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Roviditések

A abszorpcid

AFM atomierd mikroszkop

APD lavina fotodioda

AQ antrakinon

ATP adenozin trifoszfat

BChl bakterioklorofill

BPhe bakteriofeofitin

Car karotenoid

Chl Klorofill

cit bcy citokréom bc; komplex

citc, citokrom c;

D1, D2 I1. fotokémiai rendszer reakcidcentrumanak alegységei
DL késleltetett lumineszcencia

EDTA etiléndiamin-tetraecetsav

Fo a ,,sOtét” fluoreszcencia szinje

Frmax a fluoreszcencia maximalis szintje

Fv a fluoreszcencia indukci6 valtozo része
LDAO lauryldimethylamine-oxide

LH biborbaktériumok fénybegyiijté komplexe
Peso a ll. fotokémiai rendszer elsédleges donora
Ps70 biborbaktériumok elsddleges donora

PS fotoszisztéma

PSU fotoszintetikus egység

Qa, Qs elsddleges €s masodlagos kinon akceptor
Rba. Rhodobacter

RC reakcidcentrum

Rsp. Rhodospirillum

Rvx. Rubrivivax

TRIS 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol
UQ1o ubikinon 10



1. Bevezetés

1.1 Biborbaktériumok

A biborbaktériumok nem oxigéntermeld fototr6f mikroorganizmusok, amik rendkiviil valto-
zatos anyagcsere utakat képesek fenntartani (Drews and Imhoff, 1991; Imhoff, 1995).
Képesek novekedni fotoautotrof, fotoheterotroéf és fermentativ modon, valamint aerob és
anaerob 1égzés utjan. A biborbaktériumok széles korben elterjedtek a természetben, és foleg
anaerob vizes kornyezetben (pl szennyvizben) fordulnak eld.

Kedvelt alanyai a szerkezeti €s spekroszkopiai vizsgalatoknak, igy segitségiikkel mara nagy
ismeretanyag all rendelkezésre a fotoszintetikus éldlények energiaelnyelésérdl és az elsdd-
leges elektrontranszfer 1épésekr6l. Majdnem minden faj bakterioklorofill a-t tartalmaz, csak
néhanyban van helyette bakterioklorofill b. A biborbaktériumokat két csoportja osztjak: kén
¢s nem-kén baktériumokra aszerint, hogy képesek-e kén vegyiileteket feldolgozni (Brune,
1995). Minden biborbaktérium a Calvin-ciklust hasznalja CO, megkotésre (Tabita, 1995).
Neviik sok képviseldjiik szinébdl ered, ami a bakterioklorofill és karotenoid pigmentek
keveredésének koszonhetd. Ilyen példaul a Rhodobacter sphaeroides és Rhodospirillum
rubrum. Vannak torzsek, amik neviikkel ellentétben nem pirosak: példaul a Rhodopseudo-

monas (ijabban Blastochloris) viridis zold szind.

1.1. abra Rhodobacter sphaeroides sejtek anaerob kornyezetben (bal oldal). Az aerob- anaerob allapot
kozti kiilonbség (jobb oldal). (JGI Genome portal)

A Dbiborbaktériumok tobbsége fakultativ fototrof és a fotoszintézishez sziikséges gének
expressziojat az oxigén mennyisége szabalyozza: aerob 1égzésrdl anoxigenikus fotoszintézisre
valtanak ~3% alatti oxigén koncentracional (Kiley és Kaplan 1988), ezzel parhuzamosan
megfigyelhetd a sejtmembran betiirddése (1.1. abra jobb oldala). A mi laboratoriumunkban
hasznalt torzsek is ilyenek, ezért fotoheterotrof mddon neveljiik Sket: fényen, leveg6tol

elzarva, szerves szénforras mellett.



1.2 A biborbaktériumok fotoszintetikus apparatusa

A biborbaktériumok citoplazmikus membranrendszere tartalmazza a fényenergiat elektro-
kémiai energiava alakitoé fotoszintetikus apparatust (Wraight 2004; Niederman 2006; Tucker
et al. 2010). A fénybegyiijté antenna rendszerek (LH) nyelik el a fotonokat, és vezetik el a
gerjesztési energiat a reakciocentrum (RC) fehérjékhez, ahol a toltésszétvalasztas és szamos

elektron-atadasi 1épés torténik (1.2. abra).

