Valasz Dr. Janda Tibor biralatara

K6szo6ndm Dr. Janda Tibornak munkassagom ¢és a dolgozatom pozitiv értékelését, valamint a

kritikai észrevételeket. A feltett kérdésekre, megjegyzésekre az alabbi valaszokat adom:

1) A dolgozatban bemutatott abrak igényesen kidolgozottak, bar jo lett volna, ha az abrakon
a statisztikai elemzések eredményeit is feltiinteti, illetve egyes dabrafeliratok lehetnek
bdébeszédliebbek is, eleget téve annak az elvarasnak, hogy az dbra a hozza tartoz6 szoveggel egyiitt

onmagaban is értelmezhetd legyen.

Viélasz: Az abrékon szerepelnek a szorasok vagy a standard hibdk. A szignifikancia-analizis
eredményeit valoban nem tiintettem fel, az esetek tilnyomo tobbségében ugyanis a kiillonbségek
tobbszorosek és minden esetben jol lathatoak. A Fiiggelékben taldlhato eredeti cikkekben szerepel
a pontos mintaclemszam ¢és a statisztikai analizis eredményei is, igy az olvasd esetlegesen

ellendrizheti a kovetkeztetések levonasanak helyességét.

A mérési eredmények bemutatdsandl igyekeztem minden sziikséges informéciot feltiintetni.
Ennek ellenére, utdlag visszanézve valoban van par abraaldirds, ami a tobbihez képest kevesebb
informdaciot tartalmaz, ami befolydsolhatja az értelmezhetdséget. Mentségemre szolgal, hogy
minden fejezetnél pontosan szerepel, hogy melyik cikkben koziiltiik az adott eredményeket, igy

azok a Fiiggelékben visszakereshetok.

2) A review-szerl abrak kimondottan jol sikeriiltek, informativak, de pl. a 14. dbréra nincs is
hivatkozas a szovegben, ez itt inkabb mint illusztracid jelenik meg. Megjegyzem, hogy a

Fiiggelékben ugyanez az abra tokéletesen informativ.

Vélasz: A 14-es abrara torténd hivatkozas sajnos valdban hidnyzik a szovegbdl, a hibaért

elnézést kérek.

3) Az eredmények rész egyes alfejezetei kiilondsen szorosan kapcsolédnak egymadashoz,
kiilonosen az 1., 2., 3. és 5. rész. Ezek alapjan egy Osszefoglald abra jol mutatott volna, és segitette

volna a kapott eredmények szintézisét is.

Vilasz: Igen, egyetértek, a szoveges Osszefoglalasok mellett hasznos lett volna egy abra is.

Ezt igyekszem ezt a védésen potolni.

4) Az aszkorbat-bioszintézissel kapcsolatos eredmények targyaldsa soran megjegyzi, hogy a

mioinozitolhoz kacsolodoé ,,itvonal €lettani jelentdsége maig vitatott (Wheeler és mtsai, 2015)”.



(21. oldal, ,,Eredmények 1. bekezdés). Az emlitett cikk Ota eltelt 6 év. Tortént-e eldrelépés azdta

a kérdés tisztazasara?

Vilasz: Az u0jabb eredmények is aldtdmasztjak, hogy mioinozitol utvonal szerepe
elhanyagolhat6 a ndvények leveleiben (Kavkova és mtsai., 2019, The Myo-inositol pathway does

not contribute to ascorbic acid synthesis. Plant Biol 21: 95-102).

5) Az ugyanebben a részben leirt mutdnsok ¢€s transzgenikus vonal esetében az

aszkorbattartalmat miért klorofillra, és miért nem friss- vagy szaraztomegre vonatkoztattak?

