydomonas alga nevelését a projektben tervezettnél joval alacsonyabb
koltséggel sikertilt megoldanunk, a fennmaradé 6sszeget pedig LED-es megvilagitopanel

vasarlasara forditottuk, amit fotoinhibicids kisérletekhez tudunk hasznalni.

Publikacids tevékenység:

Eredményeinket szamos hazai és kiilféldi konferencian bemutattuk poszter és eléadas
formajaban. A legjelentésebbek a 2008. junius 22-27 koézott South Hadley-ben (USA)
megrendezett Gordon Research Conference- Photosynthesis konferencia és a 2010-ben

Pekingben megrendezett 15th International Congress on Photosynthesis konferencia,



ahol proceedings formajaban is publikaltuk az eredményeinket (Téth et al, 2011
Proceedings of the 15th International Congress on Photosynthesis, Beijing, China).

A projekt f6 célkitlizéseinek teljesitése alapjan harom, rangos folydiratban
publikalt cikk sziiletett és emellett folyamatban van egy review cikk irdsa, amelynek
témaja a kloroplaszt lumenjében taldlhat6 aszkorbat szerepe a fotoprotektiv
folyamatokban (Téth SZ, Schansker G, Garab G, Roles of chloroplast luminal ascorbate in
photoprotection). A projekt témajahoz kapcsoldéddéan tovabbi négy, tarsszerzds cikk

jelent meg. Eddig ezekre a cikkekre 6sszesen 27 hivakozas tortént.



