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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A fotoszintetikus energiaatalakitas

Fotoszintézisnek nevezziik a biologiai reakcidlancok azon tipusat, amelyben a
szintézishez sziikséges energiat a fotokémiai reakcidk sordn stabilizalt fényenergia
szolgaltatja. Kiindulasi anyagai szervetlen vegyiiletek, termékei az egész éldvilag
taplaléklancanak kiindulasat és elsGdleges fedezetét nytjtd szerves anyagok (Hider
és Tevini, 1987):

CO, + 2HA ————> [CH,O] + H,O + 2 A

Az "A" hidrogén donor természete szerint a fotoszintézist végzé ndvenyek
két nagy csoportba oszthatok. Mig a fotoszintetizalé baktériumok egy része szerves
vagy redukalt ként tartalmazé vegylileteket oxidal, az oxigénfejleszté novenyek
képesek a vizrdl elektronokat elvonni, a folyamat melléktermékeként pedig oxigén
szabadul fel. Az ilyen szervezetekben, igy a cianobaktériumokban és magasabb rend
z6ldnévényekben az "A" hidrogén donor az oxigén (Pierson és Olson, 1987; Cramer és
mtsi, 1991).

A fotoszintetikus energiaatalakitas folyamatait hagyomanyosan két csoportba
soroljak: a fényenergia felvétele és kémiai energiava alakitasa, valamint felhasznalasa a
sotét reakcidkban (Junge, 1977). Az elnyelt foton energidja atmenetileg kiilonbozé
modokon tarolédhat, példaul: gerjesztési energiaként, redox potencialként, elektrokémiai
gradienskeént, foszforilacios potencialként (ATP), vagy mas nagy energiaju vegyiiletekben.
Ezek mind a szabadentalpia (Gibbs féle szabadenergia) kiilonb6z8 megjelenési formai.

A novény a fénybdl nyert energidt egyre stabilabb formakban tarolja, a foton
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elnyelésetSl az élettani folyamatok mikdodtetéséig tizenhat — tizenhét nagysigrendet
hidalva at idében (Cramer és Knaff, 1990).

Noha az energiaatalakitas részletei fajrél fajra valtoznak, magas fok a szerkezeti
és funkcionalis hasonlésag. A fénybdl szirmazé energia felvétele és kémiai energiava
alakitasa membranhoz kotott folyamat, amelyet t&bb pigment—fehérje komplex
egylittese katalizal (Cramer és mtsi, 1991; Maréti, 1993; Lancaster és Michel, 1996a).
A fotszintézis kovetkezd, tisztan biokémiai reakcidlanca a Calvin ciklus, amelyben a

noveény szerves vegylileteket szintetizal (Basham, 1979).

1.2. Fotoszintetikus membranok szervezlddése

A fényhasznositas els6 lépéseit végzd fotoszintetikus apparatus
biborbaktériumokban a sejtet hatdrol6 membrin kromatoféranak nevezett részeiben
talalhaté (Dutton, 1986). Az oxigén termeld névények fotoszintetikus apparatusa ezzel
szemben lipoprotein alapanyagu lapos, zart membranzsikocskakban helyezkedik el. Ezek
a tilakoidoknak nevezett membranvezikulumok vagy szabadon vannak a citoplazméaban,
mint példaul a cianobaktériumokban, vagy pedig - az eukariéta sejtekben -
sejtszervecskékben, a kloroplasztiszokban taldlhatok  (Stachelin, 1986). Egy
kloroplasztiszban kériilbelil ezer tilakoid membran van. A z6ldnévényekben ezek egy
része szorosan osszekapcsolodva egymas mellé tomorodik az G.n. granumot alkotva,
amiket a kloroplasztisz belsé vizes fazisanak kitett sztromatilakoidok kotnek Ossze
(Staehelin, 1986; Stys, 1995). Az igy létrejovd tilakoidrendszer membranjai nagyjabdl
parhuzamosan futnak a kloroplasztisz hossztengelyével (Sybesma, 1989).

A fényenergia kémiai energiava alakitasanak elsé lépését egy specialis
pigment—protein komplex, az uU.n. fotoszintetikus reakcidcentrum (RC) végzi

(Clayton, 1980, Prince és Youvan, 1987). Annak alapfeltétele, hogy a fény energidja a
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fotoszintézis soran hasznosuljon az, hogy a fény a reakcidécentrumban, vagy az &t
koriilvevé antenna pigment—fehérje komplexekben nyel8djon el. A fotoszintetikus
membranok klorofill pigmentjeinek tdlnyomé tébbsége az antenna rendszer része.
Rhodobacter sphaeroides R —26 mutinsban példaul a Bkl/RC arany 31.5+ 3.2 (Francke és
Amesz, 1995). Az antennarendszer egyik leglényegesebb feladata a reakciécentrum felé
iranyulé hatékony energiatranszfer létrehozasa (Ort, 1994). A gerjesztési energia a
pigmentek kozt rezonancia—energiatranszferrel adédik tovabb, sztochasztikus
energiavandorlast hozva létre az antennarendszerben. Az energiavindorlisnak a
pigmentek orientacidja és a gerjesztési energiaik kozti apré kiilonbségek szabnak iranyt
(Thornber és Barber, 1979). A gerjesztés tovabbaddsa a mind kisebb gerjesztési energiaja
pigmentek iranyaba megy végbe. Az egymast kovetd kis energiaveszteségek csokkentik
a visszareakcid valdszinlségét és a gerjesztési energia koriilbelil 107" s alatt a
reakciécentrumhoz vandorol (Zuber és Brunisholz, 1991). Itt torténik meg az els8dleges
fotokémiai reakcid: a gerjesztési energia ellentett el8jeld toltések szétvalasztasira
forditédik  (Golbeck, 1993). A  toltésszétvalasztas hatasfoka  (kiiléndsen a
baktériumokban) igen nagy, ezért a fotokémiival versengd veszteségi reakcidk
(fluoreszcencia, vagy héként torténd disszipacid) csak kis valdszindséggel kovetkeznek
be (Wraight és Clayton, 1974; Clayton, 1980).

A toltésszétvalasztas egymast kovetd redox lépések soran stabilizalédik. A fény
altal elinditott elektrontranszferhez protolitikus reakciék kapcsolédnak, amelyek a
membranon keresztiil elektrokémiai potencial gradienst épitenek fel (Crofts és
Wraight, 1983; Cramer és Knaff, 1990; Graige és mtsi, 1996). A fotoszintetikus proton—
és elektrontranszportban tobb membranba agyazott és vizoldékony pigment—fehérje
komplex vesz részt (Dutton, 1986; Mathis és Rutherford, 1987; Scherer, 1990).

A biborbaktériumok elektrontranszportja ciklikus, igy a fotoszintézis soran
keletkezd transzmembran elektrokémiai potencial kiilonbséget az elektrontranszporthoz

kapcsolédd proton pumpdlds hozza létre. A fény altal elinditott elektron dram és a



protontranszport kdzti csatolas a reakcidcentrum és az t.n. citokrém be, oxidoreduktaz
egylittmikddéseként jon létre. A két membranba dgyazott fehérje kdzétr a toltéseket a
lipid fazisban oldott kinon molekulik és a vizoldékony citokrém c, hem tartalmua

fehérje komplexek szallitjak (Mardti, 1993). Az elektrontranszport ciklust és a hozza

kotddd proton leadas és felvétel lépéseit az 1.1. abra szemlélteti.

1x2H"
cit bcy RC

1.1. dbra Osszefoglalé modell a biborbaktériumok elektron—  és
proton—transzportjara, valamint a kdztiik levd kapcesolatra. A redox agensek: a
két membranba agyazott fehérje (reakcidcentrum (RC) és a citokrém b,
oxidoreduktaz (bc,)) és az ezeket a hidroféb fazisban &sszekétd kinon
raktar és a periplazmikus oldalon a vizoldékony citokrém ¢, (cit c,).
A biborbaktériumokban a feny ciklusba zarédé elektrontranszport lancot (e7)
és proton pumpat mukddtet, amelyek hatasara elektrokemiai potencial gradiens
épil ki a membran két oldalan (Mardéti, 1990).

A z3ldnévényekben a linearis elektrontranszporthoz ellentett iranyu proton
szallitas kapcsolddik (lasd 1.2. abra). A membran két oldala kdzti elektrokémiai potencial
kiilonbség felépitéséhez igy mind a két tdltéstranszport hozzajarul. A viztdl kiindulo
linearis elektrontranszport lanc végsS elektronakceptora a NADP*. A viz oxidalasa és
a NADP* redukalasa kozti nagy redoxpotencial kiildnbséget két egymassal sorba koot

fotokémiai rendszer hidalja at (Albertsson, 1995). Ily mddon egyetlen elektron



atszallitdsahoz a vizrdl a NADP*-ra két foron gerjesztési energidja sziikséges
(Murphy, 1986; Cramer és Knaff, 1990). A két fotokémiai rendszer mind szerkezetileg,

mind funkcionalisan kiilénbozik.

STROMA

NADP* NADPH

PS2 complex PS1
LUMEN

1.2. abra Az oxigéntermelé novények fotoszintetiku. apparatusanak
szervezddése. Az elektrontranszport lanccal sorba kapcsolt ket fotokemiai
(PS1, PS2) rendszer kdzott helyezkedik el az ugyancsak membranba agyazott
citokrom b,f komplex (cit bf). A linearis elektrontranszporthoz kapcsolodé
ellentett iranyu protontranszfer a tilakoid két oldala koézdtt elektrokemiai
potencial kiildnbséget épit fel. A PS2 és a citokrom b/f komplex kozdt az
elektronokat a membran—oldott plasztokinon raktar, a citokrom b/f és a PS1
kozott a vizoldékony plasztocianin kdzvetiti. Az elektrontranszport lanc vegsé
elektron donorja a viz, akceptorja a NADP*, melynek redukalasa a ferredoxin
(Fd) és ferredoxin—NADP* —reduktaz (FNR) komplexek kdzvetitésevel tortenik
(Fletschman, 1995).

A vizbontasbodl szarmazd elektronokat a kettes fotokémiai rendszer (PS2) egy
plasztokinon raktar redukcidjara hasznalja (Rogner és mtsi, 1996). Az elektrontranszport
lancban a ket fotokémiai rendszer kdzott helyezkedik el a citokrém b, f fehérje, amely
a protonpumpalasban jatszik fontos szerepet. A redukalt plasztokinon készlet olyan
oxidacidjat katalizalja, amelyben a protonok leadasa iranyitott. A plasztokinol
oxidalasibol szarmazo elektronokat egy rezet tartalmazd vizoldékony fehérje, a
plasztocianin (PC) szallitja a NADP* redukalasat végzd elsé fotokeémiai rendszerhez

(PS1) (Cramer és mutsi, 1991; Tsiotis és mtsi, 1993; Drepper és mtsi, 1996).
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1.3. A Mitchell -féle kemiozmotikus elmélet

Az ATP szintézis és a fotoszintetikus elektrontranszport kapcsolatanak
magyarazatara a legjobban alatamasztott elmélet a Mitchell —féle kemiozmotikus elmélet
(Mitchell, 1961, 1966). Ezen elmélet szerint az él8 sejtek energiaatalakité folyamataiban
a kiilsé forrasbdl szarmazé energia nem tud kozvetleniil a szervezet szimara hasznos
munka végzésére forditddni. Hirom olyan energia tarolasi méd létezik, amely a
bioszintézisekben kozvetlen felhasznalast tesz lehetévé. Ezek az ATP nagy energiaja
kotéseiben, valamint a transzmembran H* és a Na* ion elektrokémiai potencial
kiilonbségekben (H* ill. Na* motoros erd) tarolt energia. Minden él8 rendszer legalabb
kettSt hasznal ezek koziil: egy vizoldékony (ATP) és egy membranhoz kotott (H* vagy
Na* motoros erd) tarolasi mddot. A sejt az Ssszes folyamatainak energia igényét ki tudja
elegiteni mindaddig, mig ezek koziil legalabb egy rendelkezésére all (Skulachev, 1994).

A Mitchell-féele kemiozmotikus elmélet jol magyarazza az egész sejtben,
mitokondriumban és fotoszintetikus membranban  lejatsz6dé  folyamatokat.
A fotoszintézis soran a fény energidja nem kozvetleniil hasznalédik fel a novényi
bioszintézisben. A fotoszintetikus apparatust tartalmazé zart szigetel§ membran vizes
fazisokat valaszt el egymastol, vagyis a kiilonb6z8 ionok szamara potencialgatat jelent.
Igy fenn tudja tartani azt a transzmembrén elektrokémiai potenciél gradienst, amit a
fény altal hajtott vektorialis elektron— és protontranszport hoz létre. Ezt hasznalja fel
a ndvény ATP szintézisre (Cramer és Knaff, 1990). Az ADP foszforilacidjakor felleps

szabadentalpia névekedés (Nicholls és Ferguson, 1992):

[ATP]

AG,=AG°+RT-1n___—“"_~"-~ _
F [ADP] [P,]
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A protonok mozgatasa kovetkeztében létrejovd szabadentalpia valtozés:

[ Hpon]
AGy=RT.1n—"" +F (¢ 0P axc)

[ Haxc]
Ahol R az egyetemes gazallandé; F a Faraday féle szim; T az abszolit hémérséklet;
® az elektromos potencial; AG® a standard szabadentalpia, amely fiigg a pH-tdl,
Mg** koncentraciétdl, ionos SsszetételtSl és hémérséklettdl. A DON (AKC) index a
membran azon oldalanak megjel5lésére szolgal amely H* donorként (H* akceptorként)
szerepel az energiaatalakitasi folyamatokban. Az elektrokémiai potencial kiilonbség
proton aramot tart fent egy specialis membranfehérjén, az ATP —szintetazon

keresztlil, ami az athaladé protonok energidgjit ATP szintézisre hasznalja fel

(Blumenfeld, 1978).

1.4. Transzmembran toltésszétvalasztas

Atényindukalttranszmembran toltésszétvalasztaskovetkeztében afotoszintetikus
membran két oldala kozott 1 — 100 mV elektromos potencidlkiilonbség jon létre.
Ez makroszképikus fesziiltségként  direkt médon is  érzékelhetd. Iranyitott
fotoszintetikus membrant vagy foszfolipid membrinba agyazott reakci6centrumot
tartalmazé mintaban a fényindukalt toltésszétvalasztasbol szarmazéd  dipdlusok
elektromos potencialja makroszkopikus elektrédakkal mérhetd fesziiltségge 6sszegzodik
(Schonfeld és mtsi, 1979; Packham és mtsi, 1980; Kaminskaya és mtsi, 1986).
A fotoszintetikus toltésszétvalasztas a reakcidcentrumban végbemend legnagyobb
fényindukalt tdltéselmozdulas, de hosszabb id4skalan a fehérje relaxacidjahoz es a
masodlagos kinon akceptor protonacidjahoz tartozé toltésmozgasok is megfigyelhetok
(Kaminskaya és mtsi, 1986; Shinkarev és mitsi, 1993). A reakciécentrumon beliili

elektrontranszfer altal keltett fesziiltség mérésébdl a bakterialis reakcidcentrum
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kofaktorainak a membranhoz viszonyitott helyzetére kivetkeztettek akkor, amikor a
réntgendiffrakciobdlszarmazé atomi részletességli hiromdimenzids szerkezetmodell még
nem allt rendelkezésre (Trissl, 1983; Gopher és mtsi, 1985). A kiilénbz8 mutinsokban
lejatszodd  tdltésmozgasokar  vizsgilva a  fehérjekdrnyezet és a  kofaktorok
kélesdnhatasardl, valamint a fehérjében végbemend redox lépések energetikajardl nyertek

értékes informaciét (Brzezinski és mtsi, 1992; Shinkarev és mtsi, 1993).

voltmeter

AAD

~lcm

v | e thylalkoid

1.3. abra A nemtelitési gerjesztd impulzus altal indukalt fénygradiens fesziiltség
létrejdtee zart fotoszintetikus membranokban (Witt, 1979).

Zart membranvezikulumokban és egész sejtekben a toltésszétvalaszras elektromos
detektalasa egy masik aton is lehetséges az G.n. fénygradiens mddszerrel (1.3. dbra).
Gerjesztd fényfelvillanas hatasira a zart membrinok fényforrishoz kézelebbi (felsd)
részét tdbb fény éri, mint a tavolabbit (alsd), amelyet leirnyékol. Nemtelitési
fenyimpulzust alkalmazva a membranok felsd részén tdbb toltésszétvalasztas keletkezik,
mint a fényforrastdl tavolabb levdben. A reakciécentrum a fotoszintetikus membrinban
iranyitottan helyezkedik el, igy a létrejovd aszimmetrikus toltésszérvalaszras

kovetkeztében tobb dipélus mutat a felsé membrinokban tértént toltésszétvalaszrassal
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azonos iranyba, mint azzal ellentétesbe. Ez a hatds a minta fényindukalt elektromos
polarizacijaként jelentkezik (Witt és Zickler, 1973; Fowler és Kok, 1974),
lehetdve téve a fotoszintézis gyors tdltésmozgasainak tanulmanyozasat (Leibl és
mtsi, 1992a).

A modszer elénye, hogy segitségével a toltésszetvalasztassal jaro elektromos
toltésmozgasok ép fotoszintetikus membranokon is vizsgalhatdk (Leibl és mtsi, 1992a).
A fénygradiens jel koriilbelil 10 ps alatt lecseng, a transzmembrin elektromos tér
lecsengési ideje azonban négy nagysagrenddel hosszabb (Witt, 1979). Mig a
transzmembran elektromos tér a membran kis vezetSképessége miatt lassan tinik el,
addig a membran azonos oldalan 1év8 toltések mozgasa a vizes fazis j6 vezetGképessége
miatt a fénygradiens jelet nagysagrendekkel rovidebb id8 alatt kiegyenliti (Fowler és
Kok, 1974).

A fénygradiens jelenség fenti értelmezésének ellentmond, hogy a jel polaritasa
és kinetikdja a gerjesztd fény hullamhosszanak fiiggvényében valtozik (Griber és
Trissl, 1981; Meszéna és DeVault, 1989), valamint nagysaga figg a gerjesztd
fény polarizaltsagatél és a membrinok rendezettségét8l (Becker és mtsi, 1978).
A fotofesziiltség felfutasi ideje (Trissl és mtsi, 1982; Leibl és mtsi, 1992a) és
az, hogy a jel fiigg az akceptor komplex redox allapotatél, valamint gatloszerek
jelenlététdl (Griber és Trissl, 1981; Leibl és mtsi, 1992a) arra utal, hogy mindkét
polaritast jel a fotoszintetikus toltésszétvalasztis eredménye. Az ozmotikusan felfdjt
kloroplasztiszokon végzett mérések eredményei szerint a fotofesziiltséget a tilakoidok
geometriai tulajdonsigai is befolyasoljak (Griber és Trissl, 1981). A kloroplasztisz
méretei a lathaté fény hullimhosszaval &sszemérhetSek. A hullamhosszfigges
magyarazatara kidolgozott hullimoptikai elmélet a tilakoid membranokban lejatszodéd
tényvisszaverddésre és interferenciara épiil (Leibl és mtsi, 1992b; Pallotin és mtsi, 1993;

Dobek és mtsi, 1994).
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1.5. Toltésszétvalasztas és szerkezet kapcsolata a  biborbaktériumok

reakcidcentrumaban

A zdldnovények és baktériumok fotoszintetikus reakciécentrumai a
szerkezetlik és a muikodésiik alapjan két nagy csoportba oszthaték. Az G.n. PS2
tipusu reakciécentrumok akceptor komplexében (ide tartoznak a kén és nem-—kén
biborbaktériumok, a z3ld nem—kén baktériumok, valamint az oxigént termeld
novények masodik fotokémiai rendszerének reakcidcentruma) egy rogzitett és egy
mobilis kinon molekula taldlhaté (Mathis és Rutherford, 1987; McPherson és
mtsi, 1990a). A PS1 tipustaknal (igy a z5ld kén—baktériumok, a heliobaktériumok és
a magasabb rendd z6ldnovényi elsé fotokémiai rendszer esetén) az akceptor szerepét egy
vas—kén komplex tolti be (Amesz, 1991; Blankenship, 1992; Krauss és mtsi, 1993).

