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1. BEVEZETES

A fotoszintézis az élet sine qua non-ja, az az alapvetd folyamat, mely lehet6vé
teszi, hogy a foldi élet az dltalunk ismert és csodélt sokezer szinében pompéazzon.

A fotoszintézis bioldgiai, kémiai és fizikai reakciok alkotta Osszetett folyamat,
melyben a gyakorlatilag korlatlanul rendelkezésre 4116 fényenergia szerves vegyiiletek
kémiai kotéseinek energidjava alakul. Az oxigénfejlesztd fotoszintetizal6 szervezetek
vizet hasznilnak elektrondonorként a szén-dioxid redukci6jdhoz, mikdzben
molekuldris oxigént szabaditanak fel és energidban gazdag szerves vegyiileteket

képeznek. Ezen komplex reakcié 0sszefoglald egyenlete a kovetkez8képpen irhat6:
hv

novény

6 CO, + 6 H,0

> C6H12O6 + 6 02.

Hosszi évek intenziv kutatémunkéjdnak eredményeként ma mar tudjuk, hogy a
fotoszintézis a névényekben két alapvetSen kiilonb6zé folyamatbdl tevédik Ossze. Az
egyik az els6dleges vagy fényreakcié, melynek sordn a Nap sugdrzasi energidjat az
antenna pigment molekuldk (klorofillok, karotinoidok, fikobiliproteinek stb.)
abszorbedljak. Az elnyelt energia elektrongerjesztési energiaként adédik at a
reakcidcentrum klorofill-a molekuldinak, majd kémiai energidvd alakul a gerjesztett
dllapot indukélta toltésszétvalasztissal. A reakciok mdsik tipusa a mésodlagos vagy
sotétreakcid, melynek sordn a szétvalt, stabilizdlédott toltések a szén-dioxid
redukcidjat és a viz oxid4cigjat eredményezik. A vizmolekula elbontdsaval
molekuldris oxigén, protonok és elektronok szabadulnak fel, ez utébbi ketts a kémiai
energia (ATP szintézis) illetve a redukdlé er6 (NADPH) kialakitasdban
hasznositédik. A 1étrehozott NADPH és ATP szolgél a szén-dioxid megkotésének és
szénhidratokkd val6 redukciéjanak energiaforrdsaként.

A vizbontas folyamata és a molekuldris oxigén felszabaduldsa a fotoszintézis
sordn lejatsz6dé reakciok legkevésbé ismert része. Ezért valasztottuk dolgozatom
témajaul a fotoszintetikus oxigénfejlédés mechanizmusdnak elméleti és kisérleti
vizsgalatit. Az ehhez kapcsoldd6 munkak ma még f6ként alapkutatdsi szempontbél
jelentGsek, de a jovében ezek az ismeretek a vildgméretli élelmezési, kornyezet-

szennyezési, energiagazdalkodasi problémak megolddséban is szerepet jatszhatnak.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A fotoszintetikus elektrontranszportlanc és a Z-séma

A magasabb rendli novényekben, algdkban és cianobaktériumokban a
fotoszintézis fotofizikai és fotokémiai reakcioi két szerkezetileg elkiiloniilt egységben,
az els$ és masodik fotokémiai rendszerben (photosystem I, PSI; photosystem II, PSII)
mennek végbe. Funkciondlisan azonban nem fiiggetlenek egymdst6l, a donor és
akceptor oldali redox komponensek valamint a citokrém b/f komplex 4ltal
megval6sitott fotoszintetikus elektrontranszportlanc sszekapcsolja a két fotokémiai
rendszert. Ezek egyiittmiikodését véazlatosan a Hill és Bendall (1960) altal bevezetett
(n. Z-séma mutatja be az 1. 4brdn, melyen az elektrontranszportldnc komponensei
kozépponti redoxpotencidljaik szerint vannak feltiintetve.

A PSI felelés a NADPH kialakuldsaért, a PSII pedig a viz oxidéciojat biztositja.
A viz/oxigén rendszer redoxpotencidlja +0.8 V. Innen kell az elektronoknak a
—0.32 V redoxpotencidli NADPH/NADP™ rendszerbe felemelkedni (6sszefoglalas-
ként 1d. Szalay és Lehoczki, 1979). Az ehhez sziikséges energidt a reakcidcentrum
klorofillok (Pggy a PSII és P;y a PSI esetében) 4ltal elnyelt fotonok energidja
szolgédltatja. Ezen klorofillok gerjesztett &llapota teszi lehetévé az elsGdleges
toltésszétvalasztast, mely 4ltal a fényenergia kémiai energidva alakul. A
fotoszintetikus elektrontranszportldnc tovdbbi 1épéseiben az elektronok a
redoxpotencidlok édltal megszabott irdnyba vandorolnak.

A fotoszintézis elsddleges reakcioi: Az elektrondramlas akkor indul meg, amikor a
reakci6centrumok fény hatdsdra gerjesztett 4allapotba keriilnek (a gerjesztett
allapotok jelolése Pggy™ és Pygy’). A Pygy” gerjesztési energidja kémiai energidva
alakul 4t azzal, hogy megtorténik a tOltésszétvilasztds, azaz mintegy 3
pikoszekundum alatt kialakul a Pggy* kation és a feofitin™ (Pheo) anion
(Wasielewski és mtsai, 1989). A Pggyt hidnyz6 elektronjat a Z-vel jelolt masodlagos
elektrondonort6l kapja meg. Az elnevezést az indokolja, hogy elsddleges
elektrondonornak maga a reakciécentrum tekinthets. A Pyy" els§ reakci6jdhoz, a
PyooTAg ™ toltésszétvalasztashoz 10 pikoszekundum sziikséges. Itt Ay egy specidlis
klorofill-a molekula.

A PSII masodlagos reakciéi: A Z donoron 1év§ pozitiv toltés az M-mel jelolt
toltésgyiijtére, a vizbonté enzimre keriil. Itt torténik a viz oxidacidja és az oxigén
felszabaduldsa. A Pheo™ elektronjat 400-500 pikoszekundum alatt az els6dleges
elektronakceptornak (Qu) adja 4t (Schatz és mtsai, 1987; Eckert és mtsai 1987).
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1. dbra. A fotoszintetikus elektrontranszportlanc felépitése, az elsé és a mdsodik
fotokémiai rendszer egyiittmiikodése az vin. Z-séma szerint. Jelmagyardzat a szovegben.
(Az abrat az irodalombol vettiik at: Demeter és Govindjee, 1989.)



A Qp egy specidlis plasztokinon molekula és tudoménytorténeti okokbdl viseli az
"els6dleges" nevet. Innen az elektron 400-500 mikroszekundum alatt a masodlagos
akceptorra (Qg) keriil (Crofts és Wraight, 1983), mely két elektron taroldsira
alkalmas specidlis plasztokinon molekula. A Qp egyszeresen redukalt 4llapota
viszonylag stabilis, mig a kétszeresen redukalt 4llapota gyorsan visszaalakul oxidélt
éllapottd, mikozben két elektron tovdbbitdédik a 6-12 plasztokinon molekuldbdl 4ll6
plasztokinon gyijts (PQ) felé (Veltuys, 1982).

A cyt bg/f komplex reakcidi: A kétszeresen redukdlt plasztokinon egyik
elektronjat a vasat és ként tartalmazé Gn. Rieske-féle vas-kén centrumnak (R-Fe-S)
adja, a masik elektronjat pedig a citokrém by (cyt by ) komponens veszi 4t. A R-Fe-S
centrumon 1év§ elektron redukalja a citokrém f (cyt f) komponenst, a citokrém by -en
1év6 pedig a citokrém by (cyt by) komponensre keriil, ahol egy ciklikus
elektrontranszport elemévé valik (Gn. Q-ciklus) (Osszefoglaldsként 1d. Demeter és
Govindjee, 1989).

A PSI mdsodlagos reakciéi: A redukalt citokrém f elektronjit egy réztartalmu
plasztocianin (PC) komponens veszi t, amely az elektront a P;g9*-hoz széllitja. Az
akceptor oldalon Ay-rél az elektron egy valdsziniileg fillokinon molekulédra, A;-re
keriil. Innen vas-kén centrumokon (Fx, Fg, Fp) keresztiil végiil egy ferredoxin (Fd)
molekuldra jut (Osszefoglalasként 1d. Demeter és Govindjee, 1989). A keletkezd
redukélt ferredoxin a ferredoxin-NADP™* reduktdz (FNR) katalizdlta reakci6ban a
NADP *-t redukdlja.

A fentiekben leirtak, a vizt6l a NADPH™" felé irdnyulé elektrondramléds a
fotoszintetikus elektrontranszportldnc tin. nem ciklikus miikodési médja. Emellett
léteznek ciklikus elektrontranszport folyamatok is, melyek a fotoszintézis fizioldgiai
szabélyozadsdban vesznek részt.

2.2. Az PSII fehérje szerkezete

Az 1980-as évek egyik igen nagy érdeklddéssel tanulményozott fehérje
komplexe a magasabb renddi fotoszintetizdlé szervezetek tilakoid membrénjaba
agyazodott viz-plasztokinon oxidoreduktdz komplex, a méasodik fotokémiai rendszer
volt. Felépitésére vonatkoz) jelenlegi ismereteink Osszefoglaldsat a 2. 4bra mutatja.
A PSII egy legaldbb 20 kiilonbdzé polipeptidbdl 4116 multiprotein komplex - ideértve
a katalitikus, a szabédlyozdé és a szerkezeti alegységeket ill. néhdny klorofill kots
proteint is (Osszefoglaldsként 1d. Andersson és Styring, 1991). Ezek az alegységek
részben sejtmagban, részben kloroplasztiszban kédoltak. A fotoszintetikus bibor
baktériumok rontgenkrisztallografidss mobdszerrel pontosan leirt szerkezetii



2. abra. A mdsodik fotokémiai rendszer vizlatos felépitése a tilakoid membranban. A
protein alegységeken az elnevezésiik és/vagy a kDa-ban kifejezett molekulasilyuk van
feltiintetve. Az dbra kozponti része a D1/D2 heterodimert és az ehhez kotéds redox
komponenseket mutatja. A Pgg és a feofitin (Pheo) kdzotti téltésszétvilast a fekete nyil
szimbolizalja. Az tires nyilak mutatjik azokat a mdsodlagos elektrontranszfer lépéseket,
melyek eredményeként a szétvalt toltések stabilizalédnak. A DI proteinen helyezkedik el
a vizbontasban résztvevé Mn csoport (Mny), mely mellett a vizbontdshoz sziikséges
kofaktorok (Ca®* és Cl~) is megtaldlhaték. A Tir-Z ( Tyryz) és Tir-D (Tyrp) redox aktiv
tirozinok, valamint a Q4 és Qp elektron akceptorok a D1/D2 heterodimeren elfoglalt
pozicidjuknak megfelelben vannak dbrazolva. A tilakoid membrin lumen oldala feldl
kapcsolédik a reakciécentrumhoz a hdrom (33, 23, 16 kDa) periferidlis vizoldékony
protein. A jobb felsé sarokban lathaté az akceptor oldali két-elektronos kapu, a Qg
mikddési sémdja. A bal alsé inzert a vizbonté rendszer redox ciklusdt mutatja.(Az dbrat
az irodalombdél vettiik at: Andersson és Styring, 1991.)



reakcidcentruménak (Michel és Deisenhofer, 1986) L és M alegységével valo
analégia alapjan ma madr 4ltaldnosan elfogadott, hogy a PSII reakciécentrumok vézat
a D1 és D2 proteinekbdl 4ll6 heterodimer alkotja (Nanba és Satoh, 1987). Mindkét
protein molekulatémege 32 kDa és mindkettd kloroplasztiszban kédolt: a D1 protein
a kloroplasztisz DNS psbA génjének terméke (Mattoo és mtsai.,1981), a D2 pedig a
psbD gén terméke (Rochaix és mtsai, 1984). Kozos tulajdonsdguk tovabbd, hogy
aminosav szekvencidjuk igen j6l konzervalt (Erickson és mtsai, 1985; Svensson és
mtsai, 1990). Az L és M alegységekkel valamint az egymadssal val6 homolégia alapjdn
modellezheté a D1, D2 proteinek harmadlagos szerkezete, amit a membrént atszeld
Ot hélix (A-E) valamint egy hatodik (CD), a membran sikjdval padrhuzamos hélix
alkot (Svensson és mtsai, 1990).

A PSII elektrontranszportjdban résztvevs osszes redox komponens hordozéja a
D1 és D2 protein. Az elsGdleges toltésszétvalasztdsban résztvevd fotokémiailag aktiv
P680 klorofill a D1 és D2 protein 198-as hisztidinjéhez k6t6dik (Trebst, 1986), mig a
(Moenne-Loccoz és mtsai, 1989). A PSII redukalé oldaldan a toltés-stabilizdciéban
szerepet jatszé Qp elsddleges és Qg mésodlagos kinon akceptorok rendre a D2 és D1
proteinek D és E hélixeit Osszekotd szakaszdhoz kapcsolédnak. Ez a feltevés a
D1/D2 heterodimer és a bakteridlis reakci6centrum kozotti analdgidn alapul. A Qg
masodlagos akceptor esetében ezt az a kisérleti bizonyiték tdmasztja ald, mely szerint
a Qg helyére kot6d6 herbicidekkel szemben rezisztens mutdnsokban a fenti D1
protein szakasz aminosav sorrendjében taldlhatéak a szenzitiv vad tipusétdl vald
eltérések (Trebst, 1986). A PSII donor oldaldn az elektrontranszportban a Z
masodlagos donor szerepét betolté komponens a D1 protein 161-es tirozinja (Tir-Z),
mig a — bizonyos koriilmények kozott szintén donorként szereplé — D donor a D2
ugyancsak 161-es tirozinja (Tir-D) (Debus és mtsai.,1988a,b; Vermaas és mtsai, 1988,
Metz és mtsai, 1989). A vizbonté komplexben funkciondlé Mn csoport kotShelye
Svensson és munkatdrsai (1990) szerint a D1 protein A és B hélixét Osszekotd
szakasza a tilakoid membran bels6 oldalan.

A citokrém b5-559 a PSII reakciécentrumhoz szorosan kapcsolédé fehérje
(Cramer és Whitmarsh, 1977), melynek szerepe a fokoz6dé tudomdanyos
erdfeszitések ellenére sem tisztdzott. Azt mar sikeriilt megéllapitani, hogy a citokrém
b-559 nem vesz részt a PSII {6 elektrontranszportjdban. Funkcidja azonban csak
bizonyos koriilmények kozott ismert. A vizbont6é komplex gétldsa esetén (pl. alacsony
homérsékleten) a Pggyt fotooxiddlja a citokrém b-559-et (Vermeglio és Mathis,
1973). Emellett arra is taldlunk utaldst az irodalomban, hogy a PSII koriili ciklikus
elektrontranszportban vesz részt (Mende és Wiessner, 1983). A citokrém b-559
kiilonb6zd redox potencidli formaban lehet jelen. A magas potencidld forma



(+350 mV) a friss preparatumokban szdmottevd, ezt tekintik az aktiv formédnak. Az
alacsony potenciald forma (t6bb ilyen forma 1étét is feltételezik, 5-230 mV kozotti
potenciéllal) megzavart miikodésii vizbonté rendszer (pl. a periféridlis proteinek
eltavolitasa, hékezelés, oregedés stb.) mellett jut szerephez. A citokrém b-559
funckci6janak részleges ismeretével ellentétben a szerkezete mar kielégitGen feltart.
A citokrém b-559 egy heterodimer, melyben a hisztidinekhez kapcsol6dé redox aktiv
hem csoport a két hidroféb hélix kozé ékelddik (Cramer és mtsai, 1990).

A magasabb rendli novények és eukariéta algdk mdsodik fotokémiai
rendszerében a tilakoid membran bels§ feliletén hdrom sejtmagban kodolt
vizoldékony protein taldlhat6 (Murata és Miyao, 1985; Andersson és Akerlund,
1987), melyeket az irodalom molekulatomegiik utdn 33 kDa-os, 23 kDa-os és 16 kDa-
os fehérjeként targyal. Kisérleti eredmények alapjan valésziniinek tlinik, hogy a két
kisebb molekulasilyii fehérje a Ca2* és Cl~ ionok szerepét szabélyozza a Mn
csoport koérnyezetében (Murata és Miyao, 1985; Andersson és Akerlund, 1987). A 33
kDa-os periferidlis fehérje minden oxigént fejleszt§ fotoszintetikus szervezetben
megtaldlhat6, igy a cianobaktériumokban is. Ezt a proteint kordbban a Mn kotési
helyeként valészintisitették (Murata és mtsai, 1983; Abramowicz és Dismukes, 1984).
Ujabb vizsgélatok azonban azt mutatjék, hogy a 33 kDa-os protein nem mangankétd,
hiszen a Mn ionok kotétten tarthaték azutdn is, hogy a fehérjét eltavolitottdk a
membranbdl (Miyao és Murata, 1985; Ono és Inoue, 1984). A 33 kDa-os fehérje
hidnya részben pétolhaté igen magas, nem fizioldgids szintti Ca2* és CI~
tartalommal, ilyen koriilmények kozott is van megfigyelhet§ oxigén fejlédés, bar
erésen eltorzult kinetikdval (Ono és Inoue, 1984; Miyao és mtsai, 1987). Ezen
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a 33 kDa-os protein szerepe
struktaralis, a fehérje a Mn komplex helyes konformdacidjanak stabilan tartdsédhoz
sziikséges (Ono és Inoue, 1984).

2.3. A fotoszintetikus oxigénfejlédés

Joseph Priestly mér 1776-ban megéllapitotta, hogy a névények "képesek javitani
a levegé mingségén", azaz oxigént termelni. Az6ta igen sokan szentelték figyelmiiket
a fotoszintetikus oxigénfejlédés témakorének, de néhdny alapvets kérdés még ma
sem tisztazott.

Biztosan tudjuk, hogy a fotoszintézis sordn felszabadulé oxigén a vizb&l és nem
a szén-dioxidb6l szdrmazik. [Ezen A4llitds legmeggy6z&bb  bizonyitékét
tomegspektrometrids kisérletek szolgéltattdk, melyek sordn Ruben és mtsai (1941) a
180 izot6pot hasznaltdk jelolsként. A Chlorella sejtek 4ltal felszabaditott oxigén
izotoposszetétele megfelelt a vizben 1év6 160:180 ardnynak és fiiggetlen volt a



bikarbonit formé4jidban adagolt szén-dioxid 180 izotopszintjétsl. Kozel 20 évvel
kés6bb azonban megkérdgjelezték a fenti eredmények helyességét a gyors
izotépkicseréldési reakcidk lehetdsége miatt a viz-bikarbonat keverékben (Warburg
és Krippahl, 1960). A kisérleti korilmények gondos megvélasztdsdval azonban
minimdlissd tehetd ez a hibaforrds. Stemler és Radmer (1975) majd Radmer és
Ollinger (1980) altal végzett 180 izotépos mérések eredményei megerssitették a
fotoszintetikus oxigén vizbdl val eredetét.

A természetben a mdasodik fotokémiai rendszer kizar6lagos képessége a viz
elbontésa elektronokkd, protonokka és molekuléris oxigénné. Egy oxigén molekula
felszabaditasdhoz négy elektront kell elvonni két molekula vizbdl:

2H,0—>4¢e +4H* + O,.
A PSII reakciécentrum klorofillja egy foton elnyelésével egyetlen toltésszétvalasztast
tud csak generdlni. A sikeres vizbontdshoz azonban egyszerre négy pozitiv toltés
sziikséges. Ez azt jelenti, hogy a PSII elektrontranszport ldncédban kell lennie egy
négyelektronos kapunak, mely csak négy toltés egyidejii jelenlétében nyilik meg. Ezen
toltéstarolé rendszer mibenléte, miikodése még ma is a fotoszintézis kutatds egyik
nagy rejtélye.

Ismereteink elsGsorban az oxigénfejlodés kinetikai modelljére vonatkoznak
(6sszefoglalasként 1d. Szalay és Lehoczki, 1979; Hansson és Wydryzynski, 1990). A
kinetikai vizsgdlatok 1ényege, hogy a sotétadaptélt fotoszintetikus mint4t néhdny Hz
frekvencidjia fényimpulzus sorozattal vildgitjdk meg. A fényimpulzusok intenzitisa a
fotoszintézis szempontjabdl telitési kell legyen, azaz elegendd ahhoz, hogy minden
reakci6centrumban beinduljanak a fotokémiai reakciék. A fényimpulzusok
id6tartama pedig olyan révid kell legyen ( néhdnyszor 10 s), hogy minden
reakci6centrumban  csak egy  toltésszétvédlasztdst generdljon. Az ilyen
fényimpulzusokkal indukélt oxigénfejl6dés jellegzetes négyes periddust oszcillaciot
mutat. Az els§ fényimpulzusra nem termelddik oxigén, a masodikra is csak kevés. Az
elsd oxigénmaximum a harmadik impulzusndl jelentkezik. Az itt fejl6dott oxigén
mennyisége akar két-, hdromszorosa is lehet az ugyanilyen intenzitdst folytonos
megvildgitdskor kapott értéknek. Tovabbi maximumok a hetedik, tizenegyedik stb.
fényimpulzusokndl taldlhaték, mikézben az oszcillici6 csillapodik és az
oxigénfejl6dés mindinkdbb megkozeliti a folytonos megvildgitaskor mért értéket, az
un. "steady-state"-et. A tovabbiakban a fényimpulzusszdm fiiggvényében felrajzolt
relativ oxigén értékek Osszességét oxigén szekvencidnak fogjuk nevezni.

A fenti kisérletet elészor Pierre Joliot és Anne Joliot végezte el 1968-ban.
Azo6ta tobb elmélet sziiletett a csillapodd oszcillacié értelmezésére, melyek koziil
legink4bb elfogadott Kok és munkatarsai altal 1970-ben feléllitott modell.

10



2.4. A Kok modell

Az 2.4bra alsé inzertjén lathaté Kok modell szerint a vizbont6é enzim 6t
kiilonb6z6 oxidaciés dllapotban lehet, melyeket Sy, Sq, Sy, S3, S4-gyel jeloliink. Ezen
allapotok a proteinhez kotétt 4 Mn atom kiilonb6z6 vegyértékallapotainak felelnek
meg. A reakciécentrumban végbemend fényindukélt toltésszétvalasztast kovetben a
vizbonté enzim egy elektront ad 4t a Tir-Z mdésodlagos donornak, ami 4ltal a
vizbonté enzim magasabb oxidaciés éllapotba keriil. A fényindukélt dtmenet az
So—> S, S —> Sy, S, —> Sz és az S; —> S, dtmenet. Ezek koziil az elsd ketto
kb. 0.4 ms, a harmadik 0.1 ms félidejii folyamat (Bouges-Bocquet, 1973). Az S,
allapot instabil, a molekuldris oxigén felszabaduldsa az S4 —> S s6tétben lejatsz6do
atmenet sordn valésul meg. Az S3 —> (Sy) —> S dtmenet félideje nagyobb mint az
eloz6ké (Sinclair és Arnason, 1974, t;,;=2.31ms; Bouges-Bocquet, 1973,
t1/2=1.19 ms).

A négyes periédust csillapodo oszcillaci6 értelmezéséhez tovabbi feltételezések
sziikségesek (Joliot és Kok, 1975):

— Minden PSII reakciécentrum a hozzd tartozé vizbonté enzimmel egymastdl
fiiggetleniil miikodik, azaz kozottik pozitiv toltés vagy oxiddlé ekvivalens
kicseréldés nincs.

— Az enzimciklus 1épéseihez tartozé fotokémiai reakcidk mindegyike azonos
hatasfoki egykvantumos folyamat.

— Az S és az Sp 4llapot sotétben stabil. Az S,, S5 dllapotok s6tétben az S; édllapotba
alakulnak vissza néhanyszor tiz méasodperces félidével. fgy a kb. 3-5 perc id6tartami
sotétadaptalas végén az egyes allapotok gyakorisaga S(:S1:S,:S5=0.25:0.75:0.00:0.00.
A talsdlyban 1évs S; édllapotbdl hdrom egymdést kovetd fényimpulzus juttatja a
centrumokat az oxigénkibocsatast eredményezd S, éllapotba, ezért latjuk az els6
oxigénmaximumot a harmadik fényimpulzus utan.

— Az oszcillacié csillapoddsdnak értelmezésére az S allapotok kozotti dtmenetek
hirom fajtdjat vezették be. Ezek — az angol irodalomban elterjedt kifejezéseket
haszndlva - a "miss", a "single hit" és a " double hit", amelyek rendre a vizbont6 enzim
0, 1 ill. 2-vel magasabb oxidaci6s allapotba valé keriilését jelentik egy fényimpulzus
utdn. Ez vezet a kiindulé 4allapotok egyensilydnak megbomlédsdhoz és végiil az
oszcillici6 megsziinéséhez. Jeloljik a, B, y-val a "miss", "single hit", "double hit"
gyakorisagat és S (D-vel az i-edik fényimpulzus utén egy adott S 4llapotot. Ekkor «
az S;) —> §.(+D) g az § D —> § ,,0+D) &5 y pedig az S,() —> S, ,,(+D
dtmenet gyakorisdga. A "double hit" eredményezi a fent emlitettek mellett az oxigén
felszabaduldsdt mir a mdésodik fényimpulzus utdn, a "miss" pedig azt, hogy az
oxigénmaximumok eltolédnak a négyes periodicitishoz képest (a hetedik ill.
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tizenegyedik stb. fényimpulzusok helyett a nyolcadik ill. tizenkettedik esetleg
tizenharmadik stb. fényimpulzusokra). A "miss" értéke magasabb rendii névények jo
értéke kb. 0.03-0.05.

Ha vizsgiland6é mintéat kozvetleniil a fényimpulzus sorozattal torténd gerjesztés
el6tt rovid ideig folyamatos fénnyel eldvilagitjuk, azt tapasztaljuk, hogy az
oxigénfejldésben az oszcillaci6 mélysége nagyon kicsi (5%) (Joliot és mtsai, 1969).
Ez azt jelenti, hogy "steady state" esetén a centrumok egyenletesen oszlanak meg az
egyes allapotok kozott, azaz S:S1:5,:83=0.25:0.25:0.25:0.25. Az S, éllapot koncent-
rici6ja elhanyagolhat6, mert az S, 4llapot oxigénkibocsatds kdzben igen gyorsan S
allapotba alakul vissza. Ezek alapjdn Joliot arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az
oxigéntermelés minden 1épése azonos kvantumhatasfoki kell, hogy legyen.

Ha a mintit gyenge, nem telitési intenzitdst fényimpulzusokkal vil4gitjuk meg,
azt tapasztaljuk, hogy a fejl6ds oxigén mennyisége linedrisan fiigg a fényintenzitastol
(Kok és mtsai, 1970). Mivel az egyes impulzusok utan fejl6dott oxigén mennyisége az
oxigénfelszabaditdst eredményezd allapotrdl ad kozvetlen informéciot, Kok arra a
megdllapitasra jutott, hogy ez a 1épés (S3 —> (S4) —> Sy) egykvantumos folyamat.
fgy, figyelembe véve Joliot eredményeit is, az oxigénfejlsdés minden lépése
egykvantumos folyamatnak tekinthets (Wydrzynski, 1982).

Az a tény, hogy a felszabadul6 oxigén mennyisége oszcilldciét mutat, arra utal,
hogy minden oxigénfejleszts rendszer a szomszédaitél fiiggetleniil miikddik. Ezt azok
a megfigyelések is aldtdmasztjdk, melyek szerint az oxigénfejlesztésre képes
centrumok szdmdnak csokkenése nincs hatdssal az oxigén szekvencia alakjara.
Ezekben a kisérletekben DCMU-val, (az elektrontranszportot a Qp elsddleges
akceptor és a Qg mdésodlagos akceptor kozott gatld vegyi anyaggal) torténd kezelés,
UV besugarzas, vagy a Mn elvondsa utdn — mindegyik eljaras az aktiv oxigénfejlesztd
centrumok szdmat csokkenti, — a fent leirtakat tapasztaltak (Kok és mtsai, 1970).
Ezen kezelések mellett minden fényimpulzus utdn hasonlé mértéki volt a gétlas, még
akkor is, ha az amplitiddk t6bb mint tizedrészére csokkentek a kontroll értéknek.

Az oszcill4ci6 csillapodasdnak értelmezésére bevezetett "miss" ill. "double hit"
paraméterek fizikai, kémiai hattere még nem ismert.

Kezdetben feltételezték, hogy a "double hit" oka a til hosszt fényimpulzus. Ha
a fényimpulzus alatt a fény intenzitdsa csak lassan csokken le (hosszi az impulzus
lefutdsa), akkor ez alatt az id§ alatt két 4tfordulds torténhet S,() —> S ,(+1)
(Wydrzynski és Sauer, 1980). Ennek ellentmond az, hogy frissen izolalt
kloroplasztiszokat nagyon révid, S ns-os lézerimpulzusokkal 500 ns id6kozokkel
megvildgitva is szignifikdns oxigénmennyiség jelentkezett a masodik impulzus utén
(Jursinic, 1981). Ez azonban eltlint, ha a mint4t szobahdmérsékleten vagy hiitve
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tarolas utdn vizsgéltak. Ezen eredmények magyardzata céljabol Jursinic a "double hit"
két tipusat kiilonbozteti meg: a nem fotokémiai tipustit, amely az PSII belsd
tulajdonséaga, és a fotokémiai tipusiit, amely fiigg az PSII-beli sebességi dllandoktol és
igy a gerjeszt$ impulzusok idébeli szerkezetétdl.

A "miss"-t, azaz az S,() —> S (i*1) 4dtmenetet is alapvetSen kétféleképpen
értelmezhetjilk (Wydrzynski, 1982): az egyik esetben nem torténik toltésszétvalasztas
a reakciécentrumban, a mésik esetben pedig megtorténik a toltésszétvédlasztds, de a
t6ltés elvész az oxigénfejlédés szamdra. Az elss feltételezésnek egyelére még nincs
meggy6z6 kisérleti bizonyitéka. Ugyanis az elsddleges donor ill. akceptor

komponensek reakci6iddi sokkal révidebbek, mint az egyes fényimpulzusok kozott

dltaldban alkalmazott 1-2 szekundomos idGtartam, igy igen valészinitlen, hogy a
centrumok "zartak" legyenek a kovetkezd impulzus érkezésekor. A toltésszétvalasztés
azonban elmaradhat amiatt is, hogy a reakci6centrum nincs Osszekapcsolodva a
fénybegy(ijt6 rendszerrel, vagy hogy valamilyen deaktiviciés folyamat sikerrel kel
versenyre az elsGdleges fotokémiai reakcidkkal (Wydrzynski, 1982). A mdésodik
feltételezés pl. toltésrekombindcié 1tjdn valésulhat meg. Ennek sordn bizonyos
centrumokban a fénykvantum energidja nem stabilizalédik az S 4llapotokat is érint8
toltésszétvalasztdsban, hanem lumineszcenciaként kisugarzédik. A fotoszintetikus
rendszerekben megfigyelt mikroszekundumos Chl lumineszcencidt a P680* és Qp ~
kozotti toltésrekombindcié eredményeként értelmezik. A lumineszcencia nagysaga
azonban igen kicsi az 4ltaldban megfigyelhetd "miss" értékek (10-15%) kielégitd
magyarazatira. Igy lehetséges, hogy a toltésrekombindciéval elGallott magasabb
disszipativ folyamat 4ltal sz{inik meg (Wydrzynski, 1982).

Az els6 oxigén szekvencidk analizisénél (Forbush és mtsai, 1971) feltételezték,
hogy a "miss" paraméter ugyanakkora a kiilonb6z6 dtmeneteknél. Matrix formalizmus
felhaszndlasaval Delrieu (1974) olyan analizist végzett, amelyben 0O-nak tekintette a
"miss" paraméter értékét az So —> S;, S; —> S, 4tmenetre, és igen nagynak az
S, —> S3 (@ =0.542) ill. az S35 —> (Sy) —> Sy («=0.20) 4tmenetre. Ezzel az
analizissel jobb eredményt kapott, mint az egyenletes eloszldsi "miss" paraméter
feltételezésével.

Delrieu analizisét Lavorel altaldnositotta (1976). Az 4ltala bevezetett métrix
formalizmussal az egyes S édllapotok koncentrdcidjat az i-edik fényimpulzus utdn a
kovetkez6képpen irhatjuk le:

s = K sG-D
ahol S® az {Sy®), S;®, S,(), S;} 4llapotokbél 4ll6 oszlopvektor, K az dtmeneti
mAtrix.
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Ha a teljes reakci6centrumszdm 1-re normdlt, akkor minden i-re fenall a kovetkez6
Osszefiiggés:

3 ;
@ =
1501

Lavorel megallapitotta, ha minden &tmenetre kiilonb6zd paraméter értékeket
feltételeziink, akkor a rendszer matematikailag hatarozatlanné vélik, azaz lehetetlen
lesz az egyes paraméterek kiszamitdsa. Ezért a modell tovabbi egyszertisitd feltevése,
hogy a "miss", "single hit", "double hit" értékek ugyanakkordk kiilonb6z8
dtmeneteknél, azaz minden n-re (n=0,1,2,3):
a, =¢a,B, =8,y = 7.

Az oxigén szekvencidk értékelésénél kezdetben mi is ezt a modellt hasznaltuk.
Alkalmazéséval a szdmitégépes gorbeillesztés eredményeként megkapjuk az Sp, Sq
allapot kezdeti eloszlasat, valamint az a, B, y paramétereket.

Ha a "miss" teljes egészében fotokémiai eredetli lenne, akkor a "miss"
ardnyanak a novekedésével a "steady state"-nek sziikségszerlien csokkenie kellene.
Ezzel szemben, annak ellenére hogy az algdkndl a kvantumhatasfok nagyobb mint a
magasabb rendliek kloroplasztiszandl, algdk esetében az oszcillicié csillapodésa
mégis nagyobb mértékii (@~0.2) mint izolélt kloroplasztiszban (a~0.1). Ezért vannak
olyan feltételezések, melyek szerint 1éteznek nem kotott, valamilyen mozgésra képes
toltéshordozok, melyek képesek a pozitiv toltés elvételére valamely S éllapottdl, és
igy "miss" faktor elgidézésére.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a "miss", "double hit" paraméterek pontos
eredete, mibenléte még nem ismert.

Az eredeti Kok modell szerint két vizmolekula oxiddlédasakor egy
oxigénmolekula és 4 H* egyszerre szabadul fel az S; —> (S4) —> Sy 4tmenet sordn.
A proton-felszabadulds vizsgélatdra irdnyulé kisérletek azonban a fentieket nem
igazoltdk. Hossza ideig széles korben elfogadott eredmény volt, hogy az S; —> Sy,
S1—> S, S; —> S3ésaz S;—> (S4) —> S dtmenet sordn rendre 1, 0, 1, 2 proton
szabadul fel (Fowler, 1977; Saphon és Crofts, 1977; Forster és mtsai, 1981). A
legijabb adatok szerint ezek a sztGhiometriai egyiitthaték nem egész szdmok és
értékiik pH-fiiggést mutat (Rappaport és Lavergne, 1991).
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2.5. Az S dllapot stabilitdsa

A Kok modell szerint sotétben az Sy, S; éllapotok stabilak, mig az S, S;3
dllapotok nem. Igen sok (50) fényimpulzussal vagy folyamatos fénnyel torténd
megvildgitds utdn az egyes éllapotok egyenletesen oszlanak meg a centrumok kozott.
A megyvilagitast kovets sotétadaptdlds alatt az S,, S éllapotok az S; 4llapotba
alakulnak vissza, igy a centrumok 25%-a S, 75%-a S; 4llapotban van.

Az S, S; éllapotok kozotti egyensilyt vizsgélta Bouges-Bocquet (1973) oxigén
szekvencidk analizisével. Megmutatta, hogy kémiai médszerekkel az Sy:S;=0.25:0.75
ardny mindkét irdnyba eltolhaté. Ferricianid (erds oxidélészer) jelenlétében a
centrumok mindegyike S; 4llapotba keriil (Sy:S;=0.00:1.00), mig redukalt DCPIP-vel
térténd inkubdlds utdn az Sy:S; ardny az S felé tolddott (Sy:S1=0.50:0.50). Ez ut6bbi
eredményt Bouges-Bocquet ugy értelmezte, hogy a kezelés hatdsira bizonyos
mértékben lejatszédott az S; —> S reakcid. Velthuys és Visser (1975) ESR mérések
eredményei alapjdn ezt a magyardzatot nem taldltdk helytdllonak. Ok azt
feltételezték, hogy sotétben a centrumok mindegyike S; 4llapotba kertil, és a redukalt
DCPIP hatéséra bekovetkezd valtozést azzal értelmezték, hogy a pozitiv toltés elvész
valahol, s ez okozza a latszélagos S populéciot.

Vermaas és munkatarsai (1984) kiilonb6z6 frekvencidji fényimpulzus sorozat
hat4sédra kialakulé oxigén szekvencidkat tanulményoztak. Azt tapasztaltdk, hogy a
Kok modellbdl meghatérozott Sy mennyisége fiigg a gerjesztd fényimpulzus sorozat
frekvencidjatol. Sotétadaptalds utdn az Sy mennyisége 4 Hz frekvencia mellett kozel
0%, mig 0.5 Hz frekvencia esetén kb. 20% volt. Ez az eredmény ellentmond egy
valéban 1étez8 Sy populicié feltételezésének, mivel ennek mennyisége nem fiigghet
ettdl a frekvencidtél. Emellett megmérték azt is, hogy az S,, S5 allapot lecsengésének
van egy kb. 20%-os amplitidéji gyors fazisa. Ezen eredmények alapjan arra
kovetkeztettek, hogy sdtétadaptalds utdn minden centrum S; 4llapotban van, s hogy a
latsz6lagos, frekvenciafiiggd Sy populaciét valamint az S,, S; dllapotok lecsengésében
a gyors fazist egy aktiv donortél torténs egyszeri elektrondtadds eredményezi a
centrumok kb. 20%-4aban. Egyszeri elektrondtadést feltételeztek, mert egyébként a
frekvencia csokkenésével a "miss" paraméternek ndnie kellene, de ezt nem
tapasztaltdk. Masfel6l Styring és Rutherford (1987) ESR mérések alapjan
megallapitottdk, hogy rovid ideig tarté sotétadaptdlds utdn a centrumok 25%-a
ténylegesen S dllapotban van. Ez az éllapot a hosszi ideig tart6 sotétadaptalas sordn
S; allapotba konvertdlddik, amivel egyiitt jir a masodik fotokémiai rendszer Tir-D
donorjénak (Id. 2. 4brét) redukalédasa (SyD* —> S;D). A Tir-D oxidalt form4jébol
egy karakterisztikus, hosszt élettertamd ESR jel ered, az tn. Signal Il,y,. A Tir-D
donor szerepe még ma sem ismert kielégitGen.
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3. CELKITUZESEK

Az oxigénfejleszt6 fotoszintetizdlé szervezetek lényeges funkcidja a viz
elbontdsa elektronokkd, protonokkd és molekuldris oxigénné. E komplex folyamat
tobb 1épése ma maér ismert, de ahhoz, hogy részleteiben és egészében egyarént
feltaruljon el6ttiink még sok megoldatlan kérdés megvélaszolésa sziikséges.

Munkankban célul tiiztiik ki, hogy:

— megvizsgéljuk az S dllapot stabilit4sat.

— megvizsgédljuk milyen Osszefiiggésben van a latszélagos, frekvenciafiiggd S
populédcié megjelenése az S,, S3 allapot lecsengésében jelentkez gyors fazissal.

— gyors és olcsé tesztel6 modszert dolgozunk ki a Tir-D redox é&llapotdnak
meghatarozéisara.

— moddositjuk a Kok modellt a Tir-D donor redox reakciéinak beépitésével.

— megvizsgdljuk a Tir-D redox é&llapotdnak véltozdsdt a —70°C hd&mérsékletii
sotétadaptélas folyaman.

— megmérjiik az S,, S; dllapot lecsengésének hdmérséklettsl valo fiiggését.

— megvizsgéljuk a 33 kDa-os periférilis protein szerepét az in vivo vizbontésban.

— tanulményozzuk zold algdkban a fotoheterotréf nevelési koriilmények hatdsat az

oxigénfejlédésre.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. A mintak elokészitése
4.1.1. Tilakoid membrén izolalasa

A kisérleteinkhez sziikséges tilakoid membrént {iveghdzi vagy piaci spen6tb6l
izoldltuk. A spenét leveleit kisebb darabokra téptiik. A levéldarabkédkhoz izoldl6
puffert (50 mM MES pH 6.5, 400 mM szorbit, 10 mM NaCl, 5 mM Mg(Cl,, ImM
MnCl,, 2 mM EDTA, 2 mM Na-aszkorbéat, 0.4% BSA) adtunk, turmix gépben
Osszetortiikk, majd kétrétegli nylon szlir6n (pérusméret kb. 30 um) lesziirtiik. A
sziirletben maradt sejttormeléket centrifugildssal tavolitottuk el (2000 g, S5 perc).
Végiil az iiledéket jégben hiit6tt szuszpendalé pufferben vettiik fel (50 mM HEPES
pH 7.5, 400 mM szorbit, 10 mM NaCl, S mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 2 mM EDTA). A
tilakoid szuszpenzi6t Eppendorf csovekbe osztottuk szét (0.5-1.0 ml/cs6) és mérésig
—~70°C-on taroltuk. A klorofill koncentrdci6t Arnon moédszerével (Arnon, 1949)
hataroztuk meg SHIMADZU UV-160 spektrofotométer segitségével.

A DCPIP-vel valamint aszkorbéttal torténs kezelésnél ezen anyagokat a
megfelel6 koncentrdciéban (0.075 mM DPCIP, 0.75 mM Na-aszkorbat) csak
kozvetleniil a mérés el6tt adtuk a tilakoid szuszpenziéhoz.

4.1.2. A Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktérium nevelése

A kisérletekben hasznalt Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktérium a
Synechocystis 6803-G gliik6zt hasznosité torzse (Williams, 1988). A sejteket steril
Erlenmeyer lombikban 5% CO, tartalmi levegs atbuborékoltatdsa mellett, 5 mM
glikézt tartalmazé6 BG-11 tdpoldatban (Rippka és mtsai, 1979) 28-31°C
hémérsékleten neveltiik. Szildrd téptalajon a Pakrasi és munkatérsai (1988) éltal leirt
modszer szerint tartottuk fenn a kultdrdkat. A mérésekhez a sejteket novekedésiik
exponencidlis szakaszdban (A 739 o = 0.6-0.8) centrifugéldssal (4000 g, 10 perc)
gylijtottiik be. A Chl a koncentraci6jat metanolos kivondssal MacKinney (1941) 4ltal
meghatarozott extinkciés koefficiensek felhasznaldsaval hataroztuk meg.

A 33 kDa-os periféridlis proteint k6dol6 psbO gén-hidnyos IC2 mutanst (Mayes
és mtsai, 1991) szintén BG-11 taptalajon tenyésztettik S mM gliikkéz és 25 pg/ml
kanamicin hozzdadasdval — ez ut6bbit a mutdnsok feliilfert6z6désének elkeriilése
céljabol.
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4.1.3. A Chlamydobotrys stellata és Chlamydomonas reinhardtii algék nevelése

A Chlamydobotrys stellata obligat fototr6f zold alga 10-le jeld torzsét a
gottingeni  torzsgylijteménybsl  kaptuk  (Sammlung von  Algenkulturen,
Pflanzenphysiologisches Institut, Universitdit Gottingen). A sejteket folyamatos 15
W/m? intenzitdst fehér fényli megvildgitds mellett neveltiik 30°C hémérsékleten,
autotr6f médon 5% CO, tartalmi levegs jelenlétében, fotoheterotr6f médon
szénforrasként 10 mM végkoncentrdcibban Na-acetdtot adva a tépoldathoz
(Wiessner, 1968). A Chlamydomonas reinhardtii sejteket a Kuhl-féle tdpoldatban
(Kuhl, 1962) a fentiekkel azonos koriilmények kozott neveltiik. Az oxigén fejlédés
méréséhez a sejteket centrifugdldssal gytijtottiik be (4000 g, 3 perc), majd az liledéket
50 mM KCl-ot tartalmazé 50 mM foszfat pufferben (pH 6.5) szuszpendaltuk fel. Az
oxigén méréseket minden esetben egész sejteken végeztiik 10 perccel az algik
begytijtése utan.

4.2. A Joliot tipusi oxigén elektréd és a hozza kapcsol6dé méréberendezés leirasa

A vizbontasi folyamat részleteinek kvantitativ vizsgdlatdra igen fontos médszer
a kibocsatott oxigén gyors polarografids vizsglata. Ezt teszi lehet6vé a gyors oxigén
polarograf, mas néven Joliot elektréd. Ez a médszer hazilag készitett miiszerekkel
nagysagrendekkel olcsébban valésithat6 meg, mint a hasonl6é célokra alkalmazhat6
gyors optikai mérémddszerek, mélyhdmérsékletli ESR vagy NMR. Az intézetiinkben
megépitett oxigén elektréd irodalmi forrasaként Joliot (1972) valamint Maré6ti €s
munkatérsainak (1984) a kozleménye szolgalt.

A Joliot elektréd egy Pt katédot és egy Ag anddot tartalmaz. A Pt elektrod
0.6-0.7 V negativ potencidli az Ag/AgCl referencia elektrédhoz viszonyitva. A Pt
elektréd egy kb. S mm atmérdjii korlap. Az erre helyezett 10 ul tilakoid szuszpenziét
egy féligatereszt6 és fényateresztd celofin membrén vélasztja el a KCl-ot tartalmazé
vezetd puffertdl valamint a kb. 15 mm atmérdji és kb. 2 mm szélességli korgyliri
alakia Ag elektrodtdl. A KCl biztositja a puffer elegendden nagy vezetGképességét. A
vezetd pufferoldatot egy perisztaltikus pumpa segitségével dramoltatjuk. A cellat egy
kvarc ablak zdrja le, ezen keresztiil vilagitjuk meg a mintdt. A megvilagitds hatdsara
fejl6dd oxigén a Pt elektrodhoz diffundal és ott elektromos jelet hoz 1étre.

A Joliot elektrédon elhelyezett mintdt gyors lefutdsi fényimpulzusokkal
vilagitjuk meg. Erre a célra egy Xenon villan6 ldmpat hasznalunk (General Radio,
Stroboslave 3 us, 0.5 J). A fényimpulzusok hatdsira fejl6d6 oxigénmennyiséggel
ardnyos elektromos jelet elGszor egy hazilag épitett erdsitével erdsitjiik, majd az
erGsit6bsl parhuzamosan keriil a jel egy sokcsatornds analizdtorba (KFKI, ICA-70)
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illetve egy oszcilloszképba (TR 4655/2). A mérés vezérlését, az adatok tdrolasét és
elGzetes analizisét egy C-64 szamitégép végzi. A tovédbbi feldolgozdst IBM AT
kompatibilis szdmit6gép teszi lehetvé. Ennek segitségével a bevezetdben leirt Kok
modell paramétereit hatdrozzuk meg egy, a legkissebb négyzetek elvén miikodo
simplex gorbeillesztési eljardssal, mely minimalizalja a kisérleti és elméleti oxigén
szekvencidk kiilonbségének négyzetdsszegét. Az elméleti oxigén szekvencidkat az
eredeti Kok modellen ill. a Tir-D donor redox reakciéit is figyelembe vevs véltozatan
alapul6, az S éllapotok dtmenetét leiré matrix formalizmus (Delrieau, 1974; Lavorel,
1976) segitségével szamitottuk ki.

4.3. A fényimpulzusokkal indukalt oxigénfejlddés mérése

A fényimpulzusokkal indukalt oxigén mérésekhez a —70°C-rdl elgvett tilakoid
szuszpenzi6t el6szor 750-1000 pg Chl/ml koncentriciéra higitottuk, majd 30-50 wul
mennyiségekre osztva —30°C-on tdroltuk a mérés kezdetéig. A mintdkat egyesével,
kozvetleniil az oxigén szekvencia mérése el6tt melegitettiik fel szobahdmérsékletre,
majd 4ltaldban 3 perc s6tétadaptalasi id6 utdn mértilk a meghatarozott frekvencidval
adott fényimpulzus sorozat hatdsira fejl6dé oxigénmennyiséget. A sotétadaptalas
megkezdése el6tt, amikor ezt az eredmények lefrdsakor jeleztiik, a mintékat
folyamatos fénnyel vagy fényimpulzus sorozattal elgvilagitottuk.

Az S, mennyiségének, valamint az S, és az S3 dllapot gyors fédzisdnak a
sotétadaptélasi idGvel torténd véltozds mérésekor a tilakoid szuszpenzidt Petri
csészébe helyeztik, egy 650 W-os NARVA halogén ldmpéval 1 percig
megvildgitottuk, a mérési céltdl fiiggben kiilonb6zs ideig sotétadaptaltuk, gyenge zold
fényben 30-50 pl-ekre osztottuk, majd —30°C-on taroltuk. A megvildgitdssal az egyes
méréseknél a PSII azonos kiindulési allapotét igyekeztiik biztositani, a kiilonbdzd
ideig tarté sotétadaptdlassal pedig az Sy:S; ardnyt véltoztattuk meg. Az
oxigénfejl6dést ezek utdn mar tovabbi eldvildgitds nélkiil, 3 perc sotétadaptalas utidn
mértiik.

Az S, ill. S5 dllapot iddbeli lecsengésének meghatdrozdsakor Vermaas és
munkatarsai (1984) 4altal leirtak alapjan jartunk el. Az S; 4llapot esetén két 4 Hz
frekvencidval adott, az S, 4llapot esetén pedig egy el6vilagité fényimpulzust adtunk,
vartunk bizonyos ideig (0.1-300 s), majd megmértiik egy 10 fényimpulzusbol 4ll6
sorozat hatésara fejl6ds oxigént. A mérs fényimpulzus sorozat frekvencidja minden
esetben 4 Hz volt. Jeloljik Y;-vel az i-edik impulzus utdn felszabadul6 oxigén
mennyiségét, Y,y ;-vel az i-edikt6l a j-edik impulzusig terjedd oxigén értékek
atlagit, Y,.-vel pedig az eldvildgitds nélkiili oxigén szekvencidban az Y,/Y,y36
értéket. BKkor Sy o1 = Yo/ Y,ay2.5 Y00 ill S3pe1 = Y1/Yay 1.4 adja az Sy ill. az S;
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fényimpulzus sorozat kozott eltelt id6 fiiggvényében dbrézolva kaptuk meg az S,, S3
allapot id6beli lecsengését. A lecsengések komponensekre bontésat a féllogaritmikus
ébrézoléasbol végeztiik a hosszabb id6tartoményok felsl a révidebbek felé haladva, az
egyes komponensek lefutdsara exponencidlis kinetikét feltételezve:

I=Aexp(-kt)
ahol A a komponens amplitiddja, t a lecsengési id6, k = In2/t;/, a lecsengés ty
félidejébaol.

Az S,, S3 relativ mennyiségét két exponencidlis komponens Osszegeként
kezeltiik. Az egyes fazisok relativ amplitid6jadt a komponensek amplitddéinak
aranyabdl hataroztuk meg.

Az S, ill. S3 allapotok lecsengésével egyidében torténd S; ill. S, relativ
mennyiségének valtozasat a kovetkezd Osszefiiggésekbdl szdmitottuk ki:

S1rel = (Y3-2a(Y2-aY1))/((1-2)*Yoy2.5)
Sorel = Y2/ Y1.4- Yo
ahol « a "miss" faktor.

Az S;, S; lecsengés hOmérséklet fiiggésének mérésekor a kiilonbozd
hémérsékletek elbéllitdsdhoz termosztitot, viz jég keverékét ill. olvadd jeget
hasznéltunk. A hémérséklet meghatdrozdsdhoz kozvetleniil a cella utdn, a kidramlé
pufferoldat tutjdba egy hézilag készitett platina ellendllds hémérét iktattunk be,
melynek érzékenysége 0.1°C volt.

A Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktérium fényimpulzusokkal gerjesztett
oxigén fejlesztését a fentebb leirt elektréddal mértiik SO pg Chl a/ml koncentraciéja
mintdkon mesterséges elektron akceptorok hozzdaddsa nélkil. Az S0
fényimpulzusbdl 4ll6 eldvilagitast S perc sotétadaptélds kovette. Az oxigénfejlédést 1
Hz frekvencidji fényimpulzusok sorozatdval indukéltuk. Az adatok értékelése az
elézbekben leirtak szerint tortént.

A Chlamydobotrys  stellata és a Chalydomonas reinhardtii  algék
oxigénfejlesztésének vizsgdlatdt a Gottingeni Egyetem Novényéletteni Intézetében
(Pflanzenphysiologisches Institut der Universitit Gottingen) végeztiik. A
fényimpulzusokkal indukalt oxigén fejl6dés méréséhez az elbbiekben leirt, de ahhoz
képest médositott elektrédot hasznédltunk. A mérScelldban a Pt korongot a korong
sikjdban egy Ag gytir(i veszi koriil. A cella membrént nem tartalmaz, a két elektrod
kozotti elektromos vezetést a minta szuszpenddlé oldatdban 1évé 50 mM KCI
biztositja. A 150 ul térfogatd, 50 pg Chl/ml koncentrdci6ji mintdkat 5 perc
sotétadaptdlds utdn fényimpulzusok sorozatdval (TURO STROB, 1.5 us, 0.2 J)
vilagitottuk meg. A fényimpulzus sorozat frekvencidja 4 Hz volt. Sziikség esetén a

DCQ-t 1 mM végkoncentrdciéban adtuk a mintdhoz, majd az algasejteket elGszor 5
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percig fényen inkubaltuk, ezt kovetGen pedig az elektréd feliilletén 5 percig
sotétadaptiltuk. A DCMU-t (0.5 uM) a sotétadaptalas el6tt adtuk a mintdhoz. A
fényimpulzusok indukdlta oxigénfejl6dés adatainak feldolgozdsa ugyanagy tortént,
mint a spendt tilakoidok esetében.

4.4, A folyamatos megyvildgitassal indukalt oxigénfejlddés mérése

A Clamydobotrys stellata, Chlamydomonas reinhardtii és Synechocystis sp. PCC
6803 oxigénfejleszts képességének meghatdrozasa Clark tipust (Hansatech DW2) O,
elektroddal tortént folyamatos, telitési intenzitdsi megvildgitds mellett, 4llandé
hémérsékleten (25°C ill. 31°C). A méréseket nevelGoldatban 1évS intakt sejteken
végeztiik, az algdk esetében sziikség szerint 1 mM DCQ és/vagy 0.5 uM DCMU, a
cianobaktérium esetében pedig vagy 10 mM NaHCOj; vagy 1mM 2,5-dimetil-p-

benzokinon és 1mM kélium —ferricianid jelenlétében.
4.5. Az elekton spin rezonancia mérése

Az ESR méréseket a Stockholmi Egyetem Biokémiai Intézetében végeztiik. A
spenét tilakoidok X-sdvii alacsony h&mérsékleti ESR spektrumat egy Oxford
Instruments kriosztdttal és homérséklet szabdlyozdval felszerelt Bruker ESP 300
spektrométer segitségével vettiik fel —158°C hémérsékleten. Az ESR mintdk (4-5 mg
Chl/ml) alacsony hdmérsékleten torténs megvilagitasat egy nem beeziistozott Dewar
edényben 1000 W-os vetit6ldmpa segitségével végeztiik. Azon célbdl, hogy a PSII
centrumokban egyszeres stabil toltésszétvalasztast hozzunk létre, a mintdkat —75°C-
on 4 percig vil4gitottuk meg szilaird CO,/etanol keverékének felhaszndldsaval. A
citokrém b-559 fotooxidaci6jdhoz 20 percig tartd megvildgitast alkalmaztunk
—196°C-on. A mért ESR spektrumok kiértékelése — az alapvonal kivonds, a cito-

krém jelek integrédldsa — a spektrométer ESP 300 programanak segitségével tortént.
4.6. Az abszorbcié valtozds mérése

A spenét tilakoidok citokrém b-559-éhez kapcsolddé kémiailag indukalt
abszorbcié véltozdsokat 559 és 570 nm k6z6tt Aminco DW-2V ill. Shimadzu UV-
3000 spektrofotométer kettds hulldmhosszi mérési modjaban rogzitettiik. A citokrém
b-559-et 1 mM kélium-ferricianiddal oxiddltuk, majd a magas és alacsony potencidli
formékat rendre S mM hidrokinonnal és 4 mM Na aszkorbattal redukaltuk. A redox
vegyiileteket sotétben adtuk a folyamatos kevert mintdhoz a mérés megszakitdsa
nélkiil. /SLIE
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4.7. A termolumineszcencia mérése

A Syenchocystis sp. PCC 6803 cianobaktérium termolumineszcencidjat egy
hazilag készitett berendezésen (Vass és mtsai, 1981) S0 ug Chl a/ml koncentraci6ji
mintdkon detektdltuk. A mérések el6tt a sejteket 30 masodpercig 10 W/m?2
intenzitasa fehér fénnyel vildgitottuk meg, amit 5 perces szobahSmérsékleten torténd
sOtétadaptalds kovetett. A termolumineszcencidt 5°C-on adott 1 Hz frekvencidjt
fényimpulzus sorozattal gerjesztettiik (3 ws, General Radio Stroboslave 1539-A
Xenon flash), majd s6tétben gyorsan lehiitéttiik a mintdt —40°C-ra. Errél a
hémérsékletrsl 20°C/perc fiitési sebességgel fiitottiik fel a mintdt, mikozben a
kibocsédtott lumineszcencia fényt folyamatosan detektdltuk. A DCMU-t 50 uM
végkoncentraciéban — sziikség esetén — a 30 mésodperces folyamatos megvilagitéast
kovetden, az S perces sotétadaptélds kezdetén adtuk a mintdhoz.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1. Az S, 4llapot stabilitdsa
Az S, éllapot stabilitdsdnak vizsgélatét piaci spenétbél izolélt tilakoidokon

kulonboz()’ frekvencidjia fényimpulzus sorozattal térténd megvildgitdsakor 1ényeges
valtozést figyelhetiink meg az egyes oxigén szekvencidkban (3. 4bra). Magasabb
frekvencia (4 Hz) esetén a harmadik fényimpulzusra felszabadulé oxigén mennyisége
nagyobb, a negyedik impulzusra felszabadulé oxigén mennyisége kisebb mint
ugyanezen értékek alacsonyabb frekvencia (0.5 Hz) esetén. A kiilonbség mar 3 perc
sOtétadaptaldsi id6 utdn is értékelhets, de a sotétadaptdldsi id6 novelésével
jelent&sebbé vilik.

RS Jeloljik  Y;-vel az i-edik
A fényimpulzus utédn felszabadul6

oxigén relativ mennyiségét. A
3.ébrdn feltlintetett  oxigén
szekvencidk Y3/Y, értékeit az
1. tdbldzatban foglaltuk &ssze.

{72

e

S Az Y3/Y4 érték, eltekintve a
;“:? ‘/‘ "miss" és "double hit" para-
& —LB méterektsl, az S;/Sy ardnyt
< - . . P 2

2 mutatja. Ha a gerjeszt6 fény-
= impulzus sorozat frekvencidja
& oL nagyobb, akkor ez az ardny is

nagyobb. Ezt els6 kozelitésben
ugy értelmezhetjiik, hogy
magasabb frekvencidn nagyobb
lesz az S; A4llapotban 1évé

centrumok hényada, azaz kisebb

: _6 lesz az Sy mennyisége. Az Y3/ Y4
Fényimpulzusszdm ardny sokkal szembet{inGbb

véaltozast mutat, ha a soOtét-

3.abra. Elévilagitott, majd 3 (A) ill. 30 (B) adaptalasi id6 30 perc. Ertéke

. percig sotétadaptalt spendét tilakoidok oxigén- kb. maésfélszeresére n6 a
fejlesztése 0.5 Hz (e—e®) ill. 4 Hz (A---A) frekvencia 0.5 Hz-r6l 4 Hz-re

frekvencidju fényimpulzus sorozat esetén. valé novelésével.
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1. tablazat. A 3. abran bemutatott oxigén szekvencigk Y3/Yy értékei kiilonbozo
sotétadaptdldsi ido utdn, kiilonbozo frekvencidjii fényimpulzus sorozat esetén.

Soététadapt. Frekvencia Y3/Y,
idd (perc) (Hz)
0.5 1.51
3
4.0 1.77
0.5 1.95
30
4.0 2.99

A fenti, kicsit durva kozelitéssel kapott eredményt aldtdmasztja a Kok modell
alapjan végzett szamitogépes gorbeillesztés. Az igy meghatarozott Sy mennyiségét a
2. tdblazatban tiintettilk fel. Az Sy mennyisége alatt mindig azt értjiik, hogy a
kiinduldskor, a gerjeszt6 fényimpulzus sorozatot kozvetleniil megel6z6en a
centrumok milyen ardnyban vannak az S, 4allapotban. Harom perces sotétadaptélasi
id6 utdn az S; mennyisége csak kis mértékben csokken a fényimpulzus sorozat
frekvencidjanak novelésével, a 0.5 Hz-en mért 25%-rél a 4.0 Hz-en mért 22%-ra.
Harminc perc s6tétadaptéldsi id6 utdn azonban az S 14tszélagos mennyisége jelentSs
frekvenciafiiggést mutat: ha a fényimpulzusok kozotti id6 2 s (0.5 Hz), akkor Sy

mennyisége 16%, mig ha ugyanezen idé 250 ms (4 Hz), akkor minddssze 1%.

2. tablazat. A Kok modellbdl meghatdrozott latszolagos Sy mennyisége 3 ill. 30 perc
sotétadaptaldsi ido utan kiilonbozd frekvencidju fényimplzus sorozat esetén.

Sotétadapt. Frekvencia So
idd (perc) (Hz)
0.5 0.25
3 1.0 0.23
4.0 0.22
0.5 0.16
1.0 0.14
30
2.0 0.09
4.0 0.01
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Nyilvanval6 azonban, hogy ha a centrumok bizonyos szézaléka val6ban Sj
dllapotban van, akkor az S, valédi mennyisége — feltételezve a modell helyességét —

Az az eredmény, hogy 30 perc sotétadaptéldsi id6 utdn 4 Hz fényimpulzus
frekvencidndl az S mennyisége gyakorlatilag 0%, azt mutatja, hogy a valddi S
mennyiségére a 4 Hz-en kapott eredmények mdér j6 becslést adhatnak. Az
alacsonyabb frekvencidn végzett mérések az S; latszélagos mennyiségét — kés6bb
részletezendé okok miatt — csak novelhetik, ezért nem alkalmasak a valddi Sy
populdci6 meghatédrozésara. (4 Hz-nél nagyobb frekvencia alkalmazasanak egyeldre
technikai akaddlyai vannak.)

Fentebb elmondottak miatt 4 Hz fényimpulzus frekvencidval mértiik meg az S
mennyiségének véltozdsat a sotétadaptalasi id6 fiiggvényében. A 3. tdblazat ezen
mérésekbdl a Kok modell alapjan meghatarozott S, értékeket tartalmazza.

3. tablazat. A Kok modell alapjan meghatarozott Sy mennyisége 4 Hz frekvencidju
fényimpulzus sorozat esetén kiilonbozé sotétadaptalasi idok utan.

Sotétadapt. idd (perc) 3.0 4.5 8.0 15.0 30.0

" So mennyisége 0.22 0.16 0.12 0.07 0.01

(A tablazat adatait az 5. abrégn O jeldli.)

Ezekbdl az adatokbdl kitlinik, hogy a valédi Sy mennyisége az eldvildgitds végén
kialakul6 25%-ré6l igen erGteljesen lecsokken a sotétadaptdlds sordn. Az S allapot
lecsengésének felezési idejét tgy hatdroztuk meg, hogy a tébldzat adatainak
logaritmusat a sotétadaptélasi id6 fiiggvényében abrazoltuk. Az igy kapott egyenes
meredekségébdl meghatédrozott felezési id6 8 perc. Ez az eredmény 6sszhangban van
Styring és Rutherford (1987) ESR mérésekkel kapott eredményeivel, de 6k a felezési
id6 értékére 20 percet kaptak. Az eltérés oka lehet az ESR-nél hasznélt kiilonb6z6
vegyszerek jelenléte, a mintdk kiilonb6z6 minGsége, elGélete, taroldsi mddja, a mérési
hémérsékletek kiillonbozbsége stb.

5.2. Az S, és S; dllapotok lecsengése a sotétadaptaldsi idd fiiggvényében
A tovédbbiakban azt vizsgéltuk, van-e valamilyen hatdssal a kiilonboz8 ideig

tart6 sotétadaptdlds az S, S; Adllapotok lecsengésére. Azt taldltuk, hogy
szobah8mérsékletli mérés esetén a lecsengési gorbék két fazisbél dllnak (4. dbra).
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4. abra. Az S, (A) és S3 (B) dllapot lecsengése spendt tilakoidokban kiilonbozé
sotétadaptalasi idSk utan féllogaritmikus dbrazoldasban. Az S, ill. S3 allapot relativ
mennyiségét az "Anyagok és modszerek"-ben (4.3.) leirtak szerint hatdroztuk meg 22°C
hémérsékleten mért oxigén szekvenciakbol. Az abrakon feltiintettiik az egyes fazisok

félidejét valamint a fazisok relativ amplitiddjat. A sotétadaptalasi id6 az a, b, ¢ gorbék
esetén rendre 3, 8, 30 perc.

A gyorsabb fazis félideje egyformén kb. 1.8 s mindkét S allapot esetében, a lasstibb
fazisé kb. 33 s ill. kb. 37 s rendre az S,, S; éllapotokndl. A gyors fazis relativ
amplitiddja n6 a sotétadaptdlasi id6 novelésével, mindkét dllapot lecsengésében igen
hasonlé mértékben. Harom perc sotétadaptéldsi id6 utdn minddssze 5.0% ill. 5.1%,
mig 30 perc utdn mar 24%, ill. 22% rendre az S,, S5 4llapotok lecsengésében.
Ezek utdn sszehasonlitottuk az Sy 4llapot és az S,, S3 lecsengésében jelentkezd
gyors fézis relativ amplitiddjanak valtozdsat a sotétadaptdldsi id6 fiiggvényében
(5. 4bra). Az S allapot eltiinését a gyors fézis relativ amplitidéjdnak komplementer
novekedése kiséri. Ez arra utal, hogy igen szoros Osszefiiggés kell, hogy legyen a
valddi S eltlinése €s a gyors fazis amplitidéjanak novekedése kozott.
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5. abra. A 4 Hz-en mért valédi Sy (adatok a 3. tabldzatban) mennyisége (0), valamint az
So> (@), S3 (A) dllapot lecsengésében jelentkezé gyors fazis relativ amplitidoja a
sotétadaptalasi ido fiiggvényében.

5.3. A redukalt Tir-D donor hatédsa az S,, S3 dllapotok lécsengésére

Styring és Rutherford (1987) ESR mérések alapjan megallapitottak, hogy az S
allapot sotétben S, dllapotba alakul 4t, amit a méasodik fotokémiai rendszer Tir-D
donorjanak redukciéja kovet. Osszevetve ezt eredményeinkkel feltételeztiik, hogy az
S,, S3 dllapotok lecsengésében jelentkezd gyors fazis a redukélt Tir-D-t6] szdrmazik.
Az S allapot eltlinésével a redukélt Tir-D mennyisége megnovekszik, mivel az Sy
dllapot S; 4allapotba valé atalakuldsdhoz sziikséges pozitiv toltést a Tir-D oxidalt

/////

formaj4tél nyeri, ami ezaltal redukalédik. fgy a stétadaptaldsi id6 novelésével egyre

z2__ 22

nagyobb mennyiségben jelenlévs redukélt donortél szarmazd gyors elektrondtadas
eredményezheti az S,, S3 4llapotok lecsengésében a sotétadaptélasi id6ben novekvs
amplitidéji gyors fazist. Minél kevesebb a valédi S, mennyisége, anndl tobb a
redukélt donor és anndl nagyobb a gyors fazis relativ amplitidéja.

Irodalmi adatokbél ismert, hogy a Tir-D redox 4allapotdt kémiai tton (pl.
redukalt DCPIP-vel) befolyasolni lehet (Velthuys and Visser, 1975). Ha a Tir-D

donort nagymértékben redukaljuk, akkor az eldbbiek alapjan az vdrhatd, hogy az S,,
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S; lecsengésében a gyors fdzis amplitidéja jelentGsen megnd.

Feltevésiink ellendrzésére — azaz, hogy a gyors fézis valéban a redukélt Tir-D-
bdl szdrmaz6 gyors elektrondtadas kovetkezménye — a tilakoidokat redukalt DCPIP-
vel kezeltiik. A kezelés hatdsdra az oxigén szekvencidkban igen érdekes valtozést
figyelhettiink meg (6. 4bra, fels6 két gérbe). Ha a mintat nem vildgitottuk el6 és ha a
gerjesztd fényimpulzus sorozat frekvencidja 0.5 Hz volt, akkor — a megszokottdl
eltéréen — az elsé oxigén maximum a negyedik fényimpulzusnél jelentkezett. Az
Y3/Y4 ardny 0.28, a Kok modellb&l meghatdrozott Sy mennyisége 92% volt, mintha a
centrumok nagy hdnyada az S 4llapotba kertilt volna a kezelés kovetkeztében. Hogy
ez nem valddi Sy dllapot, azt az bizonyitja, hogy eldvildgitas nélkiil, 4 Hz frekvencia
esetén az Y3/Y4=1.04, a Kok modellb6l meghatdrozott Sy mennyisége 41%-nak
addédik és a elsé maximum a harmadik fényimpulzusnél van. Egy valédi Sy populécié
pedig a kordbban emlitettek szerint nem fiigghet a gerjeszt6 fényimpulzus sorozat

s 222

T\
| .|
\Y

Relativ oxigénfejlodés
O

Fényimpulzusszam

6. abra. A Tir-D donort redukdlé kémiai kezelés (0.075 mM DCPIP és 0.75 mM Na-
“aszkorbat) hatdsa a kiillonbozé frekvencidgjii fényimpulzus sorozattal gerjesztett oxigén
szekvencidkra. A felsd két gorbe eldvildgitds nélkiili (0.5 Hz: @—@, 4.0 Hz: A---A), mig az

alsé gorbe felvételénél els
sotétadaptalas kovetett (0.5 Hz:8 —B8).
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Litszblagos és frekvenciafiiggé Sy populdciét tobbek kozott olyan folyamat
hozhat 1étre, melynek sordn igen gyors elektrondtadds kovetkeztében az S,, S3
allapotok visszaalakulhatnak az S;, S, 4llapotokba. Ekkor ugyanis 0.5 Hz frekvencia
esetén ez az elektrondtadas is le tud jatszédni — a fényimpulzusok kozotti 2 s elég id
erre — és ez igen jelentds latszélagos Sy populéciét eredményezhet. Ezzel szemben
4 Hz frekvencia esetén a fényimpulzusok k6zo6tti 250 ms mér nem elég ahhoz, hogy az
elsd néhany impulzus kozotti id6 alatt a fenti folyamat szdmottevé mértékben vissza
tudja forditani az S,, S5 4llapotokat és ezzel megndvelje az Sy mennyiségét. Ehhez az
elektrondtaddshoz megfelel6 donornak t{inik a redukalt Tir-D, melynek mennyisége
nagy mértékben megnétt a DCPIP/aszkorbat kezelés hatdséra.

Ha 50, vagy akar 1 fényimpulzussal elgvilagitottuk a mintdt és megmértiik az
oxigénfejlédést 0.5 Hz fényimpulzus frekvencia mellett (6. 4bra, alsé gorbe), csak
egészen kicsi valtozast (Y3/Y4=0.44, S;=83%) figyeltiink meg az els6 esethez
(Y3/Y4=0.28, S3=92%) képest. Ez érthets is, mivel a mintdban jelenlévs DCPIP és
aszkorbat az elGvildgitds alatt oxidalédott Tir-D-t visszaredukélja, a redukalt donor
pedig a fentiekben leirtak szerint latszélagos Sy populédciét eredményezhet.

Feltevésiinket, hogy az S,, S; dllapotok lecsengésében jelentkez8 gyors fazis a
redukalt Tir-D-t6l szarmazik, a kovetkez6 eredmények igazoljdk. A redukélé kezelés
hatdsdra az S,, S; dllapotok lecsengésében a gyors fazis igen jelentSsen megndtt
(7. abra, fels6 gorbék). A 30 perc sotétadaptdlasi id6 utdn mért lecsengésekben a
gyors fézis relativ amplitidéja 24%, 22%, mig a kezelés hatdsira ezek az értékek
81%-ra, 80%-ra néttek az S, ill. S5 esetében. A gyors fazishoz tartozé felezési id§
0.6 s, 0.6 s, a lassu fazishoz tartozé pedig 17 s, 16 s volt rendre az S,, S5 dllapotoknal.

A kontroll mintdk S, és S5 4llapotainak lecsengésében, amiket redukalé kezelés
fel, ezek a félidék a gyors fazisndl 1.1 s, 1.1 s, a lassi fazisndl 21 s, 22 s-nak adédtak.
A redukélészerrel kezelt mintdkban a felezési id6k csokkentek, s ez valésziniileg a
hasznélt vegyszereknek (DCPIP, aszkorbat) az S éllapotok stabilitdsdra gyakorolt
hatdsdnak tulajdonithato.

Az irodalomban megjelentek olyan feltételezések is, melyek szerint az S,, S
dllapotok kétértékii visszalépéssel csengenek le, azaz az S3 —> S; és S, —> S
atmenetek jatszodnak le (Lavorel és Maison-Peteri, 1983). Mdés szerz8k szerint
(Joliot és Kok, 1975, Hanssum és mtsai, 1985) az S,, S5 éllapotok rendre az Sy, S,
allapotokba csengenek le, vagyis a 1épések egyértékiiek. Kisérleti eredményeink ez
utobbit tdmasztjdk ald. Az S, S; lecsengésekkel (7.4bra, fels6 gorbék)
parhuzamosan az ugyanezen oxigén szekvencidkbol szamolt S; ill. S, dllapotban 1évd
centrumok relativ mennyiségének valtozédsat (7. dbra, alsé gorbék) is meghataroztuk.
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7. abra. A Tir-D donor kémiai redukcidjanak hatisa az S, (A,a) dllapot S; (A,b)
dllapotba és az S3 (B,a) dllapot S, (B,b) dllapotba valo lecsengésére. A spendt
tilakoidokat 0.075 mM DCIP-vel és 0.75 mM Na-aszkorbattal inkubaltuk. A méréseket
28°C hémérsékleten végeztitk. Az S dllapotok relativ mennyiségét az "Anyagok és
médszerek"-ben (4.3.) leirtak szerint hataroztuk meg egy (A) ill. ketté (B) fényimpulzus
elovilagitast kovetd oxigén szekvenciakbol.

Az S, gyors fazisa alatt az S; éllapot erSteljesen felhalmozddik; a lassi fazis alatt
ugyancsak n6 az S; mennyisége, de csak igen kis mértékben (7. dbra, A). Ez azzal
magyarazhat6, hogy amig a redukalt Tir-D nagy mennyiségben van jelen, addig a tdle
szarmaz6 elektron az S,-t igen gyorsan (0.6 s felezési id6vel) az S; dllapotba forditja
at, az S; mennyisége nd. Ha a redukalt donor elfogyott, az S, més lassibb folyamat
révén fordul 4t S;-be, s az S; mennyisége lassan elér egy alland6 értéket. Ez azt
. mutatja, hogy az S; dllapot val6ban stabil s6tétben.

Az S5 éllapot lecsengésekor az S, 4llapot relativ mennyiségének véltozésa
egészen mas jellegii (7. dbra, B). Az S5 éllapotbdl indulé reakcié a redukélt Tir-D-t6l
érkez{ elektron 4ltal a gyors fazis alatt megnéveli az S, mennyiségét. Az S, azonban
nem stabil é4llapot. Az S, mennyisége mindaddig n6, amig az S;-nak S,-be val6



atforduldsa talstlyban van az S,-nek S;-be valé konverzijaval szemben. Ez utébbi
lassibb folyamat, felezési ideje 17 s, de — az aldbb részletezendd okok miatt — nem a
redukélt Tir-D donort6l szdrmazé gyors elektrondtadds kovetkezménye. Az S,
mennyiségét csokkents folyamat csak akkor keriil el6térbe, ha a redukélt Tir-D
mennyisége kell6képpen lecsokken. Az S, csokkenésének felezési ideje 16 s, ami igen
j6 egyezést mutat az S; dllapot mennyiségének novekedésében a lassi fazis 17 s-os
félidejével. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a két esetben azonos folyamatrél van
sz0.

Az a kisérleti eredmény, hogy az S, és az S5 dllapotok lecsengésében a gyors
fazis relativ amplitidéja minden megfeleld S,, S3 par esetén j6 egyezést mutat, egy
igen 1ényeges kovetkeztetésre ad lehet6séget. Fontos annak tisztdzdsa, hogy a Tir-D
csak sajat reakcidcentrumén beliil miikédik donorként, vagy egy esetleges mozgéasra
képes toltéshordozé segitségével més centrumoknak is képes elektront adni.
Tekintslink egy adott reakcidcentrumot, melynél a vizbont6é enzim oxidé4ciés dllapota
S3. A reakci6centrumhoz kotott Tir-D legyen redukdlt, igy az S5 gyors elektronatadas
kovetkeztében az S,-be alakul. Ha létezne egy mobil t6ltéshordozd, ami képes a
redukélt donor elektronjat az egyik reakciécentrumtél egy masikhoz vinni, akkor ez
az S, édllapot is tovabb tudna alakulni az S; dllapotba egy masik centrumhoz kotott
redukélt donort6l érkezé elektron felvételével. Ebben az esetben azonban az S5 gyors
fazisdnak relativ amplitidéja kozel a fele kellene, hogy legyen az S,-ének. A mérések
ezzel szemben egyforma relativ amplitidét mutatnak az S, és S3 esetében (4. dbra;
7. ébra, fels6 gorbék), tehat a redukalt Tir-D csak ahhoz a vizbonté rendszerhez ad
egy elektront, melyhez 6 maga is kotott; a redukdlt donor és az S,, S5 éllapotok
kozotti reakceid elsérendii kinetik4ji.

Az eddigiekben nem széltunk az S,, S5 4llapotok lecsengésében jelentkezd lasst
fazis eredetérdl. Mint azt a bevezetésben emlitettiik, kézenfekv magyarézat lehetne,
hogy a lassi fazis az S,, S; dllapotoknak és az egyszeresen redukalt mésodlagos
akceptornak (Qg ™) a toltésrekombindcidjabdl szarmazik. Ezt a toltésrekombinéciot
késleltett lumineszcencia és termolumineszcencia mérésekkel nyomon lehet kovetni.
Mindkét mérésbél meghatarozhaté a folyamat félideje, ami szobahdmérsékleten
30-50 s (Demeter és Vass, 1984; Hideg és Demeter, 1986). Az S, és S; allapotokra
kapott eredményeink is ebbe az intervallumba esnek; S, esetén a lassti fazis félideje
33 s, S3 esetén 37 s, 23°C hémérsékleten. A késGbbiekben térgyalandé hmérséklet-
fliggésbsl kapott aktivdldsi energia értéke is egyezik a termolumineszcencia
mérésekbdl szamitott aktivélasi energia értékkel (Vass és mtsai, 1981; Vass és mtsai,
1987¢).

A hasonlésdg azonban nem teljes a lumineszcencia félid6k és a oxigén

mérésekbsl szarmaz6 félidok kozott. A Qg mésodlagos akceptor igen hosszi ideig
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képes egyszeresen redukdlt dllapotban maradni, a kétszeresen redukélt allapota
(Qg?™) viszont nagyon gyorsan oxidalt allapotba alakul 4t. El6vildgitds utdn a
centrumoknak kb. felénél a mésodlagos akceptor oxidalt 4llapotd, a mésik felénél
egyszeresen redukalt 4llapotd, azaz Qpg:Qg~ =0.5:0.5. Hosszi, kb. 6 Orés
sOtétadaptalasi id6 alatt ez az ardny eltol6dik, Qg:Qg ™~ =1:0, a méasodlagos akceptor
teljes mértékben oxidalt dllapoti lesz (Demeter és Vass, 1984). Oxigén méréseinkben
a leghosszabb sotétadaptalasi id6 is csak 30 perc volt. Ez alatt az id§ alatt a
Qg:Qg~ =0.5:0.5 ardny nem véltozik jelentSsen, igy a centrumoknak csak kb. a
felénél taldlhaté meg az S,, S; dllapotokkal tdltésrekombinaciéra képes Qg™ . Az
oxidalt 4llapoti mésodlagos akceptorral biré centrumok vizbonté enzimének S,, S3
dllapotait a plasztokinol molekula tudja deaktivdlni (Rutherford és mtsai, 1984).
Azokban az esetekben, amikor mind a Qpg, mind a plasztokinon "pool" oxidalt
dllapoti — mint pl. fenil-p-benzokinon jelenlétében —, akkor az S,, S; éllapotok
stabilitdsa 3-4 percre n6 meg (Styring és Rutherford, 1988).

5.4. A Kok modell médositasa

A Kok modell szerint folyamatos fénnyel, vagy elegend6en sok fényimpulzussal
torténd eldvildgitds utdn a centrumok egyenletesen oszlanak meg az Sy, Sy, Sy, S3
allapotok kozott és a Tir-D teljes mértékben oxidalt. Két-hdrom perces
sotétadaptélds alatt az S,, S; dllapotok az S;-be konvertdlédnak, igy a centrumok
25%-a Sg, 75%-a S éllapotba keriil, a Tir-D tovébbra is oxidalt.

Eredményeink alapjan a Kok modell aldbbiakban leirt médositasat javasoljuk.
eloszl4sat, amit egyenletesnek tételeziink fel. A so6tétadaptdldssal azonban, a fent
leirtak mellett, egy mésik folyamat is kezdetét veszi. Az S, 4llapot nem stabil
sOtétben, hanem méréseink szerint 23°C hémérsékleten kb. 8 perces felezési idGvel
spontdn médon az S, éllapotba konvertdl6dik. A konvertdldshoz sziikséges pozitiv
sotétadaptdlast kovetd fényimpulzus sorozat hatdsira a redukalt donortél gyors
elektrondtadds torténik kb. 1.8 s felezési idével (23°C hémérsékleten) a vizbontod
enzim S,, S3 é&llapotdhoz mindaddig, amig a donor teljes mennyisége oxidalt
ardnyos amplitidéja gyors fazist és egy latszdlagos, frekvenciafiigg6 Sy populéciét
eredményez.

A Tir-D donor és a vizbonté enzim kozotti komplex toltésegyenstilyt az aldbbi

véazlatban foglaltuk Gssze:
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A Tir-D oxidalt 4llapotat D *-szal, redukalt dllapotdt D-vel jeloltiikk. A D stabilitdsa
az S; és a D stabilitdsa az S, és S; allapotokban azt mutatja, hogy a sebességi
dllandékra fenndllnak a kovetkezd oOsszefiiggések: kjg«kpr, kpi»kin és ksgp»kss.
Tovébba a gyors fazis felezési idejének hasonlésagédbdl az S, és S3 dllapotban
kovetkezik, hogy koi=kj,. Jeloljiik ezt a sebességi dlland6t kp-vel.

Matematikailag a mdédositott modellt is a Lavorell-féle métrix formalizmus
segitségével irhatjuk le. Jeloljik S-sel az {Sjp S;, S, S3} édllapotokbol 4ll6

oszlopvektort, K-val az 4&tmeneti matrixot.

S, B a 0 Yy
8 = K =

Az idtmeneti matrtix o, 8, v elemei a bevezet6ben emlitett "miss”, "single hit", "double
hit" paramétereknek felelnek meg.

Az eredeti Kok modell az S(+1) = K SO vektoregyenlettel irhaté le, ahol SG
jeloli az i-edik fényimpulzus utén kialakult allapotvektort.

A mobdositott modellben az S allapotok kozotti dtmenetet a Tir-D donor is
befolyasolja. Ezt a kovetkez8képpen vehetjiik figyelembe. A reakciécentrumokban a
donor vagy oxidalt (D*) vagy redukalt (D) 4llapotban van. Jeloljik SD-vel azt az
oszlopvektort, melynek elemei {SyD, S;D, S,D, S;D} és SD*-szal azt, melynek
elemei {SyD*, §;D*, S,D*, S3D*}. Az SD ill. SD* tehdt olyan S dllapotokat foglal
magéba, melyek mellett a Tir-D rendre redukélt ill. oxidalt &llapotd. A felsorolt
dllapotok - eltekintve az instabil S4D, S4D* dllapotoktél — minden lehet&séget

‘kimeritenek. Minden reakciécentrum allapota egyike a fentieknek, ezért fen4ll:
3 3
xS, D+ =§,Dt =1 (1)
n=0 n=0

(A teljes reakci6centrumszdm 1-re normalt.)
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Ha a Tir-D donor hatdsitol eltekintiink, az (i+1)-edik fényimpulzus utén
kialakul6 4llapotot a kovetkezd egyenletekkel irhatjuk le:
Sp+(@+l) = K SD+@) (2)
SD (i+1) = KSD () (3)
Természetesen a fenti (1) 6sszefiiggésnek minden i-re fenn kell 4llnia. A (2) és (3)
formuldk segitségével az (i+1)-edik fényimpulzus utdn kialakulé S (+1) (n=0,1,2,3)
allapot az S D(+1) + S D*(+1) gsszeggel szdmithat6 ki.
A Tir-D azonban &sszekapcsolja a (2) és (3) — eddig fiiggetlen — egyenleteket

azzal, hogy végbemennek az aldbbi reakcidk:

SpD—> S DY (m=23).
Ha a fényimpulzus sorozat frekvencidja v, akkor két egymdst kovetd fényimpulzus
kozotti 1/v id6 alatt az S,;D mennyisége a kovetkezd értékre csokken (az m index a
tovdbbiakban is csak a 2, 3 értékeket veheti fel):

[SwD] = [SmDly exp(~kp/»)
ahol kp az S,, S3 lecsengésében a gyors fazis felezési idejének megfeleld sebességi
dlland6 (kp=1In2/t; 5), [SuD]p a figyelembe vett két impulzus koziil kozvetleniil az
els6 utdn meglévé S,D mennyisége. Mivel a gyors fazis felezési ideje méréseink
szerint kozel egyenl§ az S,, Sz lecsengésekben, ezért kp-t azonosnak tekintjiik az
m=2,3 esetén. Az S, D véltozdsdnak értékét jeloljiik AS,D-vel:

854D = [SyDlg — [SmD] = [SmDlo (1-exp(~kp/»)).

Két egymast kovetd fényimpulzus kozotti id6 alatt az S,D értéke AS D-vel csokken,
az S, 1D pedig ASD-vel né. Legyen a két tekintetbe vett fényimpulzus az (i)-edik
és (i+1)-edik. Az (i)-edik fényimpulzus ut4n kialakult [S,,D]®, [S,,.D*]® értékek
az (i+1)-edik impulzus érkezésekor a kovetkezd értékkel birnak:

[SmDID, = [SuDI® - aS,D

[Sm-1D+](i)a = [Sm-1D+](i) + ASmD

ahol AS ;D = [S,,D]® (1-exp(-kp/v)). Az a index az aktudlis 4llapotra utal, azaz a
(2) és (3) egyenletekben ezekkel a médositott értékekkel kell a rekurziét folytatni. A
modell szamitégép segitségével konnyen és gyorsan kezelhetd. A szadmitogépes
gorbeillesztésnél a varidlhaté paraméterek szama az eredeti Kok modellhez képest 2-
vel nétt. Az egyik paraméter az S;D populdcié. A Kok modell — figyelembe véve,
hogy Sg+S;=1 (a kezdeti dllapotban S,=0, S3=0) — csak egy éllapotot (Sy) tekintett
véltoztathat6nak. A médositott modellben a kiindulési dllapotban fendll a kdvetkezd
Osszefiiggés SgD*+S;D*+S;D=1. Ez az 0Osszefiiggés a 3 populdciobol egyet
meghatdroz, a masik kett§ értéket kell megfelel6en véltoztatni. A kiindulési
dllapotokat meghatdrozé varidlhat6 paraméterek szdma tehat eggyel nott. A masik
paraméter a kp sebességi dllandé. Ennek értékét a mérésekbsl meghatarozott
felezési id6k ismeretében rogzitettiik, éppen a varidlhat6 paraméterek szdmdanak
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csOkkentése céljabol.

A moédositott modellel végzett fittelések eredménye lathaté a 8. 4bran, ahol
feltiintettiik a 2. tdbldzat adatait is. Az eredeti Kok modellbsl meghatdrozhaté
latszélagos Sy populédcié — ellentmondédsosan — a 3 perc sotétadaptélds utdn csak
kismértéki, mig 30 perc sotétadaptédlds utdn igen jelentds frekvenciafiiggést mutat.
Ezzel szemben a moédositott modellel végzett illesztések eredményeként kapott
valddi Sy populdcié és a redukélt Tir-D mennyisége fiiggetlennek adédik a gerjesztd
fényimpulzus sorozat frekvencidjat6l. Harom perc s6tétadaptélds utdn a valédi S,
21%, a redukélt D donor 4%, mig 30 perc s6tétadaptédlds utdn a valédi Sy mennyisége
mindéssze 1%, a redukélt donor mennyisége pedig kb. 25%-ra nétt. Ezekkel az
eredményekkel, figyelembe véve, hogy a mérések hémérsékletén a redukélt Tir-D kb.
1.8 s-os félid6vel képes elektront adni az S,, S5 4llapotoknak, mar jol értelmezhetd a
latszolagos Sy populdcié frekvenciafiiggése. Tekintsiikk példdnak a 30 perc stét-
adaptalas esetét. Fél Hz fényimpulzus frekvencidndl, a fényimpulzusok kozotti 2 s
alatt a nagy mennyiségli (25%) redukdlt Tir-D mér az els6 néhany impulzus kozotti
id6 alatt képes az S,, S5 dllapotokhoz adott elektronnal az igen kis mennyiségben
jelenlevé valddi Sy populdciéhoz egy jelentds mértéki latsz6lagos Sy populdciét is
hozzédadni. Ezért lathatunk 0.5 Hz frekvencia esetén az eredeti Kok modellel kb. 16%
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8. dbra. Az eredeti Kok modell alapjan meghatdarozott latszélagos S, populdcié (T), a
médositott modell alapjén meghatdrozott valédi Sy populdcié (0), és a redukalt Tir-D
donor mennyisége (A) a gerjeszté fényimpulzus sorozat frekvencidjanak fiiggvényében
3 (A) ill. 30 (B) perc sotétadaptildis utan.
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Sp-t. Négy Hz frekvencidndl a fényimpulzusok kézotti 250 ms nem elég ahhoz, hogy a
fentebb leirtak teljesiiljenek. Itt is megtorténik ugyan a redukdlt Tir-D-rél az
elektrondtadds az S,, Sz dllapotokhoz, de nem az els6 néhdny impulzus kozotti idore
koncentrdlva, hanem szétosztva t6bb, akdr 8-10 periédusnyi id6re. Megjegyezziik,
hogy ez a folyamat a 3 perc s6tétadaptaldsi id6 utdn 4 Hz fényimpulzus frekvencidval
végzett méréshez viszonyitva kis mértékben megnoveli a "miss" faktor értékét.

5.5. A Tir-D lasst redukcidja -70°C hdmérsékleten

Az el6z6ekben bemutattuk, hogy kémiai médszerekkel a Tir-D redox 4llapota
megvaltoztathatd: ha az izolalt tilakoidokhoz DCPIP-t és aszkorbatot adunk, a Tir-D
teljes mértékben redukédlédik. A kezelés hatdsdra az oxigénkivélasztds elsd
maximuma 0.5 Hz fényimpulzus frekvencia esetén a negyedik impulzusra tolodott, az
S,, S5 éllapotok lecsengésében a gyors fazis relativ amplitidéja kb. 80%-ra nétt.

Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a Tir-D redox 4llapota nemcsak
kémiai kezelés hatdsdra véltozik meg, hanem hosszi ideig, sotétben, igen alacsony
hémérsékleten torténd tarolds sordn is képes a Tir-D redukdlédni. Ha a tilakoidokat
s6tétben —70°C hémérsékleten tobb hénapig taroljuk, az oxigén szekvencidk és az S,,
S5 allapotok lecsengései — a kémiai redukciondl tapasztaltakhoz hasonléan -
jelentds valtozdst mutatnak. A tovdbbiakban az ily médon térolt tilakoidokat az
oxigén szekvencia eltol6dott maximuma miatt "dtfordult” mintdnak fogjuk nevezni.

A 9. abrdn a 20 hétig —70°C-on térolt tilakoidok fényimpulzusokkal indukélt
oxigénfejlodése lathat6. A felsd két oxigén szekvencia bizonyos tekintetben nagyfoka
hasonlésagot mutat a 6.4bra (a Tir-D donort redukdl6 kémiai kezelés hatédsa)
fényimpulzus frekvencia mellett mérhet6 elsé oxigén maximum a negyedik
impulzusndl jelentkezik, de a Kok modellb6l meghatédrozott latszélagos S értéke
csak 61% (9. ébra, @—e), mig a kémiailag kezelt minta esetén 92% (6. 4bra, e—e)
jol ismert képet kaptuk: az els6 oxigén maximum a harmadik impulzusnél
jelentkezett. A latszélagos S, mennyisége az "atfordult" mintdban 27% (9. ébra,
A---A), a kémiailag kezelt mintanal 41% (6. dbra, A---A) volt.

Erdekes kiilonbséget figyelhettiink meg az atfordult ill. a kémiailag kezelt
mintdk kozott amennyiben egy fényimpulzussal torténd el6vildgitds utdn a mintét 3
percet sotétadaptéltuk, majd megmértiik a 0.5 Hz frekvencidji fényimpulzus sorozat
altal indukélt oxigénkivéalasztdst. A kémiai kezelésnél — amikor is a DCPIP-t és az
aszkorbatot nem mostuk ki a mintdb6l — az els6 oxigén maximum az elgvilagitastol
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9. abra. Husz hétig —70°C homérsékleten tarolt tilakoidok oxigén szekvenciai kiilonbozd
frekvencidju fényimpulzus sorozat mellett. A felsé két gorbe elévilagitas nélkiili (0.5 Hz:

00—, 4.0 Hz: A---A), az alsé gorbe esetén elbvilagitasként 1 fényimpulzust alkalmaztunk,
amit 3 perc sotétadaptalas kovetett (0.5 Hz:m—8).

fiiggetleniil a negyedik impulzusnél jelentkezett. Ezzel szemben a hosszi ideig,
alacsony hdmérsékleten tdrolt és eldvildgitott mintdban mar a harmadik impulzusra
megjelenik az els§ maximum (9. dbra,m—n). A latsz6lagos Sy mennyisége csak 11%.
frekvencia mellett tapasztalt rendellenességet a kémiailag nem kezelt, "4tfordult"
mintdban.

A redukélt Tir-D-t8l az S,, S; dllapotokhoz torténd gyors elektronatadés
lehet8ségének ismeretében a fentiek értelmezése a kovetkezs. Ha a redukélt donor
mennyisége jelentds, akkor a kozte és az S,, S5 dllapotok kozott 1étrejovs toltésatadas
miatt alacsony fényimpulzus frekvencia mellett (hosszi periédus id6) a latsz6lagos S
mennyisége jelentds mértékben novekedhet (9.4bra, @—e). A 9.4bra alsé

;;;;;;

centrumok 10-15%-a van S, 4llapotban, 85-90%-a S;-ben, és a donornak kb. 40-60%-

2 2

a redukélt allapotd. (A késGbbiekben ezt a feltételezést megindokoljuk ill.

//////

alatdmasztjuk.) Az el6vilagitdsként alkalmazott egyetlen fényimpulzus hatédsara

37



bekovetkeznek az Sg —> S;, S; —> S, 4tmenetek, igy a centrumok nagy része S,
allapotba keriil. Az S, és a redukdlt donor kozotti toltésdtadds a 3 perces
s6tétadaptélasi id6 alatt oxidalja a redukalt Tir-D tetemes hanyadat. fgy a méréskor
mér nem torténhetnek meg a redukalt donornak készonhetd gyors S, —> Sy,
S3 —> S, visszalépések, nincs a valddi Sy-t noveld latszélagos populdcié. A kémiai
kezelésnél, mivel a mintdb6l nem mostuk ki a Tir-D-t redukélni képes reagenseket,
az egyszeri fényimpulzus utdn oxidélt dllapotba keriilt Tir-D tjra redukalédik, és
alacsony fényimpulzus frekvencia esetén képes latszélagos Sy populaciét 1étrehozni,
azaz az els6 oxigén maximum itt a negyedik impulzusnél jelentkezik.

A Tir-D* alacsony hémérsékleten torténd redukcija az S, S3 éllapotok
lecsengéseinek vizsgilatdval mar kozelebbrdl tanulmanyozhaté. A 10. 4bra a —70°C
hémérsékletl tarolds hatdsit mutatja az S, 4llapot lecsengésére: a gyors fazis relativ
amplitidéja novekszik a tdrolds folyamadn, a frissen izoldlt tilakoidban mérhets 5%-
rol 12 hét alatt 41%-ra, 20 hét alatt 64%-ra. Az S5 éllapotndl hasonlé eredmény
adédik. Ez annyit jelent, hogy — mivel a gyors fazis relativ amplitﬁdéja a redukalt
Tir-D mennyiségével ardnyosnak tekinthet§ — az "atfordult" mintdkban jelentds
mennyiségii redukalt Tir-D van jelen.

a 59
'Q\o
b g 95 %

f1/2= 31s

10. abra. Az S, dllapot lecsengése
kiilonboz6 ideig —70°C  hémérsékleten
tarolt izolalt spendét tilakoidokban. Frissen
izolalt tilakoidok (a); 12 hétig (b) és 20
hétig (c) tarolt tilakoidok. Az S, relativ
mennyiségét az "Anyagok és mobdszerek'-
ben (4.3.) leirtak szerint hatdroztuk meg.

In (SZ,rel)
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A Tir-D* —70°C hémérsékleten valé tarolas folyamén toérténd redukciéjat ESR
mérésekkel kozvetleniil bizonyitottuk. A Tir-D oxiddlt forméjabél egy
karakterisztikus ESR jel ered, az un. Signal Il . Ezen jel amplitidéja jelentGsen
csokken a —70°C hémérsékleten torténs tdrolds folyamén (11.4bra, folyamatos
vonal). Ha a mintdt —75°C-on megyvildgitjuk, majd szobahGmérsékleten néhany
percig sotétadaptaljuk, azt tapasztaljuk, hogy a Signal I, amplitudéja a kontroll
értéket megkozelitd mértékiire emelkedett (11.4bra, szaggatott vonal). Ezen a
h&mérsékleten gatolt a Qp és Qg elektronakceptorok kozotti 4tmenet (Joliot, 1974),
igy a megvil4gitds csak az S; —> S, 4tmenetet tudja elGsegiteni. A képzddott S,
pedig a szobah8mérsékleti tarolds alatt oxidalni tudja a Tir-D-t.

Az S,, S5 4llapotok lecsengésében a gyors fazis ezen 4llapotok és Tir-D kozotti
toltésdtaddsnak tulajdonithaté, amit olyan kinetikai ESR mérések eredményei
tdmasztanak ald, melyben egyetlen 1ézerimpulzus 4ltal indukélt Tir-D oxidaci6
kinetikdjat kovetjiik nyomon a Signal II,, alacsony tér oldali csticsdnak
detektédldsaval. A Signal Ilj,, novekedése egyfdzisti kinetikdt mutat, a felfutds
félideje 1.9 s (11. 4bra, inzert). Ez az eredmény j6 egyezést mutat kordbbi irodalmi
adatokkal (Babcock és Sauer, 1973; Velthuys és Visser, 1975) és az S,, S5 4llapotok
lecsengésébdl meghatdrozott, a gyors fazishoz rendelt félidékkel is.

11. abra. A Signal I, ESR spektruma
kiilonbozé  ideig —-70°C hémérsékleten
tarolt izolalt spenot tilakoidokban. Frissen
izolalt tilakoidok (a); 12 hétig (b) és 20
hétig (c) tarolt tilakoidok. Az ESR
spektrumot sététben (folyamatos vonal) ill.
3 perces —75°C homérsékletii megvilagitas,
majd az ezt kovet6 3 perces szoba-
hémérsékletii sotétadaptalas utan
(szaggatott vonal) detektaltuk. Az inzert a
Signal Iy, kialakuldsdnak szoba-
homérsékleten egyetlen lézerimpulzussal
indukalt kinetikdjat mutatja 20 hétig tarolt

tilakoidok esetén.

329.0 3315 334.0

Migneses fluxussiir{iség (mT)
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A Tir-D* redukci6janak félideje meghatdrozhaté egyrészt az S, d4llapot
lecsengésében a lassi féazis relativ amplitdd6jdbél, mésrészt a Signal Ilg.,
mindenkori amplitidéjanak a szobahdmérsékleten elgvildgitott mintdban mérhetdvel
torténd oOsszehasonlitdsdbdl. Eredményiil adédott, hogy a Tir-D* redukci6janak
félideje —70°C hémérsékleten kb. 13 hét (12. 4bra).
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12. gbra. A Tir-D* lecsengése a -70°C hémeérsékleten torténd tdrolds idejének

fiiggvényében. A Tir-D* mennyiségét egyrészt az S, dllapot lecsengésében a lassi fazis
relativ amplitudojabdl (), mdasrészt a sotétben mért Signal I, amplitiidojdnak a
szobahdmeérsékleten megvildgitott, majd 5 percig sotétadaptdlt minta Signal 1lg,,,
amplitidéjahoz valé viszonydbdl (X) hatdroztuk meg.

A kérdés ezek utdn az, hogy mely redukdlé komponens 1ép kolesonhatédsba az
oxidéalt 4llapoti Tir-D-vel az alacsony hémérsékletfi tarolés folyaman.

Egyik lehetdség a redukéalt Qu kinon akceptor. Kawamori és munkatarsai
(1987) megéllapitottédk, hogy a Signal Il ,,, nem sotétadaptalt kloroplasztiszokban
kétfazisa kinetikdt mutatva lecseng. A lecsengéseket —196°C homérsékleten mérték.
A lecsengés gyorsabb fazisdnak félideje kb. 5 nap, relativ amplittidéja 60%, a lasstibb
fézis€ kb. 54 nap (ez a érték er8sen fiigg a minta elkészitésétdl), relativ amplitidéja
40%. A gyors fazis a Tir-D* és Q4 ™ kozotti toltésrekombinécié kovetkezménye. A
mi esetiinkben azonban a Tir-D* és Q, ~ kozotti toltésrekombinécié lehetdsége nem
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kielégit6 magyardzat a redukalt Tir-D megnovekedett mennyiségére, mivel a
mérésekhez sotétben elgkészitett tilakoidokban elhanyagolhaté a Q, ~— mennyisége.

Masik lehetGségként a kovetkezbket emlithetjiik meg. Rovid ideig (kb. 3-5 perc)
tart6 sotétadaptalds utdn a centrumok 25%-a S dllapotban van. Az ESR és az oxigén
mérésekhez a —70°C-on tdrolt mintdk el6készitése kb 10 percet vesz igénybe. Ezen
id6 alatt az Sy —> S; konverzié révén, melynek félideje szobah6mérsékleten 10-15
perc (Styring és Rutherford, 1987; Vass és mtsai, 1990), a centrumok 10-15%-4ban
redukélédik a Tir-D. A —70°C hgmérsékleten torténd tarolds alatt azonban a Tir-D a
centrumok j6val tobb mint 10-15%-dban redukalédik, tehdt tovédbbi redukdlo
partnert kell felfedni.

Tovébbi lehettségként az irodalombdl ismert, hogy a redukélt citokrém b-559
alacsony homérsékletli megvilagitds esetén az oxiddlt reakcidcentrum klorofill
elektrondonorja (De Paula és mtsai, 1985; Vermeglio és Mathis, 1973). Annak a
megvalaszoldsira, hogy mi torténik a citokrém b-559-cel a —70°C hémérsékleti
tarolas alatt, nyomon kovettiik a citokrom b-559 redoxvaltozdsait ESR és optikai
mérésekkel (13. abra).

13. abra. Az izolalt tilakoidok —70°C
S hémérsékletii  tarolasénak  hatdsa a
‘ citokrém b-559 redox adllapotdara. A: Az
oxidalt citokrém b-559 ESR spektruma
(g,~3) frissen izolalt tilakoidok (a) ill.
—70°C hémérsékleten 20 hétig tarolt
tilakoidok (b) esetén. Folyamatos vonal

jeloli a sotétben tartott, szaggatott vonal
jeloli a —196°C hémérsékleten 20 percig
megvilagitott minta ESR spektrumat. A
vonalkdk (|) a g=2.94 (224.5 mT) és a
g=3.05 (216.5 mT) értékeket jelolik. B: A
citokrom b-559 redox allapotanak optikai

195 220 245 vizsgdlata az 559 és 570 nm kozotti
Magneses fluxussiiriiség (mT)

abszorbcié  kiilonbség  valtozasanak

A " . S e . .
B e ey mérésével frissen izolalt tilakoidok (a) ill.

HQ e HQ
ll"eCy l ‘—«...-r 20 hétig -70°C  homérsékleten  tarolt
3| tilakoidok esetén (b). A mintdhoz egymas
utan 1 mM ferricianidot (FeCy), 5 mM
hidrokinont (HQ) és 4 mM natrium-
aszkorbatot (Asc) adtunk.

a

Tmin
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A citokrém b-559 oxidalt alacsony potencidli forméja ESR jelet eredményez
g~2.94 koriili cstcesal (13. dbra, A, a gorbe, folyamatos vonal). Ha a tilakodidokat
—-196°C hémérsékleten megvildgitjuk, akkor a citokrém b-559 ESR jele megnd, a jel
csticsa g=3.05 koriili lesz a citokrém b-559 magas potencidli formé4janak oxiddlodasa
eredményeképpen (13. dbra, A, a gorbe, szaggatott vonal). A —70°C hémérsékletli
tarolas sordn az ESR jel csiicsa szintén a magasabb g értékek felé tolédik (13. dbra,
A, b gorbe, folyamatos vonal) jelezvén, hogy a citokrém b-559 magas potencidla
forméja ez esetben is oxiddlédott bizonyos mértékben. Ugyanezt mutatjdk az optikai
mérések is. A frissen izoldlt tilakoidokban a citokrém b-559 magas potencidli —
hidrokinonnal redukéalhaté6 (Bendall és Rolph, 1987) — forméja jérészt redukélt
dllapotban van és ferricianiddal oxiddlhat6 (13.4bra, B, a gorbe). Az alacsony
hémérsékletii tirolas sordn cs6kken a ferricianiddal oxidalhaté frakcié (13. dbra, B, b
gbrbe), ami azt jelenti, hogy a citokrém b-559 bizonyos hdnyada oxiddlédott a tarolds
alatt.

Az ESR és az optikai mérések kiértékelése — egymdassal Gsszhangban — a
kovetkezs eredményt adta. A —70°C hémérsékletli tarolds folyaman 20 hét alatt a
citokrém b-559 teljes mennyiségének kb. 25%-a, a magas potencidli formanak kb.
40%-a oxidalédott. Figyelembe véve, hogy az irodalmi adatok szerint egy
reakciécentrumban kett8 citokrém b—559 molekula (De Paula és mtsai, 1985; Lam
és mtsai, 1983) és csak egy Tir-D (Debus és mtsai, 1988a; Vermaas és mtsai, 1988;
Franzen és mtsai, 1986) van, a fenti adatok azt mutatjdk, hogy a citokrém b-559 25%-
dnak oxid4ci6ja a Tir-Dt 50%-4nak redukdlodédsdért felelss. A —-70°C
hémérsékleten 20 hét alatt azonban a Tir-D*-nak kb. 65%-a redukédlédik. A
fenmarad6é 10-15%-ot a vizbontd rendszer Sy 4llapota redukdlja a méréseket

Pl

megeldzd kb. 10 perc s6tétadaptalds alatt.
5.6. Az S,, S; dllapotok lecsengésének hdmérsékletfiiggése

Az S, —> Sy és az S5 —> S, lecsengéseket alkotd folyamatokrdl tovédbbi
informécidkat nyerhetiink a lecsengések hdémérséklettsl valé fiiggésének
vizsgalatdval. A 8°C és 36°C hémérséklet tartomdnyban kapott eredményeinket a
4. tabldzatban foglatuk Ossze. Ebbdl 14thaté, hogy az S,, Sz dllapotok lecsengésében
mind a lasst, mind a gyors fazis félideje erésen fligg a hGmérséklettsl. A hdmérséklet
novelésével a reakciok felezési ideje csokken, sebességi dllandéja nd. Az egyes
fazisok felezési idejét kisebb hibaval tudjuk meghatdrozni abban az esetben, ha a
fazisoknak kozel azonos a relativ amplitidéja. Az "atfordult” minta rendelkezik ezzel
a tulajdonsaggal, ezért az S,, S; 4llapotok lecsengésének hdmérsékletfiiggését ezeken
a mintdkon tanulményoztuk.

42



4. tablazat. Az S, S3 dllapotok lecsengésében a lassi ill. a gyors fazis felezési idbi
kiilonbozo homérsékleteken.

Felezési ido (s)
HOmérséklet (°C)

Sars S3:5 Sa2rp S3/F
8.6 128.0 238.0 5.0 3.9
15.0 67.3 108.4 2.2 2.1
23.7 28.9 46.9 1.4 1.6
28.5 22.2 24.5 0.9 1.1
32.0 15.7 19.2 0.9 0.9
38.5 15:1 12.2 0.7 0.6

A tablazatban az S, S3 allapotok alsé indexében az S (slow) ill. F (fast) betiik a lassu ill.
a gyors fazisra utalnak.

A sebességi 4llandok homérsékletfiiggésének mérésével egy fontos energetikai
jellemz6t tudunk meghatédrozni, az aktivaldsi energidt. Kémiai reakciék sordn a
kiinduldsi anyagokbdl egy atmeneti dllapot kialakuldsa utdn jonnek csak létre a
végtermékek. Ezt a kozbens6 rendszert aktivdlt komplexnek nevezik és potencidlis
energidja mind a kiinduldsi anyagok, mind a végtermékek potencialis energidjanél
nagyobb. Aktivaldsi energidnak (E,) a kiinduldsi anyagok és az aktivdit komplex
potencidlis energidja kozotti kiilonbséget nevezziik. Ez az a minimdlis energia, amely
sziikséges ahhoz, hogy a rendszerben a reakcié az adott dtmeneti 4llapoton keresztiil
végbemenjen.

A sebességi dlland6 és a homérséklet kozotti Osszefiiggés leirdsdra Svante
Arrhenius a kovetkezd egyenletet javasolta:

k = oA exp(-E,/kT),
ahol A az adott reakciora jellemz6 dllando, o a térszerkezetre jellemzé faktor, amely
a reagil6é molekuldk alakjatdl és orientdci6jatdl fiigg, E, az aktivdldsi energia, k a
Boltzmann 4lland6, T az abszolat hgmérséklet. A sebességi dllandoé és a felezési id6
kozotti Osszefliggés:
k=In2/t /2-
Ezzel az Arrhenius féle egyenlet:
t1/2 = (In2 / oA) exp(E,/KT).
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Legyen ¢ = In2 / ocA. Ekkor
ty/2 = ¢ exp(E,/KT).
Az egyenlet mindkét oldaldnak logaritmusat véve a kovetkez egyenlethez jutunk:
Inty; =Inc+ E,/KT.
Az 1/kT fiiggvényében &brdzolva az (In ty)-t egyenmest kapunk, melynek
meredeksége E,.

A fenti miiveletet elvégezve a 4.tdbldzat adataival a 14. 4brdn lathatd
eredményt kapjuk. Az S,, Sz 4llapotok és a redukdlt Tir-D donor kozotti toltésatadés
aktivaldsi energidja rendre 0.49 eV, 0.46 eV (g, o). A lassi fazist okozé folyamatok
aktivalasi energidi 0.66 eV, 0.77 eV rendre az S,, S; 4llapotoknél (&, ).

T T T T T T T T T

6 4
= | 14.4bra: Az S, és S dllapotok lecsen-
Lk 1 gésében az egyes fazisok félidejének
o logaritmusa az 1/kT fiiggvényében. Az
% 3+ . egyenesek meredeksége az aktivalasi
§ D energidat hatdrozza meg. A szimbélumok a
= 2r _ | kovetkezok: (m), (e) rendre az Sy S3
allapotok lecsengésében a lassu fazis
T 3 | félidejének a logaritmusa; (1), (o) rendre
oL 1l az S, S3 gors fazis félidejének

c logaritmusa.
-1 > ) ) . L i " ]
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Inui és munkatérsai (1989) ESR mérésekbsl meghataroztdk a Tir-D és a Mn
komplex kozotti toltésdtadas aktivaldsi energidjat, ami 0.17 eV-nak adédott, 0.3 eV-
tal kisebbnek az 4ltalunk meghatdrozott értéknél. Az eltérés oka lehet az, hogy az
ESR mérésekhez nem izoldlt tilakoidokat haszndltak, hanem olyan prepardtumokat,
melyek csak a mdésodik fotokémiai rendszert tartalmazzdk. A kétféle minta
elkészitésének, kémiai kezelésének eltérése elGidézhet olyan véltozdsokat, melyek
kovetkeztében a toltésidtadds mds kozbiilss 4llapoton keresztiill megy végbe, ami
kiilonb6z6 aktivalasi energiat jelent.

Termolumineszcencia mérésekbsl meghatdrozhat6 az S,, S; allapotok és az
egyszeresen redukdlt mésodlagos akceptor (Qg~) kozotti toltésrekombindcié
aktivalési energidja: 0.7-1.0 eV (Vass és mtsai, 1981; Vass és mtsai, 1987c), ami j6
egyezést mutat eredményeinkkel.
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A homérséklet novelésével a gyors fazis felezési ideje csokken, a redukélt Tir-D
és az S,, S3 dllapotok kozotti toltésdtadds sebessége nd. Ha az "atfordult” mintdkon
kiilonb6z6 hémérsékleteken és azonos gerjesztd fényimpulzus frekvencia mellett
megmérjiikk az oxigénkivalasztist, az oxigén szekvencidk alakjadnak véltozdsdban
nyomon kovethetjik a h6mérsékletnek a fenti toltésdtaddsra gyakorolt hatdsat. A
mérések eredményeit a 15. dbra mutatja. A folyamatos vonallal jelolt eldvildgitas
nélkiili oxigén szekvencidkban a hémérséklet novelésekor az elsd oxigén maximum a
harmadik fényimpulzusrél a negyedikre fordul. A hémérséklet novelésével a Tir-D
donortél az S,, S5 4llapotokhoz torténd elektrondtadds egyre gyorsabb lesz. Az egyre
gyorsabb folyamat szdmdra a fényimpulzusok ko6zotti 1 s periédusidd relative egyre
hosszabb lesz, mind nagyobb mértékben torténhetnek meg az S, —> Sq, S3 —> S,
reakci6k, igy a latszélagos Sy populdcié (a negyedik impulzus utdn mért oxigén
mennyisége) is egyre nagyobb lesz. A szaggatott vonallal jelolt oxigén szekvencidkban
elovilagitasként 1 Hz frekvencidji, S0 impulzusbél 4116 sorozatot alkalmaztunk. Ez az

maximum nem fordul 4t a harmadik impulzusrél a negyedikre. Homérséklettdl
fiiggetleniil az els6 maximum a harmadik impulzusra jelentkezik. A Kok modell
segitségével meghatdrozott latszélagos Sy értékek hiien tiikrozik a 15. 4bran lathat6
valtozdsokat, mely értékeket a "miss" paraméter értékeivel egyiitt az S. tdbldzatban

foglaltuk Ossze.
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| . ./ NA | 15 dbra "Atfordult”" minta oxigén
szekvenciai 1Hz frekvenciaji fény-
1 impulzus sorozat mellett kiilonbozo
2 hémérsékleteken  elbvilagitas  nélkiil
J /x e ‘/.“\:\ 5 (6—e), ill. ha -elbvilagitasként 50
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5. tablazat. A Kok modellbdl meghatdrozott latszélagos S és "miss" értékek kiilonbézo

nz

hémérsékleteken elbvilagitas nélkiili (- ) ill. elovilagitott (+) "atfordult” mintak esetén.

Eldvilag. - Eldvilag. +
Homérséklet (°C)
S Miss S Miss
0 0
8 0.22 0.11 0.25 0.10
25 0.51 0.13 0.23 0.13
35 0.63 0.15 0.22 0.15

A hémérséklet novelésével a "miss" faktor értéke is nd. Az oxigén szekvencidk
alakjandl ez abban mutatkozik meg, hogy magasabb hémérsékleten az oszcillacié
mélysége kisebb, hamarabb kialakul az egyensilyi dllapot. A "miss" faktor eredetére
nézve még nincs egységesen elfogadott dlldspont az irodalomban. Egyes elképzelések
szerint az S), S; és a redukalt elsddleges elektron akceptor (Qp~) kozotti
toltésrekombindci6 - mely folyamat félideje késleltetett lumineszcencia ill.
termolumineszcencia mérésekb6l meghatdrozhat6 és értéke kb. 1-2 s (Hideg, 1987,
Demeter és Vass, 1984) - lejatsz6dhat az egyes fényimpulzusok kozotti idGben.
Mivel ez az S éllapotok szdmadra visszalépést jelent, az oxigénkivalasztdsban "miss"-
ként jelentkezik. A homérséklet novelésével ez a rekombindciés folyamat is
felgyorsul és igy megnovelheti a "miss" értékét.

5.7. A 33 kDa-os protein szerepének vizsgilta

A psbO gén éltal kodolt 33 kDa-os vizoldékony periferidlis protein szoros
Osszefiiggésben 4ll a vizbontésért felelds katalitikus Mn csoporttal, szerepének pontos
megismerése azonban tovébbi vizsgalatokat igényel.

Az irodalmi attekintés 2.2. pontjaban emlitett in vitro kisérletek mellett in vivo
vizsgélatok is torténtek. Ezek egy része a 33 kDa-os protein elengedhetetlen voltat
bizonyitotta az in vivo vizbontasban (Philbrick és Zilinskas, 1988; Mayfield és mtsai,
1987). Cianobaktériumokbdél azonban olyan mutdnsokat is sikeriilt elGallitani,
melyekbdl hidnyzott a psbO gén, és amelyek ennek ellenére képesek voltak
fotoautotr6f koriilmények kozott néni és oxigént fejleszteni, bar alacsony
intenzitdssal (Burnap és Sherman, 1991; Philbrick és mtsai, 1991), valamint igen
érzékenyen reagaltak a magas fényintenzitdssal torténs megvilagitdsra (Mayes és
mtsai, 1991).
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Vizsgélatainkat Mayes és munkatarsai (1991) altal elGéllitott Synechocystis sp.
PCC 6803 cianobaktérium IC2 mutdnsdn végeztiik, melybdl delécibval tévolitotték el
a 33 kDa-os proteint k6dolé psbO gént. Termolumimeszcencia és fényimpulzusokkal
indukalt oxigénfejlddés méréseket végeztiink a vad tipusi és mutdns sejteken a 33
kDa-os protein szerepének pontosabb megismerése céljabol.

A PSII akceptor oldaldn a Qp és Qp elektronakceptorokon stabilizélt negativ
toltések valamint a donor oldali vizbonté komplex S, és S; 4llapotaiban stabilizélt
pozitiv toltések rekombindciéja karakterisztikus termolumineszcencia sdvok
1étrejottét eredményezi (Osszefoglaldsként 1d.: Sane és Rutherford, 1986; Vass és
Inoue, 1991). Sotétadaptalt tilakoidok egy fényimpulzussal torténd gerjesztése az Gn.
B savot hozza létre, mely az S,Qg~ toltésparbdl ered, csticshdmérséklete 30-40°C
kozotti. Ha a Qp és Qp kozotti elektrontranszportot gatoljuk, akkor a keletkezd tn.
Q sav az S,Qp ~ toltéspar rekombindci6jabol szdrmazik, csicshémérséklete 5-15°C.
A termolumineszcencia sidvok intenzitdsa a rekombindl6dé t6ltésparok
mennyiségével ardnyos, a sav csticsdnak hémérséklete pedig a toltésparok energetikai
jellemzGirdl ad informaciét (Vass és mtsai, 1981).
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fényimpulzussal gerjesztett termolumineszcencia savjaira. A méréseket az "Anyagok és
médszerekben" (4.7.) leirtak szerint végeztiik a Synechocystis sp. PCC 6803 vad tipusti
(A) és IC2 mutans (B) sejtjein. A DCMU koncentraciéja 50 M volt.
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A Synechocystis sp. PCC 6803 vad tipusdban az egy fényimpulzussal indukalt B
termolumineszcencia sav csticsa 40°C-nél van, mig a DCMU jelenlétében mérhets Q
savé 12°C-nél (16. dbra, A). A 33 kDa-os proteint nem tartalmazé IC2 muténsban is
jelen vannak ezek a termolumineszcencia sdvok, de intenzitdsuk csak 25-30%-a a vad
tipusénak azonos klorofill koncentrdcié mellett (16. &dbra, B). Tovdbba a csiicsok
helyzete sem azonos a vad tipuséval: a mutdnsban a B sév csicshdmérséklete 35°C
(16. abra, B); a Q sav cstcshémérséklete 22°C (16. abra, B), azaz 10°C-kal magasabb
a vad tipus megfelels értékénél.

A termolumineszcencia sav csiicsanak magasabb hémérsékletek felé torténd
eltolédédsa a rekombindci6ban résztvevs toltéspar stabilitdsdnak novekedését jelenti.
A fenti eredmények igy azt mutatjdk, hogy a 33 kDa-os protein nélkiil az S;Q ™
t61téspdr stabilitdsa megnd a vad tipushoz képest, mig az S,Qg ™~ t6ltéspér stabilitdsa
kozel megegyez6 a mutdnsban és a vad tipusban. A két toltésparban azonos a pozitiv
toltést hordoz6 komponens, a vizbonté rendszer S, éllapota, mig a negativ toltés
kiilonb6z6 komponenseken, a Q4 és a Qg kinon akceptorokon taldlhat6. Levonhat6
tehat az az igen érdekes kovetkeztetés, hogy a 33 kDa-os protein hidnya valtozasokat
idézhet el a PSII akceptor oldalan, azaz a reakciécentrum lumen felSli oldalan
taldlhat6 periféridlis protein is lehet hatdssal a reakciécentrum sztrémdahoz kozeli
tartomany4ban k6t6d6 redox komponensekre. Hasonléan in vivo eredményeinkhez a
33 kDa-os protein hidnya in vitro rendszerekben is megnodvelte az S,Qp~ é€s
véltozatlanul hagyta az S,Qg ™ toltéspar stabilitdsdt (Vass és mtsai, 1987a; Vass és
mtsai, 1987b). Az irodalomban tovdbbi adatok taldlhaték arra vonatkozdan, hogy a
33 kDa-os protein milyen Osszefiiggésben van a PSII reakciécentrum D1 ill. D2
proteinjével (Mei és mtsai, 1989), a Qg helyére kot6d6 mesterséges
elektronakceptorok kotShely irdnti affinitdsdval (Ono és Inoue, 1986), és a CP47
klorofill k6t6 fehérje konformdaciéjaval (Burnap és Sherman, 1991). Eredményeink
tehat tovdbb erssitik azt az elképzelést, hogy a 33 kDa-os periferidlis protein szerepet
jatszik a PSII optimdlis konform4ciéjdnak fenntartaséban.

Ha rovid ideig sotétadaptélt tilakoidban a termolumineszcencidt nem egy,
hanem kettd, harom stb fényimpulzussal gerjesztjiik, akkor a B termolumineszcencia
sdv intenzitdsa négyes periddussal oszcillil, a maximumok ketts, hat stb.
fényimpulzus utdn jeletkeznek. Egynél tobb fényimpulzussal torténd gerjesztés esetén
a B sdv kialakitdsdban az S, éllapot mellett az S; is résztvesz, és az oszcillacié a
vizbonté komplex redox ciklusat tiikrozi (6sszefoglaldsként 1d.: Sane és Rutherford,
1986; Vass és Inoue, 1991). A Synechocystis sp. PCC 6803 vad tipusdban a B sav
oszcilldcidja a fentebb leirtaknak megfeleld, ellenben a mutdns sejtek esetén az
oszcillacié erdsen csillapitott és az els¢ maximum csak a harom fényimpulzussal

o4 .

torténd gerjesztés utan jelentkezik (17. dbra).
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Termolumineszcencia intenzitas

Fényimpulzusszam

2292

PCC 6803
cianobaktérium B termolumineszcencia
savjanak  fényimpulzusokkal  indukalt
oszcillaciojagra. A méréseket az "Anyagok

a  Synechocystis  sp.

és modszerekben" (4.7.) leirtak szerint
végeztitk a Synechocystis sp. PCC 6803
vad tipusii (0) és IC2 mutdns (Q) sejtjein.
A mutans sejtek B termolumineszcencia
savjanak oszcillaciéjat normalt értékekkel
is feltiintettiik (R): a mutdns sejtek egy
fényimpuzussal — gerjesztett B termo-
lumineszcencia sav intenzitdsat normaltuk

a vad tipus ugyanezen értékéhez.

A vizbonté rendszer S A4llapotairél tovdbbi informdciokhoz juthatunk a
fényimpulzusokkal indukalt oxigénfejlédés mérésével. A Synechocystis sp. PCC 6803
vad tipusa a j6l ismert karakterisztikus négyes periédusi oszcilliciét mutatja
(18. abra, 0). A 33 kDa-os proteint nélkiil6z6 mutédns sejtek oxigén szekvencidja
azonban nagymértékben csillapitott és a steady state értéke is rendkiviil alacsony
(18. dbra, A). Mind a vad tipusndl, mind a mutédns sejteknél megfigyelhets, hogy az
oxigén szekvencia egy fényimpulzusra kapott értéke — a magasabb renddi nové-

2 2

nyekt6l eltéréen — nem zérus. Ez azonban nem oxigénfejlédés eredménye, hanem
egy ismeretlen eredetii elektrokémiai jel (Bader és mtsai, 1983; Cao és mtsai, 1991).
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a Synechocystis sp. PCC 6803 ciano-
baktérium  fényimpuzusokkal gerjesztett
oxigénfejlodésére a vad tipusi sejtek (O) és
a mutans sejtek (A) esetén. A fényimpulzus
sorozat frekvencidja 1 Hz volt.
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A Clark tipust elektréddal 2,5-dimetil-p-benzokinon és ferricianid, mint
mesterséges elektronakceptor rendszer jelenétében mért folymatos oxigénfejl&dés
értéke a muténs sejtekben minddssze kb. 30%-a volt a vad tipusénak, mely eredmény
egyezik az irodalmi adatokkal (Burnap és Sherman, 1991; Philbrick és mtsai, 1991;
Mayes és mtsai, 1991).

Osszefoglalva a termolumineszcencia sivok intenzitdsidban valamint a "steady
state" oxigén értékekben tapasztalt kiilonbségeket lathatjuk, hogy a 33 kDa-os
proteint nem tartalmaz6 mutdns sejtek minddssze 25-30%-4t mutatjak a vad tipusban
mérhetd jeleknek. Ez azt jelenti, hogy a mutdns sejtekben a vizbonté rendszereknek
csak kisebb hdnyadédban fut végig az S 4llapotok redox ciklusa. In vitro kisérleti
eredmények ezt ald is tdmasztjdk (Ono és Inoue, 1985): a 33 kDa-os protein
eltdvolitisa két Mn atom elvesztését okozza a -négyatomos Mn csoportbdl a
termolumineszcencia savok intenzitdsdnak egyidejii csOkkenése mellett, ha az
ionkoncentraci6 fiziol6giés szintii.

A fényimpulzus sorozattal gerjesztett termolumineszcencia és oxigénfejl6dés
mérések eredményeként kapott oszcillacidk nagyfoku csillapodast mutatnak a mutans
sejtekben. A termolumineszcencia sdvok intenzitdsdban ez a csillapodés kiilondésen
kifejezetté valik a kett§ ill. nagyobb szdmi fényimpulzus sorozattal val6 gerjesztés
utdn. Ebbdl arra gondolhatunk, hogy iv vivo a magasabb S dallapotok kozotti
atmenetek (S, —> S3 és S3 —> S;) hatékonysdga csokkent. A 33 kDa-os protein
szerepére irdnyuld in vitro kisérletek eredménye a Cl~ koncentracié fiiggvényében
mas és mas volt. A periféridlis protein hidnydban magas Cl~ koncentrdci6 mellett
szintén az S; —> S3 és az S3 —> §; dtmenetek szenvedtek kdrosodast (Miyao és
mtsai, 1987; Miyao és Murata, 1984), mig fiziol6gias Cl~ koncentracié esetén az
S3 —> Sp dtmenet teljes gatldsat tapasztaltdk (Miyao és Murata, 1984; Ono és Inoue,
1985). Az in vivo és az in vitro kisérletek kiilonbozGségére kétféle magyardzat
lehetséges. Az egyik, hogy a 33 kDa-os protein eltdvolitdsandl alkalmazott eljirds a
vizbont6 rendszer tovabbi kdrosoddsit okozza. A mdsik, hogy az intakt Synechocystis
sp. PCC 6803 sejtekben a Cl~ és CaZ* koncentraciok szokatlanul magasak. Ez
utébbi mellett sz61 az az eredmény, hogy a Ca?* elvonas kisérlet koriilményei kozott
a muténs sejtek nem tudtak névekedni, mig a vad tipus névekedése nem valtozott
(Philbrick és mtsai, 1991).

Osszefoglalva az eddigieket elmondhatjuk, hogy a psbO gén termékét, a
33 kDa-os periféridlis proteint nélkiil6z6 Synechocystis sp. PCC 6803 sejtekben a
vizbont6 komplexek bizonyos hdnyada nem miikodik, a fennmaraddakban
megtorténik ugyan a viz oxidacidja, bar a magasabb S 4llapotok kialakuldsa
hatréltatott.
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5.8. A fotoheterotréf nevelési korillmények hatasa a Chlamydobotrys stellata z61d alga
oxigénfejlodésére

A fényimpulzusokkal gerjesztett oxigénfejlddés mérések alkalmazhatésdganak
egyik példdja - az autotr6f ill. fotoheterotr6f koriilmények kozott nevelt
Chlamydobotrys stellata zold alga vizsgdlata. A mobdszer segitségével az
oxigénfejlddés nem csak mennyiségileg mérhetd, de mindségi valtozésai is nyomon
kovethettk a killonbozd novekedési koriilmények kozott.

Az obligit fotoheterotr6f Chl stellata CO, mentes atmoszférdban
szénforrasként acetdtot hasznositva nem mutat fotoszintetikus oxigénfejlesztést.
Tovébba a fotoheterotréf sejtekben a citokrém f fotoredukcidja lelassul és a PSII
fluoreszcenciaja erésen lecsokken (Wiessner and Fork, 1970; Wiessner and French,
1970). Az irodalomban altaldnosan elfogadott 4lldspont szerint a vizbonté rendszer
és a Pgg kozotti elektrontranszport gétldsa a PSII fluoreszcencidjénak csokkenését
eredményezi (Duysens és Sweers, 1963). Ennek alapjan Wiessner és munkatérsai
(1981) feltételezték, hogy a Chl stellata fotoheterotr6f alga alacsony PSII
fluoreszcencidjat az acetdt jelenlétében kialakulé donor oldali elektrontranszport
gatlasa okozza (Wiessner és mtsai, 1981). A aldbb ismertett kisérleti eredmények
azonban arra engednek kovetkeztetni, hogy a fotoheterotréf nevelési koriilmények
nem karositjak a vizbontds mechanizmusat a Chl stellata z61d algéban.

A fotoheterotrof Chl stellata fény-
impulzusokkal indukélt oxigénfejlesz-
tése alig észlelhets (19.4bra, @—m),
mindossze kb 5%-a az autotr6f alga
esetében mért értéknek. Azonban az
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autotr6f alga oxigén szekvencidja sem

—
T

mutatta a megszokott képet. Az adott
mérési koriilmények mellett az oxigén

Relativ oxigénfejlgdés

szekvencia nem mutat négyes periédusi

T T ST S S oszcillacidt, hanem igen erds csillapo-

9 & € 9 w© iz d4ssal viszonylag gyorsan éri el a"steady
Fényimpulzusszam state" értéket (19. dbra, @---@). A mérési
koriilmények ellendrzéséiil a Chlamydo-

19.abra. Fényimpulzusokkal indukalt monas reinhardtii algasejteken végzett
oxigénfejlédés  autotrof (®---®) és kisérletek szolgdltak. Ezek eredménye a
fotoheterotrof (m—m) Chlamydobotrys szokdsos kezdeti és 4tmeneti para-
stellata, valamint autotréf Clamydo- méterekkel bir6 négyes periddusi
monas reinhardtii (A---A) sejtekben. oszcillaci6 volt (19. dbra, A---A).
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A Chl. stellata oxigén szekvencidja jelentGsen megvaltozik DCQ mesterséges
elektronakceptor jelenlétében. Az autotr6f médon nevelt alga fényimpulzusokkal
indukalt oxigénfejl6dése a karakterisztikus négyes periédussal oszcilldl (20. 4bra, A,
0—@), a "steady state" értéke kb. 25%-kal nagyobb a kezeletlen minta értékénél. Az
igazan figyelemre mélté eredményt a fotoheterotréf alga mutatja. Itt a "steady state"
érték mintegy Gtszorosére né a mesterséges elektronakceptoroknak koszénhet&en és
a jol ismert négyes periddusi oszcillicié6 sem hidnyzik (20. 4bra, B, s—a). Az S
dllapotok kezdeti eloszldsa valamint az dtmeneti val6szintiségek kozel azonosnak
adédnak az autotréf és a fotoheterotréf médon nevelt Chl stellata-t 6sszehasonlitva.
A fotoheterotr6f alga oxigén szekvencidjanak "steady state" értéke azonban a
mesterséges elektronakceptorok jelenlétében is csak negyede az autotréf algdban
mért ugyanezen értéknek.

Erdekes eredmény mutatnak a DCMU és DCQ egyidejti jelenlétében elvégzett
mérések. A DCMU 0.5 uM végkoncentriciéban szinte teljes mértékben megsziinteti

az oxigénfejlédést. Ha azonban a DCMU mellett a DCQ is jelen van a mint4dban,

akkor az oxigénfejlédés "steady state" értéke az autotréf algdban eléri a kezeletlen
mintdban mérhetd érték 20-25%-4t (20. dbra, A, A—A). A fotoheterotr6f algdban a
DCQ ugyancsak csokkenti a DCMU gatlé hatasit, de itt az oxigén szekvencia
minimum értéke oxigénfelvételt mutat (20. 4bra, B, v—V).
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20. ébra. Autotréf (A) és fotoheterotréf (B) médon nevelt Chlamydobotrys stellata
fényimpulzusokkal indukdlt oxigénfejlédése. (A): kezeletlen (0---0), 1 mM DCQ-val
(—=e) valamint 1 mM DCQ-val és 0.5 uM DCMU-val (A—A) kezelt autotrdf sejtek.
(B): kezeletlen (o---0), 1 mM DCQ-val @—a) valamint 1 mM DCQ-val és 0.5 uM
DCMU-val (Y—V) kezelt fotoheterotréf sejtek.
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Az irodalmi adatok szerint a DCQ elektronokat fogad a fotoszinetikus
elektrontranszportldncban a DCMU és DBMIB hatéhelye kozott (Izawa, 1980;
Jursinic és Dennenberg, 1988). Kisérleteink azonban arra engednek kovetkeztetni,
hogy a Qg nem az egyetlen hatéhelye a DCQ mesterséges elektronakceptornak,
hiszen a Qg helyén bek6t6d6 DCMU gétlé hatdsat a DCQ lecsokkenti. A Qp-t6l a
DCQ-felé torténd elektrontranszport azonban nem igazdn hatékony, hiszen
egyébként a DCMU hatéstalan lenne. Ugyanakkor ennek a gyenge hatékonysagu
elektrontranszportnak az oxigén szekvencia erGteljes csillapoddsdban kellene
megnyilvdnulnia. Ilyet azonban nem tapasztaltunk, tehat arra kovetkeztettiink, hogy a
DCQ megviltoztatja a DCMU affinitdsit a Qg kotShely irdnyaban. Ez az eredmény
azt mutatja, hogy a fényimpulzusokkal indukdlt oxigénfejl6dés mérése a PSII
akceptor oldaldt érint6 kemikalidk (pl. herbicidek) bekotddési tulajdonsdgainak
vizsgalatéra is j6l alkalmazhaté.

A fényimpulzusokkal gerjesztett oxigénfejlédést vizsgdlva nem kapunk adatokat
a fotoszintetikusan fejlesztett oxigén abszolit értékérsl, ezért a kisérleteket
megismételtiik Clark tipust elektréddal. A mesterséges elektronakceptorok valamint
a DCMU hatésa ezzel a médszerrel is a fentebb leirt eredményeket szolgéltatta.

A fotoheterotr6f nevelési koriilmények kozott €16 Chl stellata alacsony
oxigénfelszabadit6 képessége és a karakterisztikus négyes periddusi oszcillacié
hidnya magyardzhat6 az elektrontranszport korldtozdséval a PSII redukdlé oldalén.
Ez utobbi feltételezést fluoreszecencia indukciés (Wiessner €s mtsai, 1981), valamint
termolumineszcencia mérések (Wiessner és Demeter, 1988) tdmasztjak ald. A DCQ-
val kapott eredmények is beilleszthet6k ebbe a képbe. A fotoheterotr6f nevelés
okozta zavart a PSII akceptor oldaldn a mesterséges elektronakceptor kivédi, ha
elektronokat tud fogadni az elektrontranszport lancban kialakult gatlasi pont el&tt és
igy az oxigénfejl6dés helyredll. Az oxigén szekvencia négyes periédussal oszcilldl, a
kezdeti és az dtmeneti paraméterek értékei hasonléak az autotr6f alga értékeihez.
Megéllapithat6 tehat, hogy a fotoheterotr6f nevelési koriilmények a vizbontds
mechanizmusit nem modositjdk az aktiv centrumokban.

A fotoheterotrof Chl stellata oxigénfejlesztése azonban még DCQ jelenlétében
sem éri el az autotr6f alga oxigénfejlesztésének szintjét. Ennek oka lehet az acetat
kozvetelen hatdsa a fotoszintetikus vizbontésra (Saygin és mtsai, 1986) vagy a CO,
elvonds hatdsa a PSII donor oldaldra (Mende és Wiessner, 1985). Lehetséges az is,
hogy a fotoheterotr6f nevelés sordn csékken a PSII reakciécentrumok szdma. Ez
utobbi feltételezés tovabbi vizsgédlatokat igényel. Az azonban mdr ismeretes, hogy a
fénybegytijt6 antenna klorofill proteinek degraddlédnak a fotoheterotréf algdban
(Brandt és Wiessner, 1984; Winter és Mende, 1988; Wiessner és mtsai, 1990). Ennek

t 20

az oxigénfejlodés novekedését kellene eredményeznie azonos klorofill koncentraciéji
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autotréf és fotoheterotr6f minta Gsszehasonlitdsakor. A fotoheterotr6f médon nevelt
Chl. stellata oxigénfejlédése azonban minddssze kb, negyede az autotréf algdénak,
tehét a végeredményt az oxigénfejlesztést csokkentd folyamatok hatarozzédk meg.

Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy hab4r a CO,-mentes atmoszféra és az
acetdt jelenléte géitolja a fotoszintetikus elektrontranszportot a Chl stellata z6ld
algdban és drasztikusan csokkenti az oxigénfejl6dést, a vizbontds mechanizmusa
azonban sértetlen marad az aktiv centrumokban, hiszen DCQ mesterséges
elektronakceptor jelenlétében helyredll az oxigénfejlodés karakterisztikus négyes
periédusii oszcill4cidja.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fotoszintetikus oxigénfejl6dés mechanizmusdnak elméleti és kisérleti
vizsgalata soran kapott eredményeink a kovetkez6kben foglalhatdak Gssze:
— Megmutattuk, hogy a Kok modell azon alapfeltevése, mely szerint a vizbonto
enzim S oxiddciés 4llapota soOtétben stabil, nem helytdllo. Az S, 4llapot
szobahémérsékleten torténd sotétadaptdlds alatt spontdn médon kb. 10 perces
felezési idGvel az S; dllapotba konvertalédik. A konverziéhoz sziikséges pozitiv toltés
a méasodik fotokémiai rendszer Tir-D donorjdnak oxidalt 4llapotédbdl ered; a Tir-D
redukalédik.
— Kozvetlen kisérleti bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a vizbont6 enzim S,, S3
oxid4ciés dllapotainak lecsengésében megjelend gyors fazis ezen &llapotok és a
redukdlt Tir-D kozotti  toltésdtaddsbol  szdrmazik. A folyamat félideje
szobah6mérsékleten 1-2 s. Ugyanez a t6ltésatadds okozza az eredeti Kok modellbdl
meghatédrozhat6 latsz6lagos S populéci6 frekvenciafiiggését is.
— Azzal, hogy egyértelmiien kimutattuk az S,, S5 dllapotok gyors fazisa és a redukalt
Tir-D kozotti Osszefiiggést, egytttal igen olcsé és viszonylag gyors tesztel6 modszert is
szolgaltattunk a Tir-D redox 4llapotdnak meghatdrozésara.
— A redukdlt Tir-D szerepét felismerve és megvizsgdlva az oxigénfejlédés
mechanizmusidban, beépitettiik a donort a Kok modellbe. A mddositott modell
helyességét a szamitégépes gorbeillesztések eredménye igazolja.
— Megmutattuk, hogy a Tir-D oxidélt formdja kb. 13 hét felezési id6vel lecseng a
tilakoidok —70°C hémérsékletli, sotétben torténs taroldsa alatt, és hogy ezen
koriilmények kozott a Tir-D-t a citokrém b-559 magas potencidla forméja redukalja a
centrumok nagy részében.
— Megmértiik az S,, S3 édllapotok lecsengésének hdmérséklettsl valo fiiggését. Ebbdl
meghatéroztuk az S,, S5 4llapotok és a redukalt Tir-D kozotti toltésdtadds, valamint
az S,, S; dllapotok lecsengésében a lassi fézist el6idéz8 folyamat aktivalési
energidjat.
— A 33 kDa-os periféridlis protein vizbontasban betdltott in vivo szerepét vizsgaltuk
a fehérjét kédolé psbO gén-hidnyos Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktérium
mutdnsokban. Megallapitottuk, hogy bar a 33 kDa-os protein jelenléte nem
feltétleniil sziikkséges a viz oxid4ci6jahoz, mégis hidnydban a centrumok csupén kisebb
hanyaddban miikddik a vizbonté komplex, és ezekben is hétraltatott a magasabb S
éllapotok kialakulésa.
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— A Chlamydobotrys stellata z06ld alga vizsgdlatdval példdt mutattunk a
fényimpulzusokkal indukélt  oxigénfejlédés  mérés  alkalmazhatGsagara.
Megéllapitottuk, hogy a fotoheterotréf nevelési koriilmények (acetat és CO, mentes
leveg8) nem Kkérositjdk a vizbontdsi mechanizmust, bar az elektrontranszportot
gétoljak és drasztikusan csokkentik az oxigénfejlddést.
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