Viélasz: A cikk biraldjanak kifejezett kérése volt, hogy klorofilltartalomra vonatkoztassuk az
aszkorbat-tartalmat, mivel az aszkorbat fotoszintézisben betoltott szerepét vizsgaltuk.
Megjegyzem, hogy nem volt jelentds kiilonbség a hdrom vonal friss tdmegre vonatkoztatott
klorofilltartalméban.

crcr

Vidal-Meireles, 2017, 9. abra) nem volt vildgos, hogy a fény/sotét ciklust kdvetd folyamatos
fényben miért alacsony aszkorbattartalmakat kaptak? Miért nem magas szinten maradt a rendszer?
Ehhez kapcsolodoan jol mutatna egy modell dbra, ami bemutatja, hogy a fény pontosan milyen

1épéseken keresztiil szabalyozza az aszkorbat szintjét. Mi lehet az elsddleges szignal?

Vilasz: Megfigyeltiik, hogy 6nmagéaban a neveldfény felkapcsolasa jelentds aszkorbat-szint
emelkedést okoz, amely egyfajta stresszvalasz lehet a hirtelen beall6 valtozasra. A neveldfénnyel
torténd folyamatos megvilagités alatt viszont az aszkorbat-szint alacsony, feltételezhetden egyfajta

egyensulyi szint elérésének koszonhetden.

A fényintenzitasban beallo hirtelen valtozas a reaktiv oxigénformak szintjét megemeli (Shao
¢s mtsai, 2007 Plant J 50: 475), valamint a Rose-Bengal ¢és a H>O; kezelés az aszkorbat-szint
intenziv emelkedését okozza (12. abra és Vidal-Meireles és mtsai (2017) a Fiiggelékben).
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a szignalmolekula a szinglet oxigén és/vagy a H,O2, mint
ahogyan az a 14. 6sszefoglalo abran szerepel €s a Vidal-Meireles és mtsai (2017) cikkiinkben is

leirasra kertlt.

Megjegyzem, hogy a mi cikkiink volt az elsd, amely az aszkorbat-bioszintézis
szabalyozasaval foglalkozott algakban ¢s még szamos kérdés var tisztazasra a jelatviteli
folyamatokat illetéen. Tovabba nem csak algakban, de még ndvényekben sem ismert az aszkorbat-

bioszintézis pontos szabalyozésa.



7) megallapitasaik szerint az aszkorbat véd a donor-oldali fotoinhibiciéval szemben.
Mennyire aktiv védelem ez, vagy mennyire ,,csak™ egy alternativ lehetdség az elektronaramlas
fenntartasara? Es ha ez utobbi igaz, akkor miért olyan j6 ez? Feltételezhetd, hogy a donor oldal
mellett az akceptor oldal is karosodik. Ilyenkor az elektronaramlas fokozéasa a rendszer szamara

inkabb artalmasnak tlinik, mintsem eldnyosnek. Mi errdl a véleménye?

Vilasz: A donor oldali fotoinhibicio a vizbont6é komplex inaktivalédasa kovetkeztében alakul
ki, ugyanis ebben az esetben nincs elég elektron, ami redukalna a P680"-at és a Tyrz'-t. Ezek
maguk is erds oxidalé hatassal rendelkeznek, azonban a donor oldali fotoinhibicié kovetkeztében
reaktiv oxigénformak is felhalmozodhatnak, amelyek egyiittesen teljes mértékben inaktivalhatjak
a PSII reakciocentrumot. Az aszkorbat altal nyujtott védelem alapja az, hogy elektronokat
szolgaltat a P680" szdmara, ezaltal mérsékli a P680 és a Tyrz talzott mértékli oxidacidjat. Az
elektronatadas az aszkorbat feldl sokkal lassabb, mint az aktiv vizbonté komplex feldl (az
aszkorbat elektronatadasi félideje a Tyrz" felé kb. 20-30 ms, mig az aktiv OEC-t61 0.1-1 ms).