Habar az utébbi iddben sikeriilt elektronmikroszkoppal tanulmanyozhato két
dimenzids kristalyokat nyerni PS2—bdl (Marr és mtsi, 1996; Nakazato és mtsi, 1996),
a térszerkezet nagy feloldast vizsgalatat lehetdvé tevé harom dimenziés kristalyok nem
allnak rendelkezésre. A biborbakterialis reakciécentrum a szerkezeti és mikodési
hasonlésaga folytan modellként szolgalhat a bonyolultabb z5ldnovényi PS2
mukddésének megértéséhez (Michel és Deisenhofer, 1988; Sinning, 1992; Takahashi és
Wraight, 1994; Sobolev és Edelman, 1995; Rogner és mtsi, 1996).

A PS2 tipust reakcidcentrumok szerkezetének feltarasa fele az elmult évek
legnagyobb lépése a biborbakteridlis reakcidcentrum fehérje kristalyositasa es
rontgendiffrakcids vizsgalata volt. Az integralis membranfehérjék kozil elsékeént a
Rhodopseudomonas wviridisb8l izolalt reakciébcentrum térszerkezetét sikeriilt atomi
teloldassal megallapitani. A kristalyositas sikerének kulcsa olyan kis amfifil molekulaja

oldészer hasznalata volt, amely ki tudta télteni a fehérjék hidroféb tartomanyai kozti
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teret (Deisenhofer és mtsi, 1984; Deisenhofer és Michel, 1989). Ma t5bb biborbaktérium
torzs reakcidcentrumanak szerkezete — igy a Rhodopsendomonas viridis (Deisenhofer
és mtsi, 1985a, 1985b, 1995; Lancaster és Michel, 1996b) és az altalunk tanulmanyozott
Rhodobacter sphaeroides R —26 és 2.4.1. (Chang és mtsi, 1986; Allen és mtsi, 1986, 1988;
Yeates és mtsi, 1988; Ermler és mtsi, 1994a) atomi részletekig, 2—3 A feloldé4ssal ismert.
A mar feltart reakcidcentrum szerkezetek kiindulasi pontjat képezik a PS2 (Sobolev és
Edelman, 1995) és mas, eddig még nem kristalyositott PS2 tipust reakciécentrum
fehérjek szerkezetének modellezéséhez (Michel és Deisenhofer, 1988; Sinning, 1992).
Ilyen szamitasok alapjan részletes informacié all rendelkezésre példaul a
vizsgalédasainknak ugyancsak targyat képez8 Rhodobacter capsulatus reakcidcentrum
térszerkezetérdl (Foloppe és mtsi, 1995).

A Rhodobacter sphaeroidesbd és Rhodobacter capsulatusbodl izolalt reakciécentrum
harom fehérjealegységhbdl és a hozza kapcsolédd kofaktorokbdl all. A kofaktorok: egy
bakterioklorofill—a dimer (P), két bakterioklorofill-a monomer (Bkl), két
bakteriofeofitin (Bfeo), két ubikinon—50 (UQ,,), egy nem—hem tipust magas spinti Fe?*
és baktériumtorzstdl fiiggden egy karotin (Gunner, 1991). Ezek a pigment molekulak
nem—kovalensen kotdnek a fehérjéhez (Prince, 1990; Ermler és mtsi, 1994b).

A harom polipeptid alegységet L, M és H—val jelolik az angol elnevezésiik (light,
middle és heavy) kezddbetti utan. Ez a molekulatomeg szerinti felosztas az SDS
poliakrilamid géllel végzett kisérletekb8l megallapitott elektroforetikus mobilitasuk
alapjan tortént (Feher, 1971; Clayton és Haselkorn, 1972). A jelolés azonban félrevezetd,
mert a késdbbi szekvenciaanalizis igazolta, hogy a H alegység a legkisebb. H: 27.4 kD,
L: 31.3 kD, M: 343 kD (Williams és mtsi, 1984). A H alegység elektroforetikus
mobilitasanak csokkenése nem a fehérje nagy molekulatomegeének tulajdonithato, hanem
annak, hogy kevésbé hidroféb, mint a masik két alegység.

Az L és az M polipeptidek 180° —os forgasi szimmetriat és nagyfoki homoldgiat
mutatnak: az aminosavak koézel 70%—a apolaros, és 6t—06t hosszi hidroféb lancot
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(cc—hélixet) képeznek a membranon kereszeiil (1.4. 4bra). Ezek koziil 2-2 kiiléndsen
szorosan kapcsoldodik egymadshoz egy hengeres magot alkotva. A szerkezetet a vas atom
stabilizalja oly mddon, hogy ligandot képez e négy hélix egy —egy hisztidin csoportjaval
(Ermler és mrsi, 1994a). A H alegység viznek kitett része globuldris szerkezetd, csak egy
transzmembran o —helixe van és szorosan kapcsolddik az LM komplex citoplazmikus

oldalahoz (Feher és mtsi, 1989).

Membradn 7 N & Membran

1.4. abra A biborbakteridlis (Rhodobacter sphaeroides) fotoszintetikus
reakcidcentrum polipeptid lancanak véazlata, és alegységeinek (L, M, H)
elhelyezkedése a membranban (Maréti, 1990).

A fehérje prosztetikus csoportjai valamennyien az LM komplex hengeres
hidrofob magjaban helyezkednek el két, megkdzelitdleg tiikdrszimmetrikus A —val
illetve B—vel jelolt agban (1.5. dbra). A fehérje rogziti a kofaktorokat és megfelels
kérnyezet biztositasaval befolyasolja azok fizikai—kémiai tulajdonsigat. Nem passziv
alanya a fénygerjesztés hatasara végbemend redox valtozasoknak, hanem (konformacio
valtozasokkal, valamint a kofaktor—fehérje elektrosztatikus kolcsénhatasok révén)
el8segiti azok lejatszodasat (Wraight, 1979; Brzezinski és mtsi, 1992; Brzezinski és
Andréasson, 1995). Mindezek eredményeképp a fénygerjesztés altal kivaltott

elektrontranszfer kvantumhatasfoka 1-hez kézeli (Wraight és Clayton, 1974).
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Izolalt biborbakeérialis reakciécentrum klorofill dimerjét gerjesztve, a
toltésszérvalasztds mellett veszteségi folyamarok is fellépnek. Igy példiul a gerjesztett
dimer a kozeli infravérds spektrumtartomanyban (910 nm korodeti széles savban)
fluoreszkal (Zankel és mtsi, 1968; Clayton, 1977; Stadnichuk és Lukashev, 1982). A
dimer fluoreszcencigjanak kvantumhatasfoka igen alacsony (= 4.107%) sszevetve a
kromatoféra antenna-pigmentjeinek fluoreszcencia hatasfokdval (2.1072-1.1079)
(Clayton, 1977, 1980). A dimer fotooxidalasaval eltinik a fluoreszkalé pigment és a
fluoreszcencia hatasfoka alacsony marad fiiggetleniil a reakciécentrum tovabbi redox

valtozasaitél (Clayton, 1966).

1.5. abra A biborbakterialis (Rhodobacter sphaeroides) fotoszintetikus

reakciocentrum kofaktorainak szimmetrikus elrendezédése az aktiv (A) és

inaktiv. (B) ag mentén. Jelolések: P (bakterioklorofill dimer), Bkl

(bakterioklorofill monomer, Bfeo (bakteriofeofitin), Q (ubikinon) (Maréti, 1990).

A dimert (P) alkotd bakterioklorofill mint elsddleges elektrondonor vesz részt
a redox folyamatban (Feher, 1992). A fényindukalt elektrontranszfer a fehérje és a

kofaktorok latszdlagos szimmetriaja ellenére csak az A ag mentén tdrténik (Kirmaier

és mtsi, 1985). Ennek egyik kisérleti bizonyitéka, hogy a B ag bakrterioklorofilljanak
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feofitinné redukalasa, vagy eltavolitasa sem vezet a fotokémiai hatasfok csckkenéséhez
(Maréti és mtsi, 1985). Ennek az az oka, hogy a reakciécentrum latszélagos szimmetridja
tobbszorosen is sériil. Igy Rbhodobacter sphaeroides esetén a dimer egyik tetrapiroll gytirdje
kevésbé sik, mint a masik, és mas a két kézponti Mg atom koordinacidja is; a
bakterioklorofill és a bakteriofeofitin kdzti tavolsig 1,5 A —nel kisebb az A 4gban.
Ugyancsak sériil a fehérje toltdtt csoportjainak és a kofaktorok fitil és izoprenoid
lancanak szimmetriaja (Feher és mtsi, 1989; Lancaster és mtsi, 1996). Habar Rhodobacter
sphaeriodesben és Rhodobacter capsulatusban mindkét agban ubikinon—50 foglal helyet,
a kiilonboz6 fehérjekdrnyezet kovetkeztében redox tulajdonsagaik és miikddéstik eltérd.
Ellentétben az A ag kinon molekuldjaval (Q,), amely fiziolégias kortilmények kozt csak
egyszeresen redukalodik, a Qg képes kétszeres redukciora (Okamura és mtsi, 1982).
A fehérjével valé kolcsonhatas kovetkezménye az is, hogy az egyszeresen redukalt kinon
(szemikinon) nagysagrendekkel stabilabb a fehérjekornyezetében mint oldatban (Crofts
és Wraight, 1983). A Q, erdsen kotott a reakcidcentrumhoz, csak drasztikus eljarassal
tavolithaté el (Okamura és mtsi, 1975; Liu és mtsi, 1991). Ezzel szemben a Qj csak lazan
kotddik a fehérjéhez, konnyen levalaszthaté és inhibitorral helyettesitheté (Shinkarev
és Wraight, 1993). A Qg fotoszintézisben betdltott szerepének elengedhetetlen feltétele
a dihidrokinon disszociacié és a kinon bekotédés a Qp zsebbe (McPherson és
mtsi, 1990a; Mardéti, 1993; Okamura és Feher, 1992, 1995). A kinon akceptorokat
koriilvevéd fehérjekdrnyezet aszimmetriajanak fontossagat mutatja az is, hogy a két kinon
kornyezetének genetikai manipulaciéval torténd szimmetrizalasa a fotoszintetikus
aktivitas elvesztésével jar (Taguchi és mtsi, 1996). A reakcidécentrum—fehérjének a kinon
akceptorok redox és kotddeési tulajdonsagaira gyakorolt hatasa miatt a "kinon akceptor”
helyett talalébb a "kinon akceptor komplex" széhasznalat (Wraight, 1979).

A bakterioklorofill dimer pillanatszer(i gerjesztése (P—=P") utan az elsé tisztan
elkiilonitheté6 redox—par a P*Bfeo~ (1.6. abra) kortilbelul 3 ps alatt képzodik

(Gunner, 1991; Holzwarth és Miiller, 1996). A monomer bakterioklorofillnak a dimer
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és a bakreriofeofitin kozti elektron dtadas el8segitésében van fontos szerepe. Valdszind,
hogy a monomer bakterioklorofill maga is részt vesz az elektrontranszferben és
redukalodik (Holzapfel és mresi, 1989, 1990; Arle és mtsi, 1993; Holzwarth és
Miiller, 1996), ez azonban még vitatott (Kirmaier és Holten, 1991, 1993; Woodbury

és mtsi, 1994).
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1.6. abra A biborbaakteridlis (Rhodobacter sphaeroides) reakciécentrumbeli

elektrontranszport kinetikaja és energetikaja (a protonacié feltiintetése nélkiil).

Mind az eldre iranyuld (folytonos vonal) mind a visszareakcidok (szaggatott

vonal) életidejei fel vannak tiintetve (Maréti, 1990).

A kialakult t3ltéspar stabilizacidjanak legfontosabb lépeése a Q, elsddleges kinon
akceptor redukcidja. A Bfeo Q,—=BfeoQ,~ elektrontranszfer félideje kriilbeliil 200 ps,
és a P*Bfeo™ keletkezéséhez hasonloan nem igényel termikus gerjesztést (Prince, 199C;
Gunner, 1991). Az elektronnak alagut—effektussal valo atadasat olyan athidalo
molekuldk segithetik, amelyek megndvelik a donor és az akceptor elektronfelhdinek
atlapolasat. Rhodobacter sphaeroidesben ilyen szerepet tlt be példaul a Trp M252, amely

mind a Q, —val, mind a bakteriofeofitinnel Van der Waals k&lcsénhatasban all (Stilz és

mtsi, 1994). Habar a Q, —nak a Bfeo ™ altali redukcidjat tovabbi elektrontranszfer lépések
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kovetik, itt a legnagyobb a redox potencial csokkenése, ami a toltésszétvalasztast
gyakorlatilag irreverzibilissé teszi. Mig a P*Bfeo~ élettartama 12 ns, addig a P*Q,~
allapoté 60—100 ms (Gunner, 1991; Sebban és mtsi, 1995), vagyis a toltéspar
rekombinaciéjinak valdszintsége t&bb mint 6 nagysigrenddel csokkent. A stabil P*Q,~
toltésszatvalasztas ara a gerjesztési energia mintegy 60—70% —anak elvesztése (Feher és
mtsi, 1989; McPherson és mtsi, 1990b; Puchenkov és mtsi, 1995). Az elektron 20—200 us
alatti transzfere a Q,~ —rél a masodlagos kinon akceptorra (Vermeglio és Clayton, 1977;
Wraight, 1979) a szétvalasztott tdltéspar tovabbi stabilizacidjat eredményezi; a
rekombinacié félideje koriilbelil 1 s—ra nd (Maréti, 1990; Baciou és mtsi, 1993; Labahn
és mtsi, 1994).

A QA Qp=>Q,Qy elektron transzfer termikus gerjesztést igényel és viszonylag
nagy egyensulyi allandé (10— 20) jellemzi (Kleinfeld és mtsi, 1984a; Maréti és mtsi, 1994).
Az elektron stabilizalasaban a masodlagos kinon akceptoron lényeges szerepet jatszik a
masodlagos kinont koté zseb aminosavjainak protonalédasa (Graige és mtsi, 1996;
Lancaster és mtsi, 1996). A Q, redukalisa mar kivaltja a Qp zseb részleges
szubsztochiometrikus (0.2—-0.4 H*/Q,~) protonacidjat (Okamura és Feher, 1992;
Kalman és Maroti, 1994; Maréti és mtsi, 1995). A Q, —=Q; elektrontranszfer utan a
magasabb (0.2-0.8 H*/Qjy") proton felvétel eredményeként a szétvalasztott toltéspar
energija tovabb csokken (Sebban és mtsi, 1995; Lancaster és mtsi, 1996). Igy semleges
pH-—n mintegy 60 meV —al alacsonyabb a P*Qj~ energiaja mint a P*Q,~ allapotban

volt (Maréti és mtsi, 1995; Sebban és mtsi, 1995).

1.6. A biborbaktériumok reakcidcentrumanak kinonredukcids fotociklusa

A Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium reakciécentruma j6l alkalmazhaté a

kinonredukcids fotociklus tanulmanyozasara, mivel ismert a térszerkezete (Chang és
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mtsi, 1986; Allen és mtsi, 1986, 1988; Arnoux és mtsi, 1990; Ermler és mtsi, 1994a), az
oxigén termeld novényeknél egyszertibb elektron— és protontranszportjat mar alaposan
tanulmanyoztak (Crofts és Wraight, 1983; Feher és mtsi, 1989; Kalman és Maréti, 1994)
és sokféle j6l definidlt mutins all rendelkezésre (Paddock és mtsi, 1988; Takahashi
és mtsi, 1989; Tandori és mtsi, 1995).

A biborbakterialis reakciécentrumon belil zajlé elektrontranszfer mind a
reduktiv mind az oxidativ végén kapcsolédik a fotoszintézis és a légzés
elektrontranszportjahoz (Scherer, 1990). A reakciécentrum fehérjét izolalva a
fotoszintetikus membranbdl megszlinik a fotoszintetikus és 1égzési elektrontranszporttal
valé kolesonhatas, és a fehérje fizikai—kémiai kdrnyezete kontrollalhaté. Habar t6bb
mutans baktérium torzs reakcidcentruma instabil a membranbdl valé 1zolalas utan, az
altalunk tanulmanyozott Rhodobacter sphaeroides és Rhodobacter capsulatus trzsekbol
preparalt reakcidcentrum stabil, és elterjedten hasznalt a bakterialis reakciécentrum
szerkezeti és mukodési sajatsagainak vizsgalatara. A reakcidcentrum vizsgalata
antennamentes mutansokon azt mutatja, hogy in vivo és a detergensben szolubilizalt
reakcidcentrumban a toltésszétvalasztas folyamata gyakorlatilag megegyezik. Ily modon
az 1zolalt reakciécentrum vizsgalatabél az egész sejtben zajlé folyamatokra
kovetkeztethetiink (Schmidt és mtsi, 1993; Beekman és mtsi, 1995).

A reakcidcentrum fotociklusanak (1.7. abra) ismételt fényimpulzus gerjesztéssel
indukalt legfontosabb 1épéseit a citokrém c donor fotooxidacibéjahoz kapesolédd
abszorpciévaltozas mérésével mar behatéan tanulmanyoztak (Overfield és Wraight, 1980;
Venturoli és mtsi, 1990; McPherson és mtsi, 1990a, 1993, 1994; Okamura és Feher,
1992, 1995).

In wvivo a fényindukalt toltésszétvalasztas soran keletkezé P*—t egy gyors
citokrém ¢, donor redukalja (Mathis, 1994; Fleishman, 1995; Jenney és mtsi, 1996).
Izolalt reakciécentrumon folytatott kisérleteknél a cit ¢, mesterségesen hozzaadott

vizoldékony citokrom c—vel potolhaté. A P* citokrém altali redukcidja tobbfazisi.
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A reakciocentrum fehérjéhez k6tddd redukalt citokrém (Tiede és mtsi, 1993; Venturoli
és mtsi, 1993; Adir és mtsi, 1996) gyorsan (= 1 us) visszaredukilja a P* egy részét.
A kovetkezd lassabb fazisban azon reakcidcentrumok oxidalt dimerje redukalddik,
amelyekhez korabban nem kapcsolddott citokrém (Lin és mtsi, 1994; Wang és mitsi,
1994). A citokrdm c a kér fehérje kozotti elektrosztatikus kolesdnhatds aleal
iranyitott médon diffundal a reakciécentrumhoz kériilbeliil 10° M~'s~! bimolekularis
sebességallandéval (Tiede és mtsi, 1993). A P* csak azutin redukaléddik, hogy a

citokrom a reakcidcentrumhoz kapcesolédott (Mathis, 1994).
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1.7. abra A kinonredukcids fotociklus vazlata. A fényindukalt téltésszétvalaszrast
a P* gyors visszaredukcidja koveti. A két kinon kdzotti elektrontranszfer utan
a masodik fénygerjesztés a Qg kétszeres redukcidjahoz vezet. Ez két protont
felvéve dihidrokinont alkot és kivalik a Qy zsebbdl, helyét egy kinon
molekulanak adva at. A reakciécentrum a fotociklus egyszeri kdrbefutasa alate
egy kinont redukal és két citokrém molekulit oxidal (Feher és Okamura, 1995).

A reakcidcentrum a citokrémrol szarmazé elektronokat egy membran—oldott

kinon raktar redukalasara hasznalja fel (Mardti, 1993; Okamura és Feher, 1995).



A fénygerjesztés hatasara a reakciécentrumban elektron tovabbitédik a kinon akceptor
komplex fele, és redukalja a kinon raktarbél a Qg helyre bekétstt kinon molekulakat.
A P* visszaredukalasat kovetGen a szétvalasztott téltéspar annyira tavol keriil egymastél,
hogy a tdltésrekombinicié valdszintsége elhanyagolhaté. A Q zsebben keletkezett
szemikinon kortlbeliil 10°—szer erdsebben kot8dik a fehérjéhez mint a kinon, amely
koriilbeliil egy nagysagrenddel erdsebben kotddik, mint a dihidrokinon. A PQ,Qy"
élettartama t8bb masodperc is lehet (Wraight és Shopes, 1989; McPherson és mtsi, 1990b;
Shinkarev és Wraight, 1993). Ebben az allapotban a reakciécentrum dGjabb
toltésszétvalasztasra képes, és fénygerjesztés hatdsira a fotokémiailag inaktiv P*Q, Qg™
allapotba kertil (Wraight, 1981; Okamura és Feher, 1995). A P*—t a citokrém c raktar
redukalja; a két kinon kozti masodik elektrontranszfer és a vele csatolt protontranszfer
pedig a Qy zsebben (QzH)™ allapot kétszeresen redukalt kinont hoz létre (Kleinfeld és
mtsi, 1985; Graige és mtsi, 1996). Ez a citoplazmikus vizes fazisbdl még egy protont
felvéve dihidrokinont képez (Okamura és Feher, 1995). A protonoknak a Qg zseb
belsejében elhelyezkedd kinonhoz valé tovabbitasaban kulcsfontossagt szerepe van a
fehérje protonalhaté aminosavjainak (Takahashi és mtsi, 1992; Takahashi és Wraight,
1990, 1992, 1996; Hienerwaldel és mtsi, 1995; Paddock és mtsi, 1994, 1995) és a fehérje
szerkezetébe beépiild viz molekulaknak (Hanson és mtsi, 1992; Ermler és mtsi, 1994b;
Baciou és Michel, 1995; Lancaster és Michel, 1996a). A vad tipust reakciécentrumban
a masodik proton felvétele nagyon gyors, igy a Q,(QzH)™ allapot nem halmozdédik fel.
Neéhany (féleg az 1212 glutaminsavat érint8) mutansban a masodik protontranszfer
lelassul és wjabb foton gerjesztés a Q,~(QpH)™ forma kialakulasahoz vezet, amely a
masodik proton felvételével lassan Q,~QgH, allapotba jut (Takahashi és Wraight, 1992;
1996; Maréti és mtsi, 1994; Paddock és mtsi, 1994). A Qp helyen keletkezett
dihidrokinon kivalik a Qj zsebbdl, helyét a kinon raktar mas kinon molekuldjanak adva
at (McPherson és mtsi, 1990a). A reakcidcentrum igy egy kinonredukciés fotociklus

befutasa utan visszakertilt a kiindulasi 4llapotba (Okamura és Feher, 1995).
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A reakciécentrum a fotociklus alatt egy kinon molekula dihidrokinonna
redukalasa kézben két citokrém molekulat oxidal. Kihasznélva a citokrém c redukalt
(cit’*) és oxidalt (cit’*) formdinak abszorpcidja kozti kiilonbséget, a citokrém
redox allapotanak véltozasai j61 mérhetdek (Van Gelder és Slater, 1962; Okamura és
Feher 1995). Ebbdl kovetkeztetni lehet a reakcibécentrumon athaladé elektroniramra.
A modszert elterjedten  hasznaljdk mutdns reakcidcentrumok  fotoszintetikus
aktivitasanak vizsgalatara (Beroza és mitsi, 1992; Rongey és mtsi, 1993; Okamura és

Feher, 1992, 1995).
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2. CELKITUZES

Izolalt biborbakterialis reakcidcentrumok fotociklusanak 4ltalanosan elfogadott
modellje egymas utani telitési fényfelvillanasokkal végzett kisérleteken alapul. Ezek a
dihidroknon—kinon és a cit’*—cit’* kicserélédést csak kvalitativan targyaljak (Paddock
és mtsi, 1988, 1994, Graige és mtsi, 1996).

Célom az volt, hogy a donor és akceptor készlet nagysiginak valtoztatasaval és
folytonos gerjesztd fény alkalmazasival az in vivo allapothoz hasonlé koriilmények
kozott tanulmanyozzam a biborbakterialis reakcidécentrum fotociklusat. A munka soran
felmeriild legfontosabb kérdések:

Hogyan fliigg a Rhbodobacter  sphaeroides és  Rhodobacter — capsulatus
biborbaktériumokbdl izolalt reakciécentrum fluoreszcencia hatisfoka a kofaktorok
redox allapotatdl?

Milyen eltérés tapasztalhatd a két biborbaktérium torzs reakcidcentrumanak
fluoreszcencia emisszids és gerjesztési spektrumaban?

Milyen pigmentektd] szarmazik az izolalt reakcidcentrum fluoreszcencidja és
melyek a fotoszintézis szempontjabdl fontos kioltok?

Milyen modell alkalmazhaté a reakcidécentrumban folytonos fényben, donor és
akceptor jelenlétében végbemend redox folyamatok leirasara?

Milyen gyors a reakciécentrum donor és akceptor molekulainak kicserélédése,
melyek a fotociklus sebességmeghatarozé 1épései, és hogyan fiiggnek a pH—t6l?

Milyen egyszeri — mutansok osszehasonlitasira rutinszerien hasznalhaté -
eljarasok léteznek a reakciécentrum sebességmeghatarozéd lépéseinek és atfordulasi

sebességének jellemzésére?
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3. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. A baktériumok tenyésztése

A vizsgalatok nagy részét Rhodobacter sphaeriodes és Rhodobacter capsulatus
biborbaktériumokbdl izolalt reakciécentrumon végeztem. A Rhbodobacter sphaeroides
R —26 mutansbol hianyoznak a lathaté tartomanyban erdsen elnyeld karotenoidok, igy
a kis abszorpciévaltozasok mérését nem zavarja a mas torzsekben fellépd karotenoid
hattérabszorpcié (Yeates és mtsi, 1988).

A Rhodobacter  sphaeriodes R—-26 torzset szurt tenyészetekben
szobahdmérsékleten, gyenge (< 10 uEm~%"") megvilagitas mellett 1.5% agar—agar gélen
(benne 0.5% élesztEkivonat és 0.3% kazaminosav) tartottuk. A baktériumokat fototrép
moédon Sistrom tapoldatban neveltiik, ahol egyediili szénforrasuk a szukcinat volt.
A tenyészetet friss tapoldattal steril koriilmények kozott 24 Sranként tizszeresére
higitottuk. Atolt4s utin 5—8 4rat sdtétben tartottuk a tenyészetet. Ez alatt az id4 alatt
a baktériumok legzése felhasznalta a tapoldatban oldott oxigén nagy részet, igy a
megvilagitas megkezdésekor a tapoldat gyakorlatilag oxigénmentes volt. Erre azért volt
sziikség, mert a gerjesztett klorofill molekulak az R—26 torzsben — a karotenoidok
védelme hidnyaban — a tdpoldatban oldott oxigén roncsolé hatidsanak fokozottan ki
vannak téve. A koriilbeliil 300 uEm~%~! megvilagitast 60 W — os wolframszalas izzokkal
biztositottuk, amelyek vordsben gazdag fénye a klorofillok {6 abszorpcids savjaban erds
gerjesztést szolgaltat. A szuszpenzid hémérsékletét 28 —32 °C — on stabilizaltuk. Neégy — 6t
napi allandé fényen torténd tenyésztés utan a novekedés késéi logaritmikus szakaszaban

lecentrifugaltuk a sejteket és preparalasig —25 °C h8mérsékleten befagyasztva taroltuk.
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3.2. Kromatofora preparalas

A kromatofora és a reakcidcentrum preparalas soran a 20000 x g vagy annal
kisebb gyrosulasu centrifugalast Sorvall RC—5 tipust centrifugan SS34—es rotorral, az
ultracentrifugalast (200000 x g) Backman L7-65 ultracentrifugin TI60—as rotorral
végeztiik.

A reakciécentrum preparalas kiindulépontjat jelentd kromatoférat 80 — 100 g
vizes tomegu lecentrifugalt és mosott biborbaktérium sejtbdl készitettiik az alabbiak
szerint.

A sejteket feltorés elStt pufferrel (100 mM NaCl, 10 mM Tris/KOH pH: 8.0)
atmostuk, 8000 x g gyorsulassal 10 percig centrifugiltuk, majd ugyanilyen pufferben
Gjraszuszpendaltuk. A kromatoféra és a reakcidcentrum preparilas valamint a
reakcidcentrum tisztitas és ultraszlrés Osszes lépése 4 °C hémérsékleten tortént, kivéve
ahol masképp van feltiintetve.

A felszuszpendalt baktériumsejteket hidraulikus sajtéval (French press) 140 MPa
nyomason 3 — 4 ml/perc sebességgel feltortiik. Elézetesen a szuszpenzidhoz adott
1 mg/ml mennyiségi DN —az a DNS szalak feldarabolasaval megkonnyitette a megfelel 8
kifolyasi sebesség beallitasat, tokéletesebb feltorést téve lehet8vé. A feltart
sejtszuszpenziohoz azonnal 20 mM EDTA —t (etilén — diamin — tetraecetsav) adtunk azon
proteazok aktivitasanak csokkentésére, amelyek mikodéséhez (a feltorés soran nagy
mennyiségben keletkezd) kétértékd kationok kellenek.

A feltdrt sejteket a sejtmaradvianyok és még feltoretlen sejtek eltavolitasa
érdekében 20000 x g gyorsulassal 10 percig centrifugaltuk. A feliildszét 200000 x g
gyorsulassal 90 percig ultracentrifugaltuk. A kromatoférat tartalmazé iiledéket minimalis

mennyiségu pufferben (100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris/KOH pH: 8.0)
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ecsettel felszuszpendaltuk, de kihagytuk a sziirke, kemény kézponti magot, amely sejtfal
és szervetlen anyag maradvanyokat tartalmazott.
Az igy nyert kromatoféra a késdbbi felhasznalasig befagyaszthatd, és —25 °C

hémérsékleten tarolhatd.

3.3. Reakcidcentrum izolalas

A reakciécentrum  fehérjét a  kromatoféra membrinokbél LDAO
(N,N —dimetil - dodecilamin — N -oxid) ionikus detergenssel oldottuk ki.

Az elébbiek szerint elkészitett kromatoféra 860 nm hullimhosszon mért optikai
denzitasat pufferrel 50—-re higitottuk. Szobah8mérsékleten, sotétben és alland6 keverés
mellett 30% —os torzsoldatbol LDAO -t csepegtettiink a kromatoféra szuszpenzidhoz
0.45% végsS koncentracidig. 20 uM EDTA hozzdadasa utan 30 percig inkubaltuk,
majd 200000 x g gyorsulassal 120 percig ultracentrifugaltuk. A kioldott
reakciécentrumok 90%—a a kékes—barna szind feliiliszoban maradt. A kitermelés
hatékonysagat a spektrum alapjan (g0 nm = 288 mM~lcm™}; Straley és mtsi, 1973),
vagy pedig a reakciécentrum klorofill dimer fényindukalt abszorpciévaltozasabol
(A€go nm = 120 mM~'em ™!, Mardti és mtsi, 1985) ellendriztiik. A preparalas hatékonysaga
kielégitd, ha legalabb 3 pumdl reakciécentrumot termelt ki 80—100 g vizes tdmeg
baktériumbdl. Ha a kioldas hatékonysaga nem elegendd, az tiledéken meg lehet ismételni
az LDAO —val feltaras miveletét.

A reakcidcentrum tisztitasat frakcionalt amménium szulfitos kicsapassal és
anioncserélé kromatografiaval végeztiik.

El&szor ujabb LDAO hozzaadassal a detergens koncentraciét 1% —ra néveltiik,
mert ilyen koriilmények kozott a kicsapas soran a felszinen szé lepedék stabilabb volt.

A reakciécentrum oldathoz apranként szilard amménium —szulfatot adtunk (0.27 g/ml),
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mik&ézben NaOH csepegtetéssel a pH értékét stabilan tartottuk (pH: 8.0). A kicsapédott
és az ammoénium—szulfitos oldatnal kisebb stiriségd reakciécentrum 10 percig tartd
8000 x g gyorsulast centrifugilds utan vizoldékony hartyaként az oldat tetejére
emelkedett. Ezt 0.3% LDAO, 10 mM Tris/KOH pH: 8.0 pufferben felszuszpendaltuk.
A masodszori kicsapas 0.25 g/ml amménium-—szulfattal tdrtént. A megfeleld
koncentraciét a szuszpenzidval egyenl8 térfogatd AS puffer (0.5 g/ml
ammo&nium —szulfat, 0.3% LDAO, 10 mM Tris/KOH pH: 8.0) hozzdadasaval értiik el.
A feliil 4sz6 hartya Gjraszuszpendélasa utan alacsonyabb sékoncentracié (0.12 mg/ml
ammoénium—szulfat) mellett a reakciécentrumtédl kiilonboz8 fehérjéket csaptuk ki
(szlirkeészold szind tiledék). A 10000 x g gyorsulssal 10 perc alatt elvalasztott feliiltszét
tovabb tisztitottuk AS puffer lassti csepegtetésével tovabbi szennyezddést csapva ki.
A lasst AS puffer hozzaadast addig végeztiik, mig az oldat enyhén fatyolossa valt a
kicsapodas jeleként. Ez koriilbeliil 0.13 — 0.15 g/ml koncentraciénal kovetkezett be.
A 10 perc (8000 x g) centrifugalas utan nyert feliilliszobdl a reakciécentrumot tovabbi
AS puffer hozzaadassal (0.25 g/ml koncentracidig) kicsaptuk. Az Gjraszuszpendalas utan
nyert reakciocentrum tisztasagat a 280 és 800 nm hullamhosszaknal mért abszorpcidk
aranyabdl allapitottuk meg. A tiszta reakcidcentrumban ez az arany 1.22. Ha az
Ao/ Agyo arany 1.8 alatt volt a tisztitast oszlopkromatografias Gton folytattuk. Sziikség
esetén az ammonium —szulfatos kicsapas utolsé két lépését megismételtiik.

A frakcionalt ammoénium—szulfitos kicsapas utan rogton helyreallitottuk a
reakcidcentrum kinon—aktivitasat 6t—tizszeres sztdchiometrikus mennyiségi 30%
Triton X —100-ban szuszpendalt ubikinon—50 (UQ,,) hozzaadasaval. A sé eltavolitasa
érdekében TL pufferben (0.1% LDAO, 20 uM EDTA, 10 mM Tris/KOH pH: 8.0) 4 °C
h8mérsékleten 12 orat dializaltuk, és a dializalé oldatot tobbszor cseréltiik.

Ezzel parhuzamosan el8készitettiik a 40 — 50 ml térfogatti anion cserélé (DEAE
Sephacel, Sigma) oszlopot. Miutan 1 M-os NaCl oldattal lemostuk a korabbi

kromatografalasbél visszamaradt szennyez8déseket, tobb liter TL pufferrel vald
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atmosassal egyenstlyba hoztuk. A TL puffert addig folyattuk at az oszlopanyagon, amig
az oldat pH-ja nem valtozott az oszlopon val6 dtfolyas alatt. Ezutin a dializale
reakciécentrumot felrétegeztiik az oszlop tetejére. A szennyezéseket 60 mM NaCl-ot
tartalmazé TL pufferrel tavolitottuk el, addig csorgatva 4t az oldatot (tipikusan
0.5 — 2 1), amig az eluatum tiszta nem volt. A reakciécentrum ez alatt lassan lefelé
csuszott. A tisztitott reakcidcentrum nagy részét TL pufferben oldott 150 mM NaCl
segitségével valasztottuk le az oszloprél. A {8 sav lecsopogése utan a maradék kevésbé
tiszta reakciocentrumot 400 mM NaCl (TL pufferben) oldattal mostuk le. A frakcidkat
tisztasag szerint csoportositva ultraszdréssel toményitettiik 70 — 120 uM koncentracioig.

Mivel a betoltetlen (lires) masodlagos kinonkotShely még 4 °C hémérsékleten is
gyorsan roncsolodik, a preparaitumhoz Otszoros sztochiometrikus mennyiségu
Triton X—100—ban szuszpendalt UQ,—et adtunk. A magas sé és detergens
koncentraciét a reakcidocentrumnak 0.03% LDAO, 20 uM EDTA, 10 mM Tris/KOH
pH: 8.0 pufferben valé dializalasaval csokkentettilk, majd a reakciécentrumot
—25 °C—on befagyasztva taroltuk.

A Rhodobacter capsulatus reakciécentrumot Dr. Piere Sebbantdl kaptuk a Balaton

program keretében.

3.4. A masodlagos kinon eltavolitdsa

A masodlagos kinon titralasat UQ—tal végeztiik. A kinon készlet homogenitasa
érdekében a titralas eldtt a reakcidcentrumbédl oszlopkromatografias Gton eltavolitottuk
a nativ (UQ,¢) masodlagos kinont.

A DEAE Sephacel (Sigma) oszlopanyagot felhasznalas el8tt 1 M — os NaCl oldattal
atmostuk, majd TL pufferrel egyenstlyba hoztuk. Ezutan TL pufferrel készitett 1 mg/ml

marha szérumalbumin (BSA) oldatban 27 °C hémérsékleten 60 percig inkubaltuk.
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A felesleges BSA—t 200 ml 500 mM-os NaCl (TL pufferben) oldatot dtcsorgatva
tavolitottuk el. A NaCl-ot 500 ml TL pufferrel mostuk le az oszloprél. Az ily médon
elCkészitett anyagot felhasznilasig 4 °C—on taroltuk.

Az el&bbiek szerint el8készitett oszlopanyagot azonos térfogatt 30 — 35 uM—os
reakciécentrummal (TL pufferben) 6ntéttiik dssze. A reakcidécentrum 4 °C—on 10 perc
6vatos kavargatas utan hozzdkotd8dstt az oszlopanyaghoz. Az oszlopot ezutin
készitettiik el harom rétegbdl oly médon, hogy két kériilbeliil 1 cm vastag BSA —val
el6kezelt oszlopanyag kozzé rétegeztiik a reakcidcentrumot is tartalmazé oszlopanyagot.
A masodlagos kinont 150 — 200 ml pufferrel (3% LDAO, 1 mM EDTA, 10 mM Tris
pH: 8.0 ), de legfeljebb 60 percig, sotétben, 27 °C—on dtmosva tavolitottuk el.
A detergens koncentraciot ismét 0.1%—ra csokkentettiik 150 ml TL puffert 4 °C
hémeérsékleten atcsorgatva az oszlopon. A reakcidécentrumot 300 mM NaCl, 0.025%
LDAO, 10 mM Tris pH: 8.0 pufferrel valasztottuk le az oszloprél. A masodlagos
kinon eltavolitasanak hatékonysagat citokrém atfordulas mérésével ellendriztiik.
1 uM reakciécentrumot tartalmazé mintat megvilagitva 1.1 — 1.4 uM citokrdém c
fotooxidalédott, ami 5 — 20%—os kinonbetodltottségnek felel meg (Okamura és mitsi,
1982). A NaCl koncentracidjat ultrasziréssel csokkentettiik, majd a mintat tovabbi

felhasznalasig —25 °C hémeérsékleten befagyasztva taroltuk.

3.5. Vegyszerek elGkészitése

A meéresek soran a reakciocentrum preparatumhoz a vegyszereket vagy vizes,
vagy alkoholos oldat formajaban adtuk, mindvégig tigyelve, hogy az alkohol
koncentracidja 2% alatt maradjon.

A masodlagos kinon —aktivitas helyreallitasara ubikinon — 30—t (UQ,, Sigma) vagy
ubikinon—50-t (UQ,, Sigma) hasznaltunk. Az UQ,—ot 10 mM—os —25 °C—n tarolt
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alkoholos térzsoldatbél adtuk a mintdhoz. Az UQ,, a rossz oldhatésiga miatt nem
viheté be a mintdba puM—o0s mennyiségben alkoholos oldatbdl. Ezért a 60 mM—os
torzsoldat elkészitésekor a UQ—et 30% Triton X-100—ban szuszpendaltuk
ultrahangos kezeléssel és felhasznalasig —25 °C h8mérsékleten taroltuk.