Bacterial cell

F{f‘u . «"ff Photosynthetic ATP synthase
. reaction center ADP+P
I

ATP

Light harvesting
complex

1.2. abra Biborbaktériumok intracitoplazmikus membranjanak keresztmetszeti képe (Mulkidjanian
2007).

A Rba. sphaeroides RC kofaktorai és fehérjeszerkezete kétoldali szimmetriat mutatnak. Az L
€s M homolog alegységekbdl all6 heterodimerhez kotddik az Gsszes aktiv kofaktor: négy bak-
terioklorofill (BChl), két bakteriofeofitin (BPhe), két kinon (Q) és egy nem-hem vasatom (Fe)
(1.3. abra). Bar a kofaktorok két szimmetrikus agat alkotnak, az elektrontranszfer az els6d-
leges donorrol, P-rél a masodlagos akceptorra, Qg-re kizarolag a BChla, BPhea és Qa alkotta
A (aktiv) agon at torténhet. A strukturalis és Osszetételbeli szimmetria funkcionalis aszimmet-
riaval all szemben. Mig a két kinon kémiailag azonos (t.i. mindkettd ubikinon), tulajdonsagaik
nagyon kiilonbozoéek: Qa szorosan kotott, egy-elektronos redox-agens, ezzel szemben Qg

reverzibilisen (lazan) kotodik a Qg kothelyre, és két-elektron kémiaban vesz részt.
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1.3. abra Rba. sphaeroides RC fehérje H, M és L alegységei a donor oldalon dokkol¢ cit ¢,
masodlagos elektron akceptorral (bal oldal) és a szerkezetbol kiemelt kofaktorok (jobb oldal). SP:

specialis bakterioklorofill-dimér, amely fotooxidaciora képes.

A H alegység az egyetlen membranon keresztiili hélix-ével a teljes fehérjét stabilizalja. A
citoplazmikus oldaldn gazdag vizmolekuldkban, és segiti az elektrontranszporthoz kapcsolt
protonfelvételt. A gyors kezdeti elektrontranszport 1épések a donor és az akceptor oldalon
kinetikai médon csokkentik a fény-indukalt toltéspar veszteségét eredményezd (két-harom
nagysagrenddel lassabb) rekombinacio jelentoségét. A toltés stabilizacid eredménye a RC-ban
egy kétszeresen redukalt QH; és két, egyszeresen oxidalt cit ¢**, amik elhagyjak a RC-ot a
membran ill. a vizes, periplazmikus oldal felé. A leval6 redox vegyiiletek mozgékony elektron
hordozokként miikodnek a két orias membranfehérje, a RC és a citokrom bcy kozott.

A komplexek membranbeli szervezddését és milkddését a legkiilonb6zObb szerkezeti,
spektroszkopiai, biokémiai €s fizikai kémiai modszerekkel vizsgaltdk az utdbbi években
(Bahatyrova és mtsi. 2004; Sener és mtsi. 2007, 2009; Cartron és mtsi. 2014). A komplexek
(LHI és LHII antenna, RC és cit bcy) kozti optimalis fényelnyeléshez, az elektron gerjesztési
energia hatékony atadasahoz és a nagy sebességii ciklikus elektrontranszporthoz az Gssze-
tevOk kompakt szervezddése sziikséges (Comayras €s mtsi. 2005; Lavergne és mtsi. 2009).
Joliot és munkatérsai (1989) az elektrontranszportlanc kulcs dsszetevdinek szupramolekularis
elrendez6dését vetették fel Rba. sphaeroides R-26 baktériumban. Feltételezésiik szerint a
szuperkomplex két (dimerikus) RC-ot, egy cit C,-t és egy Cit bc;-et tartalmaz. Valdban szamos

biokémiai €s atomi-erd mikroszkdpos (AFM) vizsgéalat mutatta ki a szuperkomplex dimerikus