A védelem ennek ellenére jelentdsnek tiinik az alapjan, hogy az aszkorbat-hidnyos mutansok
sokkal érzékenyebbek a hdkezelést kovetd fotoinhibiciora, mint a vad tipus, az aszkorbat-
taltermeld vonal pedig fokozottabb stressztiirést mutat. A hatas kiilonosen szembetliind a
helyreéllas sordn, ugyanis az aszkorbat-tultermel6 vonal és a WT sokkal gyorsabban helyreall,
mint az aszkorbat-hidnyos mutdns. Az aszkorbat természetesen szdmos moédon védheti a
fotoszintetikus apparatust és segitheti a hdkezelést kovetd helyreallast, azonban megfigyeltiik,
hogy a hokezelés utdni fénystressz mérsékelhetdé difenilkarbazid kezeléssel, amely egy
mesterséges PSII donor, azonban nem bir szabadgyok-kioltd hatdssal és az aszkorbat mas szerepeit
sem helyettesiti. Tehat az aszkorbat altal alternativ elektrondonorként nyujtott védelem

bizonyitottnak tekinthetd, azonban a pontos mértékét nehéz meghatarozni.

A klorofill-a fluoreszcencia méréseink alapjan kijelenthetd, hogy az elektrontranszport a PSII
akceptor oldalan nem valik korlatozo tényezOvé az altalunk alkalmazott mérési koriilmények
kozott. Korabban Ducruet €s Lemoine (1985, Plant Cell Physiol 26: 419) leirtdk, hogy a hokezelés
soran akceptor oldali limitaci6 kovetkezhet be, 6k azonban viszonylag hosszu idétartamu
hokezelést alkalmaztak és a klorofill-a fluoreszcencia kinetikat a hokezelés soran mérték, nem
pedig legalabb 30 perccel azt kovetden (mint ahogyan azt mi tettiik). Tehat véleményem szerint a
kiilonbség abbol addédik, hogy a hokezelés soran, a magas hOmérsékleten lassulhat az
elektrontranszport a PSII akceptor oldalan, ez azonban a hdmérséklet normalizalasaval helyreall.
Ezzel szemben a vizbont6 komplex inaktivacidja irreverzibilis, csak annak ujraépiilésével all

helyre a vizbonto aktivitas.



8) Aszkorbat és NPQ kapcsolata: pontosan milyen molekularis mechanizmus tételezheto fel,
ami alapjan az aszkorbat az NPQ-ra hat? Zoldalgdkban feltételezésiik szerint a szabadgyokok
kioltasa révén elsdsorban a fotoinhibicios kioltds mérséklése a f6 mechanizmus, de mi a helyzet a
magasabb rendii novényekkel? Az eredmények szerint a violaxantin-deepoxidaz aktivitdsanak
fenntartasat végzi, de vajon hogyan? Génexpresszios szinten? Kozvetleniil kapcsolédva? Vagy

indirekt moédon?

Vélasz: Ismert, hogy magasabb rendii rendli névényekben az aszkorbat a violaxantin-
deepoxidaz kofaktora (Bratt é¢s mtsai, 1995, Photosynth Res 45: 169; Saga és mtsai, 2010, J Biol
Chem 285: 23763; Hallin és mtsai 2016, Photosynth Res 129: 29), mely enzim a violaxantin
zeaxantinna torténd alakitasat katalizalja, melynek koszonhetden a hddisszipacidé mértéke, tehat a

nemfotokémiai kioltds mértéke megnd. Errdl a 7. és a 33. oldalon tettem emlitést.

9) Az NPQ ujabb értelmezése szerint két részre bonthat6: regulélt Y(NPQ) és nem-regulalt
Y (NO) komponensekre. Az aszkorbat melyik mechanizmust szabalyozza foként? Van-e erre sajat

vagy irodalmi adata, vagy ha nincs, elméleti alapon mit gondol ezzel kapcsolatban?

Vilasz: A definicié szerint a Y(NO) komponens az un. nem-reguldlt nem-fotokémiai
energiaveszteség a PSII-ben (Klughammer and Schreiber, 2008, PAM Application Notes, 1: 27 -
35). Szamitéasa a steady state fluoreszcencia és a sotétadaptalt Fv érték alapjan torténik (F/Fm),
tehat értéke a nyitott reakcidocentrumok mennyiségével ardnyos. Ezzel szemben a regulalt Y(NPQ)
szamitasa tartalmazza a fényadaptacié soran mért Fy” értéket (F/Fum' - F/Fum), tehat sokkal kdzelebb
all a klasszikus NPQ méréshez, amely tulajdonképpen a sététadaptalt Fum érték €s a fényadaptacid
soran kialakuld Fum’ érték aranyat jelzi ((Fm-Fum’)/Fm’); Ruban, 2016, Plant Physiol 170: 1903).

A kisérleteink soran az NPQ-t vizsgaltuk, mely energiafiiggd (qE), zeaxantin-fiiggd (qZ),
allapotvaltozés (state transition) -fliggd (qT) és fotoinhibiciés q(I) komponensekre oszthato,
melyek koziil a q(I) komponensnek tobb alkomponense lehet (Allorent és mtsai, 2013). Az egyes
komponensek megléte, aranya igen nagy mértékben fligg a nevelési koriilményektdl (pl.
fotoautotrof és heterotrof kultarak, CO; ellatottsag, nevelési fényintenzitas), és azok elvalasztasara

gyakran specialis koriilményeket ¢és kiegészité méréseket alkalmaznak (pl. 77K fluoreszcencia).

Kimutattuk, hogy az aszkorbat a ql-t mérsékli, annak is a szabadgyokok altal indukalt

komponensét.

Arra vonatkozoan, hogy az un. Y(NO) komponenst az aszkorbat befolyésolja-e és ha igen,

milyen mértékben, nem végeztiink vizsgalatokat.



10) A hidrogéntermeléshez kapcsolédoan egy altalanos kérdés: jelenleg hol tart a

fotoszintetikus hidrogéntermeltetés gyakorlatban torténd felhasznalasanak kidolgozéasa?

Vilasz: A dolgozatban a Hx-termelés vizsgalata csak az aszkorbattal és a kénmegvonassal
Osszefliggésben szerepel, azonban kutatocsoportommal a Ha-termelés teriiletén tovabbi
jelentésnek mondhatd eredményeket értiink el. Kidolgoztunk egy anaerob indukcion alapulo
eljarast, mely a kénmegvondssal ellentétben nem jar jelentds stresszhatassal, a Ha termelés par oras
sOtétben torténd anaerob indukciot kovetden azonnal megindul és folyamatos fényben napokig
tart. A Ho-termelés hozama jelentdsen feliilmulja a kordbbi kénmegvonas soran elért hozamokat,
valamint a napfény intenzitasan is megvalodsithatd. Jelenleg tervezés alatt van egy fotobioreaktor,
amely prototipusként szolgalhat a bioipari céli Hz-termeléshez. Ebben a témaban a kovetkezd

cikkeink jelentek meg:

Nagy V, Podmaniczki A, Vidal-Meireles A, Tengolics R, Kovacs L, Rakhely G, Scoma A,
Toth SZ (2018) Water-splitting-based, sustainable and efficient H, production in green algae as
achieved by substrate limitation of the Calvin-Benson-Bassham cycle. Biotechnol Biofuels 11: 69

Nagy V, Podmaniczki A, Vidal-Meireles A, Kuntam S, Herman E, Kovacs L, Toth D, Scoma
A, Téth SZ (2021) Thin cell layer cultures of Chlamydomonas reinhardtii L1591-N230Y, pgril
and pgr5 mutants perform enhanced hydrogen production at sunlight intensity. Biores Technol
333: 125217

Illetve egy elfogadott eurdpai szabadalommal rendelkeziink:

Nagy V, Toth SZ (2017) Photoautotrophic and sustainable production of hydrogen in algae.
European Patent Application 17155168.2, priority date: 08.02.2017.

K6sz6ném az 01j tudomanyos eredmények elismerését €s a gondolatébresztd javaslatokat.

Szeged, 2022. marcius16.
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