A masodlagos kinon —aktivitas gatlasara hasznalt terbutrint —25 °C—on tarolt
10 mM —os alkoholos tdrzsoldatbél adtunk a mintahoz.

Az oxidalt klorofill dimer elektron donorjaként vagy ferrocént
(dikloropentadienil —vas) (Sigma) vagy marha szivbdl kivont citokrém c—t (Sigma)
hasznaltunk. A ferrocént egy —25 °C—on tarolt 50 mM-os alkoholos tdrzsoldatbdl
vittik a mintaba. A vizoldékony citokrém c—bdl és 2.5 ml frissen preparalt, 65 mM
toménységben aszkorbinsavat tartalmazé tris—pufferbdl (10 mM Tris/KOH pH: 8.0)
6.5 mM—os oldatot készitettlink. Az igy redukalt citokrém c—t tartalmazé oldatot a
felesleges aszkorbinsavtdl Pharma Biotech PD-10 (Sephadex G-25 M anyagot
tartalmazd) oszlopon valasztottuk szét. ElGszor az oszlopanyagot 25 ml tris—pufferrel
egyensulyba hoztuk, majd ratoltsttiik a citokromot tartalmazé oldatot. A citokrémot
miutdn az oldat beleszaladt az oszlopba tris—pufferrel hoztunk le. Az igy nyert,
koriilbeliil 5.5 mM koncentraciéji redukalt citokrémot a tovabbi felhasznalasig nitrogén

atmoszféra alatt lefagyasztottuk és —25 °C—n taroltuk.

3.6. Kloroplasztisz izolalas

A nem-—telitési fényimpulzus altal indukalt fotofesziiltség méréseket
borsélevelekbdl (Pisum sativum) az alabbi eljaras szerint izolalt intakt kloroplasztiszon
végeztem.

Két hetes, tiveghazban nevelt borsé leveleit egy mixerbe tettiitk, homogenizalé

(0.35 M szorbit, 0.2 mM MgCl,, 20 mM tricin / KOH pH: 7.8.) pufferrel felontottiik,
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hogy ellepje, majd 5 s—ig apritottuk. Ezutin 20 um-—es szirdn atszdrtiik.
A centrifugalast Sorvall RC-5 tipusti centrifugin, SS34—es rotorral végeztiik.
Centrifugacsévekbe szétontve 1 percig 500 x g—vel eltivolitottuk a tdrmeléket, a
feltilaszét 2000 x g—vel 1 percig centrifugdltuk. Az iiledéket mosé (0.35 M szorbit,
1 mM tricin / KOH pH: 7.8.) pufferben ecsettel felszuszpendaltuk és ismét 2000 x g—vel
1 percig centrifugaltuk. Az igy nyert iiledéket szuszpendalé pufferben (0.35 M szorbit,
5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 20 mM tricin / KOH pH: 7.8.) a kell§ tdménységiire
szuszpendaltuk és felhasznalasig jégen taroltuk.

Az izolalt kloroplasztisz pigmenttartalmanak meghatarozasa Arnon médszerével
tortént (Arnon, 1949): 10 ml 80% —os acetonba 100 ul preparitumot adva az aceton
kioldotta a membranbdl a pigmenteket és kicsapta a feherjéket, az utébbiak 6t
perc centrifugalas utan lelilepedtek a centrifugacsé aljara. Ezutan a feliiltszd
abszorpcidjat harom hullamhosszon megmérve a klorofilltartalom az alabbi médon
hatarozhaté meg:

Kl(a+b) = 0.802 Agy_s0 + 2.02 Agye_7so (mg/ml).

Ahol Agy_70 2 664 nm és a 720 nm, Ay 7 pedig a 646 nm és a 720 nm
hullamhosszaknal (1 cm-—s kiivettaban) mért abszorpcidk kiilonbsége. A méréseket

100 pg/ml klorofilltartalmt mintan végeztem.

3.7. A kloroplasztisz iranyitasa

A kloroplasztiszok iranyitasara 1.2 T magneses teret, a membranok
immobilizasara VII tipust Sigma poliagaréz gélt hasznaltam. A poliagardz gél 98%
szuszpendal6 puffer és 2% agardzzal késziilt, amelyet kavargatva addig melegitettem,
mig teljesen atlatszé oldatta valt. Ezt az oldatot 28°C ala hiitve kialakul a poliagaréz és

a gel megkot. A kloroplasztiszt 38°C h8mérsékletd agarézhoz adtam.
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Az iranyitds hatékonysagat a fluoreszcencia polarizicié hanyados mérésével
ellenériztem (Garab és Breton, 1976). A mintat higanylimpa gerjesztette
(182 V / 6.2 = 55 A) 25 cm hdszdrdként hasznalt CuSO, oldaton keresztiil. Annak
eérdekében, hogy minél kevesebb gerjesztd fény szérddjon a foroelektronsokszorozdba
(HAMAMATSU R-3310-03), a 3.1. dbran lathaté médon a megfigyelés oldala feldl
ferden vilagitottam meg. A fluoreszcenciat 685 nm hullamhossznal figyeltem meg, két
polarizatoron keresztiil engedve a monokromatorba (ZEISS SPM2), hogy kikiiszdbsljem
a racsnak a feny polarizacios iranyatdl fiiggd hatasat. Az abran P1 jeld polarizatort két
egymasra merGleges helyzet kozott lehetett valtogatni. A kettd kozt 45° alate
helyezkedett el a P2 polarizator dgy, hogy polarizé.latla..n flureszcencia mellett P1
mindket helyzetében a monokromatorba jutd fény intenzitasa azonos legyen. Ehhez a
polarizalatlan fenyt kloroplasztiszbol acetonban kioldott klorofill oldat fluoreszcenciaja
szolgaltatta. A polarizalatlan gerjesztd fényben rendezetleniil elhelyezkedd oldott

kiorofill molekulak fluoreszcencidja is polariza'.latlan

FES MK S P1 P2 K

I N

CuSO4

HL

3.1. abra A fluoreszcencia polarizaciés hanyados mérésére hasznalt berendezés
vazlata. A mintara (K) ferdén beesd gerjesztd fényt egy higanylipma (HL)
CuSO, oldaton (CuSO,) atvezetett és fokuszalt (L2, lencse) fénye szolgaltatta.
A fluoreszcens fényt kondenzor lencse (L1) képezte le egy ZEISS 287342
monokromator (MK) bemend résére a P1 forgathaté és P2 régzitett helyzetd
polarizatoron valamint egy Schott RG 665 vords szlirén (S) keresztiil.
A fluoreszcencia jeleket egy fotoelektronsokszorozé (FES) detektalta és K210
tipusu xy iroval (XY) rogzitette.
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3.8. A fotofesziiltség mérése

A fénygradiens elektromos jel mérésére hasznalt berendezés vizlata az 3.2.

abran lathatd.
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3.2. abra A fotofesziiltségek mérésére hasznilt berendezés vazlata. Az excimer
lezerrel (EXC) gerjesztett festéklézerbdl (FL) szarmazé fényimpulzusok
intenzitasat egy valtoztathatd transzmisszidja sziirke sziir8 (SZ) Ggy gyengitette,
hogy a keletkezd fotofesziiltségek amplitidéja maximalis legyen. A T1, T2
titkrok és az L kondenzor lencse a gerjesztd 1ézerimpulzus terelésére szolgalnak.
A mintat tartalmazd kiivettat (K) egy Faraday kalitka (F) arnyékolta a lézerbdl
jovS elektromos zavar jobb kiszirése érdekében. A kiivetta két atellenes oldala
koze felleps fotofesziiltségeket platina elektrodok (®) detektaltak. Erdsités (E)
utan a jeleket Thurlby tranziens rekorder (TR) digitalizalta és szamitdgép
(PC) rogzitette.

A vizes fazis minél kisebb vezetSképességének megdrzése érdekében a
kloroplasztiszokat csak 0.4 M szorbitot tartalmazd oldatban szuszpendaltam. A mintat
excimer lézerrel pumpalt Rodamin 6G festéklézer gerjesztette 580 nm hullimhossznal.
A kloroplasztiszokat éré koriilbelil 0.7 — 1 m] energidji gerjesztd impulzus 1 cm?
felileten oszlott el. Sziirke szdrdvel a gerjesztd lézerimpulzus intenzitasit gy
gyengitettem, hogy a fotoelektromos jel maximalis legyen. A mintat az elektromos zaj
minél jobb kiszlrése érdekében egy rézdoboz vette koriil és egy BNC csatlakozissal a
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platina elektréodok kozvetleniil az erdsitéhdz kapesolddrak. A mérési adatokat IBM

kompatibilis szamitégép régzitette Thurlby DSA524 digitalizalo egységen keresztiil.

3.9. Fluoreszcencia— és abszorpcidovaltozas egyideji meérese

A fluoreszcencia és az abszorpciovaltozas egyidejd meéresere alkalmas hazi

készitésd berendezés vazlata az 3.3. abran lachaté.
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3.3. abra A fluoreszcencia és abszorpcidvaltozas egyideji mérésére hasznalt
berendezés vazlata. Az abszorpciévaltozas mérésére egysugaras abszorpciémeérd
szolgalt. A méréfény (F, fényforras) detektalasa leképezés (L1, L2 lencsék)
és monokromalas (J—Y, Jobin—Yvon H20 IR monokromator) utan Schott RG
695 szirén (S2) at egy PIN fotodidda (PIN, UDT Sensors, Inc. PIN# 10DI)
segitségével tdrtént. A fotodioda jelét erdsités (E) és digitalizalas (A/D,
PCL 818HG analég/digitalis konverter kartya) utan IBM kompatibilis
szamitégép (PC) rogzitette. A fluoreszcenciat a kiiverta alja feldl egy
infravérds érzékeny fotoelektronsokszorozé (FES, HAMAMATSU R-3310-03)
detektalta és HITACHI VC-6025 oszcilloszkép (OSZC) digiralizalta.
A fotoelektronsokszorozdt egy 915 nm hullimhossznail atengedd interferencia
szird (SI) és egy Schott RG 850 vagd szird (S1) védte. A mintat tartalmazd
lcmx 1 cm keresztmetszetd kvarckiivetta (K) két egymassal atellenes
oldalrél volt gerjeszthetd xenon villandlampaval (Xe, EG&G FX-200) egy
Corning 4-96 savszdirdn keresztiil (S3), és egy mikroszkop objektivvel
leképezett (MO) lézerdiéda (LD, Laser Diode, Inc. LCW—-100) folytonos
gerjesztd fenyével.

A fényfelvillanas és a folytonos megvilagitas okozta abszorpcidvaltozast

egysugaras abszorpcidvaltozas—meérdvel vizsgaltam. A mérdfényt egy stabilizalt
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aramforrasrol taplalt halogén autbizzé szolgaltatta. Az izzbélampa fényét kondenzor
lencse fokuszalta egy holografikus racsos monokromator (Jobin—Yvon H20 IR,
savsélesség 4 nm) belépd résére, a kilépd rést pedig egy masik lencse a mintat tartalmazé
kiivettan keresztil egy PIN (UDT Sensors, Inc. PIN# 10DI tipust) fotodidéda aktiv
feliiletére képezte le. A mérdfeny érzékelhetd fotokémiai aktivitast még nem valtott ki,
de intenzitasa kell6en nagy volt ahhoz, hogy a dimer abszorpciovaltozasa 860 nm
hullimhossznal kis zajjal legyen mérhetd. A fényfelvillanas eldtti stacionarius allapotban
a fotodidda aram —fesziiltség konvertere 200 mV fesziiltséggel volt kiegyenlitve, igy a
szamitdgépbe épitett analég/digitalis atalakitéba (PCL 818HG) csak a gerjesztés altal
kivaltott, majd felerdsitett tranziens jel keriilt. A flash gerjesztés Xe villanélampa 6 pus
hosszti impulzusaival (EG&G FX-200) a folytonos fényd gerjesztés egy 810 nm
hullimhossznal miksdd 500 mW fényteljesitményd lezerdiédaval (Laser Diode, Inc.
LCW-100) tortént. A lézerdiéda altal szolgaltatott gerjesztés (=100 ns be és
kikapcsolasi id8) a tanulmanyozott jelenségek iddskalajan téglalap iddprofilanak
tekinthet8. A lézerdidda divergens fényét homogenizalas utan egy mikroszkop objektiv
az 1 cm x 1 cm keresztmetszetd kvarckiivetta 1 cm magassagu részére képezte.
A fotodiédat Schott RG 850 tipust optikai sziird védte a szért gerjeszts fénytdl.

A fluoreszcens fény detektalasa a kiivetta alja fel8l, leképezés nélkil tortént, egy
infravorss érzékeny HAMAMATSU R -3310-03 fotoelektronsokszorozéval, amelyet
egy Corning 850 nm—es vords vagd szlird és egy 915 nm—es interferencia sziré védett
a beszérédé gerjesztd fénytdl. A fluoreszencia jeleket egy HITACHI VC-6025 tarolé
oszcilloszkép digitalizalta. A lézerdidda fényének homogenizalasa és a minta egyenletes
megvilagitdsa kulcsfontossagh volt a fluoreszcencia indukcié kinetikajanak meérésénél.
A lézerdiéda nem csak a reakciécentrum redox valtozasait idézi eld, hanem egyben
gerjeszti a detektalt fluoreszcenciat is. Ezert inhomogén megvilagitas esetén a nagyobb
intenzitassal megvilagitott térfogat (gyorsabb redox valtozas) nagyobb stllyal szerepel a

detektalt fluoreszcencia jelben, ami a kinetika latszolagos gyorsulasahoz vezet.
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Mind az abszorpcid, mind a fluoreszcencia mérések kiértékelése IBM kompatibilis

/’ ’ ’ .o
szamitogép segitségevel tortént.

3.10. A fluoreszcencia emisszios spektruma

A reakciébcentrum mintabdl szarmazé floureszcencia emisszids spektrumanak

meérese a 3.4. abran lathaté hazi epitést fluorometerrel tértent.
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3.4. abra A reakcidcentrum preparatum fluoreszcencia spektrumanak mérésére
szolgalé hazi épitésd miszer vazlata. Az 1 cm x 1 cm keresztmetszetd
kvarckiivettaban 1év8 mintat (K) lézerdiéda (LD, Laser Diode, Inc. LCW —100)
gerjesztette egy monokromatoron (MK, ZEISS SPM2) keresztiil leképezve (L3,
lencse; MO, mikroszkop objektiv). A fluoreszcens fényt az L1, L2 lencsekel egy
Jobin—Yvon H20 IR monokromatoron (J—Y) és egy Schott RG 850 (S) sztirdn
keresztiil egy infravrds érzekeny fotoelektronsokszorozé (FES, HAMAMATSU
R-3310-03) detektalta. A jeleket erd8sités (E, hazi készitési erdsitd) és
digitalizalas (A/D, PCL 818HG analég/digitalis konverter kartya) utan [BM
kompatibilis szamitégép (PC) olvasta be és tarolta.

A lézerdiéda (Laser Diode, Inc. LCW~100) 810 nm hullimhosszd gerjesztd
nyalabja - a fényszdrasbdl szarmazé hiba kikiiszébolése érdekében — egy
monokromatoron (ZEISS SPM2) itbocsitva esett a mintara. A lézerdiéda fényet
mikroszkdp objektiv képezte le a monokromator bemend résére. A fluoreszcens fenyt
egy holografikus racsos monokromatoron keresztil (Jobin—Yvon H20 IR, savszelesseg
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4 nm) HAMAMATSU R -3310-03 tipust infravdrds érzékeny fotoelektronsokszorozé
detekrilta. A fluorométer érzékenységének hullimhosszfiiggését egy 2850 K
szin—hdmeérsékletd fekete test (Osram volfram limpa) sugirzasi spektrumir felvéve
allapitottam meg. A jeleket erdsités utdin PCL 818HG kirtya digitalizalta. IBM
kompatibilis szamitdgéppel 0.1 Hz ismétlési frekvencidval 64 mérést atlagoltam a

kiertékelés elStr.

3.11. A 915 nm hullamhossznal megfigyelt fluoreszcencia gerjesztési spektruma

A 915 nm hullamhossznal meérhetd fluoreszcencia gerjesztési spektrumanak

meghatarozasa hazi készitésd flash flourométerrel tortént (3.5. abra).
ghat hazi k flash fl lt t (3 b
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3.5. abra A 915 nm hullamhossznal meérhetd fluoreszcencia gerjesztési
spektrumanak mérésére épitett flash fluorométer vazlata. A teszteld
impulzusokat egy xenon villandlimpa (Xe, EG&G FX-200) szolgaltatta,
amelyet egy kondenzor lencse (L) egy holografikus racsos monokromatoron at
(J-Y, Jobin—Yvon H20 IR) a mintat tartalmazo 1 cm x 1 cm keresztmetszetd
kvarckiivettara (K) képezett. A klorofill dimer P* redox dllapotat mikroszkop
objektivvel (MO) parhuzamositott intenziv lézerdiéda (LD, Laser Diode, Inc.
LCW-100) megvilagitas allitotta be. A fluoreszcens fenyt HAMAMATSU
R-3310-03 fotoelektronsokszorozo (FES) detektalta egy 915 nm-—es
interferencia (SI) és egy Schott RG 850 iivegszirdn (S) keresztil. A tesztelo
flash —ek altal kivaltott fluoreszcencia impulzusokat erdsités (E) utan HITACHI
VC-6025 oszcilloszkop (OSZC) digitalizalta és IBM kompatibilis szamitégép
(PC) rogzitette.

A Xe flash lampabdl (EG&G FX-200) szarmazé 10 us félértékszélességd

fluoreszcencia—teszteld fényimpulzusok intenzitisa a monokromitor (Jobin—Yvon
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H20 IR, 4 nm savszélesség) utan elég alacsony volt ahhoz, hogy 0.5 Hz ismétlési
frekvencia mellett elhanyagolhaté aktinikus gerjesztd hatast fejtsen ki. A teszteld
fenyimpulzus intenzitdsa +5%—ot ingadozott,ezért hatisinak kikiiszobolésére 64
impulzus  Ssszegébdl éllapitottafn meg a fluoreszcencia atlagos intenzitasat.
A fluoreszcencia impulzusokbél szirmazé jeleket HITACHI VC-6025 oszcilloszkép
digitalizalta és atlagolta. A reakcidécentrum P* allapotit egy 810 nm hullimhosszd,
500 mW fényteljesitményt lézerdéda (Laser Diode, Inc. LCW —100) gerjesztése hozta
létre, amely a tesztel§ impulzus elStt 1 ms—mal kapcsolt ki. A 1ézerdidéda ki illetve
bekapcsolasanak ideje koriilbeliil 100 ns volt. A klorofill dimer redox allapotanak ily
moédon torténd bedllitasaval sikeriilt elkeriilni a kémiai oxidalas kdzben fellépd még
tisztazatlan effektusokat (Clayton, 1977). A gerjesztési spektrumot korrigiltam a
Xe villanélampa intenzitasinak, a monokromator transzmissziojanak és a detektor

érzékenységének hullamhosszfiiggésére.

3.12. Citokrém atfordulds nagy intenzitas folytonos fényben

A kinonredukciés ciklus sebességmeghatarozd lépéseinek tanulmanyozasahoz
hasznalt hazi készitési egysugaras abszorpcidvaltozasmérd berendezés vazlata a 3.6.
abran lathato.

A mérések soran kulcsfontossdgh nagy gerjesztd fényintenzitasok elérése
érdekében a lézerdiéda (Laser Diode, Inc. LCW —100) 810 nm hulldimhossza, 500 mW
teljesitményd fényét 3 mm x 3 mm kereszmetszetd kvarckiivettara fékuszaltam. Sziikseg
esetén a gerjesztd fényt a lézerdidda és a mintat tartalmazé kiivetta kozé helyezett ismert
atereszt8képességl sziirke szlrdkkel gyengitettem.

A meérdfényt egy stabilizalt dramforrasrdl taplalt halogén autéizzoé szolgaltatta.

Az izzdlampa fényét kondenzor lencse fékuszalta egy holografikus racsos
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monokromator (Jobin—Yvon H20 VIS, 4 nm savszélesség) belépd résére, mig a kilép4
rést egy masik lencse a kiivettdn keresztiil a fotoelektronsokszorozé (EMI 9558) katéd
feliiletére képezte. A detektort Corning 4—96 tipust feliil vigé sziird védte. A mérdfény
érzékelhetd forokémiai aktivitast nem valtott ki. A fényfelvillands eldcti stacionarius
allapotban a fotoelektronsokszorozd iram —fesziiltség konvertere 200 mV fesziiltséggel
volt kiegyenlitve, igy a szamitdgépbe épitett analog/digitilis atalakitdba (PCL 818HG)

csak a gerjesztés altal kivaltott, majd felerdsitett tranziens jel keriilr.
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3.6. abra A nagy gerjesztd fényiatenzitasoknal megfigyelt citokréom
abszorpcid valtozas mérésére hasznalt hazi épitésd egysugaras abszorpciémérd
vazlata. A lézerdidda (LD, Laser Diode, Inc. LCW—100) fényét mikroszkdp
objektiv (MO) képezte le egy 3 mm x 3 mm keresztmetszetd kvarckiivettara (K).
A gerjeszté intenzitast a minta és a lézerdidda kozé helyezett ismert
transzmisszioju sziirke szirdkkel (SZ) lehetett gyengiteni. A mérdfényt egy
monokromalt (J-Y, Jobin—Yvon H20 VIS) és leképezert (L1, L2 lencsék)
halogén autdizzd (F) szolgaltatta; és egy Corning 4-96 savszdrdvel (S)
veédett EMI 9558 fotoelektronsokszorozé (FES) detektalta. A jeleket erdsités
(E) utan egy szamitdgépbe (PC) épitett PCL 818 HG tipusi A/D konverter
(A/D) digitalizalta.

A fotooxidalt citokrém ¢ mennyiségét az 550 nm hullimhossznil mért
abszorpcidvaltozasbél szamoltam ki a redukalt és oxidilt forma abszorpcios
egyttthatoinak kiildnbségét (ezep—eox = 21,1 + 0,4 mM~'em™") felhasznalva (Van

Gelder és Slater, 1962).



4. EREDMENYEK

4.1. A transzmembran toltésszétvalasztas fénygradiens detektalasa

Zirt membranvezikulumokban és egész sejtekben a transzmembran
toltésszétvalasztas elektromos detektildsa az G.n. fénygradiens modszerrel lehetséges.
A membranokban létrejovs abszorpcid, fényvisszaverddés és interferencia jelensegek a
vezikulumok aszimmetrikus megvilagitasat okozzak, ami nemtelitési gerjeszté impulzust
alkalmazva aszimmetrikus toltésszétvalasztasra vezet (Leibl és mtsi, 1992b; Pallotin és
mtsi, 1993; Dobek és mtsi, 1994). A reakciécentrum a fotoszintetikus membranban
irdnyitottan helyezkedik el, igy a létrejovd aszimmetrikus toltésszétvalaszras
kévetkeztében a membranok polarizilédnak. A mintiban jelen 1év8 nagy szamu
membranvezikulum elektromos polarizaltsiga makroszképikus elektrodakkal is meérhetd
fesziiltségge Osszegzddik (Witt és Zickler, 1973; Fowler és Kok, 1974).

A 4.1. abrdn bors6 (Pisum sativum) levelekbdl izolalt rendezetlenil kiilonb6z6
gélekbe dgyazott tilakoid membranokon mért fénygradiens fesziiltség lathat6. A biologiai
makromolekulak és sejtszervecskék immobilizalasira elterjedten hasznalt poliakrilamid
gélben nem sikeriilt fénygradiens elektromos jelet detektalni. A poliagaréz azonban a
fotoelektromos fesziiltséget kevésbé befolyasolta, az amplitddét csak mintegy 30% —kal
csokkentette.

A poliagaréz gélbe dgyazott, magneses térben rendezett tilakoid membranokon
mérhetd fotofesziiltség erds orientaci6—fliggést mutatott (4.2. abra). Az 580 nm
hulldimhossz nemtelitési fényimpulzus altal indukalt fesziiltség nagyobb a kloroplasztisz

tilakoid membranok lapjaval parhuzamosan, mint az arra merdlegesen beesé gerjesztés
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esetén. Megfigyelhetd, hogy a fotoelektromos jel lecsengése tébb fizisti, a membrinok
rendezése alkalmas egy pozitiv és egy negativ jel szétvalasztisira. Rendezetlen mintan

580 nm hullamhosszi gerjeszt8 fényt hasznalva a negativ fazis dominal.
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4.1. abra 580 nm hullimhossz( nemtelitési impulzus altal rendezetlen tilakoid
membranokon indukalt fénygradiens elektromos jel. A fotoszintetikus
membranok 0.4 M szorbitban (kontroll), 0.4 M szorbitor, 15% (m/v)
akrilamidot, 0.5% (m/v) N,N’biszakrilamidot, 0.03% (v/v)
N,N,N’,N’ —tetrametiléndiamint é 0.05% (m/v) amodniumperszulfitot
tartalmaz6 poliakrilamid gélben, vagy 0.4 M szorbitot és 2% agardzt tartalmazé
poliagaréz gélben voltak.
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4.2. abra Borsébdl izolalt, és poliagar6z gélben rendezetten csapdazott
kloroplasztisz tilakoid membranokon 580 nm hullimhosszii nemtelitési
fényimpulzus altal indukalt elektromos jel orienticié fiiggése. A fény beesése a
rendezett membranok sikjaval parhuzamos, vagy arra merdleges volt.
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A fénygradiens fesziiltség mérését eredményesen alkalmaztak a fotoszintézis
gyors toltésmozgasainak vizsgalatdra. Hatrinya azonban, hogy — amint azt a fenti
mérések is bizonyitjadk — erdsen fiigg a fotoszintetikus membrinok geometriajatél.
Nem alkalmazhaté tovabba a modszer a donor és akceptor oldali lassabb redox
lépések és a citokrom®*/citokrém?*  valamint a dihidrokinon/kinon kicserélddés
tanulmanyozasara.

Mind a fotoszintetikus membrianok geometridjanak szerepe, mind a légzési
elektrontranszporttal valé kolcsonhatas kikiiszobolhetd, ha a reakcidcentrumot
detergens micellakban izolaljuk. Az igy nyert fehérje preparatumban a fotociklus soran
végbemend redox valtozasok a kofaktorok abszorpcidjanak (Kleinfeld és mtsi, 1984b;
McPherson és mtsi, 1994; Arlt és mtsi, 1996) és fluoreszcenciajanak (Clayton, 1972;
Arata és Parson, 1981; Schenck és mtsi; 1981; McPherson és mtsi, 1990b) mérésével a
fénygradiens  fesziiltség  élettartamanal  lényegesen  hosszabb  iddskalan  is

nyomon ko&vethetdk.

4.2. Fényindukalt fluoreszcencia valtozasok izolalt reakciécentrumban

Biborbaktériumbdl izolalt reakciécentrum klorofill dimerje a kozeli
infravérosben (910 nm koriil) széles sivban fluoreszkal (Zankel és mtsi, 1968;
Clayton, 1977; Stadnichuk és Lukashev, 1982).

A dimer fluoreszcencia hatasfoka fligg a reakciécentrum kofaktorainak redox
allapotatdl. A reakcidcentrum fluoreszcencia valtozasait folytonos és telitési impulzus
megvilagitds hatdsira a 4.3. és 4.4. dbra szemlélteti. Ezen véltozasok a fényindukalt
toltésszétvalasztas stabilizacidjara és/vagy rekombinacidjara vezetd akceptor és donor
oldali reakciok eredményet, és olyan exponencidlissal illeszthetSek, amelyek idSallandoja

eléallithaté a fotokémiai és a termikus reakcidk sebességallandoinak osszegeként.

45



(I). 3 1
>
y Loy
o o Y
= r,(‘f L2+ . 3+
¢ /“' cite cxg G
o) ‘ g S
2 PQ=—=P Q}
~(©
-+
©
x
@
O \\‘ P + I
= PQ =P O
m -
Q PQQ == P QQp
N0 e BT AR
(¢))
S
O
3 T T T T 1
i 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Ido (s)

4.3. abra Rbhodobacter sphaeroides izolalt reakcidcentrumaban 810 nm-—es
folytonos megvilagitas 4ltal kivaltott redox valtozisok nyomon kdvetese a
915 nm hullimhossznal meért fluoreszcenciaval. Korilmények: 1 uM RC,
0.03% TX-100, 5 mM Tris, pH 8 és 1 UQ/RC (kozepss), 40 UQ/RC (also)
illetve 20 uM citokrém c (felsé gorbe).
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4.4. abra Rhodobacter sphaeroides izolalt fotoszintetikus reakciécentrumaban
telitési fenyimpulzus altal indukalt fluoreszcencia és abszorpcio valtozasok.
Az abszorpci6 (folytonos vonal) merés 865 nm hullamhossznal, a fluoreszcencia
hatasfok megallapitasa gyenge, 1 ms idStartamtt lézerdidda (810 nm)
impulzusokkal gerjesztve 915 nm—nel tdrtént. Kériilmények: 1 uM RC, 0.03%
TX-100, 5 mM Tris, pH 8.0 és 1 ( ), vagy 40 (@) UQ/RC.
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Kiilsé elektron donor hidnyaban a fényreakcid és a rekombinaci6 sebességétdl
fliggd egyensuly all be k. = ki + kpyg reakcidallandéval (4.3. abra). A lecsengés
sebességalladdja (k) 19.0 s™! a Qg aktivitast nem mutatd, és 10.5 s7! a helyreallitott Qg
aktivitasa reakciécentrumon. Ez azzal magyarazhaté, hogy a helyreallitott Qy aktivitast
fehérjében egy nagysagrenddel lassabb a toltésrekombinacié (kp, = 10.8 s7,
kpg = 1.4 s7"). Gyors elektron donor (16 szivbdl izolalt citokrém c) jelenlétében a

fluoreszcencia szint megvilagitas hatasara k k; iddallandéval ndtt. A nagy

mért
citokrém c keszlet (20 uM) és alacsony ionerdsség (5 mM) a fotooxidalt dimer
visszaredukcidjat a toltésrekombinacidénal nagysigrendekkel gyorsabbra allitotta be.

A P*Q —=PQ toltésrekombinacié kinetikajat telitési fényfelvillanas utan mind az
abszorpcid, mind a fluoreszcencia valtozasain keresztiil nyomon lehet kdvetni (4.4. abra).
A 865 nm hullimhossznal mért abszorpcidval és a 915 nm—nél tesztel impulzusokkal

monitoralt fluoreszcencidaval egyidejileg detektalt kinetikak mérési hiban beliil

megegyeznek.

4.3. Izolalt reakciocentrum fluoreszcencia spektruma

Az izolalt reakcidcentrumbdl szarmazé fluoreszeencia folytonos megvilagitassal
két 3sszetevSre bonthaté: egy megvilagitastél fiiggd valtozo és egy attdl fuggetlen allandd
részre.

Mind a Rhodobacter sphaeroides (4.5. abra), mind a Rhodobacter capsulatus (4.6.
abra) valtozé fluoreszcencidgja 900 nm koriili széles maximummal rendelkezik. Az
allandé rész a hullimhossz noévekedésével monoton csokken. Mig a valtozd
fluoreszcencia nagysaga a Rbodobacter sphaeriodes és Rhodobacter — capsulatus
reakciécentrum esetén jo egyezést mutatott, addig az alland6 rész egy nagysagrenddel

nagyobb volt a Rhodobacter capsulatus mintan (4.5. és 4.6. abra).
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4.5. abra Rhodobacter sphaeroides 2.4.1. és R —26 fotoszintetikus reakcidcentrum
intenziv lézerdiéda (810 nm) gerjesztéssel mért allandé és  valtozd
fluoreszcenciajanak emisszids spektruma 4 nm savszélességd monokromatoron
keresztiil detektalva. Koriilmények: 2.0 uM RC, 50 mM NaCl, 0.03% TX - 100,
100 uM terbutrin, 10 mM Tris, pH 8.0.
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4.6. abra Rbodobacter capsulatus fotoszintetikus reakciocentrum intenziv
lézerdidda (810 nm) gerjesztéssel mért allandd és valtozd fluoreszcenciajanak
emisszios spektruma 4 nm savszélességd monokromatoron keresztiil detektalva.
A Rbodobacter sphaeroides 900 nm —nél mért valtozo fluoreszcenciajat tekintettem
egységnyinek. A koriilmények megegyeznek a 4.5. dbran feltiintetettel.
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4.4. Izolalt reakcidcentrum fluoreszcencidjinak eredete

A biborbakrerialis reakciocentrum klorofill dimerjének megfigyelt fluoreszcencia
hatasfokar a kofaktorok kiilénbszd8 redox allapotaiban a klorofill dimer és a Q,
fluoreszcencia kiolté koncentricibja hatirozzdk meg (4.7., 4.8., 49. és
4.10. abra). A megvilagitas hatasara 915 nm-nél mérhetd fluoreszcencia csékkenés a P

fotooxidacidjanak és ezzel egyiitt a nem fluoreszkilé P* felhalmozddasinak a

kdvetkezménye.
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4.7. abra A 915 nm hullamhossznal mért fluoreszcencia alland6 és valtozd
részének redox titralasa. A kaliumferricianiddal (K;Fe(CN),) oxidalt dimer
aranyanak megallapitasa 865 nm hullamhossznal telitési fényimpulzus altal
indukalt abszorpcid valtozasbdl tortént. A fluoreszcenciit a nem oxidalt RC
fluoreszcencidjaval normaltam. Korilmények: 1 uM RC, 50 mM NaCl,
0.03% TX-100, 10 mM Tris, pH 8.0 é&s 1 UQ/RC (Q,) vagy 50 UQ/RC (Qg).

A dimer oxidalt allapota (P*) egyrészt kémiai Gton (4.7. dbra), masrészt nagy
gerjesztd fényintenzitassal (4.8. abra) is fenntarthaté. A 915 nm hullimhossznal mérhetd

fluoreszcencia intenzitast a P allapotban 1év3 reakciécentrumok aranyanak fiiggvényében
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feltiintetve linearis fiiggést kaptam (4.7. és 4.8. 4bra). A még alapallapotban (P) 1év3
klorofill dimer arinyiat az Gsszes reakcidcentrum koncentricidhoz képest a 865 nm
hullaimhossznal mért  abszorpciévaltozasbél hatiroztam meg. A  fluoreszcencia
hatasfokanak a P koncentricidjatdl valé fiiggésének meredeksége a valtozé fluoreszcencia

’ s ’ e ” . . ” ’ ’ (3
nagysagat, mig a fiiggSleges tengellyel a metszet az igazi (P —bdl szirmazé fluoreszcenciat
mar nem tartalmazd) illandd részt adja. Ez jelentdsen eltér a kiilénb&z8 baktérium
torzsekben (kortlbelil 0.1 x F,s Rhbodobacter sphaeroidesben és 1.0 x F .5

Rbhodobacter capsulatusban).
1

Rb. sphaeroides

B I | S—

o
(6)]
1

Fluoreszcencia hatasfok (rel. egys.)

STCH e —

0 | ' o.£5+
[P1/([P ]

4.8. abra A 915 nm hullamhossznal mért fluoreszcencia stacionarius értékének
"tenytitralasa” Rhodobacter sphaeroides (A) és Rhodobacter capsulatus (B)
reakciocentrumon helyreallitort (Qp) és helyreallitatlan (Q,) Qjp aktivitasu
mintan. A lézerdidda (810 nm) gerjesztd fényének intenzitasat kalibralt sziirke
szlirdk kiilénbdzé mértékben gyengiterték. A nem fotooxidalt dimer ardnyanak
megallapitasa 865 nm hullimhossznal telitési fényimpulzus altal indukalt
abszorpciévaltozasbdl tdrtént. A fluoreszcencidit a nem fotooxidilat RC
fluoreszcenciajaval normaltam. A korilmények megegyeznek a 4.7. abran
feltintetettel.

+[P])

A reakciécentrum fluoreszcencia hatisfoka fiigg a hozzaadott kinon
mennyiségeétdl: magasabb a fluoreszcencia hhatasfoka a kinont sztdchiometriai arinyban

tartalmazé reakciécentrumban, mint a kinont feleslegben tartalmazé mintan.
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A jelenséget j6l lehet szemléltetni a Rhodobacter capsulatusbdl preparalt mintan, ahol az
allandé fluoreszcencia hatasfoka sokkal nagyobb, mint a Rhodobacter sphaeroides esetén
(4.8. abra, B). A Qg akrtivitas helyredllitasira a preparitumban a reakciécentrum
fehérjénel tdbb mint egy nagysagrenddel nagyobb koncentriciéban jelen lévd kinon
raktar az allando tfluoreszcenciat kioltja. A plasztokinon hasonld klorofill - fluoreszcencia

kioltd hatasardl mir korabban beszamoltak z5ld névényekneél (Vernotte és mtsi, 1979).

Abszorpcio valtozas Fluoreszcencia hatasfok
450 nm (mOD)

4.9. abra A 915 nm hullamhossznil mért fluoreszcencia (A) és a donor
jelenlétében 450 nm-nél mért szemikinon felhalmozddas (B) Rhodobacter
sphaeroides reakciocentrumon. A 810 nm—es folytonos gerjesztés dltal kivaltott
fluoreszcenciat az alapallapotu fehérje (PQ,) fluoreszcencidjaval normaltam.

Korilmények: 1.8 uM RC, 50 mM NaCl, 0.03% TX-100, 10 mM Tris, pH 8.0,

60 uM terbutrin és 200 uM ferrocén.

A dimerbdl szirmazé fluoreszcencia és a Q, kiolt6 koncentraciéja kdzti kapesolat
megallapitasahoz 450 nm hullamhossznal az abszorpciévaltozast nyomonkévetve
megmeértem a szemikinon (Q,”) felhalmozdédasat. Ezt Gsszevetettem a vele egyidejleg
915 nm —nél mért fluoreszcencia valtozasaval (4.9. abra). A reakciocentrumbdl szarmazo

fluoreszcencia és a Q kioltd eltlinése (Q,~ megjelenése) kdzdtt linedris fliggest kaptam

(4.10. abra).
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4.10. abra A 915 nm hullimhossznal mért fluoreszcencia és a donor jelenlétében
450 nm —nél abszorpcié mérésbdl megallapitott szemikinon felhalmozédas kézti
Osszefliggés Rhodobacter sphaeroides reakciocentrumon. A 810 nm—es folytonos
gerjesztés altal kivaltott fluoreszcenciat az alapallapott fehérje (PQ,)
fluoreszcenciajaval normaltam. A koriilmények megegyeznek a 4.9. dbran
feltiintetertel.

Fluoreszcencia hatasfok (rel. egys
o

A dimert kilsé elektron donor (citokrém c) hozzaadasaval redukalc (P)
allapotban tartva, a reakciécentrum fluoreszcencia hatasfoka ndtt a Q,~ koncentracié

névekedésével, és a Q, teljes kiredukalasdig koriilbeliil 2.7 szeresére emelkedett.

4.5. A 915 nm hullamhossznal mérhetd fluoreszcencia gerjesztési spektruma

A 4.11. é 4.12. abran Rbodobacter sphaeroides biborbaktériumbdl izolalt
reakcidcentrum mintan szobahdmeérsekleten merhetd fluoreszcencia—gerjesztési és
abszorpcids spektrumok lathatéak. A fluoreszcencia illandé részének gerjesztési
spektrumat intenziv megvilagitassal P*Q, ~ dllapotban tartott reakcidcentrumon mértem

meg, a valtozo részét aPQ, és P*Q, "~ allapotok gerjesztési spektrumabdl szarmaztattam.
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4.11. abra Rhodobacter sphaeroides reakciécentrum 915 nm hullamhossznal mért
valtozd fluoreszcencia—gerjesztési (folytonos vonal) és abszorpcids (szaggatott
vonal) spektruma. A két spektrumot a bakterioklorofill Q, savjara normaltam.
Kérilmények: 1.0 uM RC, 50 mM NaCl, 0.03% TX-100, 10 mM Tris, pH 8.0.
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4.12. abra Rbodobacter sphaeroides reakciécentrum preparitumon 915 nm
hullimhossznal meért allandé fluoreszcencia—gerjesztési (folytonos vonal) és
szolubilizalt bakterioklorofill—a (Clayton, 1980) abszorpcids (szaggatott vonal)
spektruma. A két spektrumot a bakterioklorofill Q, sivjiral normaltam.
A kdrilmenyek megegyeznek a 4.11. abran feltiintetettel.
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A viltozd fluoreszcencia gerjesztési spektruma jé egyezésben volt a
reakcidcentrum abszorpcids spektrumaval (4.11. dbra). A kozeli infravords savokban
tapasztalhato kisebb eltérés valoszintileg a fluoriméter viszonylag nagy savszélességének
(4 nm) tudhaté be. Lathatd, hogy a két bakteriofeofitin (535 nm koriili Q, és 760 nm
koriili Q, sav) és a két bakterioklorofill (590 nm koérétti Q, és 800 nm korstti Q, sav)
a dimer fluoreszcencidjat gyakorlatilag a dimer direkt gerjesztésével (865 nm koriili cstics)
azonos hatékonysaggal hozza létre. A klorin kofaktoroktdl a dimerhez iranyulo, kozel
100% hatdsfok(t energiatranszfer j6 egyezésben van a mély hdémérsékletd
femtoszekundumos spektroszképiaval nyert eredményekkel (Breton és mtsi, 1988).

A 915 nm-nél mért allandé fluoreszcencia gerjesztési spektrumanak 770 nm
koriil volt széles maximuma és 535 nm, 575 nm valamint 700 nm hullimhosszaknal
harom kisebb savja (4.12. dbra). Ezek a cstcsok hozzavetdleg megfelelnek a
bakterioklorofill —a oldatban (éter) mért Q,(0,0), Q,(0,1), Q,(0,0) és Q,(0,1) atmeneteihez
tartozé abszorpcidnak (Clayton, 1980). A reakciécentrum bakterioklorofill monomer
(800 nm) és a dimer (865 nm) abszorpcids sivjai nem jelentek meg a spektrumban. Ez
arra utal, hogy a 915 nm hullimhossznil mérhet8 fluoreszcencia allandé része a

fehérjéhez nem kot8d48 bakterioklorofill vagy bakteriofeofitin pigmentekbdl ered.

4.6. A reakcidcentrum tobbszori atfordulasa

Az elektron eloszlasat a reakcidcentrum kinon akceptor komplexében nyomon
lehet kovetni a klorofill dimer fluoreszcencidjainak mérésével. A klorofill dimer redukalt
allapotat elektron donor segitségével fenntartva, a Q" Qp>Q, Q™ elektrontranszfer a
915 nm—nél mért fluoreszcencia csokkenését eredményezi, a visszareakcié pedig a
novekedését. Ferrocén donor jelenlétében egymas utani telitési fényimpulzusok hatasara

a fluoreszcencia hatasfok oszcillaciéja figyelhetd meg. Ezen oszcillacié és a 450 nm
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hullamhossznal mérhetd kinon/szemikinon abszorpcié valtozas egyidejd detekralasa azt

mutatta, hogy a fluoreszcencia szint valtozasa a szemikinon képzddéssel és eltinéssel

o

Gsszhangban all (4.13. abra).
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4.13. abra Ferrocén (200 uM) donor jelenlétében 915 nm—es fluoreszcenciaval
és a 450 nm—es abszorpcioval detektalt szemikinon oszcillacidé Rhodobacter
sphaeroides reakciocentrumon. A Q, részleges redukcidja altal megndvelt
fluoreszcencia hatasfokot a PQ, allapot fehérje fluoreszcencia hatasfokaval
normaltam. A szamolt értékeket o = 0.09 elektronegyensilyi allanddval
nyertem. Kdrilmények: 1.3 uM RC, 50 mM NaCl, 0.03% TX-100, 10 mM
Tris, pH 8.0, 50 uM UQ,.

Az elsé féenyimpulzus utan szemikinon keletkezik és stabilizalédik a két kinon
kézti elektrontranszfer és a kinon zseb szubsztdchiometrikus protonacidja réven.
Az elektron megoszlasat a két kinon kozatti elektroneloszlasi allandé adja meg:

_ [oio]
[0:0,] + [0,03]

A P* kilsd donor altali redukcidja utin a masodik fénygerjesztés hatasara
toltésszétvalasztas és dihidrokinon képzddés mehet végbe azon reakcidcentrumokban,
amelyekben az elektron az elsé flash utan a Qz—n volt. Az egymas utdni gerjesztd

fényimpulzusok a szemikinon koncentricidjanak csillapodé oszcillaciéjat eredményezik

(Kleinfeld és mtsi, 1984b):
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[QAQBJ n= [QaQ8] 5oy

(0205 = (10,051 .1+ [020Q,] 1)

[0.05] o= (1-a) ([0,05] .1+ [0a0s] ,.1)

Az m alsé index az m. fényimpulzus utani allapotot jelenti. A s&tétadaptalt
allapotban (m = 0) minden reakciécentrum PQ,Qjy allapotban van. A fenti rekurziv
képletek alapjan a pH 8-on egyidejlleg detektalt fluoreszcencia és abszorpcid
oszcillacidk illesztése o = 0.09 értéket szolgaltatott az elektron Q, és Qp kozotti
megoszlasara. A fényimpulzusok hatdsira bekovetkez8 oszcillicié a Q, teljes
kiredukalasahoz tartozé fluoreszcencia valtozasnal jéval kisebb volt, ami arra utal, hogy
a PQ;~ allapotban a fluoreszcencia hatasfok alacsonyabb, mint a PQ,~—ban. A 915
nm-—es fluoreszcencia és a 450 nm-—es abszorpcié mérésébdl nyert szemikinon
oszcillacidk illesztésébsl arra lehetett kovetkeztetni, hogy a reakcidécentrum

fluoreszcencia hatasfoka a mérési hiban beliil fiiggetlen a Qp redox allapotatdl.

4.7. Citkrdm fotooxidacid

A biborbakterialis reakcidocentrumban donor jelenlétében végbemend redox
valtozasok a dimer—fluoreszcencia és a szemikinon—abszorpcié mérésével nyomon
kovethet8k. Hatranyuk azonban a dimer kis fluoreszcencia hatasfoka illetve a
szemikinon és kinon extinkcidja kozotti viszonylag kis kiilonbség (Kleinfeld
és mtsi, 1985). A kofaktorok abszorpcidjanak meérésénél tovabbi hatranyt jelent,
hogy csak olyan redox festékek hasznalatait engedi meg, amelyben a redukalt

és oxidalt formak abszorpcidja . megegyezik a vizsgilni kivant hullimhossz
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tartomanyban (pl. ferrocén). A reakciécentrum t&bbszéri atforduldsdnak

tanulmanyozasira kivdlé mddszer a citokrém fotooxidaciéjanak mérése (Okamura és

Feher, 1995).

QB—cikIus C-ciklus

N C-ciklus

Q’B-c':iklus P ol
S s .
T \NO raktar PQ hy P+Q C raly \
¥ . 3+
Qaﬁ URES N Clklusﬁp@ /(; " URES<7—C

Q raktar Iépés lépés C raktar

A B C

4.14. abra A biborbakterialis reakciécentrum fotociklusinak sémaja. A fehérje

immobilis kofaktorainak redox valtozasathoz (B) a donor (C) és akceptor (A)

oldali mobilis kofaktorok redox ciklusa tarsul. A Q, és a citokrom c

egy —elektron kémiat kdvetnek, miga Q; két—elektron kapuként miksdik. Mig

a Qp~ szorosan kotddik a fehérjéhez, a kinon és dihidrokinon, valamint a

redukalt és oxidalt citokrém c a kinon illetve citokrém készlet molekulaival

kicserélddhet. A fény altal létrehozott (hv) toltésszétvalasztott allapot (P*Q,7)

a donor és akceptor raktarak redox allapota és kinetikai paraméterei altal

befolyasolt modon tér vissza az alapallapotaba (PQ,).

Az izolalt reakciécentrumon beliili fényindukalt tdltésszétvalasztast és annak
stabilizalédasat a donor illetve akceptor oldal termikus aktivaciéji folyamataiban
citokrém donor jelenlétében a 4.14. abra szemlélteti. A donor és akceptor oldal
sztochiometriaja eltérd: egyetlen kinon molekula dihidrokinonna redukalasahoz két
citokrém fotooxidacidjatarsul. A reakciocentrum elektrontranszportjanak (4.14. abra, B)
mukddéséhez az akceptor (4.14. 4dbra, A) és a donor (4.14. dbra, C) oldal allando
atfordulasa sziikséges, amelynek sorin a dihidrokinon illetve oxidalt citokrém (C**)

levalik a reakcidcentrumrdl és helyét kinon illetve redukalt citokrém (C**) molekulanak

adja at. Toltésszérvalasztas csak az olyan reakciécentrumban mehet végbe, amelyben
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mind a klorofill dimer, mind az elsdleges kinon akceptor alapallapotban van (PQ,).
Az, hogy a reakciécentrumban milyen kinetikaval és milyen redox allapotokon keresztiil
megy az elektrontranszport, a donor és az akceptor készlet nagysagatdl és kinetikai

viselkedésétdl fiigg.

4.8. A donor és akceptor készlet kimeriilése

A folytonos gerjesztés mellett megfigyelhetd citokrém fotooxidaciéd sebessége
(kg = d[C’*]/dt) erdsen fligg a donor és akceptor raktar redox allapotatdl és nagysagatol.

Nagy donor koncentracié jelenlétében (200 uM citokrém c¢) a fotooxidacionak
a kinon készlet meéretétsl valé fuggését a 4.15. abra mutatja. A gorbék kezdeti
meredeksége azonos, de csokken a kinon készlet fogyasaval és a kinon készlet
kimertilésekor konstans értékre all be. Az atmeneti szakasz rovid. Mindezek arra
utalnak, hogy a semleges pH tartomdnyban a citokrém c fotooxidacié sebességét a
reakcidcentrumon beliili fényindukalt elektrontranszfer hatirozza meg meg alacsony
kinon koncentracié vagy tilnyomérészt redukalt kinon készlet esetén is.

A fotooxidalt citokrém mennyisége a kinon raktar kimeriilése utan is
fokozatosan ndtt. Ez a folyamat nagysagrendekkel lassabb az altalam vizsgalt
valtozasoknal, sebességét a citokrom jel 0.4 és 0.5 s kozotti meredekségébdl hataroztam
meg koy = 1.9 s7'; valdszind oka az, hogy a dihidrokinon lassd, nem citokrém altali
visszaoxidacidjainak eredményeképpen keletkezd kinon molekulak ismételten részt
vesznek a fotokémiai ciklusban. Vizoldékony UQ, esetén megfigyelhetd a dihidrokinon
citokrém®* altali visszaoxidacidja, de ez csak a méréseimnél nagysagrendekkel nagyobb
id6skalan lép fel (Van Rotterdam és mtsi, 1995). A hidroféb micellaba beépiilé UQ,
esetén a donor és akceptor készlet kozti redox kolecsonhatds még kisebb, igy hatasa a

100 ms alatt lezajlo folyamatokra elhanyagolhaté.
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4.15. abra Intenziv lézerdioda (810 nm) gerjesztéssel indukalt citokréom c
fotooxidicié kinetikaja izolalt Rhbodobacter sphaeroides reakciocentrumban
kiil6nb6z8 nagysagti kinon (UQ,) raktirak jelenlétében. A donor készlet redox
allapotat 550 nm hullamhossznal mért abszorpcidvaltozasbol dllapitottam meg.
Korilmények: 0.9 uM RC, 0.03% TX-100, 200 uM citokrom ¢, 5 mM Tris,
pH 756k = 2.2.10° s7.
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4.16. abra Intenziv lézerdioda (810 nm) gerjesztéssel indukalt citokrom c
fotooxidacio kinetikaja 1zolalt Rbodobacter sphaeroides reakcidocentrumban
kiilénbozd nagysagl citokrom raktarak jelenlétében. A donor készlet redox
dlapotat 550 nm hullamhossznal mért abszorpciévaltozasbdl allapitottam meg.
Kérilmenyek: 0.9 uM RC, 0.03% TX-100, 50 uM UQ, 5 mM Tris, pH 7.5 és
ky = 2.210° s~



Az el6z6h6z hasonlé médon megvizsgiltam a citokrém c készlet kimeriilésének
hatasar a forooxidacids kinetikakra, nagy kinon koncentricié (50 uM UQ,) jelenlétében
(4.16. abra). A kinon titralisnal tapasztalttal ellentétben, a citokrém fotooxidacié
kezdeti meredeksége ndtt a donor készlet novelésével. A gorbék telitddése a citokrém
keszlet kimertilésekor kdvetkezik be. A fentiek alapjin a semleges pH taromanyban
(pH 7.5) és kis koncentracioknal a fotociklus egyik sebesség meghatirozé 1épése a

citokrom c kicserélddés a donor oldalon.

4.9. Stacionarius citokrom c fotooxidacid

Nagy kinon és citokrom c készlet jelenlétében megmértem a citokrom

fotooxidaco fliggését a gerjesztd fény intenzitdsatdl (4.17. dbra).
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4.17. abra Folytonos gerjesztéssel Rhodobacter sphaeroides reakciocentrumban
indukalt citokrém ¢ fotooxidicié fiiggése a gerjesztd fény intenzitasatdl.
A kiildnbdz& intenzitasu  gerjesztéseket ismert transzmissziOji  sziirke
szirdkkel allitottam be. A donor készlet redox allapotat 550 nm hulldimhossznal
mért abszorpciovaltozasbol hatiroztam meg. Korilmények: 1.5 uM RC,
0.03% TX-100, 25 uM UQ,, 100 uM citokrém ¢, 5 mM Tris, pH 7.5.
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A gerjesztés erdssége az indukalt fotokémia sebességének megadasaval (k) definidlt
(4.14. abra). Meghatarozasihoz a donor hidnyaban észlelhetd PQ, - P*Q,~ fotokémiai
reakcié sebességi allandéjar allapitottam meg. Maximalis fényintenzitds mellett a
fotokémiai viltozds nagysigrendekkel gyorsabb a visszareakciénal, igy a 430 nm
hullimhossznal mért abszorpciévaltozas exponencialis illesztésébdl k; megallapithat6
(4.18. abra). Az alacsonyabb intenzitasd gerjesztéseket sziirke szdrdvel allitottam elé;

k;—t pedig a szdr8 transzmisszidjanak ismeretében szamoltam ki.
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4.18. abra A maximalis fotokémiai gerjesztés megallapitisa Rhodobacter
sphaeriodes reakciocentrum bakterioklorofill dimerjének monoexponencialis
illesztéssel meghatarozott fotooxidaciés (PQ-P*Q,”) sebességébdl tortént.
Az abran a 430 nm—nél mért kinetika és a 7 = 530 us id8allandéval nyert
exponencialis lecsengés lathatd. A koriilmények megegyeznek a 4.17. abraéval.

A citokrom c fotooxidacio sebessége erdsen intenzitasfiiggd. Mivel az elébbiekben
targyalt telitddési jelenségek miatt 8—10 atfordulds utin csckken a meredeksége, a
stacionarius atfordulasi sebességek megallapitisinal a gorbéken az 5. és 7. citokréom
fotooxidacidja kozti szakaszt vettem figyelembe, ahol sem a kezdeti tranziens, sem a
telitédés nem jatszik lényeges szerepet. A staciondrius atforduldsi sebességnek a
fényintenzitastdl vald fuggésér dupla reciprok (k. ™! vs. k;™') abrdzoldsban tiintetve fel,

hozzavet8leg egyenest ad (4.19. ibra).
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4.19. abra A fényintenzitastdl fiiggetlen maximalis atforduldsi sebesség

megallapitasa Rhodobacter sphaeriodes izolalt reakcidcentrumaban a fotokémiai

gerjesztés és az atfordulasi sebesség duplareciprok abrazolasaval. A meéreési

adatokat (M) a 4.17. abran bemutatott gorbék meredekségébdl szarmaztattam.

A folytonos vonal a fotociklus 5.1. abran bemutatott modelljébdl a Fuggelekben

leirt differencidlegyenletek segitségével kY = 5.5.10°s7!, k ;@ = 10°s7!, ke =

2.10° s7' és kg = 950 57! paraméterekkel szamolt fényintenzitas fliggés.

Az egyenes k. ' tengellyel vett metszete a reakcidcentrum fotociklusanak
féenyintenzitastdl fiiggetlen jellemzdjét szolgaltatja, a végtelen nagy fényintenzitasokra
extrapolalt maximalis atfordulasi sebességet. Lathatd, hogy a mutansok jellemzésere

elterjedten hasznalt fényintenzitasok esetén (k; = 500 s™7) a citokrém c fotooxidacid a

vad tipusban meég erdsen fényintenzitas limitalt a semleges pH tartomanyban.

4.10. A citokrdom c fotooxidacio tranziens fazisa

A nagy donor és akceptor készlet jelenlétében mérhetd citokrém c fotooxidacid
az egyenestdl nem csak a telitddési fazisban tér el, hanem kdzvetleniil a gerjesztd fény

bekapcsolasa utan is (4.20. abra). A megvildgitast megel8z3 sététadaptacid soran ugyanis
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a reakcidcentrum donor és akceptor kdt8helyei betdltédnek az egyensilyi allandénak
megfeleld arinyban. A gorbe kezdeti szakasza mar bekétdtt donor és akcepror
molekulakkal rendelkezd, PQ, allapotd (sététadapralt) reakcidcentrum fotokémiai
folyamatait tiikrézi. Ez eltér az intenziv folytonos gerjesztés stacionarius fazisa alatt
kialakult dinamikus egyensulytol, amelyben a donor és akceptor oldali kicserelddes

meghatarozo szerepet jatszhat.

Fotooxidalt cit ¢ (cit/RC)

—
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4.20. abra A citokrém c folytonos fényben tdrténd fotooxidacios kinetikajanak
pH fiiggése Rhodobacter sphaeriodes reakciocentrumban. A sima folytonos vonal
az 5.1. abran bemutatott modellbdl a Fiiggelékben leirt differencialegyenletek
segitségével ke = 145 s7' és ko = 2.000 s7' (pH 4.5); ke = 4.000 s™' és
ko = 95057 (pH 7.1) illetve ke = 1.100 s™' és ko = 1.000 s~ (pH 9.5)
paraméterekkel nyert szimulico erredménye. A pH 4.5—nél jelentkezd kezdeu
fazis illesztéséhez a P/P* redox valtozashoz tartozd extinktcid valtozasra
12 mM-!lem~'-t vettem 550 nm hullimhossznal (Maréu et al., 1985).
Kérilmények: k; = 2.2.10° s, 1.2 uM RC, 0.03% TX-100, 25 uM UQ,,
1C0 uM citokrém c, és 5 mM puffer (szukcinat, Tris, vagy Ches).

A kezdeti tranziens a legjobban a ldgos pH tartomanyban figyelheté meg (4.20.
abra). Az elsd koriilbeliil 1.5 citokrém c¢ gyors fotooxidacidjat egy lassabb stacionarius
rész kdveti. A tdréspont azzal magyazazhatd, hogy magas pH-n a két kinon kézu
elektron egyenstly a Q, felé tolédik. A kotdet citokrom ¢ és kinon molekulaknak
kdszdnhetden az elsd elektron a fényintenzitas altal meghatarozott sebességgel érkezik
a kinon akceptor komplexbe. A tovabbi fotooxidicié mar lassabb folyamat, amelyben
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a Q,"Qp —~ Q.Qjz" elektrontranszfer a sebesség— meghatirozé.

A skala savas vegen az abszorpcid jel kis kezdeti novekedését stacionarius
citokrém fotooxidacié kaveti koriilbeliil 5 ms késéssel pH 4.5—-nél (4.20. abra). Ez a
kezdeti noévekedés azonban nem a citokrém c¢ koncentricidjaban bekdvetkezd

valtozasokat tiikrézi, hanem a P/P* redox dtmenethez tartozd abszorpcid valtozas

550 nm hullamhossznal mérhetd jaruléka.

4.11. Citokrém c donalas a savas tartomanyban

Nagy citokrdm c raktar jelenlétében, intenziv folytonos gerjesztés mellett 860 nm
hullimhossznal, ahol a citokrém elnyelése nem zavard, abszorpcid valtozas segitségével
nyomon ko&vettem a P* koncentricid iddbeli valtozasat. Ezt Osszevetettem az

550 nm—nél mért citokrém fotooxidacié kinetikajaval (4.21. abra).
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4.21. abra 865 nm-—nél mért P* felhalmozddas (A) és 550 nm-—nél meért
citokrém c¢ fotooxidacié kinetikdjanak (B) 3sszevetése alacsony pH-n
Rhodobacter sphaeroides reakciocentrumaiban folytonos gerjesztés (810 nm)
alatt. Kériilmények: k; = 2.2.10° 57!, 1.1 uM RC, 0.03% TX~-1C0, 25 uM UQ,,
100 uM citokrém c és 5 mM Mes (pH 5.5) vagy 5 mM szukcinat (pH 4.5).
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A savas tartomanyban az oxidalt dimer nagy mértékben felhalmozédott a
stacionarius atfordulas alatt. Ez arra utal, hogy a citokrém c kicserélédés jelentdsen
meglassul pH 6 alatt. A P~ koncentracidja gyorsan csdkken, ha a kinon készlet kezd
kimeriilni, mivel az akceptor oldal meglassulisa miatt a donor oldalon t&bb P*
visszaredukaldsa valik lehetdve. Igy a citokrém fotooxidicid sebességének lényeges

valtozasa elStt a P~ fogyasa mar jelzi a kinon készlet kimeriilését.
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4.22. abra R&vid telitési gerjesztd impulzussal fotooxidalt dimer (P*) citokrém ¢
altali  visszaredukcidja alacsony pH-n Rbhodobacter sphaeroides
reakcidcentrumban. A P* eltinését kiiliinb6zd citokrém ¢ koncentracidok
jelenlétében, 865 nm hullamhossznal mértem. Koérilmeények: 1.2 uM RC,
0.03% TX-100, 25 uM UQ, és 5 mM szukcinat.

o
6}

A citokrém és a fotooxidalt dimer k&zotti elektrontranszfert alacsony pH-n a
minta telitési fényimpulzus gerjesztése mellett tanulmanyoztam. A P* visszaredukcié
két—harom nagysagrenddel lassabb volt pH 5.0 -n, mint a semleges tartomanyban (4.22.
abra). Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy még nagy citokrom — koncentracidk (200 uM)
jelenlétében is a bimolekularis  (litkdzési) folyamat dominal a  kotore
citokrom c—reakcidcentrum komplexen beliili elektron transzferrel szemben. A 4.22.
abran lathaté mérésekbdl nyert bimolekularis sebességallandé: 4.4 + 0.5 x 10° M~'s™
A monomolekularis tag hianya arra utal, hogy a 16 szivbél izolalt citokrém c

reakciécentrumhoz kdtSdésének a sebessége savas pH—n erdteljesen lecsckken.
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4.12. A citokrom c fotooxidacido pH fiiggése

A citokrém c jelentdsen lelassult donalasa miatt alacsony pH-n a P* allapot
felhalmozddik (4.21. abra). A stacionarius szakaszban felgytilt fotooxidalt dimer
mennyisége pH 6 alatt meredeken nd. Keletkezése — kisebb mennyiségben — pH 7.5

kortl is tapasztalhatd (4.23. abra).
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4.23. abra A stacionarius P* felhalmozddas pH fiiggése folytonos megvilagitas

és 100 uM citokrém c jelenlétében Rhbodobacter sphaeroides reakcidcentrumban.
Koérilmenyek: 1.1 uM RC, 0.03% TX-100, 25 uM UQ, és 5 mM szukcinat,

Pipes, Tris vagy Ches a pH figgvényében.

A stacionarius citokréom c¢ fotooxidacié alatt P* allapotban félhalmozott

reakciécentrumok aranyabdl a citokrom kicserélddeés sebessége a donor oldalon

” . ’ ’ (4
egyszerien kiszamithato:

[RC]
(7]

RC
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Ahol kg a reakcidécentrum atfordulasi sebessége a staciondrius szakaszon. Mivel a teljes
fotociklus befutisa egy kinon redukcidjar és két citokrém c oxidicidjat jelenti, kyc a

fotooxidacid sebességébdl az alabbiak alapjan szimithaté ki:

d[CL-]
1 dt

T T . S
A 2 [(RC]

A 4.23. abraeredmeényeibdl a fenti egyenleteket felhasznalva kiszamoltam a donor
kicserélédésének sebességét a reakciocentrum citokrém c kotShelyén. Az igy nyert
citokrom kicserélédési sebesség (k¢), a fotokémiai gerjesztés (k;), a két kinon kozoeti elsd
elektron (k") és elsé — proton —csatolt masodik elektron (k,;3?) transzfer sebességek pH

fiiggését a 4.24. abra szemlélteti. A reakcidécentrumon belili elektrontranszfer

sebességeket az irodalombol vettem (Kleinfeld és mtsi, 1984a; Paddock és mtsi, 1994).
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4.24. abra A Rhodobacter sphaeroides reakcidcentrum stacionarius atfordulasa, a
fotokémiai gerjesztés (k), a kinon akceptor komplexen beliili elektrontranszfer
(kas", kyz?), valamint a citokrém c (k¢) és kinon (ko) kicserélddés sebességének
pH fiiggese. A citokrom kicserélédés sebességét a 4.23. abra adataibdl hataroztam
meg (®). A dihidrokinon/kinon kicserélédes (O) sebessége a meresek (H)
modell —illesztésébdl adodott. Ehhez az 5.1. dbran bemutatott sémara épiild
modellt hasznaltam, amelynek differencidlegyenletrendszere a Fiiggelékben
lathaté. A fotociklus pH figgését nagyon nagy kinonkicserélddési sebessegekkel
(kg=>) levezetve a modellbdl a szaggatott vonallal dbrazolt gérbe mutatja.
A két kinon kozti elektrontranszfer sebességeket (k.p", ka3?) az irodalombdél
vettem (Kleinfeld és mtsi, 1984a; Paddock és mtsi, 1994).
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Nagy gerjeszté intenzitasok esetén (k; = 2.2 x 10° s7'), a reakciécentrum
stacionarius atfordulasi sebessége erds pH fliggést mutatott (4.24. abra): széles maximuma
van (kgc = 600 s7!) pH 6, valamint egy platdja (ke = 400 s~') pH 8 koriil; a pH skéla
két széle fele pedig gyorsan csokken. A semleges pH tartomanytdl tavolodva a
reakciécentrum stacionarius atfordulasinak sebessége meredekebben csokken a savas,

mint a lagos tartomanyban.
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5. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

5.1. A klorofill dimer fluoreszcenciajanak fiiggése a reakcidcentrum redox allapotatol

A 865 nm—nél meért abszorpcid és a 915 nm hullimhossznal mért fluoreszcencia
valtozasok kinetikai egyezése (4.4. dbra) és a kiilonboz4 titrdlasok eredménye (4.7. és 4.8.
abra) alapjan arra kovetkeztettem, hogy a valtozd fluoreszcencia a reakciécentrum
klorofill dimerjének tulajdonithatd, az allandé rész pedig olyan bakterioklorofill
szarmazékoknak, amelyek a fotokémiiban nem vesznek részt. Ezen "szennyezd"
pigmentek abszorpcidja nagyon alacsony, a reakciécentrum preparatum spektrumat nem
befolyasoljak lényegesen. A fluoreszcencia hatasfokuk azonban a dimer hatasfokanal
sokkal nagyobb. Ez kiilondsen nagy hattér fluoreszcencia keletkezéséhez vezet
Rhodobacter capsulatus esetén (4.5. 4.6. és 4.8. abra).

A bakterioklorofill monomer 915 nm—nél mérhetd fluoreszcencia hatasfoka a
reakciécentrum redox allapotatdl fiiggetlentil alacsony, még a direkt gerjesztés esetén is.
A reakciécentrum alapallapotiban a monomer fluoreszcenciajat kioltja a bakterioklorofill
dimerre térténd nagy hatasfoki energiatranszfer. A dimer oxidalasa nem idéz el jelentds
floureszcencia ndvekedést, ami arra utal, hogy elektrosztatikus kolcsonhatas réven
a P* is fluoreszcencia kioltéként hat a gerjesztett bakterioklorofill monomerre.
A bakteriofeofitin fluoreszcencidja csokkenthetd az abszorpciés maximumatél tavol
(810 nm) gerjesztve.

A reakciécentrum 915 nm-nél mért fluoreszcencia hatasfokanak valtozasa
leirhaté a P fluoreszkalé pigment és a szomszédsigiban elhelyezkedd kioltd (Q,)

koncentracidjanak valtozasival (4.4. - 4.10. dbra). Izoldlt reakciécentrumot
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folytonos fénnyel megvilagitva a kezdeti PQ, helyett a 915 nm—nél nem fluoreszkalé
P*Q,~ adllapot halmozddik fel. Masrészrél gyors elektron donor jelenlétében
a megvilagitas hatasara a PQ, dllapotndl magasabb fluoreszcencia szintd PQ,-
allapot keletkezik a klorofill dimer fluoreszcencidjat fotokémiai dton kioltd

Q. eltiinésével.

RC redox

allapot| p Q P P Q
Torzs A A

Rb. sphaeroides

- -
26 241, 1 02 %01 |27+02

Rb. capsulatus 2.6 0. 2* LFS02 3.4+ 02

1.9+0.2 [1.0£0.2

5.1. tablazat A Rhodobacter sphaeroides 2.4.1. és R—26, valamint Rhodobacter

capsulatus baktérium tdrzsekbdl izolalt reakciécentrum relativ fluoreszcencia

hatasfokai a kofaktorok kiilénbdz8 redox allapotdban. A kiviilrdl nagy
mennyiségben (40 uM) hozzaadott UQ, (*) az alland6 fluoreszcencia kioltdjaként

lépett fel. Kériilmények: 1 uM RC, 50 mM NaCl, 0.03% TX-100, 10 mM Tris

és pH 8.0.

A Rbhodobacter sphaeroides és Rhodobacter capsulatus biborbaktériumokbdl izolalt
reakciocentrum fluoreszcencia hatasfoka eltér. Ennek oka a fluoreszcencia heterogén
eredetében keresendd: a kofaktorok redox allapotara érzéketlen hattér és a valtozd rész
oszegekent all eld. Habar a ket baktériumtdrzs reakcidcentrumanak valtozd
fluoreszcenciaja a méresi hiban belil megegyezett, a Rhodobacter capsulatus magasabb
hatter fluoreszcencidja eredmeényeképp a valtozo és allandd rész aranya eltérd.

A Rhodobacter sphaeroidesbdl és Rhodobacter capsulatusbdl preparalt reakciécentrum

915 nm hullamhosszanal mért relativ fluoreszcencia hatasfokai a kofaktorok kiilénbézd
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redox allapotaban az 5.1. tiblazatban lathaték. Erdekes, hogy a Rbodobacter sphaeroides
vad tipust (2.4.1.) és a karotinmentes (R —26) mutansinak mérési hiban beliil megegyezik
a fluoreszcencia hatafoka, habar a karotin molekula a klorofill dimerhez ké&zel
helyzkedik el a reakciécentrum inaktiv agiban.

A reakcidcentrum fluoreszcencia hatasfoka a Qp két8hely allapotatél (iires Qy
zseb, Qg, Qp”) flggetlen (4.3., 4.4. és 4.13. dbra). A nagy mennyiségben jelen lév8 kinon
azonban kioltokeént hat az allandé fluoreszcenciara, 50 uM UQ;, jelenlétében a kioltas
mintegy 30%—os (4.8. abra, B). Méréseim arra utalnak, hogy az oxigént termeld zold
noévények klorofill fluoreszcencidjahoz hasonléan (Vernotte és mtsi, 1979; Krause és
Weis, 1991) az egymassal versengd fluoreszcencian és féenyindukalt toltésszétvalasztason
kiviil a gerjesztett klorofill pigmentek dezaktiviciéjanak mas, sugarzas nélkiili Gtjai

is vannak.

5.2. A fotociklus kinetikai modellje

Kiilsd elektron donor és akceptor jelenléte, valamint folytonos gerjesztés
alkalmazasa a reakcidcentrum szamara az in vivo—hoz jobban hasonlité koriilményeket
teremt. Amint az a 4.14. abran is lathaté, a fotociklus folytonos mikddéséhez a donor
és akceptor molekulak 4llandé bekotése és levalasa sziikséges. A reakcidcentrum fehérje
citokrém kotd része harom féle allapotban lehet: iires, valamint kotote C** vagy C*
molekuldkkal betsltott (4.14. abra, C). Hasonléan a Qg kot8hely négy lehetséges
allapota: tires Qp zseb és Qg, Q™ vagy QzH, molekulakkal betdltott (4.14. abra, A).
Mivel a szemikinon két8dése igen stabil, a kinonredukcids ciklus atfordulasat a kinon
és dihidrokinon kompetitiv ki—be kotése fogja meghatarozni. Mivel a reakciécentrum
nem mobilis kofaktorai a fotociklus soran négy lehetséges redox allapotban lehetnek

stabilan (4.14. abra), a reakcidcentrum és donor illetve akceptor kotShelyeinek Gsszes
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lehetséges allapota: 3 x 4 x 4 = 48. A forociklus szempontjabdl azonban az iires és a
dihidrokinont tartalmazd Qg zseb, valamint az iires és oxidalt donor molekulat (C*7)
tartalmazé citokrém kotShely azonos. A még megmaradd (2 x 3 x 4 = 24) allapotok
szama tovabb  csdkkenthetd, figyelembe véve, hogy a mir kialakult
citokrom —reakciocentrum komplexben a redukalt donor és az oxidalt dimer kozti
elektrontranszfer igen gyors (Overfield és Wraight, 1980; Tiede és mtsi, 1993; Venturoli
és mtsi, 1993; Mathis, 1994). A hat C**P* rdvid életd tranziens allapot kiikratasa utan

a fennmaradé tizennyolc allapot egymasba alakulasat a reakciocentrum fotociklusa soran

a 5.1. abra szemlélteri.

5.1. abra A mérések kiértekelésére és a kinetikak szimulacidjara (4.19., 4.20. es

4.24. abra) hasznilt fotociklusmodell vazlata. A modellt a 4.14. abran lathato

altalanosabb séma egyszeriisitésebdl nyertem (részletek a szévegben).

Az egyes allapotok kozti atmenet soran fényindukalt tdltésszérvalaszras (k),
kinon akceptor komplexen beliili elektron és vele csatolt proton transzfer (k 5", k@),

citokrém’*/citokrom?®* kicserélddes (ko), vagy dihidrokinon/kinon kicserélddés (kg)

megy veégbe. Ezen sémaban a dihidrokinon/kinon kicserelddes a QzH, képzddés utolso
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lépését jelentd masodik proton transzfert, a C**P* allapotban bekovetkezd citokrém
kicserélédés pedig a P* gyors visszaredukcidjat is tartalmazza.

A reakcidcentrum kiilénb6z6 redox allapotainak id8beli valtozasat leird
differenciilegyenlet rendszert a Fiiggelék tartalmazza. Minthogy a citokrém oxidaciéjaval
jar6 lépések a C**PQ,.. allapotokban bekovetkezd fénygerjesztés, valamint a C**P*..

allapotokban végbemend citokrém kicserél8dés, a fotooxidacié sebessége:

_O‘Zig[c%] - (Z[c*PQ,..1) .k, + (Z[C*P*..]1) .k,

Az Gsszegzést a C**PQ,.. forma esetében a Qp zseb, C**P*.. forma esetében a kinon
akceptor komplex minden lehetséges allapotara ki kell terjeszteni, ami harom illetve hat
tagot jelent a fenti egyenlet jobb oldalan. Nagy citokrém c és kinon készlet jelenlétében
a donor és akceptor oldali kicserélédés sebessége 1d8tdl fiiggetlen, és a visszareakcional
sokkal gyorsabb, igy az elhanyagolhat6. Ha a donor vagy akceptor raktarak koziil
barmelyik kezd kimeriilni, az idétél éppen magan a fotocikluson keresztiil fliggd
sebességi allandok miatt a folyamatot leir6 differencialegyenlet csatoltta valik; a donor
és akceptor oldali kicserél8dés visszareakciéinak megnovekedett sebessége miatt pedig
tovabbi tagokkal béviil. Ennek elkeriilésére a mérések soran nagy citokrém c és kinon
raktarakat allitottam be.

A citokrém fotooxidaciés mérések eredményeinek szimulalasat a Fiiggelékben
lathat6 egyenletek numerikus integralasaval nyertem (4.19., 4.20. és 4.24. abra).
Az abraszdvegekben és a 4.24. dbran feltiintetett paramétereket hasznalva a szamolasok
és mérések eredménye jél egyezett. A modell nem ad szigortian linearis flggest a
stacionarius citokrém fotooxidacié és a fényintenzitas dupla reciprok abrazolasara, de
az egyenest8l valé eltérés csekély (4.19. dbra). Ez lehetdvé teszi a fényintenzitastol
fiiggetlen atfordulasi sebesség linearis interpolaciéval torténd meghatarozasat a fggdleges
tengelymetszetbdl (k;, = 890 s™' pH 7.8—nal), ami tdmpontul szolgalhat a vad tipust

és mutans reakciécentrumok fotociklusanak Ssszehasonlitasanal.
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5.3. A fotociklus sebességmeghatarozd l1épései

A reakcidcentrum atfordulasi sebességét a fotociklus leglassabb lépései hatarozzak
meg. A semleges pH tartomanyban, a mutansok karakterizalasara altalaban hasznalt
gerjesztés mellett a citokrém fotooxidacidja fényintenzitas limitalt. Az eddigieknél
nagyobb fényintenzitast alkalmazva, a fotokémiai gerjesztés a termikus lépések
sebességével Osszmérhetdvé valt. Ez lehetdvé tette a reakciécentrum Aatfordulas
sebességmeghatarozé lépéseinek tisztazasat (4.24. abra).

Az alkalikus tartomanyban (pH > 8) a reakciécentrum stacionarius
atfordulasanak sebessége gyorsan csokken a pH novelésével (4.24. abra). A lasstibb
stacionarius fazis koriilbelil 1.5 citokrom ¢ gyors fotooxidacidja utan all be (4.20. abra).
A jelenségért a reakciécentrumon beliili proton—csatolt elektrontranszfer sebességek
csokkenése tehetd feleléssé. Habar magas pH—n a két kinon kozti elsé elektrontranszfer
(kap") lelassul a GluL212 deprotonécidja kovetkeztében, lényegesen gyorsabb marad
mint k@ (4.24. dbra). A masodik proton felvétele a ligos tartomanyban, pK = 8.5
folott, szintén lelassul (McPherson és mtsi, 1993, 1994). Meéréseim azonban azt
tamasztjak ald, hogy sem az elsd elektron sem a masodik proton transzfer nem jatszik
lényeges szerepet a stacionarius atfordulds sebességének meghatarozasaban. A 4.24. abran
lithaté, hogy a reakciécentrum atfordulasi sebessége az els6 protonnal csatolt masodik
elektron atadasanak sebességével (k 5?) egyezd médon csokkent a pH névelésével, vagyis
magas pH—n ez a sebességmeghatarozé lépés.

A reakcidécentrum atforduldsi sebessége a semleges pH tartomanyban a
legnagyobb. Az elektron— és protontranszfer 1épések gyorsabbak, mint a lézerdiéda
gerjesztette fotokémiai reakcid, ezért az atfordulasi sebességet a fényintenzitas és a

dihidrokinon/kinon kicserélédés hatarozza meg. Nagyobb fényintenzitasok alkalmazasa
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a kinonkicserélédés sebességmeghatarozd szerepét jobban kiemelné, de az altalam
létrehozott korilmények kozott is becslés tehetd a nagysigara a 4.24. abra adatait
kiillonb6z8 kinon kicserél8dési sebességekkel illesztve. A  dihidrokinon/kinon
kicserélddés enyhén pH fliggdnek adddott és pH 6 korott nagyobb volt, mint 2.000 s
Velthuys (1982) azt tapasztalta, hogy a z6ld novények masodik fotokémiai rendszerében
a kinon kicserélédés gyorsabb, mint 100 s™'. Okamura és Feher (1995) a biborbakterialis

1_re becsiilte.

reakciécentrum kinonkicserélédési sebességét 1000 s~

A savas tartomanyban (pH < 6) a citokrom ¢ kicserélodes a
sebesség — meghatarozd. Az alacsony pH—n végzett mérések eredménye a citokrém c és
a reakcidécentrum elektrosztatikus kotédése alapjan értelmezhetd. A citokrom ¢ donalasi
sebességének meredek csokkenését tapasztaltam pH 6 alatt (4.20., 4.21., 4.22. és 4.24.
abra). Ez a reakcidcentrum izoelektromos pontja (plzc = 6.1) kozelében, a citokrém ¢
izoelektromos pontjatédl (pl; . = 10.1) tavol van (Prince és mtsi, 1974). A donor
kicserélddése az oxidalt citokrém ¢ levalasanak és redukalt citokrom ¢
bekotésének egymasutanjat jelenti. A két 1épés sebességét a reakcidcentrum és
citokrém c elektrosztatikus ~ vonzasa vagy taszitasa ellentétesen = modositja.
A citokrém —reakciécentrum komplex amtgy is gyors (Venturoli és mtsi, 1990)
disszociaciéjanak tovabbi gyorsulasa azonban nem befolyasolja oly lényegesen a donor
kicserélédéshez sziikséges idSt, mint a citokrém c bekotésének lelassulasa. Az emlds
allatokbdl szarmazéd citokrém c—vel ellentétben, a bibor baktériumokban iz wvivo
fellelhetd citokrém c, izoelektromos pontja alacsony (pl;, = 5.5; Bartsch, 1971). Mivel
ez kozel esik a reakcidcentrum pl pontjahoz, a két fehérje Sssztoltése minden pH—n

azonos el8jeld, ami érthet8vé teszi a Prince és munkatarsai (1974) altal kapott

pH —fiiggetlen citokrom c, donalasi sebességet.
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6. OSSZEFOLGLALAS

© A biolégiai mintak immobilizalasira elterjedten hasznalt poliakrilamid a
kloroplasztiszokon végzett elektromos mérésekre nem alkalmas, helyette poliagaréz gél
hasznalhat6. Borsobdl (Pisum sativum) izolalt, poliagaréz gélben iranyitott és
immobilizaltkloroplasztiszokban keletkezd fotofesziiltségerds oirentacié — fiiggést mutat.
Iranyitott tilakoid membrinokon az 580 nm hullimhosszt nemtelitési lézerimpulzus
altal indukalt fotofesziiltség a membranok orientacidjatdl fiiggéen egy negativ és egy

pozitiv komponensre bomlik (1).

© Az azonos redox allapotban lévé Rhodobacter sphaeroides R—26 és 2.4.1
reakcidcentrumok fluoreszcencia hatasfoka a mérési hiban belill azonos. Ugyancsak
megegyezik a Rhbodobacter sphaeroides és Rhodobacter capsulatus reakcidcentrum
fluoreszcencidjanak valtozé része. A valtozd és allandé rész aranya a magasabb

hattérfluoreszcencia miatt azonban kisebb a Rhodobacter capsulatus esetén (2, 4).

© A tanulmanyozott biborbakterialis reakciécentrumok fluoreszcencia hatasfoka
nem fligg a Qg redox allapotatdl. A relativ hatasfokok megallapitasanal a Rhodobacter
sphaeroides PQ, 4llapotban mért fluoreszcencidjat tekintettem egységnyinek. Igy a
Rhodobacter capsulatus relativ fluoreszcencia hatasfoka PQ, allapotban 2.6 + 0.2
(alacsony kinon koncentracid) és 1.9 + 0.2 (40uM UQ,) értek kozott valtozik a kinon
koncentraciotol figgden. A fotokémiai kioltds hianyaban ennél magasabb a
fluoreszcencia hatasfok a PQ,~ redox allapotban (Rhodobacter sphaeroides 2.7 + 0.2;

Rhodobacter capsulatus 3.4 + 0.2) (2, 4).

76



© P* allapotban a reakciécentrum fluoreszcencia hatasfoka a kinon akceptor
komplex redox allapotatdl fuggetleniil alacsony: Rhodobacter sphaeroides relativ
fluoreszcencia hatasfoka 0.2 + 0.1, mig Rhodobacter capsulatus esetén 1.7 + 0.2 (alacsony
kinon koncentracid) és 1.0 + 0.2 (40uM) UQ, értékek kozott valtozik a kinon

koncentraciétdl fiiggden (4).

© Rbodobacter sphaeroides és Rhodobacter capsulatus biborbaktériumokbdl izolalt
reakcidcentrum P* allapotaban a fluoreszcencia gerjesztési spektruma a mintaban meég
jelen 1év4 klorofillszarmazékokra utalt, amelyek a fotoszintetikus folyamatokban nem
vesznek részt. Ezekre a kiviilrdl hozzaadott nagy mennyiségi (40 uM) UQq
fluoreszcencia kioltéként hat. A reakcidécentrum redox allapotatdl fuggs (valtozo)
fluoreszcencia gerjesztési spektruma j6l megegyezik a reakcidcentrum abszorpcids

spektrumaval (4).

© A Rbodobacter  sphaeroides és Rhodobacter capsulatus biborbaktériumok
fotoszintetikus reakcidcentrumanak fluoreszcencia valtozasai (mind folytonos gerjesztés,
mind telitési fényimpulzussorozat esetén) értelmezhetdek a megallapitott hatasfokok és

a két kinon kozti elektronegyenstlyi allandé ismeretében (2, 4).

© Uj fotociklus modellt dolgoztam ki a biborbaktériumok reakciécentrumaban
az in vivo—hoz hasonlé kériilmények kozott (folytonos fényben elektron donor
(citokrdm c) és akceptor (UQ,) készlet jelenlétében) lejatszodé redox folyamatok

értelmezésére (3, 5).

© Rhodobacter sphaeroides R—26 reakciécentrumban folytonos gerjesztés alatt a
citokrom ¢ fotooxidacié erds pH fiiggést mutat. EbbSl megallapithaté a fotociklus

sebességmeghatarozé  1épéseinek pH fiiggése. A (16 szivbdl izolalt) citokrém ¢
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kicserél6dés nagymérték lassulasa a pH < 6 tartomanyban (ko = 15 + 3 s7!, pH: 4.5;
ke > 5000 s7!, pH: 6.5) a citokrém atfordulas drasztikus csokkenését okozza. Semleges
(6 < pH < 8) pH-kon a sebességmeghatarozé a fotokémiai lépés, valamint a
dihidrokinon/kinon kicserélédés (k, = 900 — 2000 s™', pH: 7.0). A ligos tartomanyban
(pH > 8) asebességmeghatarozé 1épés afehérjén beliili proton — csatolt masodik elektron

transzfer (3, 5, 6).

© A modell alapjan az atfordulds stacionarius szakaszanak pH fiiggésébdl
meghataroztam a dihidrokinon/kinon (k) és citokrom’*/citokrom?®* (k¢) kicserelodes
sebességi allandbit. Az igy nyert paraméterekkel szamolt kinetikak és a citokrém ¢

fotooxidacié kezdeti tranziens fazisanak pH fiiggése j6 egyezést mutatnak (5).

© Az irodalomban hasznilt fényintenzitasoknal a Rhodobacter sphaeroides R —26
reakciécentrum fotociklusaban a fényindukalt lépés a sebességmeghatarozd a semleges
pH tartominyban. A fotociklus toltésmozgasainak jellemzésére egy jobb, a
fényintenzitastél fiiggetlen leirast ad az atfordulasi sebesség nagy fényintenzitasokra
extrapolalt hatarértéke, ami az atfordulasi sebesség fényintenzitas fliggésének dupla
reciprok 4brizoldsidban linearis interpoliciéval teheté meg. A fényintenzitas

reciprokaban a nem linedris tagok ugyanis elhanyagolhat6ak a linearis tag mellett (5, 6).

78



7. FUGGELEK

A fotooxidacié kinetikajanak modellezéséhez alkalmazott differencialegyenlet—

rendszer:

_O;_if [C3*P*Q,0H,] =- (ko+k,) [C**P*Q,0H,] +ki2' [C**P*0;0"]
;E [C**PQ,0H,] =k [C**P*Q,0H,] - (k+k,+k;) [C**PQ,0H,] +ka3’ [C**PQ;0"]
;E [C?*PQ,QH,] =k [C**PQ,0H,] - (k,+k;) [C?*PQ,0H,] +ka3' [C?**PQ;0"]

& [C¥P*OI0H,] =k, [C** PO,0H,] - (Ko+kp) [C¥P*Q30H,]

d

7 [C*"POIOH, ] =k, [C**PO,0H,] +k [ C**P*Q;0H, ] - (k+k,) [C**PO0H,]

% [C?*PQ;QH,] =k.[C3* PO;QH,] -k, [ C? PQ; OH, ]

% [c*P*Q,0] =k,[C**P*Q,0H,] -k, [ C**P*Q,0]

d_dt [C*PQ,0] =k, [C**PQ,0H,] +k, [ C?*P*Q,0] - (k +k,) [C**PQ,0]
E?E [c?PQ,0] -k, [C?**PQ,0H,] +k,.[C**PQ,0] -k, [ C?*PQ,Q]

dit [C3P*0;0] =k, [C**P*Q;0H,] +k, [C**PQ,0] - (k.+k.}) [C**P*Q;0]
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adE [C**PO;Q] =k, [C**PQiQH,] +k, [ C?*PQ,0] +k [ C** P 0;0] - (k+ki}) [C**PQ;0]
2 (€ P01 -k, [ C*PQ30H, ] +k [C>* P00 -k} [C*PO3O]

£ (P00 -k [C P 0ROl ~k [C P 0,07

a‘it [C**PQ,0°1 =k} [C*PO;0] +k.[C**P*Q,0°] - (k.+k,) [C**PQ,0"]

2 (€ PQ,0T ~ki3' [C¥ POQ] +k [C**PQ,Q7] ke [C*"PQ,Q]

L [C P00 -k, [C¥PQ,071 - (kv kef3)) [C¥ P Q;Q7]

& [ PQ0T -k, [P, +k [CP*QiQ7] - (k+ ki3 ) [C*POQ]

dit [C?**PQ;0"] -k, [C>*PQ;0"] -k2 [C**PQ;0"]

A fenti egyenleteket 1ddfiiggetlen sebességallandokkal (nagy donor és akceptor készlet),

numerikus integracioval oldottam meg.
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11. SUMMARY

The primary photochemical events of photosynthesis occur in specially organized
membrane—bound pigment—protein complexes. There the energy of photons is used
for charge separation in reaction center (RC) proteins. The subsequent stabilization of
the charge separated state leads to transmembrane electron and/or proton transfer,
which build up a transmembrane electrochemical potential difference used for ATP
synthesis by ATPase. The reaction centers from non—sulphur purple bacteria are widely
used for structural and functional studies of the primary events of photosynthesis as
their crystal structure is known for several strains with high spatial resolution and the
electron and proton transfers in these reaction centers are relatively simple as compared
to those in higher plants.

The source of the light—induced electron flow through the reaction center is a
reduced cytochrome and the drain is a quinone molecule. The stoichiometry of their
reduction/oxidation is different: while the cytochrome is oxidized by release of one
electron, the quinone attached to the reaction center (secondary quinone, Q) is reduced
by uptake of two electrons. Under continuous illumination the function of the electron
transfer (the turnover of the reaction center) should involve continuous turnover of both
the cytochromes at the donor side and the quinones at the acceptor side of the reaction
center: the oxidized donor and the dihydroquinone, QH, are released from the protein
and replaced by reduced cytochrome and quinone from their pools, respectively.

The photon absorbed by the bacteriochlorophyll dimer (P) initiates charge
separation with a quantum yield of near unity. P transfers its electron in about 200 ps

to the first stable electron acceptor (Q,) through monomeric bacteriochlorophyll and
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bacteriopheophytin. The primary quinone is oxidized in 20...200 us (depending on the
species) by the secondary quinone (Qg). If P* is re—reduced by an electron donor before
charge recombination but after interquinone electron transfer, the reaction center will
be ready for additional charge separation. The second excitation of the reaction center
results in the photochemically inactive Q, Q™ state. The transfer of the second
electron to the secondary quinone acceptor (k@,;) is reversibly coupled to the uptake
of the first proton and results in Q,(QzH)~ state. The uptake of the second proton
finally forms dihydroquinone, QpH,.

Upon excitation, the dimer in the reaction center of Rhodobacter sphaeroides emits
fluorescence in the near infrared spectral range (peak around 910 nm). The quantum
yield of dimer fluorescence is very low (4.107%) as compared to that of light —harvesting
Bchl measured in chromatophores or whole cells (2.107* to 1.107! depending on
the strain).

Spectral and kinetic characteristics of fluorescence from isolated reaction centers
of photosynthetic purple bacteria Rhodobacter sphaeroides and Rhodobacter capsulatus
were measured at room temperature under rectangular shape of excitation at 810 nm.
The kinetics of fluorescence at 915 nm reflected redox changes due to light and dark
reactions in the donor and acceptor quinone complex of the reaction center as identified
by absorption changes at 865 nm (bacteriochlorophyll dimer) and 450 nm (quinones)
measured simultaneously with the fluorescence. Based on redox titration and gradual
bleaching of the dimer, the yield of fluorescence from reaction centers could be
separated into a time—dependent (originating from the dimer) and a constant part
(coming from contaminating pigment (detached bacteriochlorin)). The origin was also
confirmed by the corresponding excitation spectra of the 915 nm fluorescence. The ratio
of yields of constant fluorescence over variable fluorescence was much smaller in
Rhodobacter sphaeroides (.15 + .1) than in Rhodobacter capsulatus (1.2 + .3). Since the

variable parts of the fluorescence were similar in the two strains of bacteria, the
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difference was attributed to the increased constant part of fluorescence in Rhodobacter
capsulatus. Tt was shown that the changes in fluorescence yield reflected the
disappearance of the dimer and the quenching by the oxidized primary quinone. The
oscillatory behavior of the fluorescence yield under saturating flashes in the presence of
ferrocene donor is in accordance with the formation and disappearance of semiquinone
and electron equilibrium between primary and secondary quinone. Analysis of the
semiquinone oscillations detected via fluorescence and absorbance changes indicate that
the redox changes of the secondary quinone did not have any influence on the
fluorescence yield. Excess quinone in the solution, however, quenched the constant part
of the fluorescence. The fluorescence of the dimer can be used as an effective tool in
studies of redox reactions in reaction centers, an alternative to the measurements of
absorption kinetics.

Kinetic model of photocycle including both quinone (Q) reduction at the
secondary quinone binding site and (mammalian) cytochrome c¢ oxidation at the
cytochrome docking site of isolated reaction centers from photosynthetic purple bacteria
Rhodobacter sphaeroides was elaborated and tested by cytochrome photo—oxidation
under strong continuous illumination. The typical rate of photochemical excitation by
a laser diode at 810 nm was 2.200 s~ and the rates of stationary turnover of the reaction
center (one half of that of cytochrome photo —oxidation) were 600 + 70 s™" at pH 6 and
400 + 50 s7! at pH 8. The cytochrome c turnover showed strong pH-dependence
indicating the contribution of different rate—limiting processes.

Light intensity, quinone and cytochrome exchange (availability) and
(conformation coupled) first and (proton coupled) second electron transfer can account
for bottle—necks in the turnover. In not extreme pH range and under usual light
intensities, the intensity of the illumination is the rate limiting step in cytochrome
photo —oxidation. The rate of photochemistry could be increased to high values where

they are already comparable to (and sometimes exceed) the rates of other thermal
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reactions of the reaction center. This opened the stage for separation of rate liming steps
in the turnover of the reaction center. The pH—dependence of the rate of processes
makes the distinction more straightforward.

In the alkaline pH range (pH > 8), the rate of reaction center turnover decreased
dramatically. The initial rapid cytochrome photo—oxidation was followed by relatively
slow cytochrome turnover at high pH. Proton transfers and protonation—dependent
electron transfer reactions can be made responsible for the decrease. The transfer of the
first proton coupled second electron from Q,~ to Q;” is the rate limiting step in the
photocycle above pH 8 under high light excitation.

In the neutral pH range (6 <pH < 8), the highest turnover rates were observed.
As the rates of all electron and proton transfer steps are larger than that of light
excitation, the light intensity and the quinone exchange can be made responsible for the
limitation of the cycling rate of the reaction center. Fitting the pH dependence of the
observed rate constants with the model indicated that the dihydroquinone/quinone
exchange is slightly pH—dependent, and faster than about k,=2.000 s™! at pH 6.

In the acidic pH range (pH < 6), the exchange of the cytochrome ¢ will determine
the cycling of the reaction center. Several crystallographic and binding studies together
with our low pH measurements supported the electrostatic nature of interactions that
stabilize the cytochrome/RC complex. The dramatic changes in the rate of
cytochrome c turnover was observed below pH 6, close to the reported isoelectric point
(p) of 6.1 for isolated reaction centers and far from 10.1, the pI for cytochrome c. This
steep decrease in the rate constant of the cytochrome exchange could be attributed to
unfavorably changed electrostatic interaction between reduced cytochrome c
and reaction center.

The results obtained from numerical integration of the differential equations
describing the model showed good agreement with the experimental data. The minimal

model with 18 redox states of the reaction center can account for the separation of the
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initial and stationary phases of the cytochrome photo—oxidation at alkaline pH range
and for the about 5 ms delay at low pH. It does not yield a strict linear relationship
between reciprocal functions of rates of cytochrome turnover and light reaction (k™"
vs. k;™') but the deviation from the straight line in this representation is not significant.
The value of vertical interception will not be dependent on light intensity and offers the
inverse value of maximal rate of cytochrome ¢ photo—oxidation of the reaction center
which is characteristic on the internal thermal reactions including donor/acceptor
exchanges (k. = 890 s™' at pH 7.8).

In spite of the long isoprenoid chain and the densely packed Qj region, the rate
of quinone exchange is unexpectedly high and hardly limiting in turnover of the
reaction center. Although the cytochrome can donate the flash oxidized dimer rapidly,
the exchange for reduced cytochrome can be much slower and may limit the photocycle
of the reaction center under stationary excitation. Quantitative comparison of the
cycling rates of different reaction centers is worth doing only if the same step is the
bottle —neck under otherwise identical conditions. In routine screening of mutants, care
should be exercised because light intensity and one of the electron or proton transfer
steps are usually the rate limiting processes in turnover of wild type and mutant reaction

centers, respectively.
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