voltat (Francia és mtsi. 1999). Rba sphaeroides Ga sejtekben nem minden RC alkot dimerikus
strukturat (Vermeglio és mtsi. 1993). Az intracitoplazmikus membranban (ICM) 1évé RC-ok
(~80%) alkotnak szuperkomplexet, mig a citoplazmikus membranban (CM) 1évok a 1égzési
lanccal osztoznak a Cit C,-n (~7 cit c/RC) és a cit bcy-en (Vermeglio and Joliot 2014). Néhany
csoport vitathatonak tartja a szuperkomplex elképzelést (Crofts és mtsi. 1998) és a cit bcy
elhelyezkedését (Sturgis és Niederman 2009), mivel nagy felbontasi AFM-es vizsgalatokkal
nem mutattak Ki cit bci-et azokban a membran régiokban, ahol a core komplexek vannak
(Scheuring és mtsi. 2009), mig masok igen (Cartron és mtsi. 2014, 1.4. abra). igy a foto-
szintetikus komplexek topoldgiaja, €s ezzel kapcsolodasuk mértéke koriili probléma még

tavolrdl sem tekinthetd megoldottnak.

1.4. abra Cartron és mtsi. (2014) altal bemutatott, negativan festett kromatoféra membran darabok
elektronmikroszkopos képe. A: Arany szemcsékkel jeldlt cit bc; komplexek. B: LH2 komplexek
(z61d), RC-LH1-PufX komplexek (piros/kék) és cit bc,; komplexek (lila) egymashoz viszonyitott

helyzete a membranban.

A komplexek membranbeli szervezddése és a toltések RC-bol vald elszallitasanak sebessége
hatdrozza meg a fotokémiailag zart RC (jra-nyitasanak idejét, ami a folyamatos fénynek kitett
fotoszintetikus apparatus energia hasznositasa szempontjabol alapvetd fontossdgu paraméter.
A RC gyorsabb Ujra-nyitasa az egész rendszer gyorsabb atforduldsat teszi lehetévé. A RC
gerjesztés szamara zarva marad mindaddig, mig a toltések el nem tiinnek az oxidalt BChl
dimerrdl (P*) és a redukalt elsédleges kinonrdl (Qa’). A zold névények masodik fotokémiai
rendszerében (PSI1) P* vissza-redukcidja sokkal gyorsabb, mint a kinonok kozétti (interkinon)
elektrontranszfer (Qa Qs — QaQg), igy a PSII RC ujra-nyitasanak kinetikaja a kinon akcep-
tor komplexrdl torténd elektron-elszallitast koveti (Bukhov et al. 2001; Cser and Vass 2007).
A bakterialis rendszerekben a helyzet sokkal bonyolultabb. P* elektron donorai (redukalt cito-
krémok) lehetnek a RC-hoz kotottek egy kiilon alegységet alkotva (pl. Bla. viridis és Rvx.
gelatinosus), a RC egy disztalis vagy proximalis helyén kotottek (pl. Rba. sphaeroides)
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és/vagy csak diffuzié utjan elérhetdk (pl. Rsp. rubrum). Tovabba a valtozé RC/cit ¢, arany
kitolhatja P* vissza-redukcidjanak kinetikajat (P*cit c,>* — P cit ¢;°*) a mikroszekundumos
id6tartomanyb6l a milliszekundumos tartomanyba, ami az interkinon elektrontranszferrel
eshet egybe. Elég biztos ismereteink vannak Rba. sphaeroides-bél izolalt RC-ban zajlo
interkinon elektrontranszferr6l (Okamura és mtsi. 2000; Wraight és Gunner 2009): a
konformacio altal hatarolt elsé elektrontranszfer (Qa Qg — QaQp ) tobb mint egy
nagysagrenddel gyorsabb a proton-aktivalt masodik elektrontranszfernél, Qa Qs — QaQsH>
(~ 10° 5%, pH 8). Nem biztos, hogy ez intakt sejtekre vagy mas torzsekre is igaz, mert Rba.
capsulatus kromatoféra membranban gy talaltak, hogy az els6é és masodik elektrontranszfer
lényegében egyezd kinetikai tulajdonsidgokkal bir, mindketté a 100 ps-os tartomanyban
jatszodik le, beleértve a protondcios lépéseket is (Lavergne mtsi. 1999). Nagy kihivas
megtaldlni azokat az alkalmas koriilményeket (id6 intervallum, a gerjesztés hossza ¢és
intenzitasa, a RC redox allapota, a baktériumtorzs, stb.) amelyek mellett intakt sejtekben a

zart RC ujra-nyitasanak sebességét meg lehet hatarozni.
1.3 Biborbaktériumok fluoreszcenciaja

Az antenna BChl pigmentek fluoreszcencia emisszigjat a RC redox allapota és a
fotoszintetikus egység szervezOdése hatdrozza meg. A nyitott vagy zart allapoti RC alacsony
¢és magas BChl fluoreszcencia szinttel jellemezheté (Vredenberg és Duysens 1963; van
Grondelle 1985), atmenetiik a valtozo fluoreszcencia megfigyelésével kovethets. Clayton
(1966) egy sor sejten bemutatta, hogy Vredenberg és Duysens (1963) megfigyelése a
fluoreszcencia hatasfok és a RC dimer oxidacioja kozotti kapcsolatrol Rsp. rubrum-on aerob
koriilményekre vonatkozik, valamint anaerobiozisban a fluoreszcencia hatasfokot az elektron
akceptor oldali események iranyitjak. Rivoyre és mtsi. (2010) fluoreszcencia relaxaciot
mértek blokkolt RC-on a flash gerjesztés utani szekundumos iddtartomanyban és vizsgaltdk a
fotoszintetikus egységek kozotti energetikai csatolast. Kocsis és mtsi. (2010) bemutattak, de
nem elemezték a kiilonbozd baktérium torzsek valtozatos lecsengési kinetikdit, amiket egy
impulzus-iizemii 1ézerdiodakon alapuld fluoriméterrel mértek. Rba. sphaeroides sejtek
fotoszintetikus membranja karakterisztikus fluoreszcencia valtozasokat mutat fejlodése
kiilonb6z6 szakaszaiban (Asztalos és mtsi. 2010a), az ICM kifakitasa és zolditése alatt (Kis és
mtsi. 2014), és higanykezelés hatasara (Asztalos és mtsi. 2010b, 2012). Kolber és mtsi. (1998)
bevezettek a ,,fast repetition” fluorimétert, ahol az egyszeri és tobbszori atfordulast biztositd

gerjesztést LED-b6l szarmazd szubmikroszekundumos (nem gerjesztd hatast) flash-ek



s

(Kolber et al. 1998), ami a tengeri O0koszisztéma vizsgalatakor igaz lehet (Falkowski et al.
2004; Hohmann-Mariott és Blankenship 2007), de megkérddjelezheté a Rba. sphaeroides
membranfejlédése kapcsan (Koblizek et al. 2005).

A csekély szaml korabbi munka jelzi ennek a teriiletnek a fontossagat, de a teljes megértéstol
még nagyon tavol vagyunk. A disszertacioban bemutatjuk, hogy a fluoreszcencia relaxacio
kinetikaja mdas-mdas arcot mutat a gerjesztés hosszatol és intenzitdsatol, valamint Qa
oxidacioja és P* tjra-redukcidja kozotti versengéstdl fiiggden. Ebben a tanulmanyban
fluoreszcencia mérést kombinaljuk a dimér egyensulyi redox titralasaval, 1ézerdioda altal
gerjesztett abszorpciovaltozds méréssel és modellszdmitassal. Megmutatjuk, hogy a BChl
fluoreszcencidjanak sotétrelaxacioja eredményesen haszndlhato a RC iranyitotta elektron-
transzfer jellemzésére kiilonbozé baktérium torzsekben valtozatos fény és redox allapotok

kozott.
A fotoszintetikus egységek kozotti kapesolat

A fotoszintetikus fényhasznositds a foldi ¢élet keletkezésének és fenntartdsdnak alapvetd
folyamata. A fotoszintetizald szervezetek a napfényenergiat hatékonyan képesek elnyelni, és
egymasba kapcsolodo biofizikai-biokémiai folyamatokon keresztiili mas szabadenergia-
formava atalakitani, amely vagy redox kémiai potencidl, vagy ion- (proton) elektrokémiai
potencial vagy foszforilacids potenciadl lehet. Ezeket a szervezet mar kozvetleniil felhasz-
nalhatja az ¢lettevékenységgel egyiitt jarod energiaigény fedezésére, ill. ha erre nincs sziikség,
akkor a késobbi felhasznalast célzo tarolasra.

A fotoszintetikus szervezetek jellemz6 pigmentje a klorofill (baktériumokban a bakterio-
klorofill), amelynek fluoreszcencidja igen jol és egyszertien mérhetd. A klorofill fluoresz-
cencidja diagnosztikus jellegii a fotoszintetikus tevékenységre nézve, mert beldle a fotoszin-
tetikus aktivitas kiolvashato. Kiilonosen értékes informécidval szolgal a megvilagitast kdve-
tden a kezdeti fluoreszcencia hatasfokdnak valtozasa (a fluoreszcencia indukcid, mas elneve-
zéssel az G.n. Kautsky-effektus), amely tobb mint 80 éve szolgal a legelemibb és a legjelleg-
zetesebb fotoszintetikus tulajdonsagok megfigyelésére. Igy valt a klorofill fluoreszcencia
indukci6 mérése a fotoszintézis kutatds rutin méodszerévé annak kodszonhetden, hogy a kine-
tikabol szarmazo6 paraméterek kozvetlentil felhasznalhatok a fotoszintetikus aktivitas megha-

tarozasara (Papageorgiou és Govindjee, 2004).
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Az egyik alapvetd jellemzd az emelkedés kezdeti gorbiilete, amibdl a fotoszintetikus
egységek kozotti kolcsonhatas kiszamithato. A legelemibb, tovabb mar a funkciovesztés
veszélye nélkiil nem bonthato fotoszintetikus egységek reakciocentrum fehérjébdl (RC) és az
ezt koriilvevo belso ¢és kiilsé fénybegylijté rendszerbdl (LH1 és LH2) allnak. A fotoszintetikus
egységek kozotti kapcsolatot altalaban a p paraméter (0 < p < 1) megadasaval jelolik, ami
annak a valdsziniiségét jeloli, hogy egy zart fotoszintetikus egység altal elnyelt exciton
(delokalizalt elektron-gerjesztési energia) meglatogat egy szomszédos (nyitott vagy zart)
fotoszintetikus egységet (Joliot és Joliot, 1964). Ha p = 1, akkor az exciton szabadon
végiglatogathatja a fotoszintetikus egységeket mindaddig, mig fotokémiailag nem hasznosul
egy lres fotoszintetikus egységben vagy ki nem sugéarzodik fluoreszcencia foton formajaban.
Az exciton szamara nincs terjedelmi korlat, a teljes pigmentrendszer a rendelkezésére all. Az
ilyen feltételekkel rendelkez6 rendszert t6- vagy matrix-rendszernek nevezik, mivel ha a toba
kovet dobunk, akkor a hullamok a t6 tetszoleges pontjat elérhetik. A masik végletheza p =0
feltétel tartozik. Ebben az esetben a fotoszintetikus egységek egymastol tokéletesen elszi-
geteltek, az excitonok nem tehetnek latogatast a szomszédos egységeknél.

A fluoreszcencia indukcido kezdetének alakja informécioval szolgidlhat a kdlcsonhatas
nagysaganak mértékére. A t6-modell esetén a kinetika jellegzetes késleltetett kezdést, u.n.
szigmoidalis alakot mutat. Ennek az a kvalitativ oka, hogy tobb exciton kozott kdlesonhatés
(kooperacio) van, ami a kinetika kezdetét S alaktira domboritja. Ezzel szemben az egymastol
elszigetelt egységek esetén a kinetika egyszerii exponencialis fliggvény szerint valtozik, mivel
semmiféle kooperacid nem alakul ki az excitonok kozott. Az indukci6 alakjabol azonban nem
egyszeri a fotoszintetikus egységek kozotti kapcsolat mértékére kovetkeztetni, mert az
exponencialis és szigmoidalis emelkedés k6zott nincs nagy kiilonbség (Kolber és mtsi., 1998).
Emiatt dvatosan kell eljarnunk a kolcsonhatas valodi mértékének meghatarozasaban (Trissl,
1996).

A fénybegylijtd rendszerek szervezOdése, kiterjedése ¢€s kