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Roviditések és szimbolumok jegyzéke

ADP
ATP
Bfeo
Bkl
CAPS
CD
CHES
cit.
DL
DMSO
EDTA
Em
FRET
HOMO
Katp
Kap
Kar
Keap
kep
Knp
LD50
LDAO
LH1
LH2
LUMO
MCS
MES
MOPS

NAD(P)H.

P

Adenozin-difoszfat

Adenozin-trifoszfat

Bakteriofeofitin

Bakterioklorofill
3-[Ciklohexilamino]-1-propanszulfonsav

Cirkularis dikroizmus
2-[N-Ciklohexilamino]etanszulfonsav

Citokrom

Késleltetett fluoreszcencia

Dimetil-szulfoxid

Etilén-diamin-tetraecetsav

Kozépponti redoxpotencial

Forster rezonancia-energiatranszfer

Legnagyobb energiaju bet6ltétt molekulapalya

P*Q, — PQ, indirekt toltésrekombinacio sebességi allandodja
P*Q, — PQ, toltésrekombinacid sebességi allandoja
Karotinoid

P*Qg — PQg indirekt toltésrekombindci6 sebességi allanddja
P*Qg — PQg toltésrekombinacio sebességi dllanddja
P*H™ — PH toltésrekombindacié sebességi allandoja
(fél)Hallos dézis®

Laurildimetilamin-oxid

Egyes fénygyiijté antenna-rendszer

Kettes fénygyijt6 antenna-rendszer

Legkisebb energiaju betoltetlen molekulapalya
Sokcsatornas id6 analizator
2-[N-Morfolino]etanszulfonsav
3-[N-Morfolino]propanszulfonsav
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-(Foszfat)

Bakterioklorofill dimer

! Egy olyan anyag mennyisége, amelyet egyszerre beadva, a tesztallatok 50%-os haldlozési aranyat okozza



PA Fotoakusztikus

PF Prompt fluoreszcencia
Pi Inorganikus foszfat
PSI Els6 fotokémiai rendszer
PSII Masodik fotokémiai rendszer
PSU Fotoszintetikus egység
Qa, QB Els6dleges és masodlagos kinon elektron akceptor
Rba. Rhodobacter
RC Reakciocentrum
Rps. Rhodopseudomonas
Rsp. Rhodospirillum
Rvx. Rubrivivax
SEC Spektro-elektrokémiai cella
Thio. Thiocapsa
TL-puffer 10 mM Tris; 0,03% LDAO
Tris 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol
UQ1o Ubikinon-10; 2,3-dimetoxi-5-metil-6-[10-izoprenoid]-1,4-benzokinon
AGpq, P" és a P*Qj redox allapotok szabadenergia-kiilonbsége
AGgfeoq, P*Bfeo™ és a P*Qj, redox éllapotok szabadenergia-kiilonbsége
AHp+q, P" és a P*Qj redox allapotok entalpia-valtozasa
ASpq, P" és a P*Qj redox allapotok entropia-valtozasa

A dolgozatban el6fordul6 fehérjeépité aminosavak egy és harombetiis roviditése

A; Ala Alanin I; lle I1zoleucin

C; Cys Cisztein L; Leu Leucin

D; Asp Aszparagin R; Arg Arginin

E; Glu Glutaminsav T; Thr Treonin

F; Phe Fenil-alanin W; Trp Triptofan

H; His Hisztidin Y; Tyr Tirozin
A RC-ban kialakitott aminosav pont-mutacio jelolése egy kiragadott példan
keresztiil:

Leu—His™*# A RC fehérje L alegységében a 131—es pozicioban 1év6 leucin aminosav

LHL3L cseréje hisztidinre — két roviditési valtozatban.

Az esetleges idegen eredetli szavak el6forduldsa a dolgozatban a kdonnyebb érthetdség,

vagy a forditas nehézsége miatt maradtak meg az eredeti nyelven.



1. Bevezetés

Az életet a Nap fénye taplalja. A fénynek az élet minden teriiletén 1ényeges szerepe van:
végsOsorban az életfolyamatokhoz sziikséges szabadenergiat szolgaltatja, és a latasnak,
mint az egyik érzékelési formanak a legfontosabb informaciohordozoja. A mélytengeri
kéregrepedésekben a Fold hdenergidjat felhasznald mikroorganizmusoktdl eltekintve a
fotoszintézis az egyik legfontosabb bioldgiai folyamat a Foldon, amelynek soran az
¢lélények a Nap energiajat hasznositjak szabadenergia-forrasként az életmiik6désiikhoz.
Mivel 1ényegében minden foldi élet altal hasznalt energia visszavezethetd a napenergianak
kémiai energiava vald fotoszintetikus atalakitasara, ezért tulzas nélkiil allithatd, hogy a
fotoszintézis a foldi élet motorja, és tanulmanyozasa napjainkban is a tudomanyos
érdeklédés kozéppontjaban all (Govindjee és mtsai. 2005; Eaton-Rye és mtsai. 2012;
Blankenship 2014; Niederman 2017).

A fotoszintézis folyamata fény-, és a sotét reakcidkra tagolhat6. A fényreakciok a
foton abszorpcigjat kovetden - néhany kivételtdl eltekintve - fehérjébe agyazott, specialisan
elhelyezked6 és orientalt pigmentek kozremitkodésével mennek végbe. Ezeknek a
pigment-fehérje komplexeknek a mikodése a pigment molekulak és a fehérje
aminosavainak kooperativ halozatan alapul. Fény hatasara a festékek (klorofillok)
gerjesztodnek, és koziilik néhany képes elektront felszabaditani (oxidalodni). A leadott
elektronok képesek egyrészt energiajukat fotofoszforilaciés mechanizmus révén kémiai
energiava (ATP-vé) alakitani, masrészt erés redukaloszert [NAD(P)H:] 1étrehozni. Tehat a
fotoszintetikus membranban taldlhatd pigmentek ¢€s enzimek egyiittmiikodésének
eredményeként ATP és redukalt koenzimek képzddnek parhuzamosan zajlé folyamatok
révén. A zold novények, algak esetében a fényreakcio folyamataban két egymastol jol
elkiilonithetd fotokémiai rendszer (PSI és PSII) vesz részt. A PSII-h6z kapcsolodo komplex
egyediilallo  modon képes a viznek protonokka és molekularis oxigénné torténd
fényindukalt elbontdsara, mikozben redukalo ekvivalensek lancolatan keresztiil az energia
egy része proton elektrokémiai potencial formdjaban raktarozodik. Ez a potencial az ATP
szintézisének energiaforrasaul szolgal (Mitchell 1966). Az energia masik hanyada atkertil
a PSl-re, ahol egy tjabb foton abszorpcidja révén valik a folyamat teljessé a NADP
redukciojat eredményezve. A sotétszakasz fényt nem igényel, ebben a szakaszban kotédik
meg és alakul 4t a szén-dioxid szerves anyagokké a fényszakaszban eldallitott redukalt
koenzimek [NAD(P)H:] és ATP felhasznalasaval.

A fotoszintetizald baktériumokban a fotoszintetikus energiaatalakitas folyamatai
lényegesen egyszeriibbek, mint zold novényekben. Amig a z6ld ndvényekben két
fotokémiai reakcio miikddik, addig baktériumokban csak egy van. A z6ld ndvények linearis
elektrontranszport-lancaval szemben a baktériumoké ciklikus, melynek soran a

reakciécentrumban keletkezett toltéspar rekombinadlodik. A reakcid szabadentalpia-



1. BEVEZETES

valtozasa proton gradienssé¢ alakul at, amelyet felépité vektoridlis (a membran
citoplazmikus oldalar6l a periplazmikus oldal felé mutatd) protonelmozdulas a
reakciocentrum protonfelvételének eredménye. A  protonpumpa-mechanizmust a
reakciocentrumhoz kapcsolddo citokrom bey komplex teszi teljessé (protonmozgatd kinon
ciklus).

A modern fotoszintézis-kutatdsban jelentds szerepe van a nemkén tipusi
biborbaktériumoknak, mert reakcidcentrumanak atomi szintli térbeli meghatirozasa
(Deisenhofer és mtsai. 1984) lehetévé tette egy fotoszintetikus energiaatalakito rendszer
felépitésének €s mitkodésének megismerését ¢s modellként vald alkalmazéasat. Bar az
energia atalakitasanak részletei mas-mas fajoknal valtozhatnak, vannak szerkezeti és
funkcionalis hasonlosagok. A bakteridlis reakciocentrumnak igen magas a fotokémiai
kvantumhatasfoka (~ 100%), hiszen majdnem minden elnyelt foton toltéspart hoz 1étre
(Wraight és Clayton 1974). A legnagyobb szabadenergia-veszteség a primér kinon (Qa)
redukélasahoz kapcsolodik, ami azt is jelenti, hogy fiziologias koriilmények kozott ez a
1épés teszi visszafordithatatlannd a toltésszétvalasztast. A fényhasznositds energia-
hatasfoka ¢és az elektronvandorlés kinetikdja nagymértékben fiigg a keletkezett toltésparok
energetikai viszonyaitdl, ezért utdbbiak feltérképezése alapvetd fontossagu.

A fotoszintetizald baktériumok figyelemre méltd hatékonysaggal és gyorsasaggal
veédik és milkodtetik energiadtalakitd rendszeriiket. Ennek igen fontos része a fény
intenzitasanak novelésével aranyos modon keletkezé bakterioklorofill (Bkl) triplett
allapotok kezelése, amely elengedhetetlen a fotoszintetikus organizmusok tuléléséhez. A
BKI triplett allapot energiaja ugyanis konnyedén atadodik a triplett allapoti molekularis
oxigénnek (302), és szingulett gerjesztett allapot oxigént (103, erés oxidaloszert) llit eld.
Ennek megakadalyozasara szamos mechanizmus mitkodik, amelyekben kiemelt szerepet
jatszanak a karotinoid festékek.

A nagy fényintenzitas mellett a fotoszintetizalo baktériumoknak szdmos egyéb
kihivassal (stressz hatassal) is (pl.: nehézfémionok jelenlétével) szembesiilnitik kell. A
disszertaciomban arra az alapvetd kérdésre keresem a valaszt, hogy mely tényezok teszik
az intakt fotoszintetizald baktériumot, illetve annak reakcidcentrumat kell6en robusztussa
¢s mégis rugalmassa ahhoz, hogy hatékonyan tudjon kiilonb6zé koriilmények kozott is
miitkodni.

Az eredményeimhez elsOsorban a  fotoszintetizald6  baktériumbol  (ill.
reakcidcentrumbol) fénygerjesztés hatasara kivaltott Bkl fluoreszcencia sokiranyt

mérésével jutottam. Ez magiban foglalta a prompt és a késleltetett fluoreszcencia

crer

crer

fluoreszcencia megfigyelésére alapozott modszerek egyiittesen képesek a baktérium ill.
egyes fehérje-komplexek (reakcidcentrum, fénybegyiijté rendszerek) allapotdban

bekovetkezd fiziologiai valtozdsok nyomon kdvetésére.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Fotoszintézis

A fotoszintézis a legfontosabb fény altal kivaltott folyamat, amely lehetdvé teszi a
novények, algak, cianobaktériumok és anoxikus fotoszintetizalo baktériumok szamara,
hogy a pigmentjeik altal elnyelt fényenergiat a szabadenergia egyéb formaiva
(redoxpotencialla, ion- és proton elektrokémiai potencialla, valamint foszfatpotencialld)
alakitsak at. Ezek a szabadenergia-formak mar kozvetleniil alkalmasak a sejt
¢letfolyamataihoz sziikséges energia fedezésére (Blankenship 2014).

A fotoszintézis folyamatai két részre oszthatok — fényreakciokra és sotétreakciokra.
A fényreakciokban az elsé 1épés a fény abszorpcidja, ami (kevés kivételtdl eltekintve)
fehérjékhez kotott specialisan orientalt pigment molekulakban megy végbe. A
pigmentekben elnyelt fény a molekulat gerjesztett allapotba hozza, amely atadodhat a
szomszédos, altalaban alacsonyabb gerjesztési energiaju pigment molekuldknak. A
gerjesztési energia atadasi folyamatanak igen nagy szerepe van abban, hogy a gerjesztési
energia igen nagy hatékonysaggal a reakcidcentrumhoz jusson. Itt toltésszétvalasztas
torténik, amelyben raktdrozod6 szabadenergia szdmos 1€pés utdn a fotoszintetikus

organizmusok belsd membranjanak két oldala kozotti transzmembran elektrokémiai

2,3RT
F

energiat (elektrokémiai potencialt) halmoz fel H* koncentracid gradiens, ill. potencial

potencial gradienssé (Apy+ = AW — ApH) alakul 4t. A keletkezd proton gradiens
kiilonbség formajaban. A bels6 membran két oldalan létrejott proton gradiens mentén
visszaaramlanak a protonok egy membranhoz kotott ATP-szintaz molekulan keresztiil. A
felszabaduld energia segitségével ADP-bdl €s Pi-bdl a sotétreakcidk energiaforrasa, ATP
képzodik, amely lehetdvé teszi, hogy kiilonb6z6 biokémiai anyagcsere-folyamatok
(sotétreakciok) lancolatan keresztiil a széndioxid asszimilalodjon.

A fotoszintézis folyamatanak részletei fajonként eltéréek lehetnek, de a fényreakciok
a fotoszintetikus fehérje komplexekben mindig a beesé fotonnak a pigmentek altali
abszorpcidjaval kezdddnek. A fényreakciokban kétféle pigment-fehérje-komplex vesz
részt, amelyek egyik tipusa a fénygyiijté komplexek (light-harvesting complexes - LHCs),
a masik pedig a fotoszintetikus reakciocentrum (RC) fehérje, ahol megtorténik az
elsddleges toltésszétvalasztds, majd a szétvalasztott toltések stabilizdlodasa. A
fotoszintetizaldo organizmusok szinte tokélyre fejlesztették a pigment-fehérje halozatuk
felépitését, hogy minél gyorsabban ¢és minél nagyobb hatasfokkal miitkodhessen az
energiatranszfer és a toltésszétvalasztas (Blankenship 2002).
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2.2. Anoxikus fototréf baktériumok

Mindazon fotoszintézisre képes szervezetet, amely az ATP termelésre fényenergiat képes
hasznositani, fototr6fnak nevezziik. A baktériumok népes csaladjabol csak viszonylag
kevés képes fotoszintetizalni, ezek koziil az anoxikus fototrof baktériumokat négy nagy
csoportba sorolhatjuk: z6ld kénbaktériumok vagy Chlorobiaceae (Chlorobi) (Imhoff 2014),
heliobaktériumok, Heliobacteriaceae (Firmicutes) (Madigan és Ormerod 1995), zold
nemkén baktériumok vagy Chloroflexaceae (Pierson és Castenholz 1995; Bryant és mtsai.
2007; Tank és Bryant 2015) és a bibor fototrof baktériumok (bibor kén- és bibor nemkén
baktériumok), amelyek a, B vagy y-proteobaktériumok (Imhoff 2006¢, d, a, b). Mivel a
disszertaciomban intakt bibor nemkén baktériumot és annak izolalt RC-at vizsgalom, ezért

alabb ezeket targyalom részletesebben.

2.3. Biborbaktérium

A biborbaktériumok anoxikus, oxigént nem termeld fototrof anyagcserére képes
szervezetek, melyek képesek fotoautotrof és fotoheterotrof modon, valamint aerob és
anaerob 1égzés utjan novekedni. (Swingley és mtsai. 2009) Minden biborbaktériumban
pigmenteket tartalmazo bels6, intracitoplazmatikus fotomembran (ICM) rendszerek
talalhatok, melyek a citoplazmamembran kozvetlen nyllvanyai és a membran
betiiremkedésével jonnek létre (2.1. abra). Ezek az ICM-ek altalaban holyagocskak
(szférikus), masokban csoves (lamelléris) testek, vagy csoves-hdlyagos halozatokként

fordulnak el6, de komplex lemezes rendszerek is lehetnek. (Drews és Golecki 1995)

2.1. abra. Rhodobacter sphaeroides transzmisszios elektronmikroszkopos felvétele,

melyben jol kivehetk a fotoszintetikus vezikulumok, vagyis a sejthartya befliz6déseibol
keletkezett, kett6s lipidréteggel hatarolt apro, gomb alaku testecskék (képet készitette:
Timothy Donohue?)

2 A felvétel elérhetd az alabbi oldalon: http://news.wisc.edu/newsphotos/rhodobacter.html (2017. junius 4.)
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2.3. BIBORBAKTERIUM

A biborbaktériumok citoplazmikus membranrendszere tartalmazza a fényenergiat
elektrokémiai energiava alakito fotoszintetikus apparatust. Ez a fotoszintetikus apparatus
tobb, a kettds lipid membranban talalhat6 pigment-fehérje komplexbdl valamint egy ATP-
szintaz rendszerb6l all. A fotoszintetikus membranba agyazodik be az a legkisebb
szerkezeti egység, amelyben még Iétrejohet a primér fotokémiai reakcid, a
toltésszétvalasztas. Ezt a fehérjékbdl és pigment molekulakbol (in. kofaktorokbol) felépiild
egységet reakciocentrumnak (RC) nevezziik. A RC atnyulik a hatarhartyan, sét annak két
oldalan ki is tiiremkedik, és kapcsolatot teremt (pl. protontranszporttal) a két oldal k6zott.
A RC-ot antennarendszer veszi koriil. A Kkettes fénygytijté rendszer (LH2) a periférikus
antenna-rendszer, melynek feladata az abszorpcids hataskeresztmetszet novelése, a fény
elnyelése, valamint a gerjesztési energia atadasa az egyes fénygyijto rendszer (LH1) és a
RC alkotta komplex szamara. Az antenna komplex kombinacidja a reakcidocentrummal a
fotoszintetikus egység (PSU - photosynthetic unit) (2.2. abra).

ATP-szintiz
citokrom be,
komplex

2ADP —> 2 ATP

2H"

2.2. abra. Bakterialis reakciocentrumok és az azt koriilvevo antenna komplexek (bal oldali
abra) illetve az membranba agyazott pigment-fehérje komplexek elhelyezkedése az
intracitoplazma membranban (jobb oldali abra, amely mutatja a citokrém komplex és az
ATP-szintdz bedgyazodasat és a fobb fotokémiai reakcidkat is)d. Jeldlések: RC —

reakciocentrum, LH1 — egyes fénygyijt6 rendszer, LH2 — kettes fénygytijté rendszer

A membranba agyazott pigment-fehérje komplexekbdl 3 (kétféle antenna komplex
[LH 1 és LH 2] és reakcidcentrum) specifikusan csak a fényhasznositd folyamatban fontos,
mig a citokrom bc: komplex egyarant szerepel a 1égzési és a fény altal hajtott
elektrontranszportlanc részeként. A fotociklus alatt a fényhajtotta elektrontranszport révén
transzmembran elektrokémiai potencial gradiens alakul ki a membranok két oldala kdzott.
Ezt az ATP-szintaz hasznositja, mikézben ADP-b6l és szervetlen foszfatbol (Pi)

nagyenergiaji ATP-t hoz létre. Az elektrontranszfer ciklusba zaradsahoz egy masik

3Az antenna struktirak és az intracitoplazmikus membranba dgyazott komplexek abrazolasahoz PyMol
(DeLano 2002) ill. Inkscape szoftvereket hasznaltam
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membranfehérje, a citokrém bci komplex is sziikséges. A fotoszintetikus elektrontranszfer
azonban a baktériumokban nem tekinthetd teljesen ciklikusnak, hiszen a forrds (a RC
oxidalt dimerje) elektronjanak tobb elnyeldje is lehet (RC kinon-akceptor rendszere, cit bcy
komplex vagy a 1égzési lanc).

A fotoszintetikus baktériumokban a legfobb pigmentek a bakterioklorofillok (Bkl) és
a karotinoidok (Kar) (2.3. abra), melyekbdl a fénygyiijtésére alkalmas antenna rendszerek
alakulnak ki. A pigment molekuldk nem kovalensen kotédnek a fehérjékhez, amelyekkel
funkcionalis fotoszintetikus pigment-protein komplexeket alkotnak. Az altalam vizsgalt
baktérium torzsekben bakterioklorofill a (Bkl a) és spheroidene/spiriloxanthin karotinoid
szintézis Gtvonalon képz6dott pigmentek talalhatok (Schmidt 1978; Takaichi 1999)

Spheroidene (10)
OCH3

A NP Y V. e e R V. e N N >~

2.3. abra. Bakterioklorofill a kémiai szerkezete* (fent), melybdl jol kiveheté a
bakterioklorin-vaz és a hidrofob farokcsoport. A bakterioklorofillok kromoforja a
bakterioklorin, amelynek két atmeneti dipélmomentuma van: Qyx (piros) és Qy (zold).
Spheroidene karotinoid (lent) szerkezete, pirossal kiemelve a konjugacids hossz. A
konjugalt kettds kotések szama (N) zardjelben piros szinnel jeldlve (N = 10).

A (bakterio)klorofillok a természetben megtalalhato legfontosabb fotoszintetikus
pigmentek kozé tartoznak. Minden (bakterio)klorofillnak ugyanolyan alapvetd tetrapirol-
gylirts strukturaja van. A természetben el6forduld Bkl molekulak bakterioklorin tipusuak,
ami nagymértékben meghatdrozza a molekula spektralis tulajdonsagait, kiilondsen a
legalacsonyabb energiaju elektronatmenetek (a Q-savok) abszorpciés helyét. A

bakterioklorin-vaz 6t aromatikus gytrtt és kozépen egy magnéziumiont tartalmaz. A

* A szerkezeti dbrat WinDrawChem programmal készitettem, melyhez a *.mol kiterjesztésti fajl a
http://www.chemspider.com oldalon elérhet6 (2017. janius 4.).
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bakterioklorofillok szinét ez a bakterioklorin-vaz adja, melynek konjugalt m elektron
rendszere (18 = elektron) és 9 kettds kotése van. A klorofillok optikai tulajdonsagai a
Gouterman altal javasolt négy-molekulapalya modellel irhatok le (Gouterman és Wagniére
1963). Ebben a modellben az elektronikus atmenetek a két legnagyobb energiaju betoltott
molekulapalyak (HOMO - highest occupied molecular orbit - és HOMO - 1) ¢és a két
legalacsonyabb iires be nem t61tétt molekulapalyak (LUMO - lowest unoccupied molecular
orbit - és LUMO + 1) kozotti linearis kombinaciobol szarmaznak. A két legalacsonyabb
szingulett gerjesztett allapothoz tartozé atmeneti dipolusok a Qx és Qy. A Bkl Qy
abszorpcios maximumanak helyét szdmos kiilsé tényezo befolyasolhatja; példaul oldatban,
az oldoszer polaritasa. Tovabba, a BKl molekulak aggregacidja a Qy sav voroseltolodasat
okozza, mely eltolodas egyre jobban né a Bkl-ok szamanak ndvekedésével az
aggregatumban (lasd LH2 antennaban a B800 és B850-es abszorpcios maximumait).

A biborbaktériumokban el6forduld tovabbi fotoszintetikus pigmentek a karotinoidok.
A Kkarotinoidok hidrofob, linearis molekulak, hosszt szénhidrogén lancaik vannak,
jellemzéen 0Ossz-transz konfiguracidjuak és konjugalt kettdskotés-rendszerilk hossza
meghatarozza abszorpcios spektrumukat (pl.: 2.4. abra spheroidene 10 konjugalt kettds
kotéssel). Minél tobb konjugalt kett6s kotést tartalmaznak, annal inkabb a voros felé tolodik
az abszorpcios savjuk. Jellemzoen a Bkl altal le nem fedett spektrum régidban, a 400 nm-
tdl 600 nm-ig tartdé hullamhossztartomanyban abszorbealnak és tipikusan harom

abszorpcios csticsuk van.

Bakterioklorofill &

—— Spheroidene

Abszorpcid (rel. egység)

300 400 500 600 700 800

Hullamhossz (nm)

2.4. abra. Bakterioklorofill a (kék) és Spheroidene karotinoid (zold) abszorpcios
spektruma metanolban. A BKI abszorpcios spektruma kiilonallé csucsokbal 4ll, amelyek a
megfeleld atmeneti dipolus momentumokhoz tartoznak, Qy, Qx, Bx és By. A By és By
atmeneti dipélus momentumai egyiitt Soret savként ismertek. A Kkarotinoid harom
egymashoz kozel 1évé abszorpcids csucsa a 400-600 nm tartomanyban van. A karotinoid
és a bakterioklorofill abszorpciés csucsainak helyzete fligg a pigment tipusatol és a
kornyezet vagy olddszer polarizalhatosagatol és polaritasatol.
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A bakterialis fotoszintetikus pigmentek egy masik kategoriaja a bakteriofeofitinek
(Bfeo). A Bfeo szerkezetileg szinte azonosak a Bkl-kal, azzal a kiilonbséggel, hogy nincs
kozponti Mg?* fémionjuk. A Bfeo-nak magasabb a redukcids potencialja, mint a BkI-nak
(Kobayashi és mtsai. 2007). A Bfeo elektron-akceptorként fontos szerepet jatszik a
reakciocentrum fehérjékben lezajlo toltésszétvalasztasi folyamatban (lasd 2.5.2 fejezet).

2.4. LH1 és LH2 antenna komplexek

Az antenna rendszerek legfobb feladatai, hogy ndveljék az abszorpcids
hataskeresztmetszetet, tovabba, hogy az elnyelt fényenergiat hatékonyan juttassak el a
reakciocentrumba, ahol lejatszodhat a toltésszétvalas, és ezzel biztositva legyen a tovabbi
kémiai reakcidkhoz sziikséges szabadenergia. Molekuldris szinten az energiadtadast a
pigment molekulak, leginkabb pedig BkI-k gerjesztett allapotai kozvetitik a fotoszintetikus
pigment-protein komplexben. A biborbaktériumokban altalaban két tipusi antenna
komplex talalhato: az egyes és a kettes fénygyiijtd antenna komplex. Minden bibor
fotoszintetikus baktérium tartalmazza az LH1 komplexet, és a legtdbb - de nem mindegyik
- tartalmazza az LH2 komplexet is (2.5. abra).

Periplazma
Fotoszintetikus 3850] 5.
membran B
(lipid kett6sréteg) B800
Citoplazma
LHI-RC
B800 gyiirii

LHILH2
LHI—»RC a 25 b
~ 35 |7\ g 2

2.5. abra. Bibor fotoszintetikus baktérium LH2 komplex strukturaja (jobb oldal) Rps.
acidophila-bol (PDB: 2FKW), ahol kiilonboz6 szinekkel van jeldlve a Kar - narancssarga;
B800 Bkl gyiirii - lila; B850 Bkl gytirii - sététkék. Az RC-LH1 alkotta ,,core” komplex (bal
oldal) Rba. sphaeroides-bol (PDB: 4V9G)®, ahol B875 Bkl nyitott gylirli — zold; a RC
kofaktorai: BKI dimer — sotétkék; Bkl monomer — lila; Bfeo — vilagoskék; Qa és Qg — sarga;
Fe - piros. A felsé panel a fotoszintetikus membran vizszintes iranya nézetben, az also
panel pedig a periplazma oldal fel6li nézet.

5 Az antenna struktirdkat PyMol szoftver hasznaltival 4brazoltam (DeLano 2002)
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Az LH2 egy kisebb periférids fénygyiijt6 antenna komplex, amely rdvidebb
hullamhosszakon abszorbealja a fény energiajat, mint az LH1. Az LH2 altal elnyelt
gerjesztési energia hatékonyan és gyorsan tovabbitodik az LH1-re (Hess és mtsai. 1995).
Mivel az LH1 kozvetleniil veszi koriil a (monomerikus vagy dimerikus) RC-ot (Walz és
mtsai. 1998; Roszak és mtsai. 2003; de Rivoyre és mtsai. 2010; Qian és mtsai. 2013; Niwa
¢s mtsai. 2014), ezért az LH1-RC alkotta komplexet ,,core” (mag) komplexnek is nevezik.

Az antenndk alapvetd épitbegysége az o/p heterodimer, ami két helikalis
transzmembran polipeptid. Mindkét hélix egy-egy Bkl a-t kot egy konzervalt hisztidin
pozicidban (Olsen és mtsai. 1997; Olsen és mtsai. 2008). Az LH2 antenndknal a 3
polipeptid egy masodik Bkl a-t is kot (Walz és mtsai. 1998), azaz harom Bkl a per LH2
protomer jon l1étre. Két B850 molekula szorosan kapcsolt dimereket képezve (merdlegesen
a membran feliiletre) helyezkedik el a polipeptidek kozott, és egy B800 Bkl a a membran
feliiletével parhuzamosan (Freer és mtsai. 1996). Az o/p heterodimerek sikbéli gytiriivé
aggregalodnak. Az LH1 antenna egy 28 o/f heterodimerbdl allo nyitott gytrti, amihez egy
Puf-X fehérje kapcsolodik, és igy vesznek korbe egy-egy feofitin-kinon tipustt RCot és
alkotnak dimer struktarat. A LH2 antenna esetében 9 o/f heterodimer alkot zart gytriit. A
kotott bakterioklorofillok az abszorpciés maximumuk szerint kaptak nevet: LH1: B875,
LH2: B850, B80O (2.6. abra).

0.4

0.3

0.2

0.1

Abszorpci6 (OD)

0.0 1 L 1 s 1 N 1 " 1
400 500 600 700 800 900

Hullamhossz (nm)

2.6. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 biborbaktérium abszorpcios spektruma. A roviditések:
Kar - karotinoid abszorpcids sav (spheroidene); Bkl - bakterioklorofill; Qy és Qx - Bkl a
abszorpcids savja; B800 és B850 - LH2 komplexhez kotott monomerikusan ill.
dimerikusan gytirtibe rendez6dott Bkl a abszorpcids savja; B875 — LH1 komplexhez kotott

dimerikusan gytiriibe rendez6dott Bkl a abszorpcids savja

A RC koriil elhelyezkedé LH1 antennaban a Bkl — Kar arany tipikusan 2:1 Rhodospirillum
(Rsp.) rubrum és 1:1 Rhodobacter (Rba.) sphaeroides esetén (Koepke és mtsai. 1996; Papiz
¢és mtsai. 2003; Qian és mtsai. 2013). Az LH2-ben a BKI - Kar arany 3:1 Rubrivivax (Rvx.)

11
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gelatinosus-ban (Ranck és mtsai. 2001) valamint Rba. sphaeroides-ban (Cogdell 1978). Az
antenna komplexekben a Kar-ok mindamellett, hogy kiegészitik a Bkl-ok altal lefedett
spektralis tartomanyt (Cogdell és Frank 1987), szerkezeti szerepet is jatszanak (Lang és
Hunter 1994; Fraser és mtsai. 2001; Formaggio és mtsai. 2001), valamint védelmet
nytjtanak a fotooxidativ karosodasok ellen (Griffiths és mtsai. 1955; Cogdell és mtsai.
2000; Cogdell és mtsai. 2004; Glaeser és Klug 2005). A karotinoidok altal - a lathato
spektrum kék-zold tartomanyaban (ahol a Bkl-ok gyengébben abszorbealnak) - elnyelt
fényenergia gyorsan ¢és hatékonyan atkeriil a Bkl-okra, igy novelve a baktériumok
abszorpcios hataskeresztmetszetét. Ahhoz, hogy ezeket a feladatokat el tudjak 1atni a Kar-
ok a BKl-ok kozvetlen kozelében kell kotddniiik (2.5. abra). A Kar-rdl a Bkl-ra torténd
hatékony energiatranszfer viszonylag régota, még a rontgen krisztallografias
szerkezetvizsgalatok el6ttrol ismert. A fluoreszcencia gerjesztési spektrumok alapjan a
Kar-Bkl energiatranszfer kvantumhatasfoka Rba. sphaeroides esetén 80-100%
(Angerhofer és mtsai. 1995). Biborbaktériumokban a karotinoidok alapvetd fotoprotektiv
szerepe mar tobb mint 60 éve ismert (Griffiths és mtsai. 1955). Griffiths és munkatarsai
megmutattak, hogy a Rhodobacter sphaeroides R26 Kkarotinoid mentes mutans
biborbaktériumot a fény és az oxigén kombinacidjanak kitéve gyorsan roncsolodik. Ez a
karos fotodinamikai reakcié megakadalyozhat6 vad tipusu torzsekben, ahol karotinoidok
fordulnak el6. A karotinoidok a fényvédd funkcidjukat akar kozvetleniil, akar triplett-
triplett energiatranszferrel is kifejthetik a gerjesztett triplett allapota Bkl-bol (°BKI™)
kiindulva:

Bkl + hv + Kar — 1BkI* + Kar — 3BKkI* + Kar — 1Bkl* + 3Kar* 2.1.

vagy kozvetve a szingulett oxigén képzddése révén:
3BKI* + 30, + Kar - "Bkl + 'A,03 + Kar — 'Bkl* + 30, + *Kar” 2.2.

(Spin)rendszerek kozotti atmenettel (ISC — intersystem crossing) a gerjesztett szingulett
BkI-bol (*BKI") gerjesztett triplett allapota Bkl (°BKI”) (2.1. egyenlet) keletkezik. A
gerjesztett triplett allapota Bkl-nak viszonylag hosszu élettartama 1ényegesen lerévidiil, ha
a triplett allapotu oxigén (30,) energiatranszferrel (,.kioltja”) lerdviditi azt, ami gerjesztett
szingulett oxigén-t (10%) eredményez (2.2 egyenlet). A gerjesztett szingulett oxigén erésen
roncsolé hatast szamos sejtosszetevore. Mindemellett a karotinoidok sokkal
hatékonyabban képesek a *BkI” allapotot kioltani a 302-nél, amellyel megakadalyozzak a
nagyon reaktiv szingulett oxigén kialakulasat, ezért €z az uralkodé reakcio. A *BkI™ + 'Kar
— 1Bkl + 3Kar" reakciot egy -elektronkicserélddési-kdlcsonhatas kozvetiti (Dexter
mechanizmus). Régebbi és utobbi idében publikalt munkakban megallapitottak, hogy a
Rba. sphaeroides karotinoidmentes mutansaban a 3BKI” életideje 10 ps koriili a bakterialis
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RC-ban, mig a fénygyiijté antenna komplexben koriilbeliil 100 pus (Monger és mtsai. 1976;
Daviso és mtsai. 2009; Mandal és mtsai. 2017). A karotinoidok kettds védelmet nyujtanak
a baktérium szdmaéra: nem csak kioltjak a 3BKI” allapotat (2.1. egyenlet) (Borland és mtsai.
1989; Pan és mtsai. 2011) (amellyel megakadalyozzak a szingulett oxigén képzodését), de
scavengerként (,,gyokfogoként”) is védenek a szingulett oxigén karos hatasaival szemben,
ha az mar korabban képz6dott (2.2 egyenlet) (Foote és Denny 1968). A folyamat végén a
triplett karotinoid ps idétartamon beliil, hd emisszidjanak révén (PKar®™ — Kar + hé),
oxigénfiiggd modon keriil vissza alapallapotba. A 3Kar” védd szerepe megalapozottnak
tekinthetd, bar a 3Kar” — Kar relaxacié pontos sebessége és mechanizmusa az intakt
sejtekben még vita targyat képezi. Mindemellett ahhoz, hogy a fotoprotektiv mechanizmus
mikodhessen, a karotinoid gerjesztési energia allapotanak alacsonyabbnak kell lennie (pl.
LH2-ben a spheroidene karotinoid triplett, *Kar” 84,1 kJ/mol = 7030 cm™ (Rondonuwu és
mtsai. 2004)), mint a 10, gerjesztési energidja (94 kJ/mol = 7858 cm™ (Bensasson és mtsai.
1976)). A 3BKI” allapot kioltisara a tobb mint hét konjugalt kettés kotésti karotinoidok
képesek, tovabba a kilenc vagy tobb kettds kdtésiiek képesek a szingulett oxigén allapotot
is megsziintetni (Claes és Nakayama 1959; Mathis és Kleo 1973).

A gerjesztett triplett allapott elsédleges donor (3P”) és a Kar kozotti energiatranszfer
valamint a Kar szerkezete kozotti kapcsolat mar régota ismert és tanulmanyozott (Farhoosh
és mtsai. 1997). A fotoszintetizaldé baktériumok reakcidcentrumaban 1évé karotinoidok
altalaban 15-cisz konfiguracioban vannak a fehérjevaz mentén (Hashimoto és mtsai. 2006),
¢és Ossz-transz konfiguracioban az antenna komplexekben (Koyama-szabaly, (Koyama
1991)). Az 0Ossz-transz és a 15-cisz karotinoid konfiguraciok természetes szelekcidja
osszefliggésben all az LH és RC karotinoidok fénygyiijt6 és fotoprotektiv funkciodival
(Koyama és mtsai. 2007). A karotinoidok fénygyijté és fotoprotektiv funkcidinak szigoru
megkiilonboztetése vitathato, mivel a Bkl triplettek nemcsak az RC-ban, de az LH-ban is
konnyen eléallithatok. Ezen bizonytalansag mellett a karotinoid triplettek fotoprotektiv
funkcidjanak molekuldris mechanizmusait még mindig nem hataroztdk meg részletesen.

Természetes koriilmények kozott a gerjesztési energia hatékonyan atkeriil az
antennarol az RC fotokémiailag aktiv pigmentjére, és toltésszétvalasztassal csapdaba esik,
kozel 100% kvantumhatasfokkal (Wraight és Clayton 1974). Az abszorbealt fény kis
hanyadat a Bkl-k fluoreszcenciaként emittaljak, amelyet nem csak a fotokémia, de a
karotinoid triplettekkel vald kolcsonhatas - a gerjesztett allapot annihilacios folyamattal
(szingulett-triplett fuzioval) — is kiolthatja (Monger és Parson 1977; Breton és mtsai. 1979).
Ezért az idofelbontott Bkl fluoreszcencia mérése hatékony analitikai eszkdzt nyujt a
gerjesztési energiatranszfer, a fotoprotekcio és a fotokémiai csapdak vizsgalatara (van
Grondelle és Duysens 1980; Kocsis és mtsai. 2010; Maroti és mtsai. 2013; Sipka és Maroti
2016).
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2.5. Fotoszintetikus reakciocentrum fehérje

A fotoszintetikus reakcidécentrum egy olyan pigment-protein komplex, amelyben az
elsédleges toltésszétvalasztas €s az ahhoz tarsulo protonalodasi folyamatok mennek végbe.
Az integralis membranfehérjék koziil els6ként a Rhodopseudomonas (Rps.) viridis RC-at
kristalyositottak (Michel 1982), és hataroztak meg szerkezetét (Deisenhofer és mtsai. 1984,
1985). Ez a magasabb rendii novények fotoszintézisének megismerésében is nagy
elérelépést jelentett, hiszen a mar ismert hasonlosag alapjan a bakterialis RC-ot a PSII RC
(szerkezeti) modelljeként hasznaltak fel.

A Rba. sphaeroides 2.4.1 reakciocentruma harom fehérjealegységb6l all. A
polipetideket L, M és H-val jelolik az angol elnevezésiik (light, middle és heavy)
kezddbetlii utan, amely az elektroforetikus mozgékonysaguk alapjan meghatarozott
molekulatdmeg szerinti felosztés. A jelolés azonban félrevezetd, mert a késobbi szekvencia
analizis igazolta, hogy a H-alegység a legkisebb (Williams és mtsai. 1984). A félreértést az
okozta, hogy ez az alegység a legkevésbé hidrofob, igy az SDS-gélen a legkisebb
mozgékonysdgot (azaz a legnagyobb molekulatomeget) mutatta (az elnevezést azonban
megtartottak az irodalomban). Az L- és az M -polipeptidek 180°-o0s forgasi szimmetriat és
nagyfoki homoldgiat mutatnak, tovabba az L és M alegységek egyenként Ot
transzmembran a-hélixbdl allnak, és az altaluk formalt komplexhez kétddnek a pigmentek
és a kofaktorok. Az LM-komplex stabilitasat egy nemhem-tipust vasionnak a hélixek négy
hisztidinjével (His"'%, Hist%°, HisM?19 ¢s HisM2%6) valamint egy glutaminsav (GluMZ%)
aminosavval képzett hat koordinacios kotése biztositja (Allen és mtsai. 1988). A H-
alegységnek csak egy transzmembran hélixe van, amely globularis szerkezetii, ¢s Szorosan
kapcsolodik az LM-komplexhez a citoplazmatikus oldalon. Mivel a két kinon kotéhelyet
zarja le, igy eltavolitasa els@sorban a két kinon miikodésében okoz jelentds valtozasokat.
Az LM-komplexhez kapcsolodnak redoxaktiv kofaktorok is: 4 bakterioklorofill, melyek
koziil 2 dimert alkotva képezi a primer donort (P), mig a masik ketté a dimert6l mintegy 5
A tavolsagban helyezkedik el majdnem tokéletesen szimmetrikusan (Bkla, Bklg), 2
bakteriofeofitin (Bfeoa, Bfeos), 2 kinon (Qa, Qg) a koztiik elhelyezkedd nemhem tipusu
vasion (Fe?") és egy karotinoid molekula (cis-Kar) (2.7. abra). A kofaktorok a dimeren és
a vason atmend tengelyre kozelitdleg tiikorszimmetriat mutatd, A-val és B-vel jelzett agat

képeznek.
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Fotoprotekcid aktiv Elektrontranszfer aktiv
vagy B-ag vagy A-ag

cis-Kar

2.7. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 reakcidécentrum L és M polipeptidjeiben 1évé
kofaktorainak haromdimenzios elrendezése (PDB: 314D). A kofaktorok fitil- és izoprenoid

oldallancai az egyszerliség kedvéért nincsenek abrazolva.

A szimmetria azonban nem tokéletes, ugyanis az A és B-ag funkcionalisan aszimmetriat
mutat: fizioldgias koriilmeények kozott az elektrontranszfer az A 4g mentén legalabb
husszor nagyobb hatékonysaggal megy végbe, mint a B-agban (Michel-Beyerle és mtsai.
1988). Ennek lehetséges okai kozott szerepelhet: a dimer aszimmetriaja (a tetrapirol-
gylirlik egyike nem tokéletesen sik); a szomszédos kofaktorok elektronfelhdinek kiilonbdzo
mértéki atlapolasa a két agban (az A-agban kozelebb van a Bkl a P-hez és a Bfeo-hez); a
fitil (Bkl és Bfeo) és az izoprenoid (kinon) lancok aszimmetriaja; a polaros aminosavak
kiilonbozd eloszldsa a két dgban a vasionnak nem tokéletesen szimmetrikus helyzete a
kinonmolekulak kozott (koriilbeliil 2 A-mel kozelebb helyezkedik el a B agban 1évo

kinonmolekuldhoz).

6 Az abrat a PyMol szoftverrel készitettem.
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2.5.1. Abszorpcios spektruma

Az Rba. sphaeroides izolalt reakciocentrum Q-savjai megfelelnek a kiilonbozo tipust
kofaktorok porfirin atmeneteinek. A BKI specialis par (P) abszorpcidos maximumai 620 és
865 nm-nél van, a BKI két keskeny savban 600 és 800 nm kozott talalhato, a bakteriofeofitin
pedig koriilbeliil 540 és 750 nm-en nyel el (2.8. abra).

Bk[l (Qy)'

Bfeo (Q,)

BkI(Q,)

Abszorbancia

-
>
o
—
=}
O
=
an

400 | 500 600 I 700 800 900 1000
Hulldamhossz (nm)

2.8. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 biborbaktériumbdl tisztitott RC abszorpciods spektruma,
melyen mas-mas szinnel jeldltem a Kar és a kiilonbozé kofaktorok jellemz6 abszorpcios
hullamhossztartomanyat. Kondiciok: 2 uM RC, 0,03 % LDAO, 10 mM Tris; pH 8.

A specialis par exciton jellege miatt a Qy sav két lehetséges allapotot, P+ és P -t
tartalmaz. A P_ gerjesztett allapot, abszorpcios maximuma 865 nm-nél van, amint azt mar
fentebb emlitettem. A masodik P+ gerjesztett allapot 810 nm hullamhosszon figyelhet6
meg, mely atfedésben van a monomer bakterioklorofillal (Jonas és mtsai. 1996), alacsony
hémérsékleten vallként figyelhet6 meg (Parson és Warshel 2009). Az abszorpcios
spektrumot, valamint a linearis dikroizmus (LD — linear dicroism) és cirkularis dikroizmus
(CD — circular dicroism) spektrumokat Hamilton-operator segitségével Vviszonylag
egyszeriien lehet modellezni (Knapp és mtsai. 1985).
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795 nm
800 nm
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2.9. abra. A szingulett gerjesztett dllapott bakterioklorofill monomernek (1B} és 'Bg), a
dimer als6 (1P_) és felsé (1P,) gerjesztett energia 4llapotainak energiaszint diagramja. A
gerjesztési energiatranszfer (EET — excitation energy transfer), a belsé konverzio (IC —
internal convesion), a toltésszeparacio (CS — charge separation) és a fluoreszcencia

emisszid (hullimos nyil).
2.5.2. Fotokémiai reakcio és elektrontranszfer a bakterialis reakciocentrumban

A fotokémiai folyamat akkor kezdddik, amikor a RC altal elnyelt fény vagy az oda érkezd
gerjesztési energia a dimert gerjesztett szingulett allapotba (P”) hozza, amelybél korabbi
modellek alapjan az els6 jol elkiilonithetd toltéspar (P*Bfeoy) kozel 4 ps alatt képzodik.
Az elektronnak a primer donorrdl a bakteriofeofitinre juttatdsat a bakterioklorofill
monomer segiti a primer donor és a bakteriofeofitin, mint akceptor elektronfelhdinek
atlapolasaval. Ezt a kvantummechanikai jelenséget szuperkicserélddésnek vagy
alaguteffektusnak nevezik (Marcus és Sutin 1985). Ezt felhasznalva nem-adiabatikus
(Nagarajan és mtsai. 1993), ill. adiabatikus (Woodbury és mtsai. 1994) kozelitésben irtak
le a Bkl monomer szerepét. A legtijabb vizsgalatok a monomer aktiv részvételét mutattak
ki az elektrontranszfer-lancban. Kakitani és munkatarsai (Kakitani és mtsai. 2010) 870 nm-
es gerjesztéses kisérletet hajtottak végre 0,1 pJ-os és 1 kHz-es ismétlési sebességgel, -1 ps-
tol 30 ps-ig. A fehérfény-kontinuumot 800 nm-es hullamhosszon generaltak, majd a 800
nm koriili régiot notch szirével blokkoltak. Globalis és target analizist alkalmaztak csak az
elsd 4 szingularis érték felhasznéalasaval. Az illesztett idéallandok 71 = 1,9 ps, =2 = 2,7 ps,
73 = 200 ps, 4= . A kovetkezd modellt javasoltak:

1,9 2,7
p* 2 P*BKl; —> P*Bfeoj 23
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Ezenkiviil a P*Bkl, szamitott abszorpcios hataskeresztmetszetében 920 nm-nél erés
negativ emisszios jelet figyeltek meg. Ezt forditott toltés rekombinacios folyamatként
értelmezték.

Zhu és munkatarsai (Zhu és mtsai. 2013) magikus szogben 870 nm-es gerjesztéssel
¢és 1 kHz-es ismétlési sebességgel végeztek méréseket. Az adatokat globalis és target
analizissel elemezték, melynek sordn a kovetkezd idéallandokat kaptak: 1= 3,2 ps, 7= 1,3
ps, 73 = 201 ps, 7= 0. Ok a Kakitani és munkatarsai altal bemutatott munkéban (Kakitani
¢és mtsai. 2010) szerepl6 modellt elvetették és egy RP1 masodik k6zbens6 allapotot vezettek
be, melyet a P*BKl, és P*Bfeo, elegyeként értelmeztek. Ez a modell nem tudta teljesen

reprodukalni az adatokat, igy a minta heterogenitasat feltételezték és egy elagazd modellel

vizsgaltak:
1,9 1,0 172
gyors csatorna 72% P* =5 RP; =5 P*Bfeo, el P*Q, 2.4.
46p 3,6p 446 ps
lassti csatorna 28% P* —— RP, — P*Bfeo; —— P*Q; 2.5.

Dominguez ¢és munkatarsai (Dominguez és mtsai. 2014) a Rba. sphaeroides
reakciocentrumainak primer dinamikéjat szobahOmérsékleten alacsony gerjesztési
intenzitassal és alacsony gerjesztési sebességgel vizsgaltdk. A dekompoziciés analizis
alapjan harom idéallandot hataroztak meg pikoszekundumos tartomanyban (kb. 1,2 ps, 3,5
ps és 220 ps). Az altaluk mért spektralis és idobeli jelek 6sszhangban vannak a korabban
publikalt 1épcsds elektrontranszfer modellel, ahol az elektron a bakterioklorofillra 3,5 ps-
0s, majd a bakteriofeofitinra 1,2 ps-os idéallandoval jut el. Tovabba nem talaltak az
adiabatikus elektrontranszferre utald jelet 0,5 ps nal nagyobb idétartamban. Dominguez és
munkatarsai a kovetkezé modellt javasoltak:

hv 4 3,5ps
P>P —— P'Bkl} 20 BfeoA—>P Q, 2.6.

Tehat az elektrontranszfer legkorabbi szakaszan egy gyors 1épést (P* — P*Bkl,) egy még
gyorsabb 1épés (P*Bkl, — P*Bfeo,) kovet. Ez azért szokatlan, mert az elektrontranszfer
késobbi szakaszainal az elektrontranszfer sebessége folyamatosan csokken (2.10. abra).
Azaz a kialakult t6ltéspar tovabbi (egyre lassulo) elektronatadasi 1épésekkel stabilizalodik:
el0szor az elsddleges kinon, majd ezt kovetden a masodlagos kinon redukalédik. A
kialakult toltéspar stabilizaloddsanak legfontosabb Iépése a primer kinon redukcidja. Ez a
folyamat szolgaltatja a legnagyobb szabadenergia csokkenést (AG), ami gyakorlatilag
irreverzibilissé teszi a toltésszétvalasztast. A P* — P*Q, reakcioval jaro szabadenergia-
valtozast a bakterioklorofill dimer késleltetett fluoreszcencias vizsgalataval hataroztak meg
(-860 +20 meV (Arata és Parson 1981b), lasd 2.8 fejezet).
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2.5. FOTOSZINTETIKUS REAKCIOCENTRUM FEHERJE

Az elsbdleges toltésszétvalasztott allapot (P*BfeoQ,) Ilétrejotte utan az
elektrontranszfer az elsédleges kinonrol (Qa) a masodlagos kinonra (Qs - P*BfeoQ,Qg)
kb. 100 ps alatt torténik. In vitro, amikor fiziologias vagy mesterséges elektrondonor nem
all rendelkezésre a fényindukalt P* redukalasara, az elektron P*Qg rekombinaciojan

keresztiil kertil vissza alapallapotba.

P HQ,Qg
0,0
-0,5
- I
\q_;l -
Q)
° I
1,0
-1.5

2.10. abra. Elektrontranszfer itvonalak Rba. sphaeroides reakciocentrumban, amelyekben
nincs kiilsé elektrondonor (pl.: cit. ¢z) A szaggatott vonalak a felfelé irAnyuld termikus
vissz-reakciok (toltés rekombinacid) Gtvonalat jelzik. A fényelnyelés utan a P szingulett
gerjesztett allapota (P") redukélja az A-agban 1év6 Bfeo-t (H), ~ 4 ps alatt. Az elektron ezt
kovetben ~ 220 ps alatt keriil at Qa-ra, majd Qg-re 5-200 ps alatt. A reakciociklus minden
egyes szakaszaban vannak olyan versengd toltésrekombindcidos reakcidk, amelyek
visszaredukaljak P*-t. Ha nincs Qa akkor ez Bfeo-ré1 ~ 10 ns fog megtorténni (knp = 7-107
s'). Ha az elektron eléri a kinonokat, akkor P* visszaredukaldsa torténhet direkt (kap P*Q
vagy kesr — P*Qp), vagy indirekt uton termikus aktivalassal. Indirekt aton P*Qj
toltésrekombinacié a bakteriofeofitin redukalasan keresztiil megy végbe Kanp sebességi
allandoval (P*Qj, PTHj on keresztiil), mig P*Qj t6ltésrekombinacié P*Qj on keresztiil
megy végbe keap sebességi dllandoval. A megfigyelt sebességek a k52 vagy a k3o az
Osszes utvonal sebességének Osszege (lasd részletesen (Shinkarev és Wraight 1993)). A
nativ RC-ben az Qa visszaredukalasa (Qg hianyaban) ~ 100 ms (k3> =~ k,p kériilbeliil 10

s1), és Qg 16l valo toltésrekombinacié ~ 1 s (k3 =~ kpyp koriilbeliil 1 52).
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In vivo koriilmények kozott a RC fehérjéhez kapcsolodo citokrom alegység (RVX.
gelatinosus) vagy diffazié utjan odakeriil6 és bek6tddott vizoldékony citokrom ¢z (Rba.
sphaeroides 2.4.1 és Rsp. rubrum) gyorsan (1 us) képes redukalni a fényabszorpcid utan
kialakult P*Qj toltéspart (2.11. abra 1. folyamata, (Adir és mtsai. 1996)). Ezzel a
toltésrekombindcio valdszintisége elhanyagolhatdva valik fizioldgias koriilmények kozott,
igy az elnyelt foton egyhez nagyon kozeli kvantumhatasfokkal alakul at toltésparra
(Wraight és Clayton 1974). A P*Qj}, toltéspar kialakulasaval a citoplazmatikus oldalon pH-
tol fliggben a RC szubsztochiometrikus mértékben protonalddik, majd az elektrontranszfer
hatasara (0,1 H'/RC) protonkotés figyelhetd meg, ahol a protont a Qg kornyezetében
elhelyezkedd Glu?2 aminosav veszi fel (Adelroth és mtsai. 2000). A P* redukalasa utdn a
RC ujabb toltésszétvalasztasra valik alkalmassa, miutan funkcionalis Qg jelenlétében az

elektron eljut a masodlagos kinonra (2. folyamat).

hv
6. Q> 4 cited” 1. His!128
Q PQ4Qp cit e3* w
Asp™?
PQ4(QpHy) PQiQs %% His1126
D 2. Asp'?
% hv
é Gl
+ - M17
5. H'(2) / P : X,ASP
PQ.(QgHY PQ,Qp u
cit o h L213
1 Asp"
6 L (
PQi(QsH) PQiQ  cit 3t gl Serl3
. is Qs

H(D)

2.11. abra. A kinon redukcioés ciklusa Rba. sphaeroides reakciocentrumaban (bal oldali
abra) és a proton utja (jobb oldali abra). P - Bkl-dimer; Qa, ill. Qg - elsddleges, ill.
masodlagos kinon-akceptorok; QH - dihidrokinol; cit c2- citokrom donor; H* - proton. A
(2), (4), (5) és (6) folyamatok reverzibilisek. Az elsd fényfelvillanas utan az
elektrontranszfer révén az akceptor (Kinon) redukalédik, és a fotooxidalt primer donor (P*)
masodrend{i donorral redukalddik (cit €2). A 2. és 3. 1épésben az anionos szemikinon
toltésindukalt pKa valtozasokat hoz 1étre egyes ionizalhaté aminosav csoportokban és H*
-t vesz fel — egészen pontosan a Glu-?'?-ban. Egy masodik fényfelvillanas utdn a masodik
elektron atvitele Q»-rol csak a Qg protonalasa utan torténik meg (4). A protonalas gyors,
de kedvez6tlen, mivel a Qz/QgH pKa-ja alacsony, de a masodik elektron atvitelével a
kinon nagy pKa-val rendelkezik mindkét proton esetében. A redukalt Qg két
protonfelvételével kinol (QgH2) képzddik, mely levalik és helyére 0j kinon kot be. A C1-
O hely az elsé ami protonalodik (H*(1)), Asp->2 és Ser-?* aminosavakon keresztiil. A C4-
O csoport protonalodik masododjara (H*(2)), Glut?'?-en keresztiil. Az utvonal kettés
elagazodasa az Asp-?10 alatt vagy utan torténik (Wraight 2006).
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A masodik foton abszorpcidja mar egy megosztott RC-ot ér (Q4 Qg és QA Qg allapotok) és
csak azokban kovetkezik be ujabb toltésszétvalasztas, ahol Qa oxidalt allapotban van. A
Qa és Qs kozotti elektronmegoszlast az egyelektronos egyensulyi allandd (Ke) adja meg,
¢és mivel ez semleges pH-n igen nagy (Ke = 10-15, (Shinkarev és Wraight 1993)), a RC-ok
tobbségében a kinon-akceptor rendszerbe a masodik fényfelvillanast kovetéen két elektron
van jelen (QxQg). A masodik elektronnak Qp-ra jutasa végeredményben két proton
felvételével tarsul (4. és 5. folyamatok). Ezek eredményeképpen kinol keletkezik (QgH>),
amely lényegesen lazdbban kotddik a RC-hoz, mint a szemikinon, levalik és helyét a kinon
raktarbol egy masik kinon tolti be (6. folyamat) (McPherson és mtsai. 1990). A kinon
fotokémiai redox ciklusanak ideje igen rovid (1 ms), amelyet a mobilis kofaktorok
(citokrom és Qg) pH-fiiggd redox ciklusa jelentésen befolyasol (Osvath és Mar6ti, 1997).
Noha mindkét kinon-akceptor ubikinon-10 (UQ10) molekula a Rba. sphaeroides RC-aban,
kotohelyeik fehérjekdrnyezete kiilonbozik, és emiatt a Qg két elektronnal, mig a Qa csak
egy elektronnal redukalodik. A Qg-kotohely sokkal polarosabb, tobb protonalhatd csoport
talalhato koriilotte, mint a Qa koriil, ezért hasonldan viselkedik mint szerves oldoszerben,
azaz kétszeresen redukalhat6. A Qg/Qp par kozépponti redoxpotencialja 60 meV-tal
pozitivabb, mint a Q4 /Q}, paré in vivo pH = 8-nal (Rutherford és Evans 1980). A Qg altal
felvett masodik elektron és az ezzel csatolasban allo protonfelvétel részfolyamatai sokaig
tisztazatlanok voltak (4. folyamat). Korabban ugy vélték, hogy elészor a Q, Q% allapot
alakul ki, és ezutan kovetkezik mindkét proton felvétele (Kleinfeld és mtsai. 1985).
Késobbi eredmények mar ramutattak arra, hogy a Q,QgH allapot bizonyos koriilmények
kozott energetikailag stabilabb (Maroti és Wraight 1990). Graige és munkatarsai (Graige
¢s mtsai. 1996) hibrid reakciocentrumokkal (Qa-helyen naftokinon szarmazékok, Qg-
helyen ubikinon) végzett kisérletei az utobbi elképzelést tamasztottak ala. A felsorolt
folyamatok egymast kovetd fényfelvillanasokra a szemikinon (Q, vagy Qg)
felhalmozodasat (paratlan fényfelvillands), ill. eltinését (paros fényfelvillanas) okozzak.
Veszteségi tényezOk miatt (egy- és két-elektronos egyensulyi allandok, kinonkészlet
nagysaga, kinonbekotddés, kinollevalas, proton-hozzaférhetdség) az oszcillacio csillapitott
(Kleinfeld és mtsai. 1984).

2.6. Bakterialis reakciocentrumban célzottan kialakitott mutaciok

A fehérjék dinamikajat az aminosavak komplex kolcsonhatasai iranyitjak (Wraight 2006;
Benkovic és mtsai. 2008; Frauenfelder és mtsai. 2009), kovetkezésképp a kulcsfontossagu
helyeken létrehozott mutaciok nagy valtozasokat okozhatnak a fehérje funkcidiban és
energetikajaban (Townley és mtsai. 2001; Wang és mtsai. 2006). A redox fehérjék mutacio-
szabalyozasanak altalanos elve tesztelhet6 a fotoszintetikus baktériumok RC-aiban, amely
mint modell rendszer szolgalhat ezekre a vizsgalatokra. A bakterialis RC a
membréanfehérjék 3D-s struktirai egyre jobb (2,5 A (Stowell és mtsai. 1997) és 1,87 A
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(Koepke ¢és mitsai. 2007)) felbontassal valnak elérhetévé, mellyel egyre pontosabb
szerkezeti informaciokhoz jutunk. A szerkezeti informaciok feltarjak a kofaktorok
nyert adatok szilard alapot nyujtanak az abszorpcids és fluoreszcencias vizsgalatok
eredményeinek atomi szintli értelmezéséhez (Guo és mtsai. 2012). A toltésszétvalasztas
kinetikdjat ¢és termodinamikdjat meglehetdsen konnyl tanulmanyozni a kofaktorok
kiilonb6z6 redox allapotokban bekdvetkezé fényindukalt abszorpcid-valtozasanak
detektalasaval. Mindezek az el6nyok lehetové teszik a struktira energetika-fiiggd
kapcsolatanak finomelemzését, beleértve az elektron- és protontranszfer folyamatok
értelmezését (Maroti és Wraight 1997; Okamura és mtsai. 2000; Wraight 2004). A
bakteridlis RC fényenergia kémiai energiava vald atalakitdsdnak hatékonysadga miatt
hosszt ideje modellfehérje a mesterséges rendszerek tervezésénél (Mar6ti és Trotta 2012).
A RC vizsgalatokbol kapott eredményeket gyakran hasznaljdk a fotoaktiv vagy léguti
rendszerekben részt vevo hasonlé redox- és/vagy proton-transzport fehérjék funkcidjanak
megértéséhez (Zannoni és mtsai. 2009).

Mutans reakciocentrumon végzett kisérletek kimutattak, hogy a specidlis part (P)
alkot6 Bkl molekuldk karbonil csoportjai és a hisztidin aminosavak kozotti
hidrogénkotések szignifikdnsan befolyédsoljak az elsddleges donor redoxpotenciéljat
(Moser ¢és mtsai. 1992; Williams és mtsai. 1992). A dimer kézépponti potencialja, kb. 500
mV, mely kozvetleniil viszonylag konnyen mérhetd (a RC 865 nm-es (dimer) abszorpcids
csticsanak nyomon kovetésével). A kofaktorok kémiai természetének megvaltozasa
kozvetlen hatassal van a kozépponti potencialjukra. Példaul egy Bkl—Bfeo mutacio
létrehozasa egy heterodimer mutansban kortlbeliil 130 mV-val megndveli a dimer
redoxpotencialjat (Allen és mtsai. 1996). Mivel az elektronikus allapotok energiai
érzékenyek a kornyezetre, ezért a dimernek a fehérjével vald kolcsonhatasai (ideértve a
hidrogénkotéseket és a reziduumok toltottségébdl szarmazod elektrosztatikus erdket)
befolyasolhatjak a dimer kozépponti potencialjat. Emiatt a RC fehérjében kivaltott
mutaciok modulalhatjak a dimer energiajat. A dimer fehérjével vald kdlcsonhatasanak
egyik kozvetlen moddja a konjugdlt karbonil csoportok hidrogénkotésein keresztiil
lehetséges, melynek hatasa a dimer kézépponti redoxpotencialjara jol dokumentalt (Allen
¢s Williams 1995; Williams és Allen 2009). Egy hidrogénkotés hozzaadasa 60-120 mV-tal
noveli a dimer kozépponti potencialjat, mig egy hidrogénkotés elvesztése a vad tipusit RC-
ban 1év6hoz képest koriilbeliil 80 mV-tal csokkenti a potencialt (Stocker és mtsai. 1992;
Murchison és mtsai. 1993). A hidrogénkétések halozatanak tobbszords, szisztematikus
valtozasa a kdzépponti potencialok széles skalajat eredményezi (Lin és mtsai. 1994). Ha
azonban a bakterioklorofill monomerhez alakitunk ki hidrogénkotéseket, azokat nem
befolyasoljak 1ényegesen az elsddleges fotokémiat (Chen és mtsai. 2004). Mindezeket
figyelembe véve a reakcidcentrum fehérjének mind a biokémiai manipuldcioval, mind a

mutacioval szembeni figyelemre méltd robusztussaga lehetdséget biztosit az
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elektrontranszfer tulajdonsagainak széleskorii vizsgalataira, amellyel éltiink is a munkank

soran.

2.7. Gerjesztési energia atadasa

Amennyiben a pigment-molekulak nem hig oldatban, hanem kompakt struktiraban
foglalnak helyet (a pigment-molekulak kolcsonhatnak egymassal), a gerjesztési
energiajukat a gerjesztési energia atadasaval is elveszithetik. Ha a gerjesztett szingulett (S1)
illetve triplett (T1) allapotu bakterioklorofillok fényemisszioval, vagy belsé konverzidval
(IC — internal conversion) térnek vissza alapallapotba, akkor a gerjesztési energia a
fotoszintézis szamara elvész. Az S1 vagy T: allapoti molekula a gerjesztési energiajat
atadhatja egy masik, alapallapotban 1évé molekulanak. Ekkor az alapallapotban 1évo
molekula keriil Si1 vagy T: allapotba, mig az energiadonor molekula visszatér az
alapallapotba. Ezt a jelenséget energiatranszfernek nevezziik. A gerjesztési energia atadasa
két pigment-molekula kozott két Gton mehet végbe (2.12. abra): a Forster-tipusu
mechanizmus soran (az angol elnevezés alapjan roviden FRET — Forster resonance energy
transfer) a molekulak dipol-dip6l kdlcsonhatas soran (sugarzas nélkiili energiaatadas
formajaban) cserélik ki a gerjesztési energiat az energetikai rezonanciaban allo donor és
akceptor kozott. A gerjesztési energiatranszfer 1étrejottéhez egyrészt a molekulaknak jol
meghatarozott tavolsagban (1-10 nm) kell lenniiik egymastol, masrészt a donor pigment
emisszios (kibocsatasi) és az akceptor pigment abszorpcios (elnyelési) spektrumainak
atfedésben (,,rezonanciaban”) lenni (Scholes 2003; Sener és mtsai. 2011; Grayson és mtsai.
2017). A Dexter-tipusi mechanizmus soran a gerjesztési energia atadasat
vegyértékelektron-csere kiséri. Az ilyen jellegi mechanizmus részben a szingulett-
szingulett, de kiilonosen a triplett-triplett interakciokat kiséri (Koyama és Kakitani 2006).
A fotoszintetikus pigmentek gerjesztési energia atadasi folyamatai tobbnyire Forster-tipusu
mechanizmussal mikoédnek. Az Osszetett gerjesztési  energiatranszfer folyamat
végeredményeképpen a donor-molekula visszatér So allapotba, mig az akceptor-molekula
S1 allapotba kertiil. Az energiatranszfer kémiailag kiilonb6z6 és azonos molekulak kozott is
lejatszodhat. Ha kémiailag azonos molekulak kozott torténik, akkor a folyamat tobbszor
ismétlédhet, azaz egy foton abszorpcioja soran felvett gerjesztési energia molekularol
molekulara adodhat at, amit energia-migracionak neveziink (Nyitrai és Solti 2013).
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(a) Forster energiatranszfer

B G Wi
A

D A

(b) Dexter energiatranszfer

2.12. abra. (a) Forster energiatranszfer és (b) Dexter energiatranszfer, mely lehet6vé teszi
a gerjesztési energia vandorlasat a pigment-rendszerben. A vizszintes vonalak a donor (D)
és az akceptor (A) molekulak HOMO és LUMO energiaszintjei; a csillag a gerjesztett
allapotot jelzi; a szaggatott nyilak az elektronikus konfiguracié egyidejli atrendez6dését
jelzik.

A Forster energiatranszfer hatasfoka annal nagyobb, minél nagyobb a megfeleld
spektrumok atfedése, tovabba erésen fligg a transzferben résztvevé molekulak egymastol
valé tavolsagatol (~R®) és iranyitottsagatol. A FRET-el ellentétben a Dexter-tipust
energiaatadas nem igényli a donor és az akceptor molekulak emisszids és abszorpcios
spektrumanak atfedését. Ugyanakkor a Dexter energiaatadas valdsziniisége szintén erésen
fligg a donor és az akceptor kozotti tavolsagtol (tavolsag novekedésével az energiaatadas
valosziniisége exponencialisan csokken). A FRET felillmulja a Dexter energiatranszfer
hatékonysagat a szingulett excitonok esetében, mig a tripletteket nagyobb valoszinliséggel
a Dexter mechanizmus segitségével lehet atvinni a molekulak kozott (Koyama és Kakitani
2006). A hatékony transzferhez az akceptor gerjesztési energiajanak azonban
alacsonyabbnak kell lennie a donor molekulahoz képes.

2.8. Késleltetett fluoreszcencia

Minden fotoszintetizal6 szervezet képes fényt kibocsatani hosszabb idével a megvilagitasat
kovetden is. A sugdrzads mérése lehetdséget nyujt olyan kovetkeztetések levonasara,
amelyek biokémiai, fotofizikai reakciok felléptére, azok sebességi allanddira vonatkoznak,
és mas mérések eredményeivel dsszevetve hasznos adalékul szolgalnak az €16 rendszerek
egyes szerkezeti ¢s miikodési problémainak tisztazasara.

A késleltetett fluoreszcencia (DL — Delayed Light) az S1 = So szingulett atmenetbdl
keletkezik, akarcsak a prompt fluoreszcencia (PF), de attol idoben késleltetve (Goedheer

1963). A gerjesztési energia az Si alatt 1évo valamely nivorendszeren (csapdarendszeren)
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befogodik, de el6fordulhat, hogy véges valoszinliséggel termikusan aktivalodik, és Gjra Sy
allapota kromofor keletkezik, ami foton emisszidval dezakvitavodik.

Bakterialis reakciocentrum dimerjébdl szarmazo késleltetett fluoreszcencia a
gerjesztett allapota Bkl dimer (P") termikus repopulacidjabol ered, barmely
toltésszétvalasztott P*Q allapotbol torténd forditott elektrontranszfer tjan. Ez a visszafelé
foly6 reakcio azonban igen kis valoszintiséggel kdvetkezhet be. Tovabba a keletkezésének
természetébdl addéddan a prompt fluoreszcenciatol spektralisan lehetetlen elvalasztani,
hiszen a két spektrum megegyez6. A nehézséget a két fluoreszcencia-tipus iddbeli
szétvalasztassal lehet megoldani.

A RC toltésszétvalasztott allapotanak, mint csapdanak nincs triplett jellege, ezért az
oxigénnek ¢és az iitkozésnek gyakorlatilag nincs kiolto hatasa a késleltetett fluoreszcenciara.
Ezzel szemben jol ismert, hogy a karotinoid triplett a fotoszintetizald rendszerekben kioltja
a klorofill (prompt) fluoreszcenciat. Az eltérés a két fluoreszcencia keletkezési helyzetében
mutatkozik: mig a prompt fluoreszcencia az antenna barmely pontjabol szarmazhat, €s igy
a fluoreszcencia kioltoknak (pl.: ®Kar-nak) szabadon kitett, a késleltetett fluoreszcencia a
RC-hoz ill. annak kozvetlen kdrnyezetében kotott, €s igy a kioltoktol jobban elszigetelt.
Tovabba, a DL szobahdmérsékleten is detektalhatd, ami egyaltalan nem elhanyagolhat6
szempont az ¢l6 rendszerek vizsgalataban.

Késleltetett fluoreszcenciat eldszor spenotbdl izolalt zdldszintesten —sikertilt
megfigyelni (Strehler és Arnold 1951), majd biborbaktériumokon Arnold és Thompson
mért DL-t (Arnold és Thompson 1956), de a megfigyelt fényintenzitas 1ényegesen kisebb
volt, mint a magasabb rendii névények és algak esetében. A fotoszintetikus baktériumok
(Clayton 1965). Az 1980-as években kezdtek el foglalkozni a Rhodobacter sphaeroides
biborbaktérium RC-anak késleltetett fluoreszcenciajaval (Arata és Parson 1981a). Az
izolalt RC mintaknal az egyik f6 nehézséget a fluoreszcencia hatasfoka jelenti, amely
rendkiviil kicsiny, 4 = 1,5-107* (Woodbury és mtsai. 1985; Zankel és mtsai. 1968). Ennek
ellenére a P* altal kibocsatott késleltetett fluoreszcencia mérése nagyon érzékeny modszer
a toltésstabilizacid soran kialakuld redox parok szabadenergia-szintjeinek kiilonb6z6
koriilmények kovetkeztében bekdvetkezd valtozasanak nyomon kovetésére (Arata és
Parson 1981a; Schenck és mtsai. 1982; Woodbury és Parson 1984; Woodbury és mtsai.
1986; Turzd és mtsai. 2000; Rinyu és mtsai. 2004; Onidas és mtsai. 2013). Szinte az
egyediili modszer, amellyel abszoluit mdédon megkaphatjuk a tranziens allapotok
szabadenergia-szintjeit. A toltésszétvalaszott allapotok in situ szabadenergia szintjei
ugyanis meghatarozhatok a gerjesztett dimerhez viszonyitva, a késleltetett és a prompt
fluoreszcencia amplitudoinak (vagy intenzitasainak) aranyabol (Arata és Parson 1981a). A
P* és P*Qj allapotok kozti szabadenergia kiilonbséget (AGp-,) Rhodobacter sphaeroides
esetében -860 + 20 meV, 303 K hémérsékleten (Arata és Parson 1981a; Woodbury és
Parson 1984), késébb (pH = 8,0) -910 + 20 meV (Turzé és mtsai. 2000); -900 + 20 meV
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(Onidas és mtsai. 2013), Rba. sphaeroides GA esetében -880 = 20 meV—ban (Rinyu és
mtsai. 2004) hataroztak meg.

2.9. Fényindukalt elektrontranszfer, Marcus-elmélet

A fényindukalt elektrontranszfer az egyik legalapvetébb fotokémiai reakcid, amely
egyuttal a legkedvezobb modja a fényenergia Aatalakitasdnak vagy a fényenergia
tarolasanak. Ez a folyamat egy donor és egy akceptor molekula kozott zajlik le a gerjesztést
kovetden, ami egy toltésszétvalasztott allapot kialakuldsat eredményezi, amely elektron-
lyuk rekombinécion keresztiil kertilhet vissza alapallapotba (back-reakcio).

Az elmélet (melyet Rudolph Arthur Marcus dolgozott ki) a fényindukcio utan
1étrejove rogzitett és nem tal nagy tavolsagra torténd elektrontranszfer leirasara és
értelmezésére szolgal (Marcus 1963; Marcus és Sutin 1985). Az elméletben az
elektrontranszfer reakciot értelmezhetjiik az atmeneti allapot elméletével, ahol a reaktans
allapot a gerjesztett donor — akceptor (D"A), és a termékallapot a donor és akceptor
(D*A) toltésszétvalasztott allapota (2.13. dbra).

szabadentalpia
,_I

.

reakcio koordinata

2.13. abra. A Marcus-elmélet szerint a reaktansok (R - alap allapot, DA és gerjesztett
allapot, D"A) és a termékek (T - toltésszétvalasztott allapot, D*A") szabadentalpiaja egy-
egy parabolikus potencialfeliilettel szemléltethetd a reakciokoordinatak fliggvényében. A
kiindulasi molekulakat az aktivalasi energianak (AG*) megfelelé potencidlgat valasztja el

ey

ennek a potencialgatnak a legmagasabb pontja adja.

A Franck-Condon-elv szerint a fénygerjesztés egy vertikalis atmenetet idéz eld a
potencialfeliiletek kozott, azaz a nukledris koordinatdk és impulzusok kdzben nem

valtoznak, tovabba az energia-megmaradas miatt az elektrontranszfer csak horizontalisan
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torténhet, azaz a donor molekula gerjesztését kovetden az elektrontranszfer a két parabola
metszéspontjat jellemz6 allapot kdrnyezetében johet létre.

A két minimum koz4tti potencialis energia-kiilonbség a redox reakcid szabadenergia-
valtozasaval (AGP) egyenld. A reorganizacios energia (1) annak az energianak felel meg,
amelyet a kezdeti egyensulyi allapothoz kell hozzaadni ahhoz, hogy a kiindul6 allapotot
olyan geometriai helyzetbe vigyiik, amely megfelel a végallapot egyensulyi geometriai
allapotanak anélkiil, hogy az elektrontranszfer-reakcié lezajlott volna. A harmonikus
modellhez kapcsolodd, a kiinduldsi molekuldkat a terméktdl elvalasztd potencialgat, az

aktivalasi energia (AG"):

(A +A6°)?
B 4\

G* 2.7.

Az elektrontranszfer sebességi allanddja (kp,_,p+4-) - rogzitett donor-akceptor tavolsag
mellett - fiigg a reakci6 sordn létrejovd szabadenergia-valtozastol - AGP -, a molekula,

crer

akceptor-allapotok ko6zotti elektronikus csatoltsagot megadd Hamilton-matrixtol — V.

1 (A+26°)*

2m o AAkpT 28.

— e — 2—
R W T
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3. Célkituzések

A fotoszintetizald biborbaktériumok kitiind modellként szolgalnak a fényindukalt
szerkezeti valtozasok, az elektron- és protontranszfer, az elektrosztatikai folyamatok
valamint az olyan karosit6 hatdsok elleni védelem tanulmanyozasara, mint a magas
fényintenzitas és a nehézfémion-szennyezés. Emiatt a vizsgalataimat intakt fotoszintetikus
biborbaktériumokkal és izolalt reakciocentrum fehérjével végeztem.

1. A bakteridlis RC-ban néhany kulcsfontossagi aminosav moédositasaval kozelebbrol
feltarhatjuk a fehérjematrixnak az elektrontranszferben jatszott szerepét. Ezért munkam
soran az alabbi kérdésekre kerestem a vélaszt:

1.1. Milyen energetikai valtozasokat idéznek elé a RC donor oldalan a dimernek a Pa
¢s a Pg 2-acetil- és 9-ketocsoportjaihoz kozeli pontmutacidi, amelyek a
hidrogénhid-ko6tések modosulasaval jarnak?

1.2. Hogyan befolyasoljak az akceptor oldalon a Qa termodinamikai tulajdonsagait a
kozelben és a vas ligandumban 1étrehozott aminosav mutaciok?

1.3. Hogyan modosul a tripla mutansban (LH"!3! — LHM160 _ FHM97) 3 BKI prompt
fluoreszcenciajanak hatasfoka, anizotropidja és indukcioja? Az erre adott valaszbol
a RC fehérjén beliili, a Bkl dimer és Bkl monomer kozotti energiatranszfer jobb
megertését varjuk.

A fenti kérdések megvalaszolasara a bakterioklorofill szelektiv gerjesztésével (kvazi)
steady-state (fluoreszcencia anizotropia) és kinetikai (fluoreszcencia indukcio, késleltetett
fluoreszcencia) spektroszkopiai méréseket végeztem. Ezek a modszerek bizonyitottan
megfeleld és érzékeny eljarasok a bakterialis fotoszintézis kinetikai és termodinamikai
jellemzdinek tanulményozasahoz.

2. A nehézfém-ionok és koziiliik is a két vegyértékli higany-ion kiillondsen kartékonyak
az ¢lovilagra, és ezen belill a fotoszintetizald baktériumokra. Az utdbbiak
egyszerliségiiknél és molekularis részletességgel feltart miikodésiiknél fogva (mint
modellek) elsddlegesen alkalmasak a roncsold hatasok tanulmanyozasara. Altalanos
célként tiéiztem ki a bakteridlis RC fehérjéhez kotott Hg?" ion 4ltal kivéltott
hatasmechanizmusok felderitését, ezért arra az altalanos kérdésre keresem a valaszt,
hogy milyen szerkezeti és funkcionalis valtozasokat 1déz eld, €s ha azonosithato ezen
vizsgalatok alapjan, melyek a specifikus timadasi helyek?

2.1. Maga utdn von-e energetikai véltozasokat, ha a RC donor oldaldhoz Hg?* ion
kotédik? Befolyasolja-e ez a masodlagos elektron donornak, a redukalt
citokromnak a RC-hoz val6 kotddését és az elektronnak az oxidalt donorhoz vald
atadasat?

2.2. Milyen hatdsokat valt ki a Hg?* ionnak a RC akceptor oldaldhoz valé kotédése?

Hogyan modosul a kinon-akceptor rendszer energetikija, a kinonok kd&zti
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elektrontranszfer kinetikdja és a proton-felvétel? Ezek mindegyike alapvetd
fontossagu a RC alapmiikodéséhez.

3. A nehézfémion-szennyezés mellett az erds fényintenzitds is a gyakori kornyezeti
(stressz)hatasok kozé tartozik. A mechanizmusuk megértése €s az elleniik valo védelem
tanulmanyozasa ¢€s kidolgozasa napjainkban kdzponti jelentdségiivé valt.

3.1 Ennek jegyében feladatul tliztem ki, hogy a Bkl fluoreszcencia mérésére alapozva
érzékeny modszert dolgozzak ki a gerjesztett triplett allapota Kar-ok és/vagy Bkl-
ok mérésére. Elsésorban a fény-indukalt karotinoid triplettek (*Kar) keletkezésére
¢s ¢lettartamanak mérésére koncentraltam, hogy ezzel feltérképezhessem a
kornyezetiikkel kialakitott dinamikus kdlcsonhatasukat.

3.2 Célnak tekintettem, hogy a fotoszintetizaldé baktériumok minél szélesebb korét
vizsgalhassam, ¢és allapithassak meg minél altalanosabb Gsszefiiggéseket. Ennek
érdekében a kisérleteinkbe az alabbi baktériumokat vontuk be: Rubrivivax (Rvx.)
gelatinosus (anaerob és semianaerob), Rhodospirillum (Rps.) rubrum, Thiocapsa
(Thio.) roseopersicina, Rhodobacter (Rba) sphaeroides 2.4.1 valamint karotinoid
és citokrom modositott mutansokat: Rba. sphaeroides Ga, R-26 és cycA.

3.3 Mivel intakt sejtekben a *Kar fényvédé funkciodja nem csak a RC-ra korlatozodik,
ezért logikusan adodik a kérdés, hogy a Kar fotoprotektiv mitkodése leirhato-e egy
olyan modellel, amelyben a karotinoidok nem csupan a RC-ban (vagy annak
kozvetlen kozelében vannak), hanem kiterjednek a Bkl pigmentek 4ltal
meghatarozott pigment-rendszerre (antenna-rendszerre)?

3.4 Az intenziv fénygerjesztés hatasara keletkezé S°Kar koveti-e a fotokémiat
(toltésszétvalasztast) vagy azzal parhuzamos ¢és attol fiiggetlen folyamat
eredménye?

3.5 Meghatarozhato-e a bakterialis torzsben kiilonb6z6 szamt konjugalt kettds kotéssel
eléforduld karotinoidok ismeretében a megfigyelt *Kar élettartam?

3.6 Megfigyeltik, hogy a fénygerjesztés alatt mért Kar élettartama lényegesen
révidebb, mint a s6tétben mért *Kar élettartama. Mi lehet ennek az oka?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Baktériumtorzsek tenyésztése

A munkam soran Rba. sphaeroides bibor nemkén fotoszintetikus baktériumokat Sistrom-
féle tapoldatban (Sistrom 1960) neveltiink, mely K-szukcinatot tartalmaz elektron
forrasként. A fotoszintetikus novekedésre képes torzsek (Rba. sphaeroides, Rsp. rubrum,
Rvx. gelatinosus, Thiocapsa (Thio.) roseospicina) tenyészeteit teljesen feltoltott
tivegedényekben tartottuk (csiszoltdugos kémcsé vagy nagyobb, csavaros tetejii Duran
iiveg) oxigén nélkiili (fotoheterotréf és anaerob nodvekedés) kornyezetben, 40 W-0S
wolframszélas izzok fénye mellett. A megvildgitas erésségét 13 W/m? —re allitottuk. Az
Rba. sphaeroides R26 Kkarotinoid mentes mutans esetében az atoltast kovetben a
megvilagitas eldtt a sejteket 5-8 oran keresztiil sotétben tartottuk, hogy a tdpoldatban oldott
oxigén a sejtlélegzés soran felhasznalodjon (Mard6ti és Wraight 1988b). A Rvx. gelatinosus
torzset André Verméglio (CEA Laboratoire de Bioenergétique Cellulaire, Saint-Paul-
lezDurance, France), a Thio. roseospicina torzset pedig Bagyinka Csaba (MTA-SZBK,
Biofizikai Intézet) laboratoriumabol kaptuk. A fotoszintetikus ndévekedésre képtelen,
citokrom c2 mentes Rba. sphaeroides cycA torzset (Timothy J. Donohue -t61, University of
Wisconsin, Madison, Wisconsin USA) razodasztalon (1 Hz), sotétben, Erlenmeyer
lombikokban neveltiik ugyanabban a tapoldatban kanamycin és spectinomycin
antibiotikumokkal kiegészitve, szemianaerob kornyezetben. A sejteket a novekedésiik
stacioner fazisaban hasznaltuk fel, és a mérések el6tt nitrogénnel 15 percig buborékoltattuk.

A mutans RC-okat tartalmazé Rba. sphaeroides torzset Dr. Valérie Derrien
(Laboratoire de Chimie Physique, Université de Paris-Sud, Franciaorszag) tervezte €s
allitotta eld. Mivel a mutins sejtek nem fotoszintetizdlnak (nem voltak
»fotokompetensek™), és beépitett kazettak miatt két antibiotikumra is rezisztensek voltak,
ezért sotétben 30 °C-on, razogépen (140 fordulat/perc) félig toltott Erlenmeyer-lombikban
kanamyecin (20 pg/mL) és tetraciklin (2 pg/mL) antibiotikummal kiegészitett tapoldatban
nevelddtek (Spitz és mtsai. 2005).

4.2. Reakciocentrum izolalasa

A reakcidcentrumok preparalasahoz mintegy 100 g vizes tomegil sejtre volt sziikség,
amelyeket a preparalas el6tt tobbszor atmostunk Tris-pufferrel (10 mM Tris; 100 mM
NaCl; pH 8,0). A sejtszuszpenziot Tris-pufferrel 160 mL-re felt6ltottiik, majd ultrahanggal
feltortiik a sejteket. Az ultrahangos feltarashoz SONOPLUS Ultrasonic homogenizer-t
hasznaltunk (Bandelin, Németorszag). Egy specidlisan a sejtfeltarasra tervezett, jégbe
allitott livegedényben a késziilék TT 13 titdnfejét hasznalva 1 o6rdn at kozel 100%

(kb. 70 W) teljesitménnyel ultrahangoztuk a sejteket impulzus {izemmodban (5
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impulzus/periodus). A sejtmaradvanyokat (sejtfal, feltoretlen sejtek) centrifugéalassal
tavolitottuk el (10 perc, 40000 x g), majd a feliiluszot ultracentrifugaltuk (90 perc,
240000 x g). Az liledékben kapott kromatoforat finom ecsettel felszuszpendaltuk, majd a
fehérjéket 0,45% LDAO detergenst tartalmazo Tris-pufferrel kioldottuk. A nem
szolubilizalt részeket ujabb ultracentrifugdlassal valasztottuk el. A feliiluszobol a RC-ot
frakcionalt ammonium-szulfatos kicsapassal, majd DEAE Sephacell anioncseréld
oszlopkromatografiaval kiilonitettiik el. Az oszlopkromatografia eldtt a mintat dializalassal
somentesitettiik. A sdmentesitett fehérjeoldatot anioncseréld oszlopra kotottiik, sémentes,
majd 60 mM NaCl-ot tartalmaz6 oszlopmoso pufferrel (10 mM Tris; 20 uM EDTA; 0,02%
LDAO) mostuk, amig az eluatum abszorpcids spektruma nem valtozott. A RC-ot az
oszloprol 250 mM NaCl-ot tartalmazo puftferrel (10 mM Tris; 20 uM EDTA; 0,1% LDAO)
eludltuk és kistérfogatt frakciokat gylijtottiink. A feltaras hatékonysagat és a RC tisztasagat
optikai uton ellendriztiik. A mennyiségi viszonyokra a monomer bakterioklorofill 802 nm-
es cstcsanal mért abszorpcio (e = 318 mM™ cm™ (McPherson és mtsai. 1994)), mig a RC
tisztasagara az OD280nm/OD800nm arany (optikai denzitasok viszonya adott
hullamhosszakon, tipikusan 1,3 koriili érték) adott felvildgositast. A koncentracio és a
tisztasag megallapitasa utan a reakciocentrum frakciok ismételt dializalasa kovetkezett TL
pufferben (10 mM Tris; 0,03% LDAO; pH 8,0) a sokoncentracio csokkentése érdekében,
majd a reakciécentrumokat mélyhémérsékleten befagyasztva (-80 °C-on) taroltuk.

A pH beallitasa és mérése. A vizsgalt oldat tipikusan 2 uM RC-ot tartalmazott 0,03%
LDAO, 0-100 mM NacCl és 1-5 mM puffermix mellett. A vizsgalt pH tartomanytol fiiggéen
a kovetkez6 puffereket alkalmaztam: 2-[N-Morfolino]etanszulfonsav (MES; Sigma): pH
5.5 és pH 6.5 kozott; 3-[N-Morfolino]propanszulfonsav (MOPS, Sigma): pH 6,5 és pH 7,9
kozott; 1,3-bis[tris(hydroxymethyl) methylamino] propane (Bis—Tris propane; Sigma): pH
6.3 és pH 9.5 kozott; 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol (Tris) (Sigma): pH 7.5 és pH
9.0 kozott; valamint 3-[Ciklohexilamino]-1-propanszulfonsav (CAPS; Calbiochem) és 2-
[N-Ciklohexilamino]etanszulfonsav (CHES, Sigma): pH 9.5 felett. Az oldat pH értékét egy
kombindlt tivegelektroddal (91-03, Orion) mértiik

4.3. Spektroszképiai médszerek
4.3.1. Késleltetett fluoreszcencia

A Kkésleltetett fluoreszcencia amplitiddja érzékeny jelzéje a P* allapothoz képest mért
P*Qj, Allapot szabadenergia-szintjének. A RC bakterioklorofill dimerje altal emittalt
milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia kinetikajat egy specialisan erre tervezett
berendezéssel mértem, melynek blokksémdja a 4.1. abran lathatd. A mérési nehézségeket
elsésorban a késleltetett fluoreszcencia rendkiviil alacsony intenzitasa, kozeli infravords
(~920 nm) szine, és a gerjesztés alatt a minta altal kibocsatott nagyon erds prompt
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fluoreszcencia okozzak. A mechanikus fényzarral miik6d6 méréberendezéssel a

milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia kinetikak felvételére van lehetdség.

? Fénycsapda
SH

DIGITALIS ADAT- ]
IMPULZUS FELDOLGOZAS [OSZCILLOSZKOP
GENERATOR K

Hatott (PMT)
Fotoelektron-sokszorozo

Nd:YAG LEZER

4.1. abra. Milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia méréséhez hasznalt optikai
méréberendezés blokksémaja. Jellések: L — bikonvex optikai lencse, SH — mechanikus
fényzar, K — kvarc kiivetta, F(v) — voros feliilateresztd sziird, F(z) — zold savateresztd

sz{ro.

A RC-fehérjét tartalmazé mintat igen rovid, allandé frekvencidji fényimpulzusokkal
gerjesztettiik, mely 1ézerfény egy zold tivegsziirén (Schott BG18) keresztiil jutott be a kvarc
kiivettat tartalmazo fényzard dobozba. A minta telitési gerjesztését Q-kapcsolt Nd:YAG
lézer frekvencia kétszerezett fényimpulzusaval (Quantel YG 781-10) értiik el. A gerjesztd
lézerimpulzus hullamhossza 532 nm, iddtartama 5 ns, energidgja 200 mJ, ismétlési
frekvencigja 1 Hz volt. A késleltetett fluoreszcenciat egy infravordsben is érzékeny
fotoelektron-sokszoroz6 c¢s6 (Hamamatsu R3310-03; PMT photomultiplier) detektalta a
gerjesztd fényre merdlegesen egy 850 nm-es feliilateresztd sziir6n (Schott RG850)
keresztiill. A PMT sotét araméanak 2-3 nagysagrenddel torténd csokkentése érdekében a
PMT-t -30 °C-ra (Photocool PC 410CE, Products for Research) hiitottem. A fotoelektron-
sokszorozot egy elektronikusan vezérelt fényzarral (Uniblitz VS25) védtik a szort
gerjesztd fénytdl és a gerjesztés alatt @ mintdbol érkezd (késleltetett fluoreszcenciatdl sok
nagysagrenddel intenzivebb) prompt fluoreszcenciatol. A  fotoelektromos jelet
felerdsitettiik, és egy digitalis tarolo oszcilloszkoppal (Tektronix TDS3032B) rogzitettiik a
tipikusan 64 - 128 mérés atlagat (4.2. abra).
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fényzar b
nyitasa \

4.2. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 RC altal kibocsatott késleltetett fluoreszcencia
lecsengésének mérése mechanikai fényzarral. Feltételek: RC TL-pufferben; 100 mM
NaCl, pH = 8; 2 uM RC; 120 uM terbutrin. A fényzar nyitasat kozvetleniil a gerjesztés
utan inditottuk (a fényzar lemezei kozott atszoko kis prompt fluoreszcencia lathatd a mérés
kezdetén). A fényzar nyitasi ideje ~10 ms. A késleltetett fluoreszcencia sebességi allandoja
hasonl6 a toltésrekombinacioéhoz, amely a DL szivargasi karakterét jelzi.

P* és a P*Qj allapotok kozotti abszolut szabadenergia-kiilonbség meghatarozasa:

Izolalt RC esetében, amennyiben gatloszer segitségével blokkoljuk a masodlagos kinon
kotohelyet, a RC altal kibocsatott késleltetett és prompt fluoreszcencia integralt intenzitas
viszonyai alapjan meg tudjuk hatirozni a P* és a P*Qj, Allapotok kozotti abszolut
szabadenergia-kiilonbséget. Erre az ad lehetdséget, hogy a toltésszeparalt PTQ, és a P*
gerjesztett allapotok koz6tt mindig termikus egyensily all be, ezért a szintek populacioit
Boltzmann eloszlassal lehet leirni. Ezt tartalmazza az Arata és munkatarsai. altal megadott
Osszefiiggés (Arata és Parson 1981a), amely a késleltetett (D) és a prompt (P)
fluoreszcencia lecsengéseinek élettartamaival (7) és amplitidoival (A) egésziil ki:

4.1.

Ap- T kp -
AGS*Asz-T-1n< PP D—nﬂ>

" lsziirs *
Ap - Tp ka - Mpn

ahol AGp., - két allapot kozotti szabadenergia-kiilonbség, ks — Boltzmann allando, T -
homérséklet, #ph — fotokémiai csapdazodas hatasfoka (= 1, (Wraight és Clayton 1974)), ##
— a gerjesztett dimer prompt fluoreszcenciajanak hatasfoka RC-ban (4,0-107*, (Woodbury
és mtsai. 1985)), kn a bakterioklorofill sugarzasi sebességi allandéja (8-107 s, a Strickler-
Berg Osszefiiggés alapjan, (Arata és Parson 1981a)), kq — késleltetett fluoreszcencia

sebességi allandoja, késleltetett és prompt fluoreszcencidhoz tartozdé A amplitado és
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¢lettartam (indexben D és P), teurs a prompt fluoreszcencia mérése soran alkalmazott
mikroszkdp targylemezek és sziirke-szlird transzmisszioja.

A mechanikus fényzar nyitasi sebességének korlatait Filus Zoltan és Laczko Gabor
altal tervezett elektronikus kapuzo-aramkor oldotta fel (Filus és mtsai. 2004). Ezzel a
kapuzasi technikaval a szubmikroszekundumos késleltetett fluoreszcencia kinetikakat is
képesek vagyunk mérni. A késleltetett fluoreszcencia mérése elektronikus kapuzassal a
mechanikus fényzar folyamatos nyitva tartdsa mellett, a PMT dinddainak
fesziiltségszabalyozasaval torténik. A késleltetett fluoreszcencia jelet fotonszamlalassal
mérjiik egy sokcsatornas szamlald kartya segitségével. A sokcsatornas szamlalo (MCS -
multichannel scaler) az 6sszes bejovo impulzust egy adott idéintervallumban (dwell time)
egy adott memoriahelyre, csatornaba szamolja, majd a szamlélast a gyors adatmemoria
kovetkezd memoriahelyre mozgatva ugyanolyan iddintervallumon szamolja tovabb a
fotonokat, és igy tovabb. Az altalanos elvet a 4.3. abra mutatja. A sokcsatornas
szamlaloknak két verzidja 1étezik, mas-mas akkumulacios technikaval. Az egyik a fotonok
kozvetlen szamlalasaval és felhalmozasaval egy nagy és gyors adatmemoriaba tarolja
azokat, a masik az egyes fotonokat és azok detektalasi idejét egy FIFO memoriaban tarolja,
majd a hullimforma a mérés befejezésekor rekonstrualodik. A kodzvetlen felhalmozodas
nagyobb, folyamatos szamlalasi sebességet eredményez, a FIFO-elvvel pedig konnyebben
elérhetd6 a rovid csatornaszélesség. A kozvetlen akkumulaciés MCS-k 1 ns
csatornaszélességgel, 1 GHz folyamatos szdmoladsi sebességgel allnak rendelkezésre
(Becker&Hickl-GmbH 2001). A FIFO alapti sokcsatornas szamlalok akar 100 ps-0S
csatornaszélességgel is rendelkezhetnek.

DCetektortdl szarmazé jel

1. Periédus H| M\ ||

2. Periéous | || |1 AL L1

kdzvetlen akkumulacid
a nagysebességi memdriaban

Eredmény

4.3. abra. Sokcsatornas szamlald (digitalis I/O/timer/counter kartya). Minden egyes
mérési ciklus egyforma, annyiszor kell mérni, amig az egyes csatorndkban a statisztikai

feldolgozashoz elegendd beiitésszam nem gytilik ossze.

Az altalam hasznalt fotonszamlalo egy Fastcomtech P7882, amely 100 ns
csatornaszélességii FIFO elven miikodé PCI szamlalokartya (FASTComTech-GmbH). A
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sokcsatornas szamlalo kartyak kivaldo megoldast jelentenek a késleltetett fluoreszcencias
mérésekre, ezenkiviil hasznaljdk még a sokcsatornas szamlalokat példaul LIDAR,
foszforeszencia és lumineszcencia életidé mérésekre is. A technikénak szdmos elénye van:
kozel tokéletes a szamolasi hatékonysaga, amelynek kdszonhetden optimalis jel-zaj arany
érheté el egy adott szamu érzékelt fotonhoz; képes tobb fotont is rogziteni jel
periodusonként; rendkiviil magas beiitésszamot képes kezelni; tovabba a sokcsatornds
szamlalé rendkiviil hosszu iddintervallumokat képes lefedni nagy felbontassal, akar egy

ciklus alatt is.
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4.4, abra. Késleltetett fluoreszcencia mérése mechanikus fényzarral ill. egy-
fotonszamlalas modszerrel, Rba. sphaeroides 2.4.1 RC-ban. Feltételek: 2 uM RC TL-
pufferben, pH = 8; 100mM NaCl; 120 uM terbutrin.

4.3.2. Fluoreszcencia indukcio

Biborbaktériumok bakterioklorofill fluoreszcenciajanak (fluoreszcencia indukcidjanak)
méréséhez 804 nm + 0,5 nm hulldmhosszu 1ézer diddat hasznaltam (Roithner Laser Technik
LD808-2-TO3, 2 W), hiszen ez a hullamhossz nagyon kozel van a LH2 antenna 800 nm-€s
abszorpcidés maximumahoz (B800), illetve a RC monomer bakterioklorofill abszorpcios
maximumahoz, igy optimalis a gerjesztés. A 1ézerdiddat egy altalam épitett &ramgenerator
hajtotta, mely TTL jelszinttel vezérelhetd. A mérésekhez hasznalt gerjeszté 1ézerfény
profiljanak fel/lefutasi ideje ~100 ns volt, maximalis intenzitdsa: 2,1 einstein/m?/s, mely
intenzitast kalibralt sziir6kkel csokkentettem. A Bkl fluoreszcencia hatasfokanak és
kinetikajanak meghatarozasahoz IR-806 (Sigma) fluoreszkald festéket alkalmaztam
referenciaként. A detektdlast a gerjesztés iranydra merdlegesen elhelyezett lavina
fotodiodaval (APD; model 394-70-72-581; Advanced Photonix, Inc., USA), ill. voros-
érzékeny fotoelektron sokszorozoval (PMT) (Hamamatsu R3310-03) végeztem. Az APD
detektort 850 nm felett atereszt6 sziirével (Schott RG-850) a PMT-t monokromatorral
(Jobin-Yvon H-20) védtem a szorodo lézerfényt6l. A méréseket intakt baktériumok
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esetében 3 mm X 3 mm-es kvarc kiivettaban, RC esetén 1 cm X 1 cm-es kvarc kiivettaban
végeztem, amit hdmérséklet-szabalyozott mintatartoba helyeztem.

A fluoreszcencia indukcié tranzienseinek méréséhez Kocsis Péter és Gingl Zoltan
altal tervezett és épitett késziiléket hasznaltam (Kocsis és mtsai. 2010). A méréberendezés
kivalo eszko6z a fluoreszcencia indukcio (és relaxaciod) logaritmikus skalan valo felvételére,
ugyanakkor az 4altalam hasznalt bedllitdsokndl a fényimpulzusok (flashek) kozotti
valasztott tavolsag nem logaritmikus. A flasheket ugyanolyan lézerdiodak biztositottak,
mint amit a fluoreszcencia indukcié méréshez hasznaltam (Roithner Laser Technik LD808-
2-TO3, 2 W). A késziilék szamitdégéprol vezérelhetd, az aramellatasa is az USB kabelen

keresztil torténik.

4.3.3. Cirkularis dikroizmus

A cirkuléris dikroizmus (CD) spektrumokat 500 nm-t6]l 900 nm-ig terjedd spektralis
tartomanyon mértem JASCO 815 spektropolariméterrel. A RC-ot tartalmazé mintékat TL-
pufferben (10 mM Tris, 0,03% LDAO, pH 8) oldottam fel. A RC koncentracioja minden
esetben 3 uM volt (RC abszorpcidéspektruma 802 nm-nél ~1 OD). A méréseket

szobahdmérsékleten 1 cm-es optikai uthosszu kvarc kiivettaban végeztem.

4.3.4. Fluoreszcencia anizotrépia

A reakciocentrum fluoreszcencia kinetikdjanak és hatasfokanak méréséhez infravoros
lézerdiodat alkalmaztam, melynek gerjeszté lézerfény idoprofilja téglalap alaka. A
1ézerdiodak teljesitménye 1-2 W (Roithner Laser Technik LD808-2-TO3, 2 W és Roithner
Laser Technik QL86T4HD, 1 W), gerjesztési hullamhossza ¢és savszélessége
808 nm + 0.5 nm és 865 nm + 1 nm volt. A 1ézer intenzitasat kalibralt sziir6kkel
csokkentettem. A RC fluoreszcenciajat a gerjeszté lézerfény iranyahoz képest 90° -ban
elhelyezett voros-érzékeny fotoelektron sokszorozoval (PMT) (Hamamatsu R3310-03)
mértem egy iNfravords tartomanyban is hasznalhatd monokromatoron keresztiil (Jobin-
Yvon H-20 homort holografikus raccsal). A PMT sotét aramanak 2-3 nagysagrenddel
torténé csokkentése érdekében a PMT-t -30 °C-ra (Photocool PC 410CE, Products for
Research) hiitottem. A reakciocentrum ricinusolajban mért fluoreszcencia anizotropiajat
derékszogben elrendezett mérérendszerrel végeztem (4.5. abra) (Ebrey és Clayton 1969).
A gerjesztd lézerfény polarizacigjat Glan-Taylor polarizatorral (P) allitottam be. A
mintabol szarmazo BKI fluoreszcenciat egy, a polarizator iranyaval merélegesen vagy
parhuzamosan beallitott Glan-Thompson analizatorral (A) mértem. A polarizatort és
analizatort egy-egy New Focus forgd tartoban (8401) helyeztem el, mely a New Focus
Intelligent Picomotor Driver éltal szamitégéprol vezérelhetd, LabView kornyezetben. A
RC-ot tartalmaz6 kvarc kiivettat egy hdmérséklet-szabalyozott kiivettatartoban helyeztem
el.
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4.5. abra. A polarizalt fluoreszcencia gerjesztésére €s érzékelésére hasznalt berendezés
vazlatos elrendezése. Jel6lések: LD: 804 vagy 865 nm hullimhosszua 1ézerdioda, P: Glan-

Taylor polarizator, K: 1 x 1 cm-es kvarc kiivetta hdmérséklet szabalyozott tartoban, L1 és

cres

Glan-Thompson polarizator, M: infravorés monokromator, PM: hiitétt fotoelektron-

sokszorozocso, < - elektromos erdsitd és C: szamitogép.

A fluoreszcenciat a laboratoriumi rendszerhez rendelt elektromos vektor fiiggéleges
(V) vagy vizszintes (H) iranya linearisan polarizalt 1ézerfénye gerjesztette. A
fluoreszcencia anizotropia (r) a kovetkezoképpen hatarozhatd meg:

Iy — G-I
r:u' 4.9,
IVV+ZGIVH

ahol a G az mérérendszerre jellemz6 tényezd. A fluoreszcencia intenzitas (1) also indexében
jeldli. A polarizacid, illetve anizotropia meghatarozasahoz figyelembe kell venni, hogy a
késziilék (monokromator, detektor) nem azonosan érzékeny a vertikdlisan és a
horizontalisan polarizalt fényre. Ez azt eredményezi, hogy a mért lvv és lvu értékek

kozvetleniil nem hasonlithatok 0ssze. Ezért sziikséges bevezetni a G korrekcios faktort:

I
G = 43,

- )
IHH

amely miszer-tényez6, minden olyan optikai elem (példaul a monokromatikus
holografikus racs) hozzajarulasat irja le, amely a polarizacids allapot modositasat idézi eld,
¢s el kell kiiloniteni a mintabdl szarmazo fluoreszcencia anizotropiatol. A G-faktort a mérés
el6tt és a beallitasok modosulasa esetén hataroztam meg. A fluorométert wolfram szalas
izz6 fényének ludoxoldatban torténd szorasaval és ricinusolajban oldott IR-806 festék

fluoreszcenciajaval kalibraltam.
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4.3.5. Spektrofotometria

A mintak abszorpciés spektrumat Helios y tipusu spektrofotométerrel vettem fel. A
méréseket 1 cm optikai athossza kiivettakkal végeztem. A spektrumok felvételekor
referenciaként minden esetben a vizsgalt anyagot (fehérjét, fluorofort) nem tartalmazo
puffert hasznaltam. Intakt baktériumok esetén a sejtek altal keltett fényszorasra korrigaltam
a tavoli vords tartomanyban (ahol mar nincs a pigmenteknek szamottevé elnyelése) észlelt
(latszolagos) abszorpcio- csokkenés menetének felhasznalasaval.

A bakterioklorofillt, illetve karotinoidokat extrahalassal nyertem ki a sejtekbdl,
aceton: metanol (7:2 v/v%) keverékének felhasznalasaval. A bakterioklorofill kvantitativ
meghatarozasara 75 mM2t-cm™? (770 nm-nél mért) extinkcids koefficienst hasznaltam
(Clayton és Clayton 1981).
abszorpciés maximumanal hataroztam meg, 22" = 318 mM™ cm™ molaris abszorpcios

(extinkcids) koefficienst hasznalva (McPherson és mtsai. 1994)).

4.3.6. Fényindukalt abszorpciovaltozasok

A fényindukalt abszorpcidvaltozast egy hazilag épitett spektrofotométerrel (Mardti és
Wraight 1988a) illetve annak kissé modositott valtozataval mértem (4.6. abra). Az optikai
gerjesztés Xe villanolampaval (EG&G FX200, félélettartama 8,5 us), 1 KV toltéfesziiltség
¢s 4 pF kapacitasi kondenzéator hasznalatdval, vagy szabélyozott aramgeneratorrol
miikodtetett 1ézerdiodaval (Roithner LaserTechnik LD808-2-TO3, 808 nm, 2 W) tortént.
A villan6lampa fényét 1 cm atmérdjli fényvezetd plexirud segitségével vezettem a mintat
tartalmazo 1 cm X 1 cm-es kvarc kiivetta oldalahoz (RC esetében), hogy a telitési gerjesztést
biztositsam. A 1ézerdidda fényét kollimator lencsével parhuzamositottam, hogy a mintat
tartalmazé 3 mm x 3 mme-es kvarc kiivettaban 1évé mintat homogén modon gerjesszem
(egész sejtek esetében) A membran energetizalt allapotara utald fényindukalt elektrokrom
jelet 510-600 nm es hullamhossztartomanyban vettem fel. A detektalashoz Hamamtsu
R928 tipust fotoelektron-sokszorozot hasznéltam. A nem gerjesztd intenzitasti méréfényt
egy stabilizalt dramforrasrol taplalt halogén 1zz6 szolgaltatta (12 V, 100 W). Az izz6ldmpa
fényét kondenzor lencsével egy monokromator (Jobin-Yvon H20 VIS ill. VIS-IR) belépd
résére fokuszaltam, mig a kilépd rést a mintatartoban elhelyezett kiivettan keresztiil egy
masik monokromator (Jobin-Yvon H20 VIS ill. VIS-IR) belépb résére képeztem, majd a
kilépd rést a fotoelektron-sokszorozé fotokatddjara képeztem le.
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&-{m HOHM HpmH < Hp.o.

Xe v.
LD D.1.G

4.6. abra. Egysugaras kinetikai spektrofotométer blokksémaja. Jelolések: L - fényforras,
M — monokromator; K - temperalhato kiivettatarté (1 cm x 1 cm vagy 3 mm x 3 mm); Xe
— villan6lampa (esetén: F — savatereszt6 sziird) vagy LD — 1ézerdidda, mint gerjesztd
fényforras; PM - fotoelektron-sokszorozo; < - elektronikus el6erésit6; D.O. — Digitalis

oszcillator; D.I.G. — Digitalis impulzus generator

Egész sejtekben mért us-os elektrokrom jelet két-monokromatoros elrendezésben
lézerdidda gerjesztéssel végeztem. A fotoelektron-sokszoroz6 DC-szintjét, egy altalam
épitett differencial erdsitén keresztiil, 100 mV-ra allitottam be, amit a méréfény hatasara a
valtoztathatd munkaellenéallason fellépd fesziiltséggel kiegyenlitettem a fényfelvillands
elétt. A detektor jelét egy digitalis oszcilloszkop (Tektronix TDS 3032B) segitségével
gyljtottem, és atlagoltam, majd a kapott kinetikdk kiértékelését szamitogépen végeztem. A
mintak optikai stiriségét (denzitasat) alacsonyan tartottam (OD (808 nm) < 0.1), hogy
elkeriiljem a masodlagos hatasokat (fényszorast, Bkl fluoreszcencia re-abszorpciodjat,
masodlagos fluoreszcenciat, stb.).

Izolalt RC esetében masodlagos elektrondonor (citokrom) hidnyaban egyetlen telitési
fényfelvillanast kovetéen a 430 nm-nél vagy 865 nm-nél megfigyelhetd gyors
abszopciovaltozas az els6dleges donor oxidaciojat (P*) jelzi, amelyet lassabb, Osszetett
kinetikaval leirhat6 lecsengés kovet (Ortega és mtsai. 1996; Schmid és Labahn 2000). A
kinetika két jol elkiilonitheté komponenssel jellemezhetd, amely a nativ, masodlagos kinon
aktivitassal rendelkez6 RC-okban abbol szarmazik, hogy a Qg kotdhelyek betdltottsége
nem teljes, igy a RC-ok populacidja heterogén. Csak Qa-t tartalmazé RC-0k esetében a
toltésrekombindcio mintegy 10-szer gyorsabb (kap ~ 10 s1), mint a Qg aktiv RC esetén
megfigyelhetd érték (Kep ~ 1 571). A stabilizélt toltésparok (P Q, és PTQg) rekombinacidja
elsérendii folyamatként kezelhetd, igy exponencialis fiiggvénnyel irhat6 le. Mivel a
toltésrekombinacio Osszetett is lehet, ezért a kinetika, tobb exponencidlis linedris

kombinaciojaként kezelhetd:

n
[P*](t) = zAi Lot 44,
i=1
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ahol [P*](t) az oxidalt dimer koncentracidja a t idSpillanatban, A;i és ki pedig az i-edik
komponens amplitidoja, ill. sebességi allandoja. A gorbeillesztést a Levenberg-Marquardt-
féle nemlinearis legkisebb négyzetek modszerével végeztem. Az abszorpcidvaltozas
amplitidojabol meghatarozhat6 a fotoaktiv RC-ok koncentracidja a Beer-Lambert torvény
alapjan (¢*3°"™ = 26 mMt-cmLill. 2™ =126 mMt-cm™).

A szemikononnak 400 nm  kozvetlen  kornyezetében — megfigyelt
abszorpcidvaltozasaval az els6 elektrontranszfert kovethetjilk nyomon (Li és mtsai. 1998).
Mig 397 nm-nél maximalis a Q4 /Q} interkinon elektrontranszferhez kéthetd abszorpceio-
valtozas, addig 402 nm-nél a dimer P/P* redoxvaltozasanak izoszbesztikus pontja van. A
két, amplitudojaban nagyon kiilonb6z6 kinetika elkiilonitésére ezt a spektralis tartomanyt
célszerli felhasznalni. A Q,/Q, valtozdsdhoz kothetd rendkiviil kis intenzitdsu jel 32-64
mérés atlagolasa utan valt elfogadhato jel/zaj viszonyava a kiértékeléshez. Mivel a masodik
elektrontranszfer 1étrehozasahoz a P* elézetes redukalasa sziikséges (2.5.2 fejezet), ezért a
RC-ot tartalmaz6 oldathoz 20-szoros feleslegben 16 szivbol preparalt citokrom ¢ (Sigma)
elektron donort adtam. A masodik elektrontranszfer kinetikajat 450 nm-es hullamhosszon
(Kleinfeld és mtsai. 1985) kovettem az els6 flash-t 500 ms mulva kovet6 flash utan. Az igy
kapott kinetikak egy exponencialissal jol illeszthetdek voltak (a kinetikak konstans részét
a citokrom abszorpcidvaltozasa képezte).

A citokrom cit ¢3*/cit ¢ abszorpciovéltozasat 550 nm-es hulldmhosszon mértem.
Mivel a P*-nak 540 nm-nél izoszbesztikus pontja van, ezért a tényleges citokrom
abszorpciovaltozast az 550 nm—nél és 540 nm-nél felvett kiilonbségi kinetika adja.

4.3.7. Spektroelektrokémia

A spektroelektrokémiai cella (SEC — spectroelectrochemical cell) egy
haromelektrédos polimetil metakrilat anyagbol hazilag késziilt elektrokémiai cella . A SEC
feladata kettds: egyrészt biztositja, hogy a minta redoxpotencidlja a potenciosztiton
(PGSTAT10 - Metrohm-Autolab) beallitott értéket vegye fel, masrészt, hogy a benne 1évé
oldat abszorpcids spektrumanak valtozédsait nyomon lehessen kovetni. Ennek a kettds
feladatnak a 4.7. abran lathato felépités tud megfelelni. A munkaelektroda egy
hozzavetdlegesen 55 %-os transzmisszioji aranyfolia, mely a cella akril falara simul ra
ugy, hogy elektromos kontaktusban van egy korben meghajlitott platina szallal. A cella
feltoltésére, tisztitasara egy kapillaris nyilason keresztiil van lehetdség. Ezekbe a
nyilasokba csatlakoztathatok az elektrodok, mind a referencia- (vonatkoztatasi-), mind az
ellenelektrod. Ezek az elektrodok keramia diafragman keresztiil tartjak a kapcsolatot a cella
belsd részeivel. Feltoltés utdn a minta az aranyfolian teriil szét, Ggy, hogy az optikai

uthossz, vagyis a mintatér rétegvastagsaga koriilbeliil 50 pm, térfogata 200 pL.
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T, referencia-elektroda ellen-clektroda
tamitogytri __ | csatlakozasi helye csatlakozasi helye

referencia-elektroda

esatlakozdsi hcli,. <« cllen-elektroda

csatlakozasi helye

platina gytirii
== (kontakt a

munkaelektrodaval)

aranyfolia |
(munkaelektroda)

4.7. abra. Spektro-elektrokémiai cella blokkvazlata (feliil) és fényképe (alul). Baloldalt
fent: oldalnézetbél egy metszeti kép, ill. jobboldalt fent: fényt felol nézeti kép a SEC-r6l.

A SEC-ban hasznalt referencia elektroda egy Ag/AgCl elektroda, potencialja 208 mV
a standard hidrogén elektrodhoz képest. A referencia elektrodot frissen kellett
elokészitenem a mérés elStt. Az eziist szalat (mint anddot) elektrolizissel 5 mA/cm? (a
platinaszallal mint katéddal szemben) allando aramsiiriség mellett el6z6leg 1 M-0s HCI
oldatban taroltam 30 percig, hogy a feliilletén kialakuljon az AgCl réteg. Ezutan egy
¢jszakara desztillalt vizben hagytam hasznalat el6tt. A referencia oldat 3 M-o0s KCI volt.

A RC-ot tartalmazo oldat redox aktiv molekulat (redox mediatort: KsFe(CN)e kalium
ferricianidot) tartalmazott 150 uM koncentracioban, amely a kozvetitd szerepét toltotte be
az elektrod és a RC redox aktiv komponensei kozott.

A munkaelektrodat (aranyfoliat), amely elektromos kontaktusban van egy platina
szallal, id6ér6l-idére meg kellett Gjitani a feliiletére ratapado fehérjék miatt, mindamellett,
hogy a mérések elott feliiletmodositd oldathan taroltam egy éjszakat. A feliilletmodositd
molekulak réteget képeznek az arany elektroda feliiletén, mely réteg csokkenti a fehérjék
tapadasat a fémfeliilethez, viszont a toltésvandorlast nem gatoljdk meg a fehérje és a
munkaelektroda kozott.  Feliletmodositoként 1 mM  bipyridint  (4,4’-Bipyridine)
hasznaltam. Az ellenelektrodot ugyanabba az oldatba meritettiik, mint amibe a RC keriilt.
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5. Eredmények és megvitatasuk

5.1. Energetikai valtozasok mutans Rba. sphaeroides reakciécentrumban

A toltésszétvalasztas Szabadenergia szintje jelentc’isen modosul kulcsfontosségﬁ helyeken
bizonyitasara a RC fehérje kiilonb6zo helyeln, célzottan alakitottunk ki aminosav
mutaciokat, amely aminosavakat az 5.1. abra tartalmazza. Célzott aminosav mutaciokkal
konnyen megvaltozhat a donor oldal energetikaja a dimer kérnyezetében 1év6 hidrogénhid-
kotések modosulasaval (Williams és  Allen 2009), vagy a dimer képzédésének
megvaltoztatasaval (Kirmaier és mtsai. 1988). A jelen dolgozatban a donor oldalon
kialakitott egyetlen (Leu—His"'3 és His—LeuM?%?), dupla (Leu—His“*3! - Leu—HisM!6°
és Leu—Hist®! - His—LeuM?%?) valamint tripla (Leu—His*'® - Leu—HisM0-

Phe—HisM%) mutans altal okozott energetikai valtozasokat vizsgaltam.
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5.1. abra. (A) A reakciécentrum kofaktorainak elrendez6dése és az aminosav
szarmazékok elhelyezkedése a fehérje struktaraban (Rba. sphaeroides 2.4.1 szerkezete;
314D.pdb). A donor (B) és az akceptor (C) oldalon kialakitott célzott aminosav mutacioi
jelentésen megvaltoztatjak a dimer (P/P*) és az els6dleges kinon-akceptor (Qa/Qz)
kdzépponti redoxpotencialjat.

Mas kutatohelyeken elvégzett korabbi mérésekbél kideriilt, hogy a Pg (HisM2%?)
tengelyiranyu hisztidin ligandum Leu-ra valo valtoztatasa miatt a Bkl-Bfeo heterodimernek
emelkedett a P/P* k6zépponti redoxpotencialja a vad tipusi RC-hoz képest (Allen és mtsai.
1996). Ezaltal inspiralva kezdtiik vizsgalni az M202 helyen a hisztidin — leucin aminosav

M202) és

egyszeres mutanst (His—Leu az L131 pozicidval kiegészitve a dupla mutanst is
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(Leu—Hist3

- His—LeuM?%?), amelyben a heterodimer mutacié volt kombinalva egy
hidrogénkotés mutacioval. A fent emlitett mutansokban késleltetett fluoreszcencia
vizsgalatokat ezidaig nem végeztek, ezaltal a homo- és heterodimer hidrogénkotés-
rendszerének 0j aspektusai tarhatok fel. Hasonloképpen, a citoplazmatikus hidrogénkotés-
halézatokra vonatkozé informaciok varhatéak a Qa (11eM?%° (Takahashi és mtsai. 2001;
Wells és mtsai. 2003; Martin 2011)) és a nemhem tipusu vas (GIuM?3* (Cheap és mtsai.
2009)) kozvetlen kozelében 1évé mutacioktol, amelyek megvaltoztatjak az elsddleges
kinon redoxpotencialjat (5.1. abra, C panel). Mivel a megfigyelt DL intenzitasa fiigg a
donor és az akceptor oldal redox kofaktorainak P/P* és Q,/Qj szabadenergia szintjétdl, a
mutacié eredményeképp bekovetkezd valtozasuk jol kovethetd és értelmezhetd a

bakterioklorofill dimer DL mérésével.
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5.2. abra. A kofaktorok k6zépponti redoxpotencialja fontos szerepet jatszik a késleltetett
fluoreszcencia keletkezésében. Egy foton abszorpcidjat kdvetden az elsddleges elektron
donor (P), a baktrioklorofill dimer szingulett gerjesztett allapotba keriil (P*/P* kzépponti
redoxpotencialja (Em) — 900 mV) mely allapotaban erés redukalo. A vizsgalt RC-ok P —
P" gerjesztési energidja a donor és akceptor oldalon kialakitott muticid hatdsara nem
valtozik meg. A dimer gerjesztését koveten elektrontranszfer jon létre, ami PTQj
toltésszétvalasztott allapotot eredményez. Hozzavetblegesen a P/P*  kozépponti
redoxpotencialja +500 mV, mig a Q,/Qx kdzépponti redoxpotencialja -50 mV (Mard6ti és
Wraight 1988a). A késleltetett fluoreszcencia a P* allapot, P*Qj allapotbdl torténd
termikus repopulaciojabol ered. Barmilyen valtozas a donor ill. az akceptor oldalon, legyen
az példaul mutacié vagy pH valtozas, hatassal van a DL-ra.

Mint majd latni fogjuk, a kivalasztott mutansok olyan altalanos energetikai valtozasokat

mutatnak, amelyek a dimer, az elsédleges kinon ¢és a nemhem vas atom kozotti
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

hidrogénkotések szamanak modositasabol adodo szabadenergia-valtozasokbol tevédnek
Ossze. Ezen tulmenden, a folyamatok entropia-valtozasaira is becslést kaphatunk, vagyis
arra, hogy a megfigyelhetd szabadenergia-valtozashoz az entropikus Osszetevok
mennyiben jarulnak hozza. Példaként emlitem, hogy a P* — P*Qj, toltésszétvalasztasban
megfigyelhetd azon szabadenergia-valtozas, amelyet a RC akceptor oldalan kialakitott
mutansok okoznak, elsdsorban entropia-valtozasra vezethetdé vissza. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az 11eM?®® ¢s GIuM?34 aminosavak mutaciéja révén megndvekszik a

strukturalis rugalmassag.

5.1.1. Egyetlen hidrogénkotés eltavolitisa vagy hozzdaaddsa a dimerhez

Az egyik leglényegesebb kérdés, hogy egyetlen hidrogénkotés hozzaadasa illetve
eltavolitasa a dimerhez hogyan valtoztatja meg a megfigyelt késleltetett fluoreszcenciat.
Egy hidrogénkotés létrehozasaval, a Leu—His-®! mutacioval (réviden: LHY%) a DL

intenzitasa jelentésen megnd a vad tipustt RC-ban mért értékhez képest (5.3. abra).
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5.3. dbra. A donor oldali LH"3! és HLM22 mutédns DL kinetikdja a vad tipustt RC hoz
képest. A leucin hisztidinre val6 cseréje a donor oldalon egy hidrogénkotés hozzdadasaval
jéar, mig a hisztidin leucinra cserélése az M202 pozicidban egy hidrogénkdtés elvételével
és heterodimer formalddasaval. Feltételek: 2 pM RC; 100 mM NaCl; 10 mM Tris; 0,03%
LDAO, 120 uM terbutrin, pH 8. A megfigyelt fluoreszcencia hullamhossza 915 + 10 nm.
A mechanikus fényzar zarva van a gerjesztés alatt (ezzel kizarva a nagyon intenziv prompt
fluoreszcenciat). A fényzar lemezei kozott atszoké prompt fluoreszcencia kis cstics
formajaban latszik a kinetika elején.

Ez a valtozas azt jelzi, hogy a hozzaadott hidrogénkotés miatt a P/P* kozépponti
redoxpotencidlnak novekednie kell. Ezt a feltevést korabbi elektrokémiai mérések is
alatamasztjak (Lin és mtsai. 1994; Williams és Allen 2009). Ugyancsak az elektrokémiai
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mérésekkel egyez6 eredményt ad az M202 pozicidoban 1évé mutacio, ahol a koordinald

M202 " hisztidint leucinra cseréléssel) a DL

hidrogénkotés eltavolitasaval (His—Leu
intenzitasa a vad tipushoz képest nd. Viszont ezt a novekedést nem tudhatjuk be
kozvetleniil a hidrogénkotés eltavolitasanak, hiszen a mutacidval nem csak egy
hidrogénkotés szlinik meg, hanem azzal egy idében a homodimerbdl egy Bkl-Bfeo
heterodimer jon 1étre, melynek magasabb a P/P* kozépponti redoxpotencialja a vad
tipuséhoz képest. Ezen mutaciok mellett ugyanakkor a dimerhez kozeli hisztidin
His—Phe-'®® mutacio, azaz hidrogénkotés eltavolitisa (megmarad homodimer), a P/P*
kozépponti redoxpotencial csokkenését eredményezi a vad tipushoz képest (Katiliene és

mtsai. 2003).

5.1.2. Tébbszords hidrogénkotés létrehozasa a donor oldalon.

A dimer koriil folytathaté a hidrogénkotés-rendszer felépitése tovabbi dupla (LH-'3I-
LHM180) jlletve tripla (LH"13! - LHM0 - FHMI9) myutaciok létrehozasaval. A konjugalt
rendszer részét képzd karbonil csoportok hidrogénhid-kotésein keresztiili kolcsonhatasa
jelenti az egyik legkozvetlenebb modjat annak, hogy a fehérje kolcsonhatasba Iépjen a
bakterioklorofillal. A tripla mutansban mind a Pa, mind a Pg 2-acetil- és 9-ketocsoportja
hidrogénhid-kotéssel kapcsolodnak a kornyezd fehérjéhez. (5.1. abra, B panel). A
hidrogénkotések szamanak novekedése noveli a DL intenzitasat (5.4. abra), azaz csokkenti

a P* és P*Qj allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbséget.
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5.4. abra. A donor oldali szimpla (LH"*%!), dupla (LHY3! — LHM160) ¢s tripla (LHM'S! -
LHM60 - FHML97) hisztidin mutans késleltetett fluoreszcencigjanak kinetik4ja logaritmikus
abrazolasban. A mutaciok szamanak novekedésével a DL novekedése figyelhetdé meg a
vad tipusi RC-hoz képest. Feltételek: 2 uM RC; 100 mM NaCl; 10 mM Tris; 0,03%
LDAO, 120 pM terbutrin, pH 8. A fluoreszcencia megfigyelési hullamhossza
915+ 10 nm.
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Tovabbi megfigyelésem, hogy az energia novekedés 1épcsézetes: a tripla mutans koriilbeliil
kétszer akkora novekedést mutat a vad tipushoz képest, mint a dupla mutans. A vizsgalt
mutans reakcidcentrumokban a hidrogénhid-kotéssel jardo mutaciok P* és PTQj allapotok
kozotti szabadenergia-kiilonbség szintje koriilbeliill 200 mV tartomanyban valtozik a vad
tipusu reakciocentrumhoz képest (lasd 5.1. tablazat). Korabban mar megfigyelték az
emlitett mutansok elektrokémiai titralasanal a hidrogénkotések hasonl6 hatasat a konjugalt
karbonil csoportokra (Lin és mtsai. 1994; Allen és Williams 1995; Williams és Allen 2009).
Az 10j hidrogénkdtés pontos elhelyezkedése nem kritikus a DL novekedéséhez. Az Osszes
hidrogénhid-kotés, ami a bakterioklorofill klorin-vazanak C=0 csoportjahoz kapcsolodik a
dimer energetikai valtozasat okozza. Hasonlo energetikai hatast fejt ki a dimer koriili
hidrogénhid-kotések mintazatanak modositasa a perturbacio helyétdl fiiggetleniil. Ezek a
kisérletek egyértelmiien azt mutatjdk, hogy a P-hez k6t6dd hidrogénkotés felelds lehet a

dimer szabadenergia szintjének valtozasaért.

5.1.3. A késleltetett fluoreszcencia lecsengésének sebességallandoja a
szabadenergia-vdltozasok fiiggvényében.

Az 5.5. abran mutatom be a kiilonb6z6 mutiansoknak a P*Q, — PQ, kozvetlen
toltésrekombinaciobdl szarmazo sebességi allandoit a — késleltetett fluoreszcencia

mérésekb6l meghatarozott - hajtoerd fiiggvényében.
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55. abra. Kiilonb6z6 mutidns reakciocentrumok P*Q, — PQ,  kozvetlen
toltésrekombindcidjabol szarmazd sebességi allandoik a hajtéerd fiiggvényében. A
sebességi allandokat a megfigyelt sebességi allandok homérséklet fliggésébdl hataroztam
meg 5.1 egyenlet alapjan. A szaggatott vonal a pontok Marcus parabolaval vald
illesztésével kaptam, melybdl kap maximélis értékét 22,6 + 3,5 s valamint a
reorganizacios energiat A = 745 + 32 meV-ban hatdroztam meg. Az ITM?65 ¢s LH-'% -
HLM202 mutansok adatai nem szerepelnek az illesztésben, mivel ezek a mutansok
feltehetéen egy masik gorbére illeszkednek kiillonb6z6 elektrontranszfer paraméterekkel.
Jelolések: m vad tipus, * HLM?%6 @ LH131 A HLM202 ¥ E|M24 @ EHM23 4 EAMZ4
D |TM265’ »LHL131 _ LHMlGO’ O LHL131 - HLMZOZ és @ LHL131 _ LHM160 _ LHM197.
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A donor oldali mutidnsok toltésrekombinaciojabol szarmazd sebességi allandok nem
mutatnak hémérsékletfiiggést, azaz feltételezhetd, hogy direkt rekombinacio (lasd 2.10.
abra) valosul meg, akarcsak a nativ reakciocentrumban. Bar a késleltetett fluoreszcencia
jelentds novekedése (AGp-q, csokkenése) tapasztalhatd, a donor oldali mutaciok nem
befolyasoljak a AGpfeoq,-t (5.2. abra). Az GIuM?* ¢s az 11eM?® akceptor oldali aminosavak
mutacioi esetében ugyanakkor a AGggeoq, Kisebb lesz, ezért figyelembe kell venni, hogy a
toltésrekombinacio jelentds része indirekt tvonalon keresztiil térténhet.

Az akceptor oldali mutansok megfigyelt sebességi allandoi meredek
hémérsékletfiiggést mutatnak példaul az lle—ThrM?%® mutans toltésrekombinacidja: Kmegr.
5°C-on 30 s1-r61 90 s-re emelkedik 30°C-on (5.6. abra). Ezekben a mutansokban a direkt
rekombinacio (Kap) sebességi allandojat a Kmegr. sebességi allandokbol hataroztam meg
hémérsékletfliggésiik alapjan (5.1 egyenlet).
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5.6. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 RC lle—ThrM?% mutans téltésrekombinaciéjanak
megfigyelt sebességi allanddjanak homérséklet fiiggd valtozasa. [RC] = 2 uM, TL
pufferben (pH = 8); 120 uM terburtin.

A toltésrekombinacio az alap allapotra kozvetlen és/vagy kozvetett ttvonalakon keresztiil
(termikus aktivacioval P*Hjy - allapoton keresztiil) torténhet (2.10. abra). A megfigyelt
sebességi allando (Xu és Gunner 2000):

AGBfeoQA

kmegt. = kap + kup - e keT | 51

ahol kap és krp @ P*Q, — PQy4 és PYH,; — PH, t6ltés rekombinaciok sebességi allandoi.
A Knp sebességi allando értéke 7 - 107 s, mely fiiggetlen a mutaciok jellegétél (Woodbury
és mtsai. 1986; Xu és Gunner 2000). A AGgfeoq, Szabadenergia-kiilonbség az P¥Hy és
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P*Qj alapallapotok kiilonbsége, ksT pedig a Boltzmann kifejezés. A vad tipusa RC
esetében AGgreoq, = 470 meV, tovabba a kozvetlen utvonal domindns, ha AGgfeoq,> 390
meV vagy, haa P* és P*Qj allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbség (AGp+q,) Nagyobb
mint 800 meV.

Az 5.5. abran megfigyelhetd, hogy az ITM?% ¢s az LHM3! - HLM?%2 kivételével az
akceptor és a donor oldalakon létrehozott kiilonb6z6 mutaciobdl szarmazo adatok egy
(Marcus) parabolan (Marcus és Sutin 1985) fekszenek (2.9 fejezet), ahol a maximalis
sebességi allandd Kmax = 22,6 + 3,5 s és a reorganizacios energia A = 745 + 32 meV. Mivel
a kiillonboz6 mutansok direkt toltésrekombinacidibdl szarmazo sebességi allandok nem
mutatnak nagy valtozasokat a hajtoeré novelésével, a reorganizacios energianak kozel kell
lennie a tényleges szabadenergidkhoz. Ez az érték valamivel alacsonyabb, mint a korabban
kozolt reorganizacios energiak (800-900 meV) (Williams és Allen 2009). Az elektron-
elektron (ELDOR) és az elektron-mag (ENDOR) kettds rezonancia spektroszkdpiak tjabb
eredményei azt mutatjdk, hogy a Qa fényindukalt redukcidja alatt a kotési helyén,
valtozatlan helyzetben marad (Flores és mtsai. 2010). A Kinongyiirii olyan orientacidban
van amely kedvezd a fényindukalt redukcié szempontjabol. Ez csokkenti a gyors
toltésszétvalasztashoz sziikséges reorganizaciot. Mivel az ITM?%® ¢s az LHMS3T - HIM202
mutansok sebességi allandoja nem illeszkedik az 5.5. abran lathato Marcus parabolara,
feltételezhetd, hogy ezek a mutaciok tovabbi valtozast okoznak (példaul a reorganizacios
energiaban), amely befolyasolja a toltésrekombinécio sebességét.

A késleltetett fluoreszcencia lecsengésének sebességi allandoja megegyezik a
toltésszétvalasztott allapotok rekombinacids folyamattal valod eltlinésének sebesség-
allandgjaval, ami azt bizonyitja, hogy a késleltetett fluoreszcencia szivargasbol szarmazik
(Malkin 1977). Osszehasonlitasképpen, a zold ndvények masodik fotokémiai rendszerétdl
szarmazo késleltetett fluoreszcencia vagy termolumineszcencia nem mutatja ezt a
tulajdonsagot, foként a sokkal kisebb (AGp+q,~ 400-500 meV) szabadenergia kiilonbség
miatt (Cser és Vass 2007).

5.1.4. AP*Qy4 és PTQy kozotti szabadenergia kiilonbég pH-fiiggése.

A kiilonb6zo allapotok szabadenergidit nem csak az aminosav cserével jar6 mutaciok,
hanem a kozeg pH-janak valtozasa is modosithatja (5.7. abra). A szabadenergia valtozasa
hatarozott fliggést mutat a pH-valtozasatol. A hatas ugyan kicsi, de mérhetd. Alacsony pH-
nal a szabadenergia kiilonbség nagyobb, mint a magasabb pH értékeknél. A AGp+q,
szabadenergia-kiilonbség pH-fliggése azt mutatja, hogy a toltésszétvalasztast a RC fehérje
protonalddasa/deprotonalodasa kiséri. A szabadenergia-valtozas pH-fiiggése a P* —» PTQ}
atmenet altal kivaltott proton felvételhez/felszabadulashoz kapcsolodik (Maroti 1993). A
P*Q} dipol stabilizalédasa mindkét végen torténhet: akér a kinon, akar a dimer oldalon, a
protonoknak egyidejii felvételével ill. felszabadulasaval.
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5.7. abra. A szabadenergia csokkenésének pH-fliggése a vad tipusti és mutans RC-ban. A
AGp-q, szabadenergia-véltozast a késleltetett fluoreszcencia intenzitdsabol hatdroztam

meg (lasd 4.3.1 fejezet). Feltételek: 2 uM RC, 0,03% LDAO, 5 mM puffer (1 mM MES,
MOPS, Tris, CHES és CAPS), 100 mM NacCl és 120 uM terbutrin.

A pH-fiiggés meredeksége kozel nulla pH 6,5-8,5 kozott, e f616tt a Szabadenergia-valtozas
enyhe pH fiiggése figyelheté meg az egyes RC-ok esetében. Ebben a tartomanyban a
meredekségek messze vannak a 60 meV/pH egységtdl, amely kozvetleniil jellemzi a redox
centrum 1 H netto felvételét/felszabadulasat az oxidacidja/redukcioja utan. Sema Q,/Qx,
sem a P/P* nem vesz részt kdzvetleniil a protonalddasi/deprotonalddasi folyamatokban. A
vad tipusndl megndvekedett instabilitds pH 8 érték felett a Qg kornyékén talalhatod savas
klaszter kovetkezménye lehet (Cheap és mtsai. 2007). A fényindukalt proton felvétel a
reakciocentrum Qg kinon kornyezetében 1év6 savas klaszterbél 60 meV/pH egység
stabilizacios energianak felel meg. A vad tipust RC-ban a P*Qj, allapot stabilizalodasa (pl.
AAG = AGp+q, (pH 6) — AGp+q, (pH 11)) kb. 10 meV/pH egység — 6sszhangban a korabbi
megfigyelésekkel (Maroti és Wraight 1988a; McPherson és mtsai. 1988) - megfelel a
szubsztochiometrikus nettod protonkdtésnek.

A kinon-oldali mutaciok latszolag modositjak a fényindukalt protonfelvételt, mely
protonfelvétel a Qs kozelében 1évO savas klaszterbdl torténik, melyben a protonalhatd
csoportok kozotti kapcsolat antikooperativ, azaz a klaszteren beliili egyik csoport
deprotonalodasa nem segiti eld, s6t gatolja, a masik csoport deprotonalodasat. Ez a klaszter
hidrogénhid-kotések lancolatan keresztiil kapcsolodik a Qa-hoz a fehérje citoplazmatikus
oldalan (Cheap és mtsai. 2007). A PTQj toltésszétvalasztott allapot relaxacidja és az
elektrontranszfer (t6ltésrekombinacio) megkivanja a protonok szétterjedését és a protonok

crer

olyan elméleti szamitasok is alatamasztjak, amelyek kimutattak, hogy a Q} kialakulasanak
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kovetkeztében, a strukturalis viz molekulék - és a kapcsolddo hidrogénhid-kotések halozata
- orientacidja/pozicidja megvaltozik a RC citoplazmatikus oldalan (Alexov és mtsai. 2000;
Rabenstein és mtsai. 2000). Megvizsgalva az 1T?®® mutans és a vad tipus P és PTQj,
kozotti  szabadenergia-kiilonbség pH-fliggését, azt figyeltem meg, hogy nagyfoku
hasonlosagot mutatnak. Ez a hasonlosag azt sugallja, hogy a Qa kornyezetében 1évo
hidrogénhid hilézat és a savas klaszter nem véltozik az ITM?®® muticidval. Azonban az
EXM24 (ahol X =H, L, A és R) mutansok jelentds hatast gyakorolnak a vas ligandumra és
a hidrogénhid-kotések haldzatara, tovabba nem mutatnak stabilizalodast (helyette enyhe
destabilizaciot) a pH csokkentésével (Cheap és mtsai. 2009).

A disszertaciomban vizsgalt Rba. sphaeroides RC donor oldali mutacioi
megvaltoztatjdk a dimer hidrogénhid-kotésrendszerét és modositjak a P*Q, dipdl
stabilizaciojat. A megfigyelés szerint a hidrogénhid-kotések szamanak novekedésével a
destabilizacio sokkal hangstlyosabb (5.1. tablazat), azonban a dimer hidrogénhid-
kotésrendszerének valtozasa mérési hiban belil nem moddositja szignifikansan a
stabilizaci6 pH fiiggését (5.7. abra) Kovetkezésképpen a dimerhez kapcsolodo
hidrogénhid-kotések nem befolyasoljadk a P* és a kornyezetében talalhaté néhany
protonalhatd6 aminosav kozotti kolcsonhatast, amelyek a dimer oxidacidjat kovetden a
periplazmatikus oldalon megfigyelt kis protonkibocsatasért felelések (McPherson és mtsai.
1988; Maroti 1993).

5.1.5. Termodinamikai paraméterek

A bakterialis RC-ban lezajlo fényindukalt toltésszétvalasztas és a késobbi elektrontranszfer
reakciok megértése érdekében sziikség van a toltésszétvalasztas kinetikdjanak illetve a
termodinamikai paraméterek mérésére (LeBard és mtsai. 2008). Ugyan a
toltésszétvalasztds és a rekombinacid kinetikai tulajdonsdgai viszonylag konnyen
mérhetéek, a termodinamikai paraméterek meghatarozasa lényegesen nehezebb. A
toltésszétvalasztds termodinamikédja ramutat az energiaszintek kezdeti és végallapota
kozotti kiillonbségre és a reakcid hajtoerejére (Gibbs szabadenergia), amely entalpikus és
entropikus komponensekbdl tevodik Ossze. A toltésszétvalasztasbol eredé szabadenergia-
valtozas felosztasa entalpikus és entropikus tagokra a hozzajarulasuknak megfeleld
aranyaban, tele van nehézségekkel. A kiilonbozé mddszertani megkozelitések eredményei
meglehetdsen ellentmondasosak és vitatottak (Delosme 2005). A mai napig nem teljesen
tisztazott a bakterialis RC-ban torténd toltésszétvalasztast kiséré elektrosztatikus és
konformacios események minden aspektusa.

Korabbi kalorimetrids mérések azt mutattdk, hogy a toltésszétvalasztas nem okoz
jelentds entalpia-valtozast, ezért a nagy entropia csokkenés (TAS = -600 meV (Arata és
Parson 1981c)) betudhat6 annak, hogy a teljes szabadenergia-csokkenés a P*Qj, toltéspar
kialakulasara forditodik (Case és Parson 1971; Callis és mtsai. 1972). Noha egyes
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fotoakusztikus (PA - photoacoustic) vizsgalatok nagy entalpia-valtozast mutatnak és ennek
megfelelden az entropia-valtozast kdzel nullaban hataroztadk meg (Nitsch és mtsai. 1989;
Puchenkov és mtsai. 1995), ugyanakkor masok joval pozitivabb ((Malkin és Canaani 1994)
TAS = +420 meV (Edens és mtsai. 2000)) entropia-valtozast is meghataroztak. A P*Q,
kialakulasanak PA-val tortén6 mérései nagy pozitiv entropiat mutattak nemcsak a
bakterialis RC-ban, hanem példaul a Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktérium elsé
fotokémiai rendszerében is (Hou és mtsai. 2001b; Hou 2011). Kimutattak tovabba, hogy a
Synechocystis sp. PCC 6803 PSl-ben az A-Fx-t6l Fas—ig tartd 1épés entropiaval hajtott
(Hou és Mauzerall 2006). Ezzel ellentétben a PSll-ben a PggoQa — PigoQa
toltésszétvalasztast (AG ~ 1100 meV) kismértékii (TAS ~ 100 meV) negativ entropia-
valtozas kiséri (Hou és mtsai. 2001a). A PSI (és bakterialis RC) és a PSII kozotti entropia
kiilonbség PA méréseken alapuld munkak alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
latszolag az entropianak 1étfontossagli szerepe lehet a fotoszintetikus elektrontranszferben
(Hou 2011). Emellett kimutattak, hogy a mesterséges fotoszintetikus rendszerekben az
entropia szabalyozza a toltésszétvalasztast (Rizzi és mtsai. 2008), valamint a
toltésrekombinacio homérsékletfiiggését a bakterialis RC-ban (Xu és Gunner 2000).

Ahhoz, hogy meghatarozzam a bakterialis RC-ban a toltésszétvalasztasnal 1étrejott
szabadenergia-valtozas entropia/entalpia  hozzajarulasainak  aranyat, késleltetett
fluoreszcencia modszert alkalmaztam, melynek ugyan megvannak a korlatai (Carithers és
Parson 1975; Arata és Parson 1981b; Turzo és mtsai. 2000), de kevésbé eltéré eredmények
szarmaznak a DL mérésekbdl, mint a kordbban emlitett PA moddszerb6él. A DL mérések
szerint a vad tipusti RC entrdopia hozzajarulasa a szabadenergia-valtozashoz joval kisebb,
mint ahogy az a kézelmultban végzett PA mérésekbdl latszik (lasd 5.1. tablazat). Ez a
latszolagos eltérés szarmazhat az eljarasok kiilonb6zd idéfelbontasabdl, illetve a két
modszer kiilonbozd feltevéseibdl. A DL modszer egyensulyi allapotot feltételez a P¥Qj és
a gerjesztett P allapot kozott a 100 ms id6skalan, mig a PA moddszer a <100 ns id6éskalan
felszabaduld6 hOmennyiség mérésén alapszik. Az entalpia az egyensulyi allandok
hémérséklettdl fiiggd valtozasabol (DL - van't Hoff abrazolas, lasd 5.8. abra) vagy
kalorimetrias mérésekbol (PA) szarmaztatodik, feltételezve a termodinamikai paraméterek
(entalpia, hokapacitas és térfogatvaltozas) homeérséklet-fiiggetlenségét. Ez utobbi feltevés
nem feltétleniil érvényes minden koriilmények kozott, ami okozhatja a megfigyelt eltérést
a két modszer kozott (Xu és Gunner 2000).

A Kkésleltetett fluoreszcencia intenzitdsanak kozvetlen mérésével a P*Q, — P*
folyamatot kovethetjiik. A DL mérésekbdl a P* és a P Qj, allapotok kozotti szabadenergia-
kiilonbséget (AGp+q,) hatarozhatjuk meg, amely entalpia-valtozas (AHp-q,) €s entropia-
valtozas (TASp+q, ) kifejezésekbél all (AGpq, = AHp+q, — TASp+q,). MivelaDLaP*Qjy
és a P" kozotti termikus egyensily szivargasabol szirmazik, ezért a késleltetett

fluoreszcencia homérsékletfiiggésének megfigyelése (van't Hoff plot) 6nall6 modszerként
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szolgdl a P*Qa — P* atmenet entalpia-valtozasanak (AHp+q,) megfigyelésére. Az
entalpia-valtozast a van't Hoff abrazolasban (5.8. abra) az egyenes vonal meredeksége
adja. E két mennyisé€gbdl (AGp-q, és AHp+q,) szarmaztathato a harmadik paraméter, az

entropia-valtozas (ASp+q,) (5.1. tablazat).
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5.8. abra. A vad tipusu és kiilonb6z6 mutans RC-0k (akceptor oldali mutansok — A panel;

donor oldali mutansok — B panel) késleltetett fluoreszcenciaja van't Hoff abrazolasban. A

abszorpcid valtozas) hatarozott hémérsékletfliggést mutatnak: a Boltzmann relacio szerint
a DL intenzitdsa nagyobb magasabb hdmérsékleten. A meredekség megfelel a P*Q, — P*
atmenet entalpia-valtozasanak. A kiilonb6z6 mutansok mért értékeit az attekinthetdség

kedvéért egymashoz képest eltolva abrazoltam.

A vad tipust RC-ban a P*Q, — P* atmenetet elsésorban az entalpia-valtozas vezérli és az
entropia-valtozasnak nincs nagy jelent6sége (Arata és Parson 1981b). A tendencia
alapvetéen megmarad a donor oldali mutansoknal, ahol az entalpikus tag dominans marad,
de a hidrogénhid-kotések szamanak novekedésével az entropikus kifejezés novekedése
figyelheté meg. Az akceptor oldali mutaciok mindségi kiilonbségeket mutatnak: mar egy
mutacio utan az entropia-valtozas jelentds hajtoereje lehet a P*Q, — P* atmenetnek. Ez a
megfigyelés molekuldris atrendezddést jelenthet a vad tipusi RC-hoz képest az
lle—ThrM?6° ¢s a Glu—XM?* (ahol X = His, Leu, Ala és Arg) mutansoknal. Ezek a
specifikus és tranziens molekularis konformécidok az atmenet (toltésszétvalasztas/toltés-
rekombinacio) létrejottének eldfeltételel a Qa-t érintd mutacidkban, ami gy tlinik, hogy a
donor oldali mutacioknal hianyzik.

A toltésszétvalasztassal jaro kiilso toltés atrendezodés az energetikai rendszer kis
modosulasait okozzak. A mutansok szabadenergia-valtozasa az ioner6sség valtoztatasaval
a mérési hiban beliil kiss¢ megvaltozik. Mivel a hatas kicsi, arra a kovetkeztetésre
juthatunk, hogy a kiilsé toltések ujrarendezédése csak kis mértékben befolyasolja a

megfigyelt termodinamikai paramétereket. Ennek megfeleléen a protoneloszlas
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(kotés/felszabadulas) kevésbé befolyasolhatja a mutansokban a termodinamikai

valtozasokat, mint a konformacios flexibilitas.

5.1. tablazat. Rba. sphaeroides vad tipusa és mutdns RC-ok P* - P*Qj,
toltésszétvalasztott allapotnak megfeleld termodinamikai paraméterek (szabadenergia-
valtozds  (AGQ-,), entalpia-valtozas (AHp.,) és entropia-valtozas (TASp-,)

szobahdmérsékleten) 0 és 100 mM ionerdsségii vizes oldatban, pH 8-nal.

Termodinamikai

paraméterek AGpea AHp- TASp:5 AGp: AHp: 5 TASP:,
Ionerésség [mMM] 0 100
vad tipus 9] —898+20 —745+25 153+45 —890+21 -—765+20 125+41

LHt13L —850+22 —674+24 176+46 —835+20 —-693+21 142 + 41

L131 _
|L_HHM160 =793 +£18 —639+23 154 £ 41 =775+21 —666+38 109 +£ 59

Donor LHM3t -
oldali L HM160- =713 +12 —-342+25 371+ 37 —-698 £ 10 —384+32 314 +£42

mutansok ~ FHM17

HLM202 828 £22 —600+25 228+47 —816+21 —620+35 196+54

HLM202 _

Lpua 77118 43736 334£52 -750+17 45061  300+78

EHM234  —814+25 —253+28 561+53 —801+21 —243+25 558426

ELM234 —818£27 —-492+60 32687 80521 —324+22 481+43
Akceptor

oldali EAM234 -801 £18 —426+26 386+44 —788+21 —-415+28 362+49
mutansok

ERM234 —783£30 227425 556+55 -766+21 —185+26 581+47

| TM265 -799+16 -369+34 430+50 -784+21 -316+33 468+54

A vizsgalt mutans RC-ok az elektrontranszfer megvaltozott termodinamikéjat mutattak. A
donor ¢és akceptor oldalon létrehozott pontmutaciok hatdssal voltak a toltésszétvalasztas
szabadenergia-valtozasara, és novelték az entropia hozzajarulasat. Olyannyira, hogy a
donor oldali tripla mutansban és néhany akceptor oldali mutansban (EAM?3* ¢s ELMZ34) gz
entalpia és entropia szabadenergiahoz viszonyitott hozzajarulasa kozel azonos volt, mig az
EHM234 ERM234 &5 TTM265 akceptor oldali mutans RC-ban az entrépia valt dominanssa. A
toltésszétvalasztas soran a viszonylag magas entropia-valtozas az akceptor és/vagy a donor
oldalon 1év6 mikroallapotok szamanak novekedésére hivja fel a figyelmet. Az M265 helyen
1év6 aranylag nagyobb méretii izoleucin aminosav helyettesitése egy kisebb treonin
aminosavval lehet6vé teszi, hogy tobb konformacios allapot alakuljon ki a vad tipust RC-
hoz képest. Mindemellett feltehetéen a treonin polaros oldalldncai hidrogénhid-kotéssel
egy specifikus konformaciot képesek stabilizalni. A helyettesitett treonin hidroxil csoportja
a kozelében 1év6 M261 treonin aminosav karbonil csoportjaval hidrogénhid-kotést
alakithat ki és ezzel az M259-M262 aminosav csoport (NM29 aM260 TM261 "\ M262)

53



5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

peptidvazat meghtizhatja/eltolhatja. Ennek kovetkezménye az AM?%  helyzetének
megvaltozasa, mely molekuladinamikai szimuldciok alapjan hidrogénhid-kotéstavolsagon
beliil helyezkedik el a Qa karbonil csoportjahoz képest (5.1. abra, C panel), mely a mutacio
kovetkeztében felszakadhat. Hasonloan az ITM?% mutans RC-hoz az EXM#* (ahol X = H,
L, A és R) mutacio is megvaltoztatta a hidrogénhid-kotések halozatat. Az EXM234 mutacio
kovetkeztében megvaltozott vas ligandum hatéassal van a Qa—ra, tovdbba az EX"?% muténs
a Qa helyen novelte a vad tipushoz képest a lehetséges konformacios allapotok szamat. Az
akceptor oldali mutansok entropia hozzajarulasanak megfigyelt novekedése 6sszhangban
van a hidrogénhid-kotés halozatanak fellazuldsaval. Ezek a megfigyelések 0sszhangban
vannak a neutronszorassal (NS — neutron scattering) (Sacquin-Mora és mtsai. 2007), a
rontgenabszorpcids finomszerkezet spektroszkopiaval (XAFS - X-ray absorption fine
structure) (Veronesi és mtsai. 2008) és a Mossbauer-spektroszkopiaval (MS - Mossbauer
spectroscopy) (Halas és mtsai. 2012) végzett mérésekkel, azaz, hogy a vad tipusia RC Fe-
ligandum merev, amit specifikus pont mutaciok lazitani tudnak.

A vizsgalt mutansokban a konformaciods flexibilitason kiviil a fehérje citoplazmatikus
oldaldn 1évd polédros oldallancok és a protoneloszlas is szerepet jatszhat az entrdpia
novekedésében, ha ezek eltérnek a toltésszétvalasztott és alapallapotban. A mutacio altal
okozott enyhe térbeli/elektrosztatikus atrendezddés kovetkeztében néhany negativ toltésii
Ugyanakkor a megfigyelt termodinamikai paramétereket, beleértve az entropiat, az oldat

kiils6 ioner6ssége csak kis mértékben befolyasolta (5.1. tablazat).

5.1.6. Kolesonhatasok valtozasa a mutans reakciocentrumokban

A disszertacioban szerepld Osszes mutans nagymértékben csokkentette a P* és P*Q,
kozotti szabadenergia-kiilonbségét. A mutaciok egyike sem jar jelentds strukturalis
valtozasokkal, azért ezekben a mutansokban a megfigyelt energetikai valtozasok a
kofaktorok (P és Qa) és a fehérje kornyezete kozotti kdlesonhatasok enyhe modosulasat
eredményezik, beleértve a RC periplazmikus oldalan a dimerhez k6t6d6 hidrogénhid-
kotések és a citoplazmikus oldalan 1év6 hidrogénhid-kotések halozataban bekovetkezd
valtozasokat.

A hidrogénkdtések konjugalt karbonil csoportokra, valamint azoknak a dimer
kozépponti redoxpotencialjara gyakorolt hatasa jol dokumentalt (Williams és Allen 2009).
A vad tipusban a P/P* kdzépponti redoxpotencial pH 8-nal ~500 mV (Mar6ti és Wraight
1988a). A dimerhez k&6t6d6 hidrogénhid-kotés hozzaadasaval a kozépponti redoxpotencial
60-120 mV-ot emelkedik, mig a hidrogénhid-kotés elvételével kb. 80 mV-tal csokken (Lin
¢s mtsai. 1994; Nagarajan és mtsai. 1993). A hidrogénhid-kotések valtoztatasaval jaro
mutansok késleltetett fluoreszcencia mérései alatamasztjadk ezeket az eredményeket.
Egyetlen hidrogénhid-kotés (a dimer egy konjugalt karbonil csoportjahoz) hozzaadasaval
okozott szabadenergia-valtozas tovabb fokozhatdo a hidrogénhid-kotések szamanak
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novelésével, melynek hatasara a késleltetett fluoreszcencianak mind a sebessége, mind az
amplitadoja (teriilete) novekszik (5.3. abra és 5.4. abra). Bar a késleltetett fluoreszcencia
(5.1. tablazat) alapjan meghatarozott szabadenergia-kiilonbségek csokkenése nem olyan
nagy, mint a redox titralassal kapott adatoknal (Lin és mtsai. 1994), a tendencia jol
felismerhetd. Az eltérés a két mérés kiilonbozo feltételeinek tulajdonithato. Mig a redox
egyensulyt a dimer kémiai oxidaciojaval érik el, a késleltetett fluoreszcencia modszer a Qa
redox valtozasait is tartalmazza. A fehérjekornyezet dimerrel vald kolcsonhatasa
szabalyozza a RC-ban a szabadenergia-kiilonbséget. A hozzaadott hidrogénhid-kotések
csokkentik a szabadenergia-kiilonbséget és az abszorbealt foton fotokémiai
hasznositasanak hatasfokat. A dimer hidrogénhid-kotések halozatanak szisztematikus
megvaltoztatasival a P/P* kozépponti redoxpotencialt 1ényegesen meg lehet emelni, hogy
er0sen oxidalo reakcidocentrumokat hozzunk 1étre (Lin és mtsai. 1994). Az immar er6sen
oxidalo reakciocentrumokban a tirozin megfelelé poziciokba helyezésével analogia
mutathatd ki a masodik fotokémiai rendszer redoxaktiv tirozinjaval (Kalman és mtsai.
2004). Ezek a nagymértékben oxidalo RC-0k képesek a mangan(Il) oxidalasara, de csak
masodrendli difftizio-vezérelt folyamatként (Kalman és mtsai. 2003; Thielges és mtsai.
2005; Kalman és mtsai. 2011).

A Qa kornyezetében kialakitott mutdciok - példaul az Ile—ThrM26

- $Z4mos
kovetkezménnyel jarhatnak, hiszen a Qa energetikajat komplex kdlcsonhatasok hatarozzak
meg a kornyez6 aminosavakkal (Wraight és Gunner 2009). A szerkezeti adatok alapjan a
HisM219 ¢s az AlaM?®0 hidrogénhid-kotéseket képez a Qa kinon 04 (2,87 A) és az O1 (2,82
A) karboniljaival (5.1. 4bra, C panel). A TrpM?®2 ¢s az 11eM? a kinongyiirti ellentétes
oldalain vele van der Waals-kolcsonhatasban allnak. Az M265 izoleucin mutacidja Kisebb,
polaris aminosavra, példaul treoninra vagy szerinre, jelentds redox valtozasokhoz vezet
(Rinyu és mtsai. 2004). A t6ltésrekombinacio sebességi allandojabol mért kiilonbségek azt
mutatjak, hogy a mutaciok a Qa kozépponti redoxpotencialjat 85-100 mV-tal csokkentik
(Takahashi és mtsai. 2001; Wells és mtsai. 2003). Hasonl6 eredményt kaptam (~100 mV a
treonin esetében) késleltetett fluoreszcencia mérésekkel (lasd a 5.1. tablazat). AP*Q,, P*-
hoz viszonyitott szabadenergia szintjének valtozasat szamos tényez6 okozhatja, de ezen
tényezOk hozzajarulasa még nem tisztazott. A mutacio elektrosztatikusan befolyasolhatja a
fehérje-kinon kolcsonhatasokat, vagy megvaltoztathatja a van der Waals-kdlcsonhatdsokat.
A peptid gerincének kinonokt6l valo elmozdulasa névelheti az O1 karbonil és az AlaM260
peptid NH hidrogénkotési tavolsagat ~0,1 A értékkel. Ezenkiviil az aminosavak méretbeli
kiilonbsége (van der Waals kontaktus) és a treonin altal behozott hidroxilcsoport is
hozzéjarulhat a megfigyelt eltolodas kialakulasahoz. A kinon metoxicsoportjai feltehetden
csekély szerepet jatszhatnak az energetikai valtozasokban, hiszen, ha a nativ ubikinont
helyettesitjiik antrakinonnal, amelyben nincsenek metoxicsoportok, hasonlé energetikai
hatasokat kaphatunk (Wells és mtsai. 2003). Ugyan az ujabb pulsed-EPR mérések tovabbi
részleteket szolgaltattak a Qa kornyezetében kialakitott mutaciokrol, végleges
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kovetkeztetést nem tudtak levonni (Martin 2011). Mig a nitrogén hiperfinom-csatolasi

M219 &5 a Qa szemikinon kozott, a kvadrupdl

paraméterek kozel azonosak voltak az His
paraméterek jelentds valtozasa volt megfigyelheté. Bar a kotdhely szerkezetére csak
elhanyagolhat6 hatast gyakorol a mutacio, de ez a hatas mégis elegend6 lehet ahhoz, hogy
az elektromos potencial és/vagy a térer0sség gradiens hozzajarulasa 1ényeges legyen az
elektrosztatikus kolcsonhatashoz és a megfigyelt Szabadenergia-valtozasahoz.

Az M234 glutaminsav két kotést alakit ki a vas atommal, tovabba egy-egy kotést
négy hisztidinnel (His"**, Hist?°, HisM21® ¢s HisM2%%) (5.1. 4bra). Az L190 és az M219
hisztidin szimmetrikusan kotédik a Fe atomhoz, valamint hidrogénhid-kotéssel a Qa-hoz
és Qg-hez. A Qa-HisM?1-Fe-His-?®-Qg "lanc" teremti meg a szerkezeti és energetikai
kapcsolatot a két kinon kozott (Cheap és mtsai. 2007). A GluM?3 kézponti pozicidja miatt,
amely a két kinon kozott helyezkedik el és a Fe atomhoz kotddik, kihatassal van a Qa
energetikajara. A disszertacioban ezt négy kiilonbozé Glu— XM?* mutanssal (X = His, Leu,
Ala és Arg) vizsgiltam. Példaul a hely-specifikus EHM?%* mutacioval egy 6todik hisztidint
adhatunk a Fe ligandumhoz vagy az ERM?** mutacidval a savas aminosavat cseréltiink le

LM234 mutacioval egy olyan nagyobb méretii, nem polaros

egy bazikus aminosavra. Az E
aminosavat adhatunk a ligandumhoz, amely képtelen kolcsonhatasokat kialakitani a Fe-
atommal és/vagy nem teszi lehetové vizmolekulakkal toltott iireg kialakuldsat. A vizsgalt
Osszes akceptor oldali mutans megvaltoztatta a Qa hidrogénkotés halozatat (Cheap és
mtsai. 2009) és jelentés valtozast okozott a primer kinon késleltetett fluoreszcencia altal

mutatott energetikajaban (lasd az 5.1. tablazat).

56



5.2. MUTANS ES vAD TIPUSU RBA. SPHAEROIDES REAKCIOCENTRUM FLUORESZCENCIA INDUKCIOJA ES ANIZOTROPIAJA

5.2. Mutans és vad tipusu Rba. sphaeroides reakciécentrum fluoreszcencia
indukcidja és anizotropiaja

Bemutattam, hogy a Rba. sphaeroides bibor fotoszintetikus baktérium reakciécentrumaban
a helyspecifikus mutacié (5.9. abra) modositja a dimer energetikajat (Lin és mtsai. 1994;
Williams és Allen 2009) és destabilizalja a P*Q, primer toltéspart (Onidas és mtsai. 2013)
(lasd 5.1 fejezet). Mindezek kovetkeztében megvaltozik a kolcsonhatas (csatoltsag) a
monomer (B) és a dimer (P) Bkl k6zott. Annak érdekében, hogy jobban megértsem a B és
P kozotti fehérjén beliili energiatranszfert, Rba. sphaeroides vad tipusu és tripla mutansbol
(Leu—His'®! - Leu—HisM* - Phe—HisM%) izolalt RC-on (kvazi) steady-state
spektroszkopia (fluoreszcencia indukcié ¢€s fluoreszcencia anizotropia) méréseket
végeztem a bakterioklorofill szelektiv gerjesztésével.

Az 5.9. abra a dimer és a két monomer bakterioklorofill elrendezését mutatja,
valamint azok atmeneti dipoljait a gerjesztett- és az alapallapot kozott. A dipolok
iranyultsagukban eltérnek, amely jelentdsen meghatarozza az orientacid-fliggé fehérjén

beliili energiatranszfert, tovabba a kromoforok fluoreszcenciajanak anizotropiajat.
p

164?-‘ /B,
B, . LegM!3!
P
PheM!97
LeyML60

5.9. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 RC dimer (P) és monomer (Ba és Bg) bakterioklorofillok
fitil-oldallancaik nélkiil, valamint harom aminosav, amelyek a vad tipusa RC-ban
hisztidinre lettek cserélve. (PDB strukttira 314D, felbontas 2,01 A). A nyilak a monomer
bakterioklorofillok Qy atmeneti dipdljainak vetiiletét és a dimer alacsonyabb gerjesztési
allapotat (P_) mutatjak (Jonas és munkatarsai 1996). A Ba és a Bg atmeneti dipoljai 164°
és 34° szogben allnak a dimerhez tartoz6 atmeneti dip6lhoz képest.
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Mivel a kofaktorokat konnyen jellemezhetjiik és azonosithatjuk a kézeli infravoros
abszorpcid és fluoreszcencia spektrumok specifikus savjaival (lasd 2.5.1 fejezet), ezért a
bakterialis RC fluoreszcenciaja szelektiven gerjesztheté olyan 1ézerdiodakkal, amelyek
hullamhosszai a kromoforok abszorpcid savjaiba esnek. 808 nm (infravords) hullamhossza
1ézerdidda alkalmazasaval a vad tipusa RC-ban mind a B, mind a dimer magasabb exciton
allapotai  kozvetleniil gerjeszthetéoek (2.9. 4abra). Ilyen gerjesztésnél két jol
megkiildnboztethetd fluoreszeencia sav jon létre 850 és 910 nm-nél, amelyek a 1B*-rél és
a 'P_-rél (a dimer alacsonyabb exciton 4llapotardl) az alapallapotra torténd sugarzasos
atmeneteknek felelnek meg (5.10. abra, A panel). Abban az esetben, ha a RC-ot kémiai
uton oxidaljuk a gerjesztést megel6zden ferricianid segitségével, a dimer sav eltlinik (5.10.
abra, B panel).
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5.10. abra. Rba. sphaeroides RC sotétadaptalt (A) és kémiailag oxidalt (B) kozeli
infravorés abszorpcio és fluoreszcencia spektruma szobahOmérsékleten. A dimer
abszorpcid ¢és fluoreszcencia spektruma a RC kémiai oxidalasat kdvetden eltlinik.
Feltételek: 1-10 uM RC; 0,03 % LDAO; 10 mM Tris puffer; pH 8 (bal oldal) és +40 mM

kalium ferricianid (jobb oldali dbra)

5.2.1. Mutans és vad tipusu RC fluoreszcencia indukcioja

4

A dimer fokozatos fénygerjesztéssel is oxidalhato. A 1ézerdidodaval torténd gerjesztés soran
a P—P" atmenetet a 910 nm-nél 1évé dimer fluoreszcencia sav teriiletének csokkenése jelzi
(5.11. abra, A panel), amely a gerjeszthetd P-k fogyasanak eredménye. Ehhez hasonlo
karakterisztikus valtozasok figyelhetbek meg intakt sejtekben is a bakterioklorofillok
fluoreszcencia savjainal a sotét — fény atmenet soran (fluoreszcencia indukcié) (Clayton
1966; Osvath és mtsai. 1996), melyet széleskorti érdeklodés 6vez (Koblizek és mtsai. 2005;
Kocsis és mtsai. 2010; Asztalos és mtsai. 2012; Kis és mtsai. 2014). A fluoreszcencia
hatasfok csokkenésének sebességi allanddjat a 1ézerdidda intenzitasaval szabalyozhatjuk.
szennyezettségének tulajdonithato.

Ha az emissziot nem 910 nm-en, hanem 850 nm-en detektaljuk, az indukcid

kinetikaja figyelemreméltd valtozadsokat mutat. Ezen a hulldamhosszon a B hozzajarulasa a
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meghataroz6 és ez alakitja ki a RC megfigyelt fluoreszcenciajat. A kezdeti emelkedést
kovetden a fluoreszcencia igen magas szinten éri el a maximumat. A 910 nm-nél és 850
nm-nél megfigyelhetd fluoreszcencia kinetikak ellentétes alakja, de megegyezd esési €s
emelkedési ideje egyértelmii bizonyitéka a 1B*-rol a dimérre torténé elektron gerjesztési
energiatranszfernek. A vad tipusu RC fluoreszcencia indukcidjanak spektralis és Kinetikai
valtozasai kozotti altalanos és szemléletes kapcsolatot az 5.11. abra D panelja mutatja
(kvazi) 3D-s abrazolasban.
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5.11. 4bra. Rba. sphaeroides vad tipusu és tripla mutans (Leu—His**! - Leu—HisM?60 -
Phe—HisM%) RC fluoreszcencia indukcié spektralis és kinetikai valtozasai 808 nm-es
hullamhosszu 1ézerdioda gerjesztéssel. A fluoreszcencia indukcié 910 nm-en (A panel) és
850 nm-en (B panel) felvett kinetikaja, a vad tipusu (fekete) és tripla mutans (voros) RC-
ok esetében. C panel: A vad tipusu (fekete pontok) és a mutins (z6ld pontok) RC
fluoreszcencia spektruma, ahol a dimer redukdlt allapotban van valamint a RC
fluoreszcencia spektruma a dimer kémiailag oxidalt allapotaban (piros pontok). A vad
tipustt RC fluoreszcencia spektrumanak és kinetikajanak 3D abrazolasa (D panel).

A dimer és Bkl kozotti aminosavak tripla mutacidja nem valtoztatja meg a RC kozeli
infravords abszorpcids spektrumat, de jelentésen modositja a fluoreszcencia spektrumat és
indukcios kinetikajat. Mig a 850 nm-nél levé BKI fluoreszcencia hatasfok dramaian
csokken, addig a 910 nm-nél megfigyelheté dimer fluoreszcencia hatasfoka kétszeresére

nd. A toltésszétvalasztashoz sziikséges fényhasznositds sebességi allandojat, amely a 910
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nm-nél mérhetd fluoreszcencia indukcio relaxacids allandojaként mérhetd, a mutacido nem
modositja. Mindazonaltal a 850 nm-en detektalt kinetikak jelentdsen megvaltoznak (5.11.
abra, B panel).
spektralis és idobeli valtozasait a két kromofor (P és B) energiaszint diagramja alapjan
targyalom (2.9. abra). A 800 nm-es abszorpcidé sav gerjesztésével két jol kivehetd
fluoreszcencia sav jelenik meg 850 nm-nél és 910 nm-nél, amelyek a P* és !B*
allapotokrol  alapallapotra  torténé  atmencteinek  tulajdonithatéak. A dimer
fluoreszcenciajanak kvantumhatasfoka igen alacsony, 4-10™* (Zankel és mtsai. 1968),
amely foként a fotokémia (toltésszétvalasztas) nagy sebességi allanddjanak koszonheto.
Hasonl6an alacsony értékek varhatéak a B fluoreszcenciajanal, mert 1) a dimer (1P, ) 810
nm-hez kozeli abszorpcidja felelés a B 800 nm-nél levd abszorpcidjanak kozel
egynegyedéért és 2) a két fluoreszcencia sav fluoreszcencia intenzitasa ugyanabba a
nagysagrendbe esik a vad tipusa RC-ban. Habér a 'B*-rél *P*-ra a 'P;-n keresztiil torténd
energiatranszferének pontos sebességi allandoja vitatott (Jonas és mtsai. 1996; Stanley és
mtsai. 1996; Arnett és mtsai. 1999), legalabb tizszer nagyobbnak kell lennie a toltés
szétvalasztas sebességi allandojanal. Ahhoz, hogy nagyjabol hasonld fluoreszcencia
kvantum hatasfokot kapjunk a B-re és P-re, a B-nek legaldbb 10-szer nagyobb sugérzasi
sebességi allandot kell feltételezniink P-hez képest a vad tipustt RC-ban. A fehérjén beliili
kémiai kornyezet €s energetikai csatolas is szdmithat ennél a kiilonbségnél.
Erdekes felfedezés volt, hogy a B fluoreszcencia hatasfoka nem valtozott jelentésen

a dimer oxidaciojaval, mert csak egy kis novekedés volt detektalhatd. Ha oxidaljuk a P-t
(kémiai Gton vagy folyamatos fénnyel), nem torténik energiatranszfer 1B*-rél 1P;-re, azaz
a B fluoreszcencigjanak sokkal nagyobb hatasfoka varhat6. Mindazonaltal ez nem
kovetkezik be, valosziniileg egy masik deaktivald (veszteséges) folyamat jelenléte miatt,
amelynek hasonl6 a sebességi allandéja, mint a 1B* — P} energiatranszferé. Mivel a 'B*

s 1P* (az oxidalt dimer magasabb excCiton szintje) kozel izoelektromos allapotban
vannak, és egymashoz kozel helyezkednek el, ezért erés elektromos kotés és ennek
kdszonhetden nagy transzfer sebesség varhato, amely a megfigyelt alacsony szinten tartja
a B fluoreszcencia hatasfokat.

5.2.2. Mutans és vad tipusu RC fluoreszcencia anizotropidja

A 865 nm-es sav direkt gerjesztésével elért dimer fluoreszcencia anizotropidja mind a vad
tipusu, mind a mutans RC-ban magas (nagyon kézeli a +0.4 elméleti maximumhoz) és nem
mutat hullimhosszfiiggést (5.12. abra, B és D panel). Hasonléan magas és konstans
fluoreszcencia anizotropia figyelhetd meg amikor a dimert kémiailag oxidaljuk
ferricianiddal (5.12. abra, A panel). Az anizotropia spektrum megvaltozik amikor a dimer
alacsonyabb exciton szintjét nem kozvetleniil gerjesztjiik. A Bkl fluoreszcencidjanak
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anizotropiaja keveredni fog a dimer direkt és nem direkt gerjesztésével kapottal. A 1B*-r6l
a 1P_-re torténd gerjesztési energiatranszfer depolarizalja a nem kozvetleniil gerjesztett
dimer fluoreszcenciat. Az anizotropia OsszegzOdés torvénye szerint a megfigyelt
anizotropia, a komponensek frakciondlis fluoreszcencia intenzitdsaval sulyozott
anizotropidjanak osszege lesz. A fluoreszcencia anizotropia szamitott spektruma mind vad
tipusi, mind mutians RC esetén egy simitott 1épcsés fiiggvényt mutat a hosszabb
hullamhosszak felé lejté véggel (5.12. abra, A és C panel). A Bkl és a dimer Qy
atmeneteinek szelektiv gerjesztése, 850 nm alatt, magas szinten tartja az anizotropiat. Mas
a helyzet amikor mas kofaktorok és atmenetek egyidejlileg gerjesztédnek, ahogy azt (Ebrey
¢és Clayton 1969) kozolték.
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5.12. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 vad tipust (A és B panel) és mutans (LH"3! — L HM160
— FHM297) reakciocentrum (C és D panel) fluoreszcencia anizotropia spektruma. Gerjesztés
hulldmhossza: 808 nm-es és 865 nm-es 1ézerdiddaval. A 808 nm-es gerjesztés soran a
fluoreszcencia B* és P_ eredetii (1asd 2.9. abra), ezért a megfigyelt anizotropia az egyes
komponensek anizotropidinak 6sszege a fluoreszcencia spektrumok Gauss-felbomlasabol
meghatarozott fluoreszcencia intenzitassal stilyozva (5.11. abra). A szamitott anizotropidk
(A és C paneleken 1év6 szaggatott vonalak) a mért pontok hibahataran beliilre esnek.

A dimer alacsonyabb exciton szintjének (P_.) 865 nm-es hullamhosszti fénnyel vald

gerjesztésével a mért fluoreszcencia anizotropia nagyon kozel van az elméleti maximum
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(+0,4) értékhez a felvett fluoreszcencia spektrum teljes spektralis tartomanyaban. Ez a
megfigyelés egyetlen (vagy kettd eltérd, de parhuzamos) atmenetet jelez €s nem egy par
degeneralt atmenetét. A 865 nm-es abszorpciods savval egybevago egyetlen CD sav is ezt a
kovetkeztetést igazolja (5.13. abra).

60 - Rba. sphaeroides 2.4.1 RC .

CD (mdeg)

1 " 1 s 1 PR B L 1 L Il L 1

675 700 725 750 775 800 825 B850 875 900

Hullamhossz (nm)

5.13. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 sejtbdl izolalt RC CD spektruma. Kondiciok: 3 uM RC
TL pufferben: 0,03 % LDAO, 10 mM Tris, pH 8; az optikai fényut 1 cm; 3 mérés atlaga.

Hasonloan, a hatarértékhez kozeli fluoreszcencia anizotropiat figyeltem meg a 808
nm-en torténd gerjesztéssel, amikor a dimer oxidalva volt. Kdovetkezésképpen, a
monomerikus bakterioklorofill (B) abszorpcios és emisszios dipdlus momentumainak
(kozel) parhuzamosnak kellene lennie. Ha a dimer nincs oxidalva, a P és a B is emittal
fluoreszcenciat és a kapott anizotropia a komponensek megfelelé fluoreszcencia
intenzitasaval sulyozott anizotropidinak osszegével lesz egyenld. A B fluoreszcenciajanak
anizotropigja r = ro = +0,4 a direkt gerjesztés miatt. A dimer fluoreszcencidja a P*
allapotbol szarmazik, amely betdlthetd a P;-bél (anizotropia r = —0,2, mivel a P+ nagy
szoget zar be (~90°) a 'P_-el) vagy a 1B}, és 'Bj-bol energiatranszferrel.

3-cos?apg. — 1 3-cos?apg. — 1
o [ )

ahol a apg, ¢és apg, megfelel a P_ ¢és By illetve a P_ és Bg atmeneti dipolok kozotti

szogeknek (lasd 5.9. abra). A dimer fluoreszcencia anizotropiajanak igen magas mért
érteke akkor magyarazhato, ha a 1B*-rél egy jelentds mértékii energiatranszfer kozvetleniil
célozza meg a P* allapotot. Szdmos allapot kozott (1B*, 1Py, P* és PTH™), szdmos
1épésbol allo (energiatranszfer és belsd konverzid kombinacidja), kiillonb6zo kinetikai
modell vehet6 szamitasba lehetdségként (Jonas és mtsai. 1996; Arnett és mtsai. 1999). Az
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egyes komponensek anizotropidinak dsszege alapjan szamitott fluoreszcencia anizotropia
hullamhosszfiiggése elfogadhato egyezest mutat a kisérlettel.

A dimerben levé Pa és Pg 2-acetil és 9-keto csoportjai hidrogén-kotéssel
kapcsolédnak a kornyezé fehérjékhez. A LH3T — LHMI60 _ FHMIY mytacio modositja a
dimer hidrogénko6tés mintazatat, ahogy azt az 5.1 fejezetben részletesebben targyaltam. A
hidrogénkotések szamanak novekedése a mutansban kb 200 meV-tal noveli a dimer
kozépponti redoxpotencialjat, a késleltetett fluoreszcencia intenzitasat és 200 meV-tal,
pH 8-on destabilizalja a P*Qj toltéspart. Mindazonaltal kisérleteink azt mutattak, hogy a
dimer prompt fluoreszcencia tulajdonsagait (a spektrumot, az atmeneti dipélusok
orientaciojat és er6sségét, a Stokes-shift nagysagat) a mutacio nem modositotta jelentdsen.
Masrészr6él a monomer bakterioklorofill fluoreszcencia hatasfokanak jelentés csokkenését
tapasztaltam. A fluoreszcencia hatasfok csokkenésének oka lehet a 1P-re torténd elektron
gerjesztési energiatranszfer sebességének novekedése vagy a 1B* sugarzas bels6 sebességi
alland6janak csokkenése a vad tipusi RC-hoz képest. A P és B kozotti aminosavak
mutacioja hatassal lehet a kromoforok kozotti kotésekre, amely a monomer BKI
fluoreszcencia tulajdonsagainak és a dimerre torténé gerjesztési energiatranszfer valtozasat

eredményezi.
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5.3. Hg?* ion indukalt fotokémiai folyamatok gatlasa bakterialis
reakciocentrumban

A fehérjékhez kotott fémek szdmos fontos bioldgiai reakcidban képesek részt venni, ezért
a nehézfém-ionok RC-hoz torténd kotédését gyakran alkalmazzak aminosav szarmazékok
és kiilonb6z6 mechanizmusok azonositasara (Yruela és mtsai. 1993; Gerencsér és Maroti
2001; Utschig és Thurnauer 2004; Utschig és mtsai. 2005; Kalman és mtsai. 2011).

A higany egy globalisan el6fordul6 szennyez6 anyag, mely nagyon karos hatasokat
fejt ki a fototrofokra (baktériumok és algak) és a novényekre egyarant, amit szamos
kozelmultban megjelent tanulméany is hangstlyoz. A higany(ll) (Hg?") stresszhatasat
leirtak az agro-6koszisztémara (Zhao és mtsai. 2014) és a fototrofokra (Asztalos és mtsai.
2012; Deng és mtsai. 2013; Kis és mtsai. 2015; Kis és mtsai. 2017), és azt is, miként hatnak
a fototrofok a Hg ciklusra (azaz a Hg redox allapotanak megvaltozasara, a Hg
felhalmozodasara, a lehetséges metilaciora) (Gregoire és Poulain 2014). A Hg?", mint a
fotoszintetikus baktériumok szamara az egyik legmérgezébb anyag (Giotta és mtsai. 20006),
els6sorban a RC fehérjét tamadja (Asztalos és mtsai. 2012; Asztalos és mtsai. 2010).
Osszehasonlitva a Hg?* atmeneti fémiont a tobbi nehézfémmel megallapithatjuk, hogy
sokkal toxikusabb. Ez latszik, ha 6sszevetjiikk néhany vizoldékony s6 LD50 értékét - HgCl
(oralis, patkany): 3,7 uM/kg; CdCl; (oralis, patkany): 473 uM/kg; Pb(OAC)2 (oralis, kutya):
914 uM/kg; ZnCl; (oralis, patkany): 2381 uM/kg (Rubino 2015).

Az atmeneti fémionok (Zn?*, Ni%*, Cd?" stb.) drasztikus hatast gyakorolnak a
bakteridlis RC redoxfolyamataira. A Zn?*, Ni?*, Cd?" atmeneti fémionok elektron- és
protontranszferre gyakorolt hatasat (Utschig és mtsai. 1998; Paddock és mtsai. 1999;
Axelrod és mtsai. 2000; Utschig és mtsai. 2001) behatoan tanulmanyoztak, szemben a Hg?*
atmeneti fémionnal, melynek hatdsmechanizmusar6l a bakterialis RC-ban nem késziilt
atfogo tanulmany.

A kiilonbdzé Hg?" ion altal indukalt hatasok feltarasa és elkiilonitése nagy kihivast
jelent. A RC-ban a Hg?" ionnak szamos nagy affinitisti kotohelye van, melyek az
elektrontranszport lanc kiilonbz6 részeit gatoljak mieldtt a RC fotokémiaja teljesen le nem
all. A higany(ll)-nak a RC-hoz valo kotése a fehérje jellegzetes szerkezeti és funkcionalis
valtozasait idézi elé, ideértve a RC pigmentjeit (elsésorban a Bkl-dimert) és az
elektrontranszportot mind a donor, mind az akceptor oldalon. A Hg?" ion tAmadasanak
legérzékenyebb célpontja a mdasodlagos kinon kotdhely és az elsddleges interkinon
elektrontranszfer gatlasa, amelyek bizonyitottan a legelsé jelei a higanyszennyezésnek
(Asztalos és mtsai. 2010).

Ezeken a megfigyeléseken felbuzdulva olyan vizsgalatokat végeztem, amelyek a
higanykotés lehetséges helyeit és kdvetkezményeit céloztak meg Rba. sphaeroides 2.4.1
fotoszintetikus biborbaktérium RC-ban. Mindemellett remélem, hogy az ebben a fejezetben
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bemutatott kutatds 11j betekintést nyujt a vizes €lohelyek higanyszennyezésének korai
kimutatasara és molekuldris mechanizmuséanak kutatasara.

A Hg?* ionok (Rba. sphaeroides biborbaktériumbél) izolalt RC-hoz nagyszamban,
foleg nem specifikus helyekre kotédnek. A kotShelyek szamara és azok erdsségére
vonatkozo kotéstanulmanyt Kis Mariann végezte, mely modszerrdl a doktori dolgozatdban
részletesen olvashatnak, ill. az ide vonatkozo f6bb eredményeket az [3]-ban mutatjuk be.
A kotéstanulmanyban nagyszamu (tobb szaz) kis affinitasu, valamint kisszamua nagy
affinitds kotShelyet azonositottunk. A Hg?* ion 5-50 uM Hg?*/1 uM RC koncentréci6
tartomanyban rendhagyo hatast gyakorol a RC jol meghatarozott folyamataira, melyeket
alabb részletezek. Ezen hatasokat kivaltd specifikus kotohelyek azonositasa érdekében
LIGSITE®® webszervert (Huang és Schroeder 2006) hasznaltam figyelembe véve a fehérje
elektrosztatikus potencialfeliiletét, a cisztein ill. metionin aminosavak helyeit, és a kés6bb

részletezett mérési eredményeket (5.14. abra, valamint video (elektronikus verzidban)).
periplazmikus oldal

5.14. abra. Rba. sphaeroides RC fehérje felszini reprezentacidja a feltételezett specifikus
kotéhelyekkel. (A) A citokrom dokkolasi helye feloli nézet (periplazmikus oldal), (B) RC
oldalnézeti képe és (C) a protonkapu felsli nézet (citoplazmikus oldal). A Hg?* lehetséges
kotohelyeit magenta szinnel jeldltem. Tovabbi jelolések: Bkl dimer (sarga); Bkl monomer
(z61d); Bfeo (barna); Kar (narancssarga); Fe (piros); Qa és Qg (kék); protontranszferben

résztvevé aminosavak (cian). Megjelenitéshez PyMol-szoftvert hasznaltam; PDB: 314D.
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5.3.1. Donor oldali hatdsok

A RC kozeli infravords tartomanyban 1évo 865 nm-nél 1évo abszorpceid csucs (az elsddleges
elektrondonor) a Bkl dimer P Qy kis energiaju atmenetének felel meg (lasd 2.5.1 fejezet).
Ez az abszorpcid sav rendkiviil érzékeny a P kérnyezetében 1év6 kiilonbozo perturbaciokra,
amelyek befolyasoljék a dimer elektronikus szerkezetét és a specialis dimert alkotd Pa és
Ps 0sszekapcsolodasat. Megfigyeltem, hogy a RC abszorpcié spektrumanak dimer savja
(865 nm) a higany(ll) kezelés hatasara (~100 [Hg?*)/[RC]) 30 nm-rel eltolodik a kék
tartomany felé (835 nm-re), az abszorpcié maximumanak csokkenése nélkiil (5.15. abra).
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5.15. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 RC dimer steady-state abszorpcio savjanak
kékeltolodasa a Hg?* koncentracid ndvelésének hatasara (A); 100 [Hg**]/[RC] hozzaad4sa
utan megfigyelt kékeltolodas mértéke kiillonbdz6 pH-n (dimer abszorpeid savjanak cstics
helyét Gauss-gorbékkel valo illesztéssel hataroztam meg) (B). Feltételek: 1 uM RC TL-
pufferben, HgCl, 0-100 uM-ig titralva (A); 1 uM RC hozzaadott 100 uM Hg?*-al, a RC
1-1 mM (Mes, Mops, Tris, Caps) puffert s 0,03 % LDAO-t tartalmazé oldatban.

Mig a monomer Bkl (802 nm) és a Bfeo (760 nm-en) abszorpcid savjainak pozicidi és
amplitudoi valtozatlanok maradnak, a dimer sav eltolodasa jol felismerhet6 izoszbesztikus
pontot mutat. Ez a 865 nm és 835 nm hulldmhosszon elnyel6 két komponens egymdasba
alakulasaval kialakitott egyenstlyt jelzi. Ugyanakkor a dimer abszorpcidé savjanak
higany(ll) altal indukalt eltolodasa visszafordithato, ill. gatolhaté a pH csokkentésével,
amelyet pKa 6,1 érték jellemez. Ez a megfigyelés egy olyan savas protonalhatd csoport
protonalddasat/deprotonalodasat jelzi, amely a dimer kornyezetében van, és ott
elektrosztatikus hatdsokat fejtve ki védi a higany(II) kotddéstol.

Hasonl6, 865 nm-r6l 845-850 nm-ig terjed6 kékeltolodasokat figyeltek meg a RC
dehidrataciojakor polivinil-alkohol (PVA) félidban vagy iiveges trehal6z-matrixokban,
mely a dimer szerkezetében torténd dehidratacid altal indukalt reorganizacidkkal
magyarazhatok (Malferrari és mtsai. 2015). llyen hatasokat figyeltek meg a detergens

crer

(cetil-trimetil-ammonium-bromid, CTAB) a Qy sav kékeltolodasat indukalja az LDAO
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oldott Rba. sphaeroides RC-ban, amely eltolodas anionos feliiletaktiv dezoxikolat
adagolasaval visszafordithatd (Miih és mtsai. 1997). Ezenkiviil a dimer Qy savjanak
helyzetét a P kozelében kialakitott pontmutaciok is befolyasoljak. A Rba. sphaeroides RC-
ban kialakitott két mutacioval, a His"*"® és HisM?%? - a két Bkl P kozponti Mg?* ionjaval
koordinalo - hisztidin aminosavak leucinra torténd valtoztatasaval Bkl/Bfeo
heterodimereket kaptak, és a Qy sav 850 nm-re tolodasat figyelték meg (Miih és mtsai.
1998). A vérakozasokkal ellentétben az lle—His"'"" - His—Leu"'"® dupla mutacioval nem
alakult ki BKl/Bfeo heterodimer RC, de a dimer 865 nm-es abszorpcid savjanak 46 nm-es
kékeltolodasat okozta (Vasilieva és mtsai. 2012). A megfigyelt kékeltolodasok a mutaciot
kovetden bizonyos foku korrelaciot mutatnak a hidrogénkotések novekedésével (Allen és
Williams 1995; Deshmukh és mtsai. 2011). Altalanossagban a Pg-hez torténd
hidrogénkotés(ek) kialakitasa kékeltolodast, mig ugyanez a Pa-hoz voroseltolodast
eredményez a dimer 865 nm-es savjaban. Ugyanakkor a hidrogénkotések szamanak
mutacioval 2-r6l 3-ra vagy 3-rol 4-re torténd novelése soran a megfigyelt 865 nm-es dimer
sav eltolodasa elhanyagolhatova valik (Deshmukh 2013).

Hasonl6 mértékii kékeltolodast figyeltem meg a kezeletlen RC monomer és dimer
Bkl-ok egyensulyi abszorpcié savjai kozott a RC-hoz 100 [Hg?*)/[RC] hozzaadasat
kovetden egy jol definialt izoszbesztikus ponttal jellemezve (5.15. abra). A fentiekben
felsorolt kiilonb6z6 koriilmények kozott eléforduld kékeltolodasok kozos eredetre
vezethetdek vissza, azaz a Hg?" ion altal indukalt kékeltolodds a Hg?* specifikus kotodését
jelzi a donor oldalon. A Hg?* ion, hasonléan, mint a fentickben bemutatott dimer
kornyezetében kialakitott mutaciok is, megvaltoztathatja a dimernek a fehérje kornyezettel
val6 kapcsolatat, melynek kovetkeztében a dimer makroszerkezete is megvéltozhat. A Hg?*
ion hozzaadasat kovetéen megfigyelt izoszbesztikus pont bizonyitja a spektralis régioban
abszorbealo két (és csak kettd) komponens jelenlétét és egyenstlyat, valamint a
megfigyelheté mennyiségii koztes allapotok hianyat a kezeletlen és a Hg?* ionnal telitett
RC-ok ko6zott. Ez az izoszbesztikus pont a dimer abszorpcidé savjanak kék spektralis
eltolodasabol szarmazik, melynek nagysaga 30 nm, és ~ 50 [Hg?*]/[RC] érték jellemez.

Megfigyeltem, hogy a Hg?* altal indukalt kékeltolodas fokozatosan csokkenthetd (és
akar meg is sziintethetd) az oldat ionerésségének novelésével (5.16. abra). Ez az arnyékolo
hatés erds bizonyitéka a Hg?* ionok pozitiv toltése és a dimer konjugalt m elektron rendszere

kozotti kolesonhatas elektrosztatikus természetére.
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5.16. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 RC dimer steady-state abszorpcio savjanak kiilonb6z6
ionerésség mellett megfigyelt kékeltolddasa 100 [Hg?*]/[RC] hozzdad4sa utan. Feltételek:
1,1 uM RC TL-pufferben hozzaadott 110 uM Hg?*-al valamint 0 mM, 10 mM, 25 mM és
50 mM NaCl.

Osszehasonlitva a dimer abszorpcié savjat a Bkl monomer abszorpcid savjaval, nem
tapasztaltam eltolodast a Hg?* kezelés hatdsara, ami egyértelmii jele annak, hogy a Hg?"
kotésének helye kozelebb helyezkedik el a P-hez, mint a monomer Bkl-hoz (vagy azokhoz
az atomokhoz, amelyek meghatarozzak a w elektronok eloszlasat).

A higany(Il) kezelés hatasara a dimer sav kékeltolodasa a RC CD spektrumaban is
megfigyelheté (5.17. abra, A panel), amely a Bkl energetikai valtozasait jelzi. Ezt a
megfigyelést tovabb erdsiti a spektroelektrokémiai mérésekbdl kapott Hg?* ion altal
kivaltott kozépponti redoxpotencial emelkedése (5.17. abra, B panel). A CD spektrum
valtozasa a Hg®" kotésének kovetkeztében Osszhangban van a dimer energetikai
egy széles pozitiv sav 860 nm-nél (Zabelin és mtsai. 2009) — nyilvanvaléan modosulnak,
ugyanakkor az latszik, hogy a P megdrzi dimer jellegét.

Az elektrokémiai redox titralas utan a kezeletlen RC-ra Em ~500 mV adodott. A RC
50 [Hg**J/[RC]-mal valé kezelése utin a RC P/P* kozépponti redoxpotencialja
Em ~535 mV, valamint 100 [Hg?*]/[RC]-mal valé kezelés utan Em ~545 mV adodott. A
dimerhez kozel kotott Hg?* ion elektrosztatikus hatasa kovetkeztében Em 47 + 12 mV-tal
emelkedett.
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5.17. abra. Kiil6nb6z6 spektroszkopiai modszerekkel vizsgalt Rba. sphaeroides 2.4.1 RC
dimer energetik4janak Hg?* ion altal indukalt megvaltozasa. (A) A kezeletlen RC (fekete)
és 100 [Hg**]/[RC] hozzaadasa utan (piros) mért steady state CD-spektrum. Feltételek:
3 uM RC TL-pufferben +100 [Hg*]/[RC]. (B) Kezeletlen RC (fekete), valamint
50 [Hg?*)/[RC] (piros) és 100 [Hg**]/[RC] (kék) hozzaadasat kovetd elektrokémiai redox-
titralas. A redoxtitralas soran meghatarozott pontokat — a RC dimer (P<>P* 4tmenet soran
megvaltozo) abszorpcid sdvjanak Gauss-gorbével valo illesztésébdl szarmaztattam és —
egykomponensti Nernst-egyenlettel illesztettem (a kapott kdzépponti redoxpotencialok:
~500 mV (kezeletlen), ~535 mV (+50 [Hg*]/[RC]) és ~545 mV (+100 [Hg?*J/[RC])).
Feltételek: 75 uM RC TL-pufferben, 1 mM bipiridil, 150 uM ferricianid.

A RC alapvet6 feladata a negativ €s pozitiv toltések szétvalasztasa €és a fehérjén
kiviilre juttatdsa. Ennek egyik formdja a periplazmikus oldalon k6t6do citokrom oxidalasa,
amelynek soran a dimeren keletkezd pozitiv toltés (P*) tavozik a RC-bol. Ahogy azt fentebb
bemutattam, a Hg?* ion kotédése a donor oldalon a dimer szerkezeti és energetikai
valtozasait okozza. Mivel az elsddleges fotokémiai folyamat rendkiviil ellenallonak
mutatkozott a Hg?* ion kérosito hatasaival szemben (a toltésszétvalasztas még telitési Hg?*
koncentraciénal is megfigyelhetd), a fényindukalt optikai mérések alkalmazhatok a Hg?*
altal kivaltott hatasok (karosodasok) kovetésére. Ezért annak eldontésére, hogy a szerkezeti
és energetikai valtozas Kiterjed-e a citokrom kotéhelyére is, fényindukalt
abszorpciovaltozas méréseket végeztem Rba. sphaeroides RC-on. A P*-nak cit ¢?* altali
es hullimhosszaknal kovettem nyomon. A méréseim alapjan a P/P* és cit c?*/cit ¢3*
kinetikaja nagyon hasonlit a kezeletlen és a higannyal kezelt RC-okban (5.18. abra).
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5.18. 4bra. Citokrom fotooxidicidja kiilonbozé Hg?* ion koncentracié mellett Rba.
sphaeroides baktériumban. Feltételek: 1 uM RC TL pufferben, 0, 25, 50 és 100
[Hg?*J/[RC], valamint 0-8 uM cit c?*.

A flash pillanataban a RC-hoz kétott cit ¢ az oxidalt dimert gyorsan (<10 us-0s
idéallandoval) visszaredukalja. Ha azonban a cit ¢ nem kotédik a RC-hoz a flash
pillanataban, akkor egy lassabb fazist (néhany ms-os id6allandoval) figyelhetiink meg,
amely megfelel a diffizio-vezérelt P* redukciéjanak. Mivel a kiilonbzé Hg?* és cit ¢>*/RC
koncentraciok mellett megfigyelt kinetikdk nagyon hasonld viselkedést mutattak a Hg?* ion
jelenlétében és hianyaban, megallapithatd, hogy a Hg?* nem modositja a redukalt

cit ¢?* kotési tulajdonsagait.
5.3.2. Akceptor oldali hatasok

A Hg? ion altal okozott, a primer akceptor kinon energetikajaban bekovetkezd
valtozasokat a dimer altal emittalt késleltetett fluoreszcencia mérésekkel kozvetleniil
nyomon lehet kovetni, hiszen a fényindukalt késleltetett fluoreszcencia P*-nak a P*Q,
donor (P*/P*) és/vagy akceptor oldal (Q,/Q,) barmely, a Hg?" ion hatisira bekdvetkezd
energetikai valtozasa befolyasolja a DL intenzitasat (Onidas és mtsai. 2013). A Hg?* ion
RC-hoz val¢ titralasa soran megfigyeltem a késleltetett fluoreszcencia €s vele egyidejiileg
a prompt fluoreszcencia szignifikans emelkedését (5.19. abra, A panel). Ezekb6l a P* és a
P*Qp kozott 1év6 szabadenergia-kiilonbség (AGp+q,, 4.3.1 fejezet) kis valtozasara lehet

70



5.3. HG?* ION INDUKALT FOTOKEMIAI FOLYAMATOK GATLASA BAKTERIALIS REAKCIOCENTRUMBAN

kovetkeztetni (5.19. abra, B panel), mely gyenge akceptor oldali energetikai valtozasokra

utal.
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5.19. abra. Normalizalt késleltetett- és prompt fluoreszcencia integralt intenzitasa (A) €s
aP* és P*Qj allapotok kozodtti szabadenergia-kiilonbség valtozasa a Hg?* ion koncentracid
novekedésével (B) Rba. sphaeroides 2.4.1 RC-ban. Feltételek: 1 uM RC TL pufferben, 60
puM terbutrin.

Hasonléan a P* /P* szabadenergia szintjéhez, a Q,/Q} energiaszintje sem érzékeny
a Hg?*-ra. Ezt fényindukalt tdltésrekombinacioval ellendriztem, ahol a nativ ubikinont
(UQ) antrakinonnal (AQ) helyettesitettem. Az alacsony kozépponti redoxpotenciala
antrakinonnal bet6ltott Qa kotohely esetében a PTQ, — PQy toltésrekombinacid kozvetett
(indirekt) Gton — a bakteriofeofitin redukalasan (P*Bfeo™-on) keresztiil — megy végbe,
mely ezaltal egy nagyon érzékeny eszkoz a kinon szabadenergia szintjében bekdvetkezd
valtozasok kovetésére. Ugyanakkor a Hg?* nem (vagy csak alig) befolyasolja a

toltésrekombinacio kinetikajat, azaz a Qa energetikajat (5.20. abra).
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5.20. 4bra. Hg?* titraldsa soran megfigyelt fényindukalt abszorpciovaltozas antrakinonnal
helyettesitett Rba. sphaeroides RC-ban egyszeri telitési fényimpulzussal vald gerjesztés
utan 430 nm-nél. Feltételek: 1 uM RC TL-puffer-ben, 20 uM AQ.
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Mivel a késleltetett fluoreszcencia mérésekkel kapott szabadenergia-valtozas, azaza P* /P
és a Q,/Q, allapotok kozti energiakiilonbség valtozasa kicsi és a P/P* redox titralassal
kapott kozépponti redoxpotencial novekedése ~47 meV — mely a varakozasoknak megfelel,
hiszen a P/P* és a P*/P™ energiaszintje kozotti kiilonbségnek koriilbeliil 49 meV-tal kell
nénie a megfigyelt 30 nm-es kékeltolodas miatt —, megallapithato, hogy a Hg?* ion a donor
oldalra sokkal erbteljesebb energetikai modosité hatassal van, mint az akceptor oldalra
(5.21. abra).
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5.21. abra. A kofaktorok kozépponti redoxpotencialja higany(II) kezelés hatasara. Mig a
késleltetett fluoreszcencia vizsgalatok alapjan a P* és a P*Q, allapotok kozti
energiakiilonbség valtozasa kicsi, addig a spektroelektorkémai mérések alapjan a P/P*
kozépponti redoxpotencialja szignifikansan noévekszik a higany(Il) titralas soran.
Mindemellett a Q,/Q, kozépponti redoxpotencial valtozasa elhanyagolhato a higany(l)
titralas soran, mely megallapitast antrakinonnal helyettesitett RC-on végzett fényindukalt

abszorpcidvaltozas mérések igazolnak.

A Hg?* ionnak a toltésrekombindciora és a kinonok kozotti elektrontranszferre gyakorolt

hatasa

A Hg? ion felgyorsita a megfigyelt fényindukalt P*(QaQgp)~ = PQAQp
toltésrekombinacidt, amelyet 430 nm-es hulldmhosszon fényindukalt abszorpcio-
valtozassal kovettem nyomon. A pillanatszerli (flash) ¢€s telitési megvilagitds utan
megfigyelt kinetika felbonthat6 egy lassu és egy gyors fazisra (5.22. abra, A panel belsé
abra), ahol a gyors komponens idéallanddja ~ 120 ms és ~ 15% relativ amplitaddju, amely
megfelel azoknak a RC-oknak, melyekben nincs Qg aktivitas. Azaz mig a gyors komponens
a P*Q, — PQu primer akceptorhoz tartozd toltésrekombinaciobol, addig a lasst
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komponens a kinon komplexben 1€vé Qa ¢és Qs kozotti elektron megoszlasabol ered
(P*QAQg — PQAQp) (lasd 2.5.2 fejezet). A Hg?* ion koncentracié ndvelése soran a RC
toltésrekombinaciojanak gyors fazisdhoz tartoz6 amplitiddja fokozatosan nd, mig a lasst
fazishoz tartoz6 amplitido fokozatosan csokken, mindez anélkiil, hogy a kinetika tejes
amplitiddja csokkenne (5.22. abra, B panel).
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5.22. abra. P*(Q,Qg)~ — PQg toltésrekombindcié kinetikdjanak valtozdsa (A) és a
kinetika gyors és lassi amplitiddjanak valtozasa (B) Hg®** kezelés hatdsara Rba.
sphaeroides RC-ban. Feltételek: fényindukalt abszorpciovaltozast 430 nm-en kovettem,
1,5 uM RC TL-pufferben; 0-100 [Hg?*)/[RC] (A) és 1,5 uM RC-ben 1-1 mM MES,
MOPS, Tris, CHES és CAPS puffer; 50 [Hg?*]/[RC] (B).

Mivel a Qg-t6l szarmazo toltésrekombinacid kozvetett utvonalon — Qa-n keresztiil —
torténik, és a kinetikak sebességi dllandoi kozel allandoak a kezelés alatt, a megfigyelt Hg?*
hatas annak kovetkezménye, hogy az elektronnak Qa—r6l Qs—re jutdsa az akceptor-kinon
komplexben fokozatosan gatlodik. Ha a higany(Il) koncentracidja nem elég nagy ahhoz,
hogy az Osszes reakciocentrumot telitse, akkor kétfazisu kinetikat kapunk. A kevert
kinetika kiilonbdzd fazisai a Hg?* iont kotott, ill. nem kotdtt RC-oknak feleltethetéek meg.
Telitési koncentraciot (pH 8-nal) ~ 100 [Hg?*]/[RC] sztdchiometria esetén értem el. Ebben
az esetben a toltésrekombinacio gyors komponense dominal (P*Q, — PQ, primer
akceptorhoz tartozoé toltésrekombinacié az uralkodo), mely a Qg aktivitas gatlasat jelzi.

A higany(ll)-nak a Qg-r6l iranyuld toltésrekombinaciora gyakorolt hatasa
reverzibilis, magas ionerésség mellett az effektus visszafordithato, ill. gatolhato (5.23.
abra, A panel). Ezek az eredmények egyértelmiien jelzik, hogy a Hg?* ion gatolja a Qs
aktivitast. Megfigyeltem tovabba, hogy az inhibicié pH fiiggé (5.23. abra, B panel):
pKa ~ 6,5 értékkel a Qg kornyékén 1évé protonalhatd csoportok befolyasoljak a Hg?*

hatasat, protonalt formajuk megvédi a Qg aktivitasat a Hg?* karos hatasatol.
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5.23. abra. (A) P*(QaQg)” — PQg
kiilonboz6 ionerésség mellett és (B) a fényindukalt-tdltésrekombinacio kinetikajanak lassu
és gyors komponensre bontdsdt (Awtal = Alassi + Agyors) kovetden a Qg funkcidjaval
dsszefliggd lasst osszetevd pH fliggése Hg?*-kezelés hatasara Rba. sphaeroides RC-ban.
Feltételek: (A) fényindukalt abszorpcidvaltozast 430 nm-en kovettem, 2 pM RC TL-
pufferben; 0-100 [Hg?*)/[RC] és (B) 1,5 uM RC-ben 1-1 mM MES, MOPS, Tris, CHES
és CAPS puffer; 50 [Hg>*]/[RC].

toltésrekombinacié kinetikdjanak valtozasa

A Hg?* ionnak a toltésrekombindciora gyakorolt iddfiiged hatdsa

A Hg?" ion nem azonnal fejti ki hatasat, hanem egy kis idére van sziiksége ahhoz, hogy
elfoglalja a Qg kozelében 1év6 kothelyet, és gatld szerepe érvényesiilhessen (5.24. abra).
fgy a toltésrekombinaciora gyakorolt higanyhatas nem csak a koncentraciétol, hanem a
kezelés idejétdl 1s fiigg. A komplex fliggést a visszreakcid lassi komponense
amplitdddjanak csokkenésével abrazolasban.
Szobahdmérsékleten 10-20 perccel a higany(l1) kezelés utan beall az egyensulyi allapot. A
megfigyelt idéfiiggd hatas a Hg?* ionnal kezelt RC-okban hasonlo, mint a kordbban
megfigyelt tripszinnel kezelt RC-ok esetében (Brzezinski és Andreasson 1995). A tripszin

els6sorban az arginin és lizin aminosavaknal hasitja a fehérjét, és mddositja funkciojat

érzékeltetem (kvazi)haromdimenzids

1dofiiggd modon. A tripszin altal kivaltott id6fiiggd folyamatban a toltésrekombinécio
sebességének valtozésa figyelhetd meg, ahol a Q, — Qg elektrontranszfer gatlodik, majd
végill a toltésszétvalasztis is megsziinik. Az 4ltalam vizsgalt Hg?* koncentracid
tartomanyban a Hg?" a t6ltésszétvélasztds folyamatat nem gatolja, szemben az interkinon

elektrontranszferrel, melyet koriilbeliil 20 [Hg?*]/[RC] koncentracio jellemez.
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5.24. abra. A Hg?" hatasanak koncentrici6 és id6beli fiiggésének 3D demonstralasa a
toltésrekombincid lasst  komponensének valtozasa kapcsan. A fényindukalt-
toltésrekombinacio kinetikajat lasst és gyors komponensre bontottam (Awtal = Aassa +
Agyors), amelyben a Qg funkciojaval osszefiiggd lassu Osszetevo kiilonos érzékenységet
mutatott a Hg?*-kezelésre. A lassi komponens amplitiddjanak frakcioi a Hg?*
koncentracionak (rdgzitett idében, piros vonal) és az id6 fiiggvényében (rdgzitett Hg?*

koncentracid, fekete vonal).

A Hg?* ionnak az elektrontranszferre gyakorolt hatdsa

A nehézfémek RC fehérjéhez vald kotésének hatasa az elektron/protontranszfer
kinetikajanak 0j szerkezeti €s funkcionalis részleteire vilagithat ra (Utschig és Thurnauer
2004). Utschig és munkatarsai kimutattak, hogy a Zn?* nagy affinitassal kotédott a RC-
hoz, és befolyasolta az els6 interkinon elektrontranszfer (Qy — Qp) sebességét, amelyet a
fehérje megvaltozott dinamikajaval magyaraztak (Utschig és mtsai. 1998; Utschig és mtsai.
2005). A Cd?*, Zn?* és Ni?* nehézfémek nagy affinitassal kotddnek a H-alegységben
talalhaté protonkapuba (His™'%, HisH1?® ¢s AspH1?4 1asd 2.5.2 fejezet), ezzel gatoljak a
proton felvételét, ami a protontranszfer sebességének dramai (> 102-szeres) csokkenéséhez
vezet (Paddock és mtsai. 1999; Axelrod és mtsai. 2000; Gerencsér és Mardti 2001).
Hasonlo megfigyelést tettem a masodik elektrontranszfer kinetikajanak megfigyelésekor a
higany(Il) kezelés soran, ahol a sebességi alland6é dramai csokkenését tapasztaltam, mely
az 5 [Hg*']/[RC] koncentracio koriili tartomanyban kovetkezik be (5.25. abra). A
protonkapuhoz kétédé Hg?* ion nem befolyasolja az interkinon elektrontranszfert. Ezért
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egy tovabbi erds Hg?* kotShelynek kell lennie, amely drasztikusan befolyasolja a Qa-tol
Qp-ig torténd elektrontranszfert.

A Cu?* ion két kiilonb6z6 helyen kotddik a bakterialis RC-hoz, az ebbdl kovetkezo
gatlo hatasokat azonositottak (Utschig és mtsai. 1998; Yruela és mtsai. 1993). Yruela és
munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Cu?" a fotoszintetikus RC-ban kéros
hatassal volt a Bfeo és a Qa Kkozotti fotoszintetikus elektrontranszportra. Véleményiik
szerint a fémion a Bfeo és a Qa kozott elhelyezkedd HisM?Y7, ThrM220 TrpM250 g5 G1ytt04
aminosavakhoz kotédhet oly médon, hogy megzavarja a domén helyi konformaciojat.
Utschig és munkatarsai azonban megfigyelték, hogy a Q4 — Qg elektrontranszfer lelassult
Cu?* jelenlétében. Ertelmezésiik szerint a réz négy hisztidin-csoporthoz (His"®8, His™'%,
His™28 ¢s His“?Y) kotddhet, amely a Qg-koté zseb alatt helyezkedik el, és mind a RC
protonkapuja, mind az elektrontranszferhez kapcsolt fehérje mozgasok helyszine. Mas
fémionok, mint példaul a Mn, bar alacsony affinitassal k6tédik az RC-hoz (a disszociacios
alland6 nagyobb, mint 100 uM), mégis képes arra a bakterialis RC-ban, hogy a PSlI
mangankomplexre emlékeztetd hatast fejtsen ki (Thielges és mtsai. 2005; Kalman és mtsai.

2011).
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5.25. abra. (A) A Q,Qg — Q4Qj interkinon elektrontranszfer amplitiddjanak higany altal
kivaltott csokkenése és (B) a Q4Qp = QaQgH, masodik interkinon elektrontranszfer
sebességi allandojanak csokkenése. Abrakon beliil: (A) fényindukalt abszorpciovaltozas
kinetikdja 398 nm-en és (B) 450 nm-en az elsé (A) és a masodik (B) fénygerjesztést
kovetben. Feltételek: 1 uM RC TL pufferben (A) +20 uM cit ¢ (B).

Megfigyeltem, hogy a masodlagos kinon érzékenységéhez képest az elsédleges kinon
és a donor oldal sokkal ellenallobb a Hg?" ionnal szemben. Az elsé elektrontranszfer
amplitadoja koriilbeliil 20 [Hg?*)/[RC] sztochiometridval csokken a felére, ami egybeesik
a toltésrekombinacioval kapott értékkel, mely magaban foglalja a kdrosodas kozos eredetét.
Tovabba a masodik elektrontranszfer sebességének csokkenése mellett az amplitadoja is
csokken, ami az els6 elektrontranszfer amplitidojanak csokkenésével egylitt azt jelzi, hogy
a Hg?" ion kétott RC frakcidiban nem jut el az elektron a Qg-re.

A fény altal kivaltott elektrontranszfer folyamat soran a P-t6l Qa-ig, majd végiil Qg-
re jut az elektron, a masodlagos kinon koétéhelyén elfoglalt pozicidjatol fiiggden. Mivel az
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interkinon elektrontranszfer sebessége joval (~ 103-szor) kisebb, mint amit a Marcus-
elmélet alapjan varnank (~10° s), a fehérje konformacios kapuzasanak kell vezérelnie a
Qx — Qg elektrontranszfert (Graige és mtsai. 1996). Kristalystruktirak alapjan a Qs
kinonnak két kiilonbozé konformacidjat azonositottak a kothelyén: a nemhem Fe?*-tol
tavolabb 1év0, disztalis konfiguracio, amely a Q, — Qg elektrontranszfer szempontjabol
inaktiv és a proximalis konfiguracio, amelyhez aktiv elektrontranszfer kapcsolodik
(Stowell és mtsai. 1997; Koepke és mtsai. 2007). A Qa és a Qg kozotti elektrontranszfer
csak ugy mehet végbe, ha a Qg kinon kotézsebében a disztalis helyzetébdl a proximalis

helyzetbe keriil (konformacios kapu, 5.26. abra).

Qa

GluM234

5.26. abra. Az akceptor oldal Qa, Qg és a vas ligandum szerkezeti abraja, valamint a Qg
elmozdulasa a kotéhelyén (PDB: 1AIG és 1AIJ). A Qg disztalis pozicioban zolddel,

cres

L190 L225

hidrogénkotést kialakité aminosavak His= és Gly

Ezt a folyamatot felfoghatjuk egy konformacié vezérelt kapuz6 mechanizmusnak. Ebben a
folyamatban a Qs 5 A-mel mozdul el a proximélis pozici6jabol a disztalis pozicijaig az
izoprenoid lanccal egyiitt (Paddock és mtsai. 2006). A Qg a kotdzsebben potencialisan négy
aminosavval (Hist%, Ser223, [1e-%24 ¢s Gly-?%) alakithat ki hidrogénkétést, ezek koziil a

ligandum His"® ben 1év6 Ns-val, ill. az O1 a Gly-?*® Np-vel (Paddock és mtsai. 2007;

Wraight és Gunner 2009; Taguchi és mtsai. 2014). Ezek a kotések a Qg proximalis
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helyzetébdl disztalis pozicidbba mozdulasakor felszakadnak, és ellehetetlenitik ezaltal a
Q4 — Qg elektrontranszfert. A Qg kotézsebben kialakult kisebb valtozas is a Qg aktivitas
elvesztését eredményezi. A Hg?* kezelés sordn a Qg pozicidja és hidrogénkotés haldzata
feltehetéen megvaltozik, és ezzel gatolja a Q4 — Qg elektrontranszfert. A folyamat
koriilbeliil 20 [Hg?*]/[RC] kornyezetében kdvetkezik be.

A bemutatott kisérleti eredmények alapjan megallapithat6, hogy 1) a Hg?* ionnak a
citoplazmikus oldalon a protonkapuhoz a legnagyobb affinitasa (K ~ 0,2 (uM)™1), melynek
eredményeképp gatolja a protonfelvételt; 2) a masodlagos kinonhoz kozeli kotéhelyhez
kisebb affinitasal (K ~ 0,05 (uM)™?) koétédik, és a kinonok kozti elektrontranszfert gatolja
feltehetéen a Qg konformdcios allapotdnak megvaltoztatasaval, 3) a Hg®>" ion a
periplazmikus oldalon a Bkl dimerhez kozel kotddik, ahol enyhe energetikai valtozasokat
okoz, melynek eredményeképp a dimer vords abszorpcid savjanak 30 nm-el vald
kékeltolodasat és redox kozépponti potencidljanak emelkedését okozza, és ez a hatas nem
befolyasolja a citokrom dokkolasat. A Hg?* ionok ezekhez a helyekhez reverzibilisen,
viszonylag nagy kotési allandoval kotddnek megvaltoztatva az elektrosztatikat, a
azonositani a Hg?* altal indukalt hatasokat, mely végsd soron a fotokémiai folyamat
megsziinéséhez vezet. Remélem, hogy ezek a vizsgalatok eldsegitik a Hg?" toxicitas
mechanizmusanak molekularis szinten vald megértését a bakteridlis reakcidcentrum

fehérjében.
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5.4. Eroés fény elleni védelem intakt fotoszintetizalo biborbaktériumokban

Mig az erés fény elleni védelemben kulcsszerepet jatszo triplett allapota karotinoidok
(®Kar) termelédésének és felhasznalasanak mechanizmusait alaposan felderitették RC-ban
(itt a Bkl dimert6l (°P) szarmazik), addig a hasonl6 kérdéseknek ehhez hasonld mélységii
megvalaszoldsa az LH komplexekben és membranokban (itt *Kar az antenna *BkI-bol
keletkezik triplett energiatranszferrel) még varat magara. Ezen tilmenden, intakt sejtekben
a °Kar kinetikai vizsgalatairél is csak néhany publikaciot ismeriink. Noha a triplett energia
atadasa altalanossagban jol ismert, a folyamatban résztvevd pigmentek ¢és valasz-
folyamatok azonositdsa maig sem tisztdzott. Hasonléan nem kell6en feltartak ¢és
megértettek a gerjesztett triplett allapoti Kar-oknak és/vagy Bkl-oknak a kornyezetiikkel
kialakitott dinamikus kolcsonhatds részletei. Annak ellenére, hogy régoéta ismert a
természetes Kar triplett allapotok bioldgiai jelentdségli védelme a szingulett oxigén
oxidacidjaval szemben, az egész sejtekben megvalosuld védekezd mechanizmus leirasa
hézagos, és a jelenleg rendelkezésre allo informaciok leginkdbb a modell (vagy izolalt)
rendszerekre vonatkoznak. Ebben a fejezetben arra torekszem, hogy intakt sejtekben a *Kar
funkciojat kiilonbozé koriilmények kozott nyomon kdvessem, €s ezzel megprobaljam
potolni a fent emlitett ismeretbeli hianyossagokat.

A munkdmban kiilonb6zd fotoszintetikus baktériumtdrzsek sejtszuszpenzidit
gerjesztettem intenziv lézer fénnyel, és a kibocsajtott Bkl fluoreszcencia kinetikajat
(indukciogjat) figyeltem meg (lasd. 4.3.2 fejezet). A gejesztd 1ézer fény intenzitasat kalibralt
szlirOkkel csokkentettem. A vizsgéalati modszeriink az eredmények kiértékelésében mind
spektralis, mind kinetikai egyszerlsitést is jelentett. A 808 nm hulldmhosszisagt vords
l1ézerfénnyel kizardlagosan csak a Bkl (és a Kar nem) volt gerjeszthetd, és az iddben
téglalap alaku gerjesztd profil a Bkl fluoreszcencia kioltok iddbeli valtozasait kozvetleniil
szolgaltattik. Igy a Kar triplettek kizarélag a viszonylag lassi Bkl triplett - Kar triplett
cserefolyamatokon keresztiil keletkezhettek (5.27. abra), és a kialakulasuk kinetikaja

kozvetleniil kovethetd volt a Bkl fluoreszcencia kioltasaval.
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5.27. abra. Intakt fotoszintetizalé biborbaktérium LH2 antenna komplexében a triplett
bakterioklorofillok (Ty(Bkl)) ¢és a triplett &ssz-transz karotinoidok (Ti(Kar))
energiaszintjei az LH2-ben 1év6 N = 9-13 konjugalt kettds kotéseik szamaval. A gerjesztett
Bkl triplettek a szingulett BKI energiaszintjein (Qy (B800) és Qy (B850)) keresztiil
keletkeznek, spinvaltd atmenettel (ISC) és karotinoidokon keresztiil triplett-triplett (T-T)
energiatranszferrel (kkar sebességi allandoval) vagy az So(Bkl) alapallapotba iranyuld

Bkl
T

spontan relaxacioval (kt < sebességi allandoval) fogynak el. A T1(Kar) spontan relaxacios

sebességi allandojat kXar jeloli. A karotinoidok Ti(Kar) energiaszintjeit a konjugacios

hosszuk (N) hatarozza meg. Az LH2 antenna komplexben: N = 9 (neurosporene), N = 10
(spheroidene) és N = 11 (lycopene + rhodopsin) fordulnak el8, rendre a Rba. sphaeroides
G1C, Rba. sphaeroides 2.4.1, és Rsp. molischianum sejtekben (Rondonuwu és mitsai.
2004).

Az egységugras sotét-fény atmenetet a Bkl fluoreszcencia intenzitasa, F
(pontosabban hatasfoka) jellegzetes késleltetéssel koveti (ezt indukcionak nevezziik): az Fo
(sotét) szintr6l indulva (nyitott RC) emelkedik (ehhez viszonyitva szamitjuk a relativ
fluoreszcencia hatasfokot (F/Fo)), majd néhany ps-on beliil maximalis értékét (Fmax-0t) éri
el. Az 5.28. abran a Rba. sphaeroides egész sejt fluoreszcencia indukcioja 1athato, amelyet
kiilonboz6 intenzitasu 1ézerfénnyel gerjesztettiink. A fluoreszcencia indukci6 kinetikajaban
megfigyelhetd kezdeti emelkedés egészen addig tart, amig az 0sszes nyitott RC be nem
zarodik (Fmax). Az ezt kovetd csokkenés a bakterioklorofill triplett (°Bkl), ill. karotinoid
triplett (3Kar) kioltok megjelenésének koszonhetd. Minél nagyobb a gerjesztés intenzitasa,
annal gyorsabb a fotokémiai emelkedés (sebessége | (1/us)) és annal erdteljesebb a triplett
keltés (5.28. abra (A) panel).
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5.28. abra. A Bkl fluoreszcencia hatasfok emelkedésének kinetikaja Rba. sphaeroides
2.4.1 egész sejten egyszeri fénygerjesztés (A) és kettds gerjesztés (B) alatt. (A) panel: a
fluoreszcencia indukciokat kiilonb6z6 intenzitasti 1ézerfénnyel gerjesztettik (a
1ézerintenzitas szazalékos mértékét az A és B abra kozott tiintettem fel). (B) panel: kettds
1ézerfénnyel torténd gerjesztés, az els6 40 ps id6tartamt gerjesztést egy masodik — azonos
intenzitasu - gerjesztés kovet. A két gerjesztés kozott valtozd idétartamu sotét (gerjesztés
nélkiili) id6t hagyva a triplett kioltok fogyasa figyelheté meg. A fluoreszcencia szintek
maximalis fluoreszcencia szintre (Fmax) normalizaltak. Az Fss a fluoreszcencia egyensulyi
allapotat (steady state) jeldli a legnagyobb fényintenzitas mellett. A szaggatott gorbéket az
5.3 - 5.6 egyenletben leirt excitonok vandorlas- és iitk6zés-modelljéb6l nemlinearis
illesztési eljarassal szarmaztattam, melybdl a szovegben megadott numerikus paraméterek
adddtak.

A méréseim soran alkalmazott legnagyobb gerjesztési fényintenzitas mellett a Bkl valtozo
fluoreszcencia (Fmax-Fo) koriilbeliil 50% -at a triplettek kioltottak. A gerjesztés alatt
kialakult egyensulyi allapothoz (Fss) tartoz6 *Kar a gerjesztés megsziinése utan ,,sététben”
kp karakterisztikus sebesség allandoval tiinik el (5.29. abra). Az els6 fénygerjesztés bezarja
a nyitott RC-okat (megsziinteti a fotokémiai folyamatot), és mialatt néhany us alatt
karotinoid tripletteket is kelt. Ezt tiikr6zi a BKl fluoreszcencia kezdeti novekedése
(fotokémia), majd fokozatos csokkenése (a Kar triplettek altali kioltas) a gerjesztés
intenzitasaval meghatarozott stacionarius szintre. Az elsd fénygerjesztést az egyensulyi
allapot elérése utan (~40 ps) megsziintettem, és ennek kovetkeztében a kialakult karotinoid
triplettek sotétben kp sebesség allando értékkel eltiinnek. Ezt a folyamatot nyomon lehet
kovetni egy masodik - az elsGvel azonos intenzitast - gerjeszté fénnyel. A megfigyelt
masodik gerjesztd fény altal kivaltott kezdeti fluoreszcencia szint a két gerjesztés kozotti
sOtét sziinettdl fiigg. A masodik gerjesztés kezdeti fluoreszcencia szintjének valtozasa a
késleltetés fliggvényében (szaggatott vonal 5.28. abra B panel) egy monoexponencialis
fiiggvénnyel illeszthetd, amely a triplett allapot relaxaciojanak sebességi allandojat (ko)
mutatja. Ezzel a kett6s fénygerjesztés kisérlettel meghataroztam kiilonbdzé baktérium
torzsek kp értékeit, melyeket az 5.3. tablazat soroltam fel. Tovabba, amint az varhat6 volt,

a triplett allapotanak élettartama (1/kp) rendkiviil érzékeny volt a mintat tartalmazo oldat
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oldott oxigéntartalmara: az oxigén gyorsitotta a Kar triplett allapotanak relaxaciojat,
méréseim alapjan koriilbeliil 7-es faktorral (5.29. abra, B panel).
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5.29. abra. (A) Kiilonb6z6 baktérium torzsek triplett allapotainak normalizalt
fluoreszcencia kinetikaja (életideje): ¥ Thio. roseopersicina (3,7 us), A Rvx. gelatinosus
(4,4 ps), ® Rba. sphaeroides 2.4.1 (5,8 pus) és M Rba. sphaeroides Ga (7,2 ps) (5.3.
tablazat), mely torzsek rendre spirilloxanthin (N = 13), spheroidenone (N = 11),
spheroidene (N = 10), neurosporene (N = 9) karotinoidokat tartalmaznak ill. € Rba.
sphaeroides R-26 (120 ps) mely karotinoidmentes torzs. (B) Rba. sphaeroides Ga triplett

allapotanak normalizalt s6tét relaxacioja anaerob koriilmények kozott és oxigén telitettség
alatt.

A karotinoidok gerjesztett allapotanak dinamikajat és energetikajat széles skalan
lehet vizsgalni a konjugacids kotések hosszanak megvalasztasaval (N = Nc=c + Nc=0 szam
a konjugalt kett6s kotések szama) az N = 9-15 tartomanyban. Az altalam vizsgalt anoxikus
biborbaktériumok spheroidene, spirilloxanthin vagy mindkét karotinoid szintézis
utvonalon képesek karotinoidjaik eldallitasara (5.30. abra). A Rba. sphaeroides
spheroidene utvonalon, a Rsp. rubrum spirilloxanthin atvonalon, mig a Rvx. gelatinosus
mind a spheroidene, mind a spirilloxanthin Gtvonalon szintetizalja karotinoidjait. (Takaichi
1999; Koyama és mtsai. 2007; Chi és mtsai. 2015). A karotinoidok osszetétele adott
torzsben a nevelési koriilményektdl is fligg. Példaul a Rvx. gelatinosus rovid lancu
karotinoidokat termel anaerob koriilmények kozott, de hosszu lanct (mono- és di-keto)
karotinoidokat szemiaerob koriilmények kozott. A vizsgalt bakterialis torzseket és nevelési
koriilményeiket az 5.3. tablazat foglaltam Gssze.
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5.30. abra. Spheroidene ¢és spirilloxanthin Utvonalak karotinoid bioszintézise. A
molekulak kromoforjat alkotd konjugalt kettds kotések hosszat és szamat (zarojelben)

piros szinnel tiintettem fol.

A fluoreszcencia kioltasi kisérletekbdl jol latszik a triplett élettartam filiggése a
bakterialis  torzsek karotinoid  Osszetételétél, amit kozvetleniil fényindukalt
abszorpcidvaltozassal is meghataroztam (5.31. abra). Ugyanakkor a fluoreszcencia kioltasi
mérésekkel a karotinoid élettartam jobb idObeli felbontasat tudtam elérni, mint a
fényindukalt abszorpciovaltozassal.

—— Rba. sphaeroides Ga
v, — Rba. sphaeroides 2.4.1

ﬁnw._ﬂwﬁfﬁ N!'W(JL h}”‘ ——— Rwx. gelatinosus

0 10 20 30 40 S0 60 70 80
1id6 (us)

5.31. abra. Karotinoid triplett tranziens abszorpcid valtozasok (AA) a 1ézergerjesztés utén,
szobahémérsékleten. A lecsengési gorbéket 520 nm-en (Rba. sphaeroides Ga), 540 nm-en
(Rba. sphaeroides 2.4.1) és 580 nm-en (Rvx. Gelatinosus) rogzitettem anaerob
koriilmények kozott'.

7 A gbrbék egymashoz képest eltolva szerepelnek a konnyebb attekinthetdség kedvéért.
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A karotinoid triplett lecsengését folyamatos gerjesztés alatt egy kp-t6l kiilonb6zé ki
sebességi allando hatarozza meg, amely nem sotétben, hanem folyamatos megvilagitas
mellett irja le a ®Kar relaxaciojat. Ezt a ki sebességi allandot kettds gerjesztéssel hatdroztam
meg, ahol a masodik gerjeszté 1ézerfényt (5.32. abra, A panel) azutan inditottam el, miutan
az els6 bezarta a RC-ot (5.28. abra, A panel). Hasonldan a ,,s6tétben” meghatarozott kp
sebességi allandohoz, ebben a kisérletben is a két gerjeszté impulzus fényintenzitasa
megegyezik. A két gerjesztd fény kozotti sotét késleltetést ugy valasztottam meg, hogy elég
hosszu legyen ahhoz, hogy a karotinoid triplettek visszakeriiljenek alapallapotba (5.29.
abra, A panel), de ne legyen tul hosszu ahhoz, hogy Gjra ki tudjon nyitni a RC. Ez a feltétel,
blokkolt interkinon elektron-transzfer mellett — terbutrin hozzaadasaval — és a s6tétben mért
3Kar relaxécios sebességi allando ismeretében, 40 ps-os sotét intervallum esetén teljesiil. A
kiilonboz6 gerjeszté fényintenzitas esetén a ki értékeket a fluoreszcencia lecsengési gorbék

monoxponencialis illesztésével nyertiik (5.32. abra, A panel).

A B
1.0 Wttt ottt |18 Sx10° .
w 0.8+ \ . 1 :‘1161:3 s 1k ~2,7 ps = et
= - 17 — 4x10°f . . . 1
E 7] niy
L oo =2 3 '
~— 75.6 ~ 3xI10°} 1
[’_L4 0.4+ 1——100 _EE‘
02l ] ax10° L Vk, = 5,8 ps ]
050 i L 1 1 leoﬁ I I - 1 L i -
0 10 20 30 40 0 2x10° 3x10° 5x10° 6x10° 8x10® 9x10°
1d0 (us) 1(1/s)

5.32. abra. Fényadaptalt viszonyok kozott (gatolt fotokémia) megfigyelt Rba. sphaeroides
Bkl fluoreszcencia kioltasa kiilonboz6 fényintenzitasnal (a 1érezintenzitds szazalékos
mértéke az A és B abra kozott lathatd). A panel: a Bkl fluoreszcencia 40 ps-ig tartd
gerjesztés alatt egyenstlyi allapotba keriil. B panel: a fluoreszcencia lecsengésének
sebességi allandoi ,.fényben” (lasd az A tablazatot) a sotétadaptalt mintdban mért
fotokémiai sebességi allando (gerjesztd lézer fényintenzitasanak) fiiggvényében. Az
illesztett egyenes meredeksége megfelel a triplett képz6dés hatékonysaganak,
tengelymetszete (ki) eltér a s6tétben mért karotinoid triplett relaxacio sebességétdl (Kp).

A sotétben meghatarozott kp sebességi allandoval ellentétben, ki linearisan fiigg a
fényintenzitastol (5.32. abra, B panel). Megfigyeltem, hogy a k. az | (fotokémiai
sebességallando) fiiggvényében szamos bakterialis torzs esetén kiilonbozik kp-t6l, ami a
kioltasi paraméterek valtozasara utal a sotét-fény atmenet soran. A fluoreszcencia kioltas
egyensulyi allapota a gerjesztd fényintenzitdsatol fiigg, de szignifikansan eltér a
linearitastol a vizsgalatban hasznalt intenzitas tartomanyban (5.33. abra). Ez jol leirhato a

szingulett és triplett excitonok vandorlas- és iitkozés-elméletével (lasd 5.4.1 fejezet),
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amelyben kisérleti adatokat jol kozelithetjiik a Bkl fluoreszcencia karotinoid triplett altali

kioltasanak stacionarius megoldasaval.
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5.33. abra. Bkl fluoreszcencia kioltas fényintenzitas fiiggése. A BKI fluoreszcencia
folyamatos gerjesztés alatt kialakult egyensulyi allapota (Fss) a sotétadaptalt mintaban
mért fotokémiai sebességi allando (gerjeszté lézer fényintenzitdsanak) fiiggvényében,
valamint azok 5.11 egyenlettel val¢ illesztése.

5.4.1. Szingulett és triplett excitonok vandorlas- és iitkézés-elmélete az antennaban

A mérések (5.28. abra, A panel) azt mutatjak, hogy a Bkl fluoreszcencia hatasfokat két
egymassal versengd fluoreszcencia kioltd szabalyozza: a nyitott RC és a karotinoid
triplettek. Tovabba az 5.35. dabran lathaté mérésbdl az kovetkezik, hogy a karotinoid
triplettek a RC-0k bezarasaval parhuzamosan keletkeznek, és nem a fotokémia lezarulasa
utan. A fluoreszcencia indukcioban megfigyelt valtozasok és az antenna szerkezetével és
mitkddésével vald kapcsolatdinak megértése érdekében egy egyszerli fenomenologiai
modellt (t6-modellt) hasznalok a baktériumok antennajaban 1évé szingulett és triplett
excitonok kinetikajanak leirasdra. Az antennaban 1évo Bkl pigment molekulék altal elnyelt
fényenergia (I intenzitas) kovetkeztében szingulett excitonok BkI* (e5) képzddnek,
amelyek szabadon bejarhatjdk a fotoszintetikus egységet (PSU-t), és kozben kioltdkkal
(fotokémiai — nyitott RC; és (Bkl vagy Kar) triplett allapotok) talalkoznak:

1— xrc

:I_kloss'gS_kp'l_p_)(RC

ags TE€s — ktr * XKar " €s» 5.3.

ahol a kioss = kn + Kisc + kns (14sd 5.27. abra) a szingulett excitonok spontan dezaktivacioval

torténd fogyasanak sebességallandoi (fluoreszcencia, (spin)rendszerek kozotti atmenet és
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hofejlodés), valamint kp és ky a fotokémiai atalakitas és a karotinoid triplett kioltassal
torténd fogyasanak sebességi allandoi. Itt ygc €s yxar @ zart RC-ok és a karotinoidok triplett
formainak frakcioi. Figyelembe kell venni, hogy az (1-ygrc) aranyt nyitott RC abszorpcio
hataskeresztmetszete az energetikai kooperativitds miatt nem allando, hanem
1/(1 — p - xrc) tényezbével formalodik (de Rivoyre és mtsai. 2010). A triplett excitonok
(e1) a szingulett excitonok altal kisc sebességi allandéval képzddnek, és a triplett-triplett

energianak a 3BkI-rol a 3Kar-ra torténd atadasaval tiinnek el kkar sebességi allandojaval:

d
praa kisc * & — kgar - €1 5.4.

Mivel a karotinoid a BKI™ -on keresztiil gerjesztddik és nem kdzvetleniil, a *Kar allapotanak
populécidja kizarélag a *Bkl-bol szarmazo triplett-triplett energiaatadas eredménye. gy, a
karotinoid gerjesztés *Kar® — *Kar + 3Kar szingulett-triplett fissziéja (Gradinaru és mtsai.
2001; Klenina és mtsai. 2013; Klenina és mtsai. 2014) kizart. A 3Kar allapot idébeli
valtozasat a Bkl termelése és spontdan bomldsa hatirozza meg Kkar és kr Sebességi
allandokkal:

d
EXKar = kKar &t — kT * XKar 9.5.

A szingulett és triplett excitonok iitk6zési vesztesége nem szerepel a (5.4) és (5.5)
egyenletben, mert a szingulett excitonokat (es) a triplettekkel valo talalkozas kioltja
3Bkl — Bkl + °BKl vagy BKI" + 3Kar — Bkl + Kar) (Mauzerall 1976). A nyitott allapota
RC iddbeli valtozéasat (csokkenését) a fotokémiai folyamat (excitonnal vald iitkdzés)

hatarozza meg:

1 — xrc

. ARC 56.
P 1—p-xre

d
dt 1—Xre) =~k

A fenti négy (5.3; 5.4; 5.5; 5.6) differencialegyenlet (numerikus) megoldast ad a négy
ismeretlen mennyiség idofliggésére: €, €1, Xkar €S Xrc- Ezek utdn a megfigyelt Bkl
fluoreszcencia hatasfoka:

_ka-é&s
]

o.7.
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Vezessiikk be a kezdeti, a maximalis és (1-re normalt) valtozd fluoreszcencia
hatéasfokot:

® — P, kq ke
Py=—"—Py=T—",Pg=7— 11— 5.8.
(DM - <pO kloss kloss + kp
azaz
& _ 1
by = I kloss + kp 59
v 1 B 1 RV
kloss kloss + kp
5.2. tablazat. Leosztott fényintenzitassal gerjesztett fluoreszcencia indukcids kinetikak
illesztésénél kapott paraméterkészlet (Rba. sphaeroides 2.4.1, 5.28. abra):
% p 7 (S) Tioss (S) T (S) 7 () Tkar (S) nisc (S) 7 (S)

100 015 195E-06 3,27E-11 1,25E-11 9,89E-10 6,70E-09 1,67E-08 5,98E-11
47 0,15 4,08E-06 4,62E-11 1,61E-11 1,00E-09 6,70E-09 1,67E-08 4,15E-11
28553 015 3,83E-06 3,81E-11 1,81E-11 9,58E-10 6,71E-09 1,64E-08 4,73E-11
17 0,15 6,31E-06 450E-11 2,89E-11 1,01E-09 6,70E-09 1,69E-08 3,23E-11
1305 0,15 6,17E-06 3,87E-11 1,65E-11 9,56E-10 6,72E-09 1,67E-08 2,68E-11
417 0,15 7,94E-07 5,80E-11 1,70E-11 1,00E-09 6,70E-09 1,64E-08 4,10E-11
288 015 1,19E-06 580E-11 1,70E-11 1,00E-09 6,75E-09 1,67E-08 4,10E-11

azaz p = 0,15; kr =1/(3,47 us + 2,1 ps); Kioss =1/(48 ps = 18 ps); ki =1/(18 ps + 5 ps);
ka =1/(1 ns = 0,2 nS); kkar =1/(6,7 ns = 17 ps); kisc =1/(16,7 ns £ 0,2 ns);
ke =1/(41 ps = 10 ps). Ezen a széles id6 (intenzitas) tartomanyon a mért és a szamitott
kinetikai paraméterek kelléen jo egyezést mutatnak. Azaz az excitonok vandorlas- és
litkozés-elmélete megfeleld kozelités a fotoszintetikus baktériumok intakt sejtjeiben a
karotinoid triplettek generaldsdnak ¢€s relaxdciojdnak alapvetd folyamatainak
megértés¢hez. Ezekbdl az adatokbdl a Bkl fluoreszcencia maximalis hatdsfoka: @max =
kai/Kioss = 4,8%, és a kezdeti (allandd) fluoreszcencia hatasfoka @y = kal(Kioss + kp) = 2,1%.

A fényindukalt karotinoid triplettek kinetikdja és staciondrius szintje az 5.3 - 5.6
egyenletek altal leirt modellbdl szarmaztathatd, tovabba az 5.5 egyenlet szerint a karotinoid
triplettek egyensulyi szintjét, fotokémiai kioltds hianyaban, alland6 gerjesztés alatt a
kovetkezd sebességi dllandoval hatarozzuk meg:

kise - ke -
fop = ky + o 5.10.

2
kloss
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r sy ;o . L . I, kisc'l ST
Ugyanez a sebességi allando jellemzi a g, e1 esését az —— és a —>-—— kezdeti értékeibdl.

loss Kioss'Kkar

A kt mért értékei linearisan novekednek a fényintenzitassal, amint az 5.32. abra B panelén
lathatd. A fényintenzitas-fiiggé kt meredeksége nem a karotinoid triplett képzodésének

(kﬂ) hatasfokat jellemzi, hanem a karotinoid triplett védémechanizmus hatékonysagaként

loss

értelmezheté: minél meredekebb a linearis kt vs. | fiiggvény, annal hatékonyabb a
karotinoid triplett fényvédé mechanizmusa. Ezért a meredekség nagysaga alapjan lehetéség
nyilik a kiilonb6z6 bakterialis torzsekben 1évé karotinoid tripletteket a fényvédelemben
betoltott szerepiik alapjan osztalyozni (5.2. tablazat).

A fotokémiai kioltast kovetden megfigyelt triplett allapotii karotinoidok iddébeli
lecsengésének id6allandoi az 5.34. abra B paneljén lathaté médon kiilonbdznek a vizsgalt
torzsekben. Karotinoid jelenlétében a relaxacio viszonylag rovid, de jol mérhetd, viszont
karotinoid nélkiil (Rba. sphaeroides R26) a ®BkI élettartama nagy és hosszabb ideig kitett
a triplett oxigénmolekuldk karos hatasanak. Ennek kovetkeztében a tr lecsengési id6
megfelelden jellemzi a fotoszintetikus apparatus sebezhet6ségét a fényindukalt karositd
hatasokkal szemben.

Az 5.10. egyenlettel leirt egyenes meredekségén kiviil a tengelymetszet is hasznos
informacioul szolgal. Megfigyelhetd, hogy a k. (tengelymetszet - kr kezdeti) értéke
jelent6sen kiilonbozik a kp-t6l a vizsgalt bakterialis torzsek esetében (5.3. tablazat). A
kisérleti meghatarozas modja szerint a sebességi allandokat "fénybeli" és "sotétbeli”
allandoknak nevezhetjiikk. A vizsgalt torzsek esetben k. értéke nagyobb vagy egyenl6 a kp-
vel. Ezért azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az 5.10 linearis fiiggvény meredeksége a
sotét-fény atmenet soran csokken. A meredekség megvaltozasanak fizikai értelmet is
adhatunk, amennyiben azt az antennarendszerben a Bkl-Kar fehérje-pigment komplexnek
az er6s ,,fényviszonyokhoz” (a szingulett és triplett excitonok megjelenéséhez) vald
alkalmazkodasanak tulajdonitjuk. Az 4tmenet a fénygerjesztés megkezdése utan egy kis
intenzitds tartomdnyon beliil torténik. Bar az egyenes meredeksége és tengelymetszete
(vagyis a ki és kp kozotti kiilonbség) nagy pontossaggal meghatarozhatd, a meredekség
csOkkenését alacsony fényintenzitds mellett nehéz mérni. Koriilbeliil egy nagysadgrenddel
csokkenhet a meredekség ebben a sziik tartoméanyban, ami azt jelzi, hogy a karotinoid
triplettnek kortilbeliil tizszer nagyobb a fényvédé szerepe fényben, mint a sotétben.

A BKI fluoreszcencia karotinoid triplett altali kioltasanak stacionarius megoldasa
adott | fényintenzitas mellett kifejezhetd:

41
1+———1
Icrit+1

5.11.

Icrit +1
ahol
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k. ..k
Ieric = loss 7L 5.12.
2 kISC ' ktr

lerit @z a (fluoreszcencianak a karotinoid triplett altali kioltasanak szempontjabol)
kritikus fényintenzitas, amelynél a fluoreszcencia hatasfok a maximalis (kioltas nélkiili)
fluoreszcencia hatasfok (V3-1 =) 73%-4ra esik (27% kioltodik). A kisérleteinkben ezt a
kioltasi értéket el tudjuk érni (ill. meg tudjuk kozeliteni) a legnagyobb fényintenzitasoknal,
igy az 5.11 egyenlettel megadott fliggvény legkisebb négyzetek modszerével illesztve a
mért pontokat, az leit értéket megbizhatéan meg tudjuk adni az egyes torzseknél (5.2.
tablazat).

A kritikus fényintenzitas a karotinoid triplett védo szerepének hatékonysagaval fiigg

ossze: forditottan aranyos a képzddés sebességi allandojaval 4=, a kir kioltas masodrendii

loss

sebességi allandojaval és a karotinoid triplett 1/kt (= ) élettartamaval. Minél nagyobbak
ezek a mennyiségek, annal Kkisebb fényintenzitas sziikséges a Bkl fluoreszcencia

kioltasahoz.

5.4.2. Kiilonbozd lanchosszusdgu konjugdalt kettés kotéseket tartalmazo
karotinoidok triplett dllapotinak lecsengési sebessége egész sejtekben

A sotét intervallummal megszakitott kettds gerjesztés modszere lehetdvé teszi a karotinoid
triplettek sotétben mérhetd élettartaméanak pontos meghatarozasat kiilonb6zé bakteridlis
torzsekben. Mivel a baktériumok kiilonféle karotinoidokat, és valtozd Osszetételben
tartalmaznak, ezért a megfigyelt karotinoid triplett relaxacié sebességi allanddja a
kiilonboz6 torzsekben a megfeleld karotinoid frakcidval sulyozott sebességi allandok
Osszege: kr = Yykry-Kary, ahol YyKary =1 és N a karotinoid konjugalt kettds
kotéseinek szamat jeloli. Ha figyelembe vessziik a kiilonb6zo torzsek karotinoid tartalméat
(5.3. tablazat) és a megfigyelt relaxacios sebességekre linearis egyenletrendszert irunk fel,
akkor kiszamithatjuk a kiilonb6z6 lanchosszisagu karotinoidok sotétre vonatkozo triplett
életidejét. A In(kt) —t (2N+1)/N? fiiggvényében abrazolva a pontok egy egyenesre esnek
(5.34. abra, A panel). Tekintettel a torzsek mért triplett élettartamanak és karotinoid
tartalmanak bizonytalansagara, a kiilonb6z6 bakterialis torzsekben a triplettek szamitott és
mért életidejei kellden jo egyezést mutattak (5.34. abra, B panel). Ugyanakkor kicsi, de
szisztematikus eltérés lathatd Rvx. gelatinosus esetében, melynek okat még nem sikertilt
feltarnom. A szarmaztatott Kar triplett élettartam csokken, ha N novekszik (5.34. abra, A
panel), ami Osszhangban van a triplett és a szingulett alapallapotok kozotti
energiakiilonbség csokkenésével. Osszehasonlitva irodalmi adatokkal, ebben a
reprezentacioban is linearis 6sszefiiggés figyelheté meg, ugyaniugy, mint karotinoid triplett

allapotainal szerves oldoszerben, illetve izolalt LH antenna komplexekben (Kakitani és
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mtsai. 2007a), vagy karotinoidok szingulett gerjesztett allapotainal izolalt LH2-ben
(Niedzwiedzki és mtsai. 2015).

A N=15 14 13 12 " 10 9 B
Thio. roseopersicin:
1.0+
e Rsp. rubrum'™
o 3%
o + Rba. sphaeroides cycA |2
—_ ., +
& a5l T [ 1 Rwx. gelatinosus™™"
— °
L= b
- Rvx. gelatinosus™™ *
W e
- Rba. sphaeroides 2.4.1 ke
20k P s
Rba. sphaeroides G
| . . . . . & L 2
0.14 0.16 0.18 0.20 0.22 0.24 0 1 2 3 4 5 6 7
2
(2N+1)/ N 1k (us)

5.34. abra. Kiilonb6z6 szami (N) konjugalt kettds kotést tartalmazo karotinoidok triplett
relaxacios sebességi allandoi (Kr) intakt fotoszintetikus baktériumban. A panel: kiilonb6z6
lanchosszusagh karotinoid triplett sebességi allandok természetes alapu logaritmusa (<)
(melyeket a B panelen felsorolt kiilonb6z6 torzsek karotinoid triplettjeinek relaxacios
idejébdl és karotinoid Osszetételébol alkotott linedris egyenletrendszerbdl szarmaztattam),
valamint a Kar triplett sebességi allanddinak logaritmusa a kiilonb6z6 torzsekben talalhato
kiilonboz6 lanchosszusagh karotinoidok sulyozott atlaganak fiiggvényében (H). B panel:
A mért és szamitott karotinoid triplett relaxacios sebességi allanddinak dsszehasonlitdsa

kiilonboz6 torzsekben.

A kiilonb6z6 fotoszintetikus baktériumokban el6foduld karotinoid triplettek (sotét)
¢lettartamat - 1/kp - a BKI fluoreszcencia-kioltas kisérletekben in vivo hataroztam meg és
bontottam komponensekre, amelyeket a kiilonboz6 lanchosszasagi konjugalt kettOs
kotéseket tartalmazo karotinoidokhoz rendeltem. A megfigyelt élettartam csokkent (vagyis
atriplett dezaktivalas sebességi allanddja (T1 — So) nétt), amikor a konjugalt kettés kotések
szama megnovekedett (5.34. abra). A rovidebb konjugalt lanct karotinoidok hosszabb
élettartamot mutattak, mint a hosszabb konjugalt lancokkal rendelkezé karotinoidok. Ez
Osszhangban van a Ti1 és So allapotok vibracios atfedésébdl eredd energiakiilonbség
torvénnyel (energy-gap law), amely szerint a sugarzas nélkiili relaxacios sebesség a
vibracio indukalt elektronikus csatolas (C) és a Franck-Condon faktor fiiggvénye (Englman
¢és Jortner 1970). A gyenge csatolas hataresetben a két adiabatikus potencialfeliilet relativ

elmozdulasa kicsi:

52
5 AE
kr = Z—T[ C? ¢’ e_yfle’ 5.13.

h [2n- AE - hoy

ahol AE a Ti1 és So allapotok kozotti energiakiilonbség, v a rendszerben

rendelkezésre all6 maximalis, meghatarozd vibracids frekvencia, ¢ az atmenet sordn a
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potencialminimum elmozduldasa a normal koordindta mentén ¢és y molekularis

225 _ 1, (y > 0).

52'fle

paraméterckkel kifejezve: y = In

A legkisebb energidju betdltetlen molekulapalya (LUMO) és a legnagyobb energidju
betoltott molekulapalya (HOMO) kozotti energiakiilonbség kiszamithatd a w-elektronok

delokalizacigjaval a teljes linedris lanc mentén:

2

AE = W (NfUMo - N§0Mo), 5.14.

ahol L = n -1, a lanc hossza (I ~ 2,88 A a kettds C=C és az egyetlen C-C kotésbol
allo elemi egység hossza), h a Planck allando, m az elektron tomege, NLumo = N + 1 és
NHomo = N. Behelyettesitve az 5.13 egyenletbe az 5.14 egyenletet és elhanyagolhatonak

: e s . 2N+1
tekintve —InVAE valtozasat, In(kt) és 2

kozott linearis Osszefliggést kapunk, ahogy

) ) . L y .k
azt az 5.34. abra is mutatja. Az egyenes meredekségét T

a tengelymetszetét

In(C) és —&” hatarozza meg. Minél hosszabb a lanc, annal kisebb az energiakiilonbség a T1
¢s So kozott, €s annal nagyobb a triplett relaxacio sebessége.

Az 5.13 egyenlet alapjan, kr-nek a karotinoidok szénhidrogénlancanak hosszatol valo
fliggését elsdsorban @wm hatdrozza meg: minél nagyobb @wm, annal nagyobb a
sugarzasmentes relaxaci® sebessége. A sugarzdsmentes relaxacio  elsddleges
mechanizmusa a gerjesztett allapot energidjanak kornyezetbe torténd kibocsatisa a
molekulan belili kotések rezgése révén. Ez a molekulaban lezajlo multifonon emisszio a
legnagyobb @m rezgéseknél a leghatékonyabb, és ekkor van sziikség a legkevesebb
kvantumra ahhoz, hogy egy bizonyos mennyiségii energiat szallitani lehessen. Ami az
aromas szénhidrogéneket illeti, ez gyakran a C-H kotés-nyujtas, amelynek vibracios
energiaja Awy ~ 3000 cm™ (= 6102 J). Az valdsziniisithetd, hogy ez a kotés-nyujtas
elésegiti a fotoszintetikus baktériumokban a gerjesztett triplett allapota karotinoidok

crcr

értékeit 1,31-0,50 tartomanyban hataroztik meg (Englman és Jortner 1970). fgy

h2
8ml?
meredekségének -16 és -6 kozott kell lennie és valoban, az altalam kapott meredekség: -
8,7, amely érték a varakozasokkal 6sszhangban all.

Oldatban (benzolban) mért karotinoidok (9-13 konjugalt kettés kotésig terjedd

= 7,3 10 J figyelembe vételével a 5.34. dbra A panelién az egyenes

tartomanyaban) triplett relaxacios sebessége hasonld abrazolds esetén is kozel azonos
meredekséggel linearis fliggést mutat, de a mért sebességi allandok az alacsonyabb értékek
fel¢ tolodnak. Mivel a meredekség foként a y molekularis paraméter fiiggvénye, ezért a

kozel megegyez6 meredekség azt jelzi, hogy a karotinoidok kornyezete nagyon hasonld a
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fotoszintetikus apparatusban és a szerves oldoszerben. Ugyanakkor a karotinoidok Ti
allapot energiai a baktériumok természetes kornyezetében 1ényegesen eltérnek az oldatban
1év6hoz viszonyitva. Ezenkiviil még tovabbi kis kiilonbségek is megfigyelhetdk az izolalt
RC-LH1 komplex és az LH1 és LH2 komplexek k6zott (Kakitani és mtsai. 2007a). Az 5.13
egyenlet alapjan, az eltolodas (az illesztett egyenes alacsonyabb tengelymetszete) a
kiilonboz6 elektronikus (spin-palya) csatolasnak (C) és/vagy az atmenetben érintett két
allapot potencialis energiafeliilet-minimumainak () elmozdulasanak tulajdonithato.

A karotinoid triplett energiaszintjének enyhe csokkenése (a konjugalt kettds kotések
szamanak novekedése) a *Kar védelemi hatékonysaganak novekedését okozza, ami a 3Bkl
és a *Kar kozotti energiakiilonbség kis ndvekedésének is koszonhetd. Ez a 3Bkl-3Kar
triplett-triplett energiatranszfer a ns-os iddtartomanyba esik (4,8 ns-tol 16 ns-ig
Allochromatium vinosum LH2 antennaban (Magdaong 2015), 2,0 ns (Rondonuwu és mtsai.
2004) ¢és 16,7 ns (Kosumi és mitsai. 2016)), ahol a gerjesztési energia atadasat
vegyértékelektron-csere kiséri (Dexter mechanizmus, lasd a 2.7 fejezetet és (Koyama és
Kakitani 2006)). Mivel az elektrontranszfer (kicserél6dés) sebessége exponencialisan fligg
a kezdeti és a végsd allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbségtdl (Marcus-elmélet), ezért
a 3Bkl kioltdsanak sebessége egyre novekszik a karotinoid konjugalt kettds kotéseinek
novekvd szamaval. Masfeldl, a Bkl 4llapotanak élettartama legalabb tizszer nagyobb az
antenna komplexekben (~80+5 us Rba. sphaeroides R-26.1 torzs B850-es komplexben
(Farhoosh és mtsai. 1994); ~100 us a Bkl a oldatban (Niedzwiedzki és Blankenship 2010))
vagy akar a RC-okban (~13 us karotinoid mentes Rba. sphaeroides R26 térzsben (Mandal
és mtsai. 2017)), mint a 3Kar élettartama. Igy névekvd N-nel a BKI triplett — Kar triplett
annihilacio révén egyre kevesebb id6 4ll rendelkezésre a *Bkl kioltasara, ami novekvo
mennyiségli gerjesztett szingulett allapotd Bkl (Qy) —t eredményez. Ezaltal a 3Kar
fénygylijté funkciot is betolt a fényvédo funkcidja mellett (Slouf és mtsai. 2012).

A karotinoidoknak az antennaban és a RC-ban megfigyelt szerkezete és fényvédo
szerepe kozotti szoros kapcsolat a konfiguraciok természetes szelekciojan (Cisz vagy
transz) és a Kar-ok konjugalt kettds kdtéseinek hosszan alapszik (Kakitani €s mtsai. 2007b;
Koyama ¢s mtsai. 2007). Az LH2-ben a rovidebb konjugalt lanchosszusagu 6ssz-transz
konfiguracioban 1évé Kar-ok a fénygytijté funkciot toltik be, mig a RC-ban a 15-cisz
konfiguracioban 1évé hosszabb konjugalt lancu Kar-ok elsésorban a fényvédd funkciot
latjak el. Véleményem szerint a Kar-ok fényvédo szerepe nem korlatozodik csupan a RC-
ra, hanem nagyon hatékony védelmet nytjtanak az antennaban is. Nagy fényintenzitas
mellett a RC hosszabb ideig (tartésan) zart allapotban van, és mivel a zart RC ,,sekély
csapdat” jelent az excitonok szamara, ezért azonnal visszatérnek az antennaba, ahol
elsésorban a karotinoidok gondoskodnak arrol, hogy kioltdodjanak, még miel6tt karos hatast
fejtenének ki. Igy a karotinoidokat nem lehet kizarélag a szerkezetiik (konfiguracid és
lanchossz) és a fotoszintetikus appardtusban betoltott fényveédd/fénygylijté funkcidjuk
kozotti kapcesolat alapjan besorolni. Hasonlo kovetkeztetések vonhatok le Bautista és
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munkatarsai (Bautista és mtsai. 1998) tanulmanyabol, melyben megallapitottak, hogy a
spektroszkopiai tulajdonsagok €s a gerjesztett-allapot dinamikaja nem kiilonbozott a Rba.
sphaeroides R26.1 (RC-ban helyreallitott Kar, kotott 15-cisz-spheroidene-el) RC-a és a
Rba. sphaeroides 2.4.1 (RC-ban nem kotott 15-cisz-spheroidene-el) RC-a kozott, valamint,
hogy a spheroidene cisz-izomer konformaciojat a Rba sphaeroides 2.4.1 RC-ban
els6sorban az RC fehérje szerkezete hatdrozza meg.

Az intakt sejteken bemutatott eredményeim alatimasztjak az energiakiilonbség
torvényt, a szerves oldoszerekben (Mathis és Kleo 1973; Bensasson és mtsai. 1976) és
izolalt fotoszintetikus komplexekben mért korabbi eredményeket (Koyama és Fujii 1999).

Vizsgalataim (jjdonsagat az adta, hogy intakt egész sejteken sikeriilt meghatarozni a triplett
2N+

1o .
— kozotti
N

karotinoidokra, azok konjugalt lanchosszanak széles skalajan a In(kt) és

linearis Osszefiiggést, valamint a karotinoid dinamikajanak szerepét (rugalmassag,

csavards, stb.) a triplett allapot sugarzdsmentes dezaktivalodasaban.

5.4.3. A fotokémiai és a karotinoid triplett kioltok parhuzamos keletkezése

A karotinoid triplettek fényvédd hatdsa akkor valik kifejezetté és latvanyossa, amikor
a fotokémia mar befejezddik, és az erds fényben generalt Bkl tripletteket ki kell oltani. Ez
azonban nem jelenti azt, hogy a karotinoid triplettek csak azutdn képzddnek, miutan a RC
bezarul. Ez formalisan azt jelenti, hogy a két fényreakcio (a Q-t redukald primér fotokémiai
folyamat és a fényindukalt karotinoid triplett képz0dése) egymassal parhuzamosan és nem
sorosan kotve jatszodik le. A soros modell szerint a gerjesztési energia a nyitott RC-ban
kizarolagosan a toltésszétvalasztashoz hasznalddik fel és nem a karotinoid triplettek altal
védett BKI triplett kialakulasahoz. Ezzel ellentétben az 5.28. abran bemutatott adatok azt
jelzik, hogy a fotokémiai emelkedés soran karotinoid triplettek is képzddnek, és a
parhuzamos modellel 6sszhangban versengenek az elsddleges fotokémidval.

Kisérletileg a kovetkez6 modon tamasztottam ala ezt a feltételezést: a fluoreszcencia
indukcio mérésénél a gerjesztést a felfutd szakaszban, kiilonbozd helyeken szakitottam
meg, és azonos sOtét intervallum valasztadsa mellett egy masodik gerjesztéssel folytattam.
A fluoreszcencia emelkedés fotokémiai jellege miatt a fluoreszcencianak ugyanazon a
szinten kellene folytatddnia, mint ahol az elsd gerjesztést kovetden megsziint. Ez gyenge
gerjesztésnél figyelheté meg, amikor a nyitott RC az egyetlen fluoreszcencia kiolto. Ezzel
szemben erds gerjesztésnél a fluoreszcencia magasabb szinten kezdddik, mint az elsd
gerjesztés megszlinésekor, mely kiilonbség nagyobb lesz a fluoreszcencia indukciod késobbi
szakaszaiban (5.35. abra). Ez vilagos jele annak, hogy egy masik fluoreszcencia kiolto is
jelen van a fluoreszcencia indukcid soran. A karotinoid triplett képzOédése a fotokémiai
emelkedéshez képest idoben eltolt, ami azt mutatja, hogy a két fény altal kivaltott kioltasi
folyamat versenyképes, ¢s a karotinoid triplett kialakulasanak sebessége kisebb, mint a RC
bezarddasa.

93



5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

35
: :
1,0 .
so0f =
55l ,F"M{{{{{;}} ,,,,,,,,,,,, N 08
= R R R B S <1
o 20t e jﬁ 2 06
o 154 ,.M' L | ps \LE/
LL* P 1.5 us ~ 041
1,0 frumar® 2ps o2 .
2,5 L‘r 02f o
c 3ps P A
02 35 s K, ool -mert®
S— :
0.0k ! | ks s s
1 10 0.1 ] 10
1d6 (us) id6 (ps)

5.35. abra. Fotokémiai és karotinoid triplett képzddési folyamatok versengése. Bal oldal:
A ¥Kar relativ mennyiségét egy kivalasztott id6pillanatban a méasodik gerjesztés kezdetén
a fluoreszcencia kezdeti ndvekedésébol hataroztam meg egy kettés fényimpulzusos
kisérletben. A két fényimpulzus kozotti sotét varakozas 40 ps volt, a fénygerjesztés
intenzitasat a maximalis 1ézerfény intenzitasnak 10%-ara allitottam be, és az interkinon
elektron transzfert terbutrinnal gatoltam. Jobboldal: Normalizalt Bkl fluoreszcencia
(indukcid) és a karotinoid triplett (°Kar) képzédésének (triplett kioltds) egyidejii mérése
Rba. sphaeroides 2.4.1 egész sejtben. Mindkét kinetika telitésbe megy, valamint
egymashoz képest idébeli eltolodas figyelhetd meg.

5.4.4. Fényvédelem: sotét-fény konformacio kapcsolas a triplett disszipacio
noveléséhez az antennaban

A megfigyelésem szerint a karotinoid triplett disszipacio sebessége ,,fényben” nagyobb,
mint ,,s6tétben” (kL > kp), ami a fényvédelem fokozott hatékonysagat szolgalja, és
egyértelmiien 0sszhangban van a baktérium ¢€lettani igényével.

A fotoszintetikus egység szervezddése is a fényvédd funkciot segiti. A PSU-t
jellemezhetjiik olyan tartdlyként, amelyben a gerjesztési energia tobbé-kevésbé
egyenletesen oszlik el az egész rendszerben, kiilonosebben nem kitiintetve a RC-ot. A
kiilonbozd Bkl aggregatumok kozotti eldre €s visszafelé iranyuld transzfersebesség nagyon
hasonld. A RC-r6l az LH1-re torténd visszadramlas még gyorsabb, mint az LH1 — RC
eléremend transzfer (Damjanovic és mtsai. 2000). Az a gerjesztési energia, amely egy RC-
ban nem hasznalodik fel az elektrontranszfer indukalasahoz, visszakeriil az LH1 és az LH2
antenna komplexekre, ahol vagy atkeriilnek egy masik RC-ba, vagy disszipalodnak. Az
algékkal és magasabb rendii ndvényekkel szemben a bibor fotoszintetizald baktériumok
fénygylijtd komplexeiben tilnyomo tobbségében a triplett dllapot foként (ha nem teljesen)
a karotinoidokon lokalizalodik (és nem a Bkl molekulan) (Angerhofer és mtsai. 1995;
Maxime és van Grondelle 2012). A triplett allapotnak ez a lokalizalasa a viszonylag lassu
triplett-triplett transzferhez kapcsolodik a Bkl és a karotinoid molekuldk kozott. A
karotinoidok hatékonyan disszipaljak triplett gerjesztési energiajukat, és ezzel a

baktériumok védelmének szerves részét képezik.
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5.3. tablazat. A kutatdsom soran hasznalt torzsek listdja a karotinoid Osszetételiikkel
egyiitt (Takaichi 1999; Koyama és mtsai. 2007; Chi és mtsai. 2015), valamint a fontosabb
altalam meghatarozott mennyiségek (triplett élettartam, kritikus fényintenzitas és a triplett
termel6dés hatékonysaga (lasd 5.32. abra, B panel)).

Megfigyelt triplett

Torzsek Karotinoidkonjugilt linchossz (04 - §g57 tartalom) ¢letidd Tkrit (ns') Akt / Al
 (Us) 7L (us)
Rba. sphaeroides neurosporene® (48%); chloroxanthin® (37%);
Ga 3,4-dihydrospheroidene® (14%) 7,24£0.24 73£03 21 0,02
Rba. sphaeroides . 10 (0N0/A) - ; 11 (100
241 spheroidene® (90%); spheroidenone®* (10%) 5,82+0,1 2,7+0,2 18 0,012
Rba. s(p:);cazrmdes spheroidenone! & OH-spheroidenone!* (100%) 4,18+0,27 2,7+035 13 0,02
Rvx. gelatinosus spheroidene®® (36%); OH-spheroidene™® (52%);
(anaerobic) OH-spheroidenone!* (6%); spirilloxanthin®® (6%) 442£0,14 28+03 16 0,019
spheroidene'® (1%); OH-spheroidene'® (3%);
Rvx. gelatinosus  spheroidenone® (11%); OH-spheroidenone!!(73%);
(semi-aerobic) 2-keto-spirilloxanthin®* (3%); 3,75+0,35 23£0,5 11 0.08
2,2’ diketo-spirilloxanthin®® (10%)
Rsp. rubrum (120 rhodovibrin'? & anhydrorhodovibrin? (5%);
h) spirilloxanthin®® (95%) 4,0+0,2 32+04 17 0,19
Thio. o in13
spirilloxanthin'® (100%) 3,68+0,12 N/A N/A N/A

roseopersicina

A két kiilonbozo ,,s6tétben” (1/kp) és ,,fényben” (1/kL) mért karotinoid triplett
¢lettartam bevezetését érdemes Osszevetni azon korabbi tanulmanyokkal, amelyekben a
allapotaban (Wirtz és mtsai. 2007) és a gerjesztett triplett allapotaban (Kolaczkowski 1989;
Kakitani és mtsai. 2006). Ezen talmenéen a *Kar EPR spektruménak szokatlan idébeli
valtozasait figyelték meg a kiilonb6z6 pigment-fehérje komplexekben (Klenina és mtsai.
2013). Megallapitottak, hogy a RC (8,5 us LH2 vs. 3,5 us RC) esetében gyorsabban zajlik
le az alapallapotba torténd relaxacio. Mindezen hatdsok (szerkezeti valtozasok, heterogén
lecsengési mintazat stb.) bizonyos baktériumtérzsekben adott mérési koriilmények kozott
hozzajarulhatnak a karotinoid triplett élettartaméban a sotét- és fény-allapotokban
megfigyelt kiilonbséghez. Ugyanakkor annak a lehetdségét tartom valdszintibbnek, hogy
az excitonok jelenlétéhez alkalmazkodva a Bkl-Kar fehérje komplexben csekély
strukturalis modosulas kovetkezik be az antennanak ,,fényhez szokott” allapotaban.

A nativ fotoszintetikus rendszerekben a triplett exciton kialakuldsar6l mar tobb
publikacié is megjelent. Kloroszémakban kimutattdk a hosszl élettartamti Bkl triplett
allapotokat, mely allapotokat az oxigén nem oltotta ki (Kim 2007). A B850-es 18 BKI
pigment kozdott a csatoléds elég nagy ahhoz, hogy jelentds gerjesztési energia delokalizaciot
okozzon (Alden és mtsai. 1997), de a B800 savban 1évé 9 Bkl sokkal tavolabb helyezkedik
el egymastol, és ezért lokalisabb gerjesztési energiat mutat. A ndvényi fénygyijtd
komplexekben a triplett hullamfiiggvény a karotinoidok €s a szomszédos klorofillok k6zott
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oszlik meg. Ugyanez nem igaz a biborbaktériumokban, ahol a triplett gyakorlatilag teljesen
a karotinoid molekulan helyezkedik el (Gall és mtsai. 2011). Egy olyan molekularis
mechanizmus, amely a szomszédos pigmenteken keresztiill terjesztené a triplett
hullamfiiggvény lokalizacigjat, felgyorsitana a Kar triplett allapotok relaxaciojat és ndvelné
a Bkl molekulédk fényvédo hatékonysagat. A karotinoid triplett allapot kialakuldsa oldatban
olyan konformacié valtozasokkal vagy fényindukalt konformécié kapcsoldval torténik,
amely a kolcsonhatasba 1ép6 pigmenteket kozelebb hozza egymashoz annyira, hogy az a
molekularis mechanizmusnak alkalmas legyen. Hasonlé fényindukalt konformacio
kapcsolorol szamoltak be a kozelmultban molekulaspektroszkopias (single-molecule
spectroscopy) mérések alapjan (Gall és mtsai. 2015).

Vizsgalatom aladtdmasztja azt a kdvetkeztetést, hogy az intakt sejtekben a karotinoid
triplett ¢életideje és fényvédd funkcidja nem csak a karotinoid triplett energiditol és
szerkezetétdl fiigg (konjugalt lanchossz, konfiguracid, elektroncsatoltsag), hanem a
relaxéacio dinamikus szabalyozéasatdl is. Ez utdbbi mechanizmus mélyebb feltarasa még

varat magara.
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6. Osszefoglalas

A fotoszintetizald biborbaktériumok kitlind modellként szolgdlnak a fényindukalt
szerkezeti valtozasok, elektron- és protontranszfer, elektrosztatikai folyamatok, valamint
az olyan karosit6 hatasok elleni védelem tanulmanyozasara, mint a magas fényintenzitas ¢és
a nehézfémion-szennyezés. A vizsgalataimat intakt fotoszintetikus biborbaktériumokkal,
illetve izolalt reakcidcentrum fehérjével és ezeknek megfeleld helyein kialakitott

mutansaival végeztem.
Energetikai valtozasok mutdins Rhodobacter sphaeroides reakciocentrumban

A toltésszétvalasztas szabadenergia szintje jelentésen modosul kulcsfontossagh helyeken
oldalan. Ennek bizonyitasara a RC fehérje célzott helyein aminosav mutaciokat hoztunk
létre. A dimer Kkésleltetett fluoreszcencigjanak kinetikajat kiilonb6z6 mutans
reakciocentrumokon vizsgaltam, mely modszer bizonyitottan megfeleld és érzékeny eljaras
a bakterialis fotoszintézis kinetikai és termodinamikai jellemzdinek tanulmanyozasahoz.
Egy hidrogénkotés létrehozasaval, a Leu—His'3! mutacioval (rdviden: LH'Y) a DL
intenzitasa jelentdsen megnd a vad tipusi RC-ban mért értékhez képest. Megfigyeltem,
hogy valamennyi kivalasztott mutans esetében (LH13L, L M202: | {L18T | MI60. | HLI3t .
HLM202, | [LISL | | |4MI60 | ppMI1o7, | TM265. pyqM234. p| M234, EAM234. ERM234) ming g
késleltetett fluoreszcencia amplitadoja (teriilete), mind a sebességallanddja nétt a vad
tipusi RC-hoz képest. Az energia ndvekedés a donor oldali mutaciok esetében —a hidrogén
kotések novekedésével — 1épesdzetes: a tripla mutans koriilbeliil kétszer akkora novekedést
mutat a vad tipushoz képest, mint a dupla mutans. A vizsgalt mutans reakcidocentrumokban
a hidrogénhid-kotéssel jar6 mutaciok P* és P*Q, allapotok kozotti szabadenergia-
kiilonbség szintje koriilbelil 200 mV tartomanyban valtozik a vad tipust
reakcidcentrumhoz képest.

A vad tipusa RC-ban a P*Q, — P* tmenetet elsdsorban az entalpia-valtozas vezérli
€s az entropia-valtozasnak nincs nagy jelentdsége (Arata és Parson 1981b). A tendencia
alapvetden megmarad a donor oldali mutansoknal, ahol az entalpikus tag dominans marad,
de a hidrogénhid-kotések szamanak novekedésével az entropikus kifejezés novekedése
figyelhetd meg. Az akceptor oldali mutaciok mindségi kiilonbségeket mutatnak: mar egy
mutdcio utan az entropia-valtozas jelentds hajtoereje lehet a P*Q, — P* dtmenetnek. Ez a
megfigyelés molekularis atrendezédést jelenthet a vad tipusa RC-hoz képest az ITM?% ¢s a
EXM24 (ahol, X = H, L, A és R) mutéacidinal. Ezek a specifikus és tranziens molekuldaris
konforméciok az atmenet  (tOltésszétvalasztas/toltés-rekombinacio)  1étrejottének
elofeltételei a Qa-t érintd mutdcidkban, ami Ugy tlinik, hogy a donor oldali mutacioknal

hianyzik.
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A vizsgalt donor ill. akceptor oldali mutaciok egyike sem jar jelent6s strukturalis
valtozasokkal, ezért ezekben a mutansokban a megfigyelt energetikai valtozasok a
kofaktorok (P és Qa) és a fehérje kornyezete kozotti kdlesonhatasok enyhe modosulasat
eredményezik, beleértve a RC periplazmikus oldalan a dimerhez ko6t6d6 hidrogénhid-
kotések és a citoplazmikus oldalan 1év6 hidrogénhid-kotések halozataban bekdvetkezd

valtozasokat.

Mutdns és vad tipusu Rba. sphaeroides reakciocentrum fluoreszcencia indukcidja és
anizotropidja

Lattuk, hogy a Rba. sphaeroides bibor fotoszintetikus baktérium reakciocentrumaban a
helyspecifikus mutacié médositja a dimer energetikajat, és képes destabilizalni a P*Qj,
primer toltéspart. Mindezek kovetkeztében megvaltozik a kolcsonhatas (csatoltsag) a
monomer (B) és a dimer (P) Bkl kozott. A Bkl dimer és Bkl monomer kozotti
energiatranszfer jobb megértéséhez a Bkl prompt fluoreszcencia hatasfokat, anizotropiajat
¢és indukcidjat vizsgaltam a dimer és monomer szelektiv gerjesztésével. A specialis par
exciton jellege miatt a Qy sav két lehetséges allapota, P+ (810 nm, mely atfedésben van a
monomer Bkl-al (800 nm)) és P_ (865 nm). A 800 nm-es abszorpcio sav (P+ és B) direkt
gerjesztésével két jol kivehetd fluoreszcencia sav jelenik meg 850 nm-nél és 910 nm-nél,
amelyek a 'P* és B* allapotokrol alapallapotra torténd atmeneteinek tulajdonithatoak.
Ezeken a hullamhosszakon megfigyelt fluoreszcencia indukcio kinetikédja figyelemremélto
véltozasokat mutat. A 910 nm-nél és 850 nm-nél megfigyelhetd fluoreszcencia kinetikak
ellentétes alakja, de megegyezd esési és emelkedési ideje egyértelmii bizonyitéka a B*-rol
a dimérre torténd elektrongerjesztési energiatranszfernek.

A dimer kornyezetében kialakitott (altalunk hasznalt legmagasabb szdmu) harmas
muticio (LHM3L - LHM80 - FHMI97) nem valtoztatja meg a RC kozeli infravords abszorpcio
spektrumat, de jelentdsen modositja a fluoreszcencia spektrumat €s indukcios kinetikdjat.
Mig a 850 nm-nél levé Bkl fluoreszcencia hatasfoka dramaian csdkken, addig a 910 nm-
nél megfigyelhetd dimer fluoreszcencia hatdsfoka kétszeresére nd. A toltésszétvalasztashoz
sziikséges fényhasznositas sebességi allanddjat a mutacid nem mddositja. Mindazonaltal a
850 nm-en detektalt kinetikak jelentdsen megvaltoznak.

A 865 nm-es sav direkt gerjesztésével elért dimer fluoreszcencia anizotropidja mind
a vad tipusu, mind a mutans RC-ban magas (nagyon kozeli a +0,4 elméleti maximumhoz)
¢s nem mutat hullamhosszfiiggést. A B és P_ gerjesztése 808 nm-es lézerdiodaval a
megfigyelt hulldimhossztartomanyon a fluoreszcencia hulldmhosszfiiggd depolarizaciojat
eredményezi 0,35-r6l 0,24-re a vad tipus esetében és 0,3-r6l 0,24-re a tripla mutans
esetében. Osszességében a kisérleteink azt mutattak, hogy a dimer prompt fluoreszcencia
eltolodas nagysagat — a mutacié nem (vagy csak alig) modositotta. Masrészrél a monomer

bakterioklorofill fluoreszcencia hatasfokdnak jelentds csokkenését tapasztaltam.

98



6. OSSZEFOGLALAS

Ho?" ion indukalt fotokémiai folyamatok gatldsa Rba. sphaeroides reakciécentrumban

A fotoszintetizald baktériumoknak él6helylikon szamos kihivassal, stressz hatassal (pl.:
magas fényintenzitas, nehézfémionok jelenléte) szembesiilnek. Az atmeneti fémionok
(Zn?*, Ni?*, Cd?* stb.) drasztikus hatast gyakorolnak a bakterialis RC redoxfolyamataira, és
koziiliik is a két vegyértékii higany-ion kiilonosen kartékony. A kiilonbozé Hg?* ion altal
indukalt hatasok feltarasa és elkiilonitése nagy kihivast jelent, mégis altalanos célként
tiiztem ki a bakterialis RC fehérjéhez kotott Hg?* ion altal eldidézett szerkezeti és
funkcionalis valtozasok tanulmanyozasat, és specifikus tamadasi helyeinek feltérképezését.
Vizsgalataim soran Rba. sphaeroides biborbaktériumbol izolalt RC-hoz telitési
koncentracioig Hg?* iont (~ 10° [Hg**/[RC]) adtam és a fotokémiai aktivitas ido- és
koncentraciofiiggd csokkenését figyeltem meg. Kisérleti eredmények alapjan
megallapitottam, hogy a Hg?" ionnak a citoplazmikus oldalon a protonkapuhoz a
legnagyobb affinitasa (K ~ 0,2 (uM)1), melynek eredményeképp gitolja a protonfelvételt.
Megfigyeltem, hogy a méasodlagos kinonhoz kozeli kotohelyhez kisebb affinitasal (K ~ 0,05
(uM) 1) koétédik a Hg?* ion, és a kinonok kézti elektrontranszfert gatolja feltehetden a Qg
konformacios allapotanak megvaltoztatasaval. A Hg?" ion egy masik specifikus tdmadasi
helyét azonositottam a periplazmikus oldalon, ahol a Hg?* feltehetden a Bkl dimerhez kozel
kotddik, és ott enyhe energetikai valtozasokat okoz, melynek eredményeképp a dimer vords
abszorpcid savjanak 30 nm-el vald kékeltolodasat és redox kozépponti potencialjanak
~45 mV-tal valo emelkedését okozza. A Hg?* ionnak a dimerhez kozeli kotédése nem
befolyasolja a citokrom (cit) ¢ dokkolasat vagy a redukalt cit ¢ -rél valo elektrontranszfert
P*-ra. A Hg?" ezekhez a helyekhez reverzibilisen, viszonylag nagy kotési allandéval
kotoédik megvaltoztatva az elektrosztatikat, a hidrogénkotések szerkezetét, és a fehérje

crer

megsziinéséhez vezet.
Eros fény elleni védelem intakt fotoszintetizalo biborbaktériumokban

A nehézfémion-szennyezés mellett az erds fényintenzitds is a gyakori kornyezeti
(stressz)hatasok kozé tartozik. A fotoszintetizald baktériumok figyelemre méltod
hatékonysaggal és gyorsasaggal védik és miikodtetik az energiaatalakitd rendszeriiket.
Ennek igen fontos része a fény intenzitdsdnak novelésével aranyos modon keletkezd
bakterioklorofill triplett (3Bkl) allapotok kezelése, amely elengedhetetlen a fotoszintetikus
organizmusok taléléséhez. A Bkl triplett allapot energiaja ugyanis konnyedén atadodik a
triplett allapotd molekularis oxigénnek (302), és szingulett gerjesztett allapotii oxigént
(103, er6s oxidaloszert) allit eld. Ennek megakadalyozasdra szamos mechanizmus
miikddik, amelyekben kiemelt szerepet jatszanak a karotinoid festékek. Kisérleteimben a
fényindukalt karotinoid triplettek (°Kar) keletkezését és élettartamét a bakterioklorofill
(BKI)  fluoreszcencia  megfigyelésével  vizsgaltam  kiilonboz6  fotoszintetikus
baktériumokban, koztiik Rvx. gelatinosus (anaerob és szemianaerob), Rsp. rubrum, Thio.
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roseopersicina, Rba. sphaeroides 2.4.1 valamint karotinoid és citokrom modositott
mutansokkal: Rba. sphaeroides Ga, R-26 és cycA. Vizsgalataim soran megfigyeltem a BKI
fluoreszcencia intenzitas *Kar ltali kioltasat a fotokémiai emelkedés alatt és nem csak azt
kovetéen, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a reakciécentrumban (RC) a
toltésszétvalasztas €s a karotinoid triplett keletkezése nem egymast kovetd, hanem
parhuzamos folyamat. Ezzel a megfigyeléssel és azzal, hogy a ®Kar fotoprotektiv funkcidja
nem korlatozodik kizarélag csak a RC-ra, egy olyan modellt dolgoztunk ki, mely
modellben a karotinoidok a Bkl pigmentek altal meghatarozott pigmentrendszerben
(antenna-rendszerben) oszlanak el.

A Kkisérleteim soran meghataroztam a karotinoid triplettek €lettartamat kiilonbozo
bakterialis torzsekben. Mivel a baktériumok kiilonféle karotinoidokat, és valtozo
Osszetételben tartalmaznak, ezért a megfigyelt karotinoid triplett relaxacid sebességi
allandoja a kiilonbozd toérzsekben a megfeleld karotinoid frakcidval sulyozott sebességi
allandok 0Osszege. Figyelembe véve a kiilonboz6 torzsek karotinoid tartalmat és a
megfigyelt relaxacios sebességekre linedris egyenletrendszert felirva, a mérési adatokbol
kiszdmitottam a kiillonb6zd lanchosszisagl karotinoidok triplett életidejét.

Fénygerjesztés alatt mért 3Kar élettartama lényegesen rovidebb (1-2 ps), mint a fény-
indukci6 utan (sotétben) mért 3Kar élettartama (2-10 pus). Ez az eltérd viselkedés a 3Kar
dinamikajanak fontossagat mutatja a relaxacio el6tt, tovabba a fényvédelem fokozott
hatékonysagat szolgalja, mely egyértelmiien Osszhangban van a baktérium ¢lettani
igényével. Az eredményeket nemcsak a 3Kar energiaszintjei, hanem a Kar gerjesztett
triplett allapotaban 1évé kiilonboz6 alsobb szintek kozotti atmenetek kinetikajanak

szempontjabol is targyaltam.
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/. Summary

The photosynthetic purple bacteria are excellent models for studying light-induced
structural changes, electron- and proton transfer, electrostatic processes and protection
against damaging effects such as high light intensity and heavy metal contamination. My
studies were carried out using intact and mutant photosynthetic purple bacteria and isolated
reaction center protein.

Free energy changes in mutant reaction center of Rhodobacter sphaeroides

The free energy level of charge separation is significantly altered by the mutation of amino
acids at key sites both on the donor and acceptor sides of the reaction center (RC). For
demonstration, amino acid mutations were specifically targeted at different sites of the RC
protein. The kinetic properties of the delayed fluorescence of the dimer of different mutants
were studied. The methods has proved to be a suitable and sensitive procedure to determine
the kinetic and thermodynamic characteristics of bacterial photosynthesis. By creating a
hydrogen bond with the Leu — His**! mutation (briefly LH'®1), the intensity of DL is
significantly increased compared to the wild-type RC. It was observed that both the
amplitude (area) and the rate constant of the delayed fluorescence were increased for all
selected mutants (LHL131; HLMZOZ; [ HL13L . LHM160; [ HL13L . Hlelzoz; [ HL13L . | qM160 _
FHM97. | TM265, pyM234. g M234. E AM234. ERM234) compared to the wild type RC. The
increase of the number of hydrogen bonds increases the intensity of the DL and the increase
is stepwise: the triple mutant shows about twice as large increase as the double mutant
relative to that of the wild type. The free energy levels of these hydrogen bond mutations
span about 200 meV range.

In wild type RC, the P*Q, — P* transition is primarily driven by enthalpy change
and the entropic change has not much significance (Arata and Parson 1981b). The tendency
is basically preserved in the donor side mutants where the enthalpic term remains dominant
with slightly larger contribution of the entropic term upon increase of the number of
hydrogen bonds. The acceptor side mutations show qualitative differences: the entropy
change may become a significant driving force in the P*Q, — P* transition even after
single mutation. This observation could imply molecular rearrangements in the ITM2% and
in the series of EXM23 (where X = H, L, A and R) mutants relative to that in wild type RC.
These specific and transient molecular conformations are prerequisites of the transition
(charge separation/recombination) in Qa related mutations and seem to be absent in the
donor side mutations.

As none of the mutations are accompanied by major structural changes, the observed
energetic changes are attributed to slight modifications of the interactions between the
cofactors (P and Qa) and the protein environment including the hydrogen bonds to P on the
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periplasmic side and the extended hydrogen bond network on the cytoplasmic side of the
RC.

Induction and anisotropy of fluorescence of mutant and wild type reaction center from
photosynthetic bacteria Rhodobacter sphaeroides

As describe above, the mutation affects the energetics of the dimer, and the primary charge
pair P*Qj is destabilized. The interaction between the BChl monomer (B) and the BChl
dimer (P) should also change. To understand the energy transfer between the BChl dimer
and BChl monomer deeper, the yield, the anisotropy and the induction of the prompt
fluorescence of BChl were investigated by selective excitation of the dimer and the
monomer. Using diode laser emitting at 808 nm, both B and the upper exciton state (P-) of
the dimer in wild-type RC can be directly excited resulting in two well-defined fluorescence
bands at 850 and 910 nm corresponding to radiative transitions from !B™ and from P (the
lower exciton state of the dimer) to the ground state, respectively. The kinetics of
fluorescence induction observed at these wavelengths show remarkable changes. The
opposite shapes of fluorescence kinetics with identical fall and rise times at 910 and 850
nm, respectively, serve as clear cut evidence for the electronic excitation energy transfer
from 1B” to the dimer.

The triple (LH"3! - LHM160 - FHMISTy mutation of the amino acids close to the dimer
does not change the near-IR absorption spectrum of the RC, but modifies the spectrum and
the induction kinetics of the fluorescence significantly. While the yield of the B
fluorescence at 850 nm decreases dramatically, the yield of the dimer fluorescence at 910
nm increases by a factor of two. The rate constant of light utilization for charge separation
measured as the decay constant of the fluorescence induction at 910 nm is not modified
upon mutation. However, the kinetics detected at 850 nm become significantly different.

The anisotropy of the fluorescence excited at 865 nm (P-) was very close to the
limiting value (0.4) across the whole spectral range. The excitation of both B and P_ at 808
nm resulted in wavelength-dependent depolarization of the fluorescence from 0.35 to 0.24
in the wild type and from 0.30 to 0.24 in the reaction center of triple mutant. Our
experiments indicated, however, that the major (prompt) fluorescence properties of the
dimer — the spectrum, the orientation and strength of transition dipoles, the magnitude of
the Stokes-shift — were hardly modified by the mutation. On the other hand, a significant
drop of the yield of fluorescence related to the monomeric bacteriochlorophyll was
experienced.

Hg?" induced inhibition of photochemistry in the reaction center of Rba. sphaeroides

Photosynthetic bacteria in their habitat are faced with a number of challenges, stress effects
(e.g. high light intensity and presence of heavy metal ions). Heavy metal ions (Zn%*, Ni%*,
Cd?* etc.) have drastic effects on the redox processes of bacterial RC, among them the
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bivalent mercury ion is particularly malignant. The decomposition of the various Hg?*-
induced effects into well-defined processes is a great challenge. My general aim was to
study structural and functional changes of bacterial RC protein induced by Hg?* ion and to
map the specific binding sites. Isolated RCs from Rba. sphaeroides were exposed to Hg?*
ions up to saturation concentration (~10° [Hg**]/[RC]) and the gradual time and
concentration-dependent loss of the photochemical activity was monitored. The proton gate
at the cytoplasmic site had the highest affinity for Hg?* binding (K~0.2 (uM)1) and blocked
the proton uptake. Reduced affinity (K~0.05 (uM)™?) was measured for the Hg?* binding
site close to the secondary quinone that resulted in inhibition of the interquinone electron
transfer. A similar affinity was observed close to the bacteriochlorophyll dimer causing
slight energetic changes as evidenced by a ~30 nm blue shift of the red absorption band,
and a ~45 meV increase in the redox midpoint potential. The Hg?* ion does not modify the
docking of the reduced cyt ¢ to the RC nor the electron transfer from cyt ¢®* to P*. Bound
to these sites reversibly, the Hg?* ions can destroy hydrogen bond structures, inhibit protein
dynamics, block conformational gating mechanisms and modify electrostatic profiles
essential for electron and proton transfer.

Photoprotection in intact cells of photosynthetic purple bacteria

In addition to heavy metal ion contamination, strong light intensity also belongs to common
environmental (stress) effects. The photosynthetic bacteria protect and operate their energy
conversion system with remarkable efficiency and speed. An important part of this is the
treatment of bacteriochlorophyll triplet (3BChl) proportional to the intensity of light
intensity, which is essential for the survival of photosynthetic organisms. The energy of the
BChl triplet state easily transmits to triplet oxygen 3O, creating excited singlet oxygen 103
which is highly damaging to many cell constituents. To prevent the formation of the very
reactive singlet oxygen, many mechanisms work in which carotenoid chromophores play a
prominent role. The generation and lifetime of flash-induced carotenoid triplets (°Car) have
been studied by observation of the quenching of bacteriochlorophyll (BChl) fluorescence
in different strains of photosynthetic bacteria including Rvx. gelatinosus (anaerobic and
semianaerobic), Rsp. rubrum, Thio. roseopersicina, Rba. sphaeroides 2.4.1 and carotenoid
and cytochrome deficient mutants Rba. sphaeroides Ga, R-26 and cycA, respectively. The
3Car quenching is observed during and not exclusively after the photochemical rise of the
fluorescence yield of BChl indicating that the charge separation in the reaction center (RC)
and the carotenoid triplet formation are not consecutive but parallel processes. The photo-
protective function of 3Car is not limited to the RC only and can be described by a model
in which the carotenoids are distributed in the lake of the BChl pigments.

By measuring the quenching of BChl fluorescence, the carotenoid triplet lifetimes
were determined in different bacterial strains. The observed lifetime of Car in intact cells
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is the weighted average of the lifetimes of the carotenoids with various numbers of
conjugated double bonds in the bacterial strain.

The lifetime of *Car measured in the light is significantly shorter (1-2 ps) than that
measured in the dark (2-10 ps). The difference reveals the importance of the dynamics of
3Car before relaxation and serves to enhance the effectiveness of light protection which is
clearly consistent with the bacterial physiological need. The results are discussed not only
in terms of energy levels of the *Car but also in terms of the Kinetics of transitions among
different sublevels in the excited triplet state of the carotenoid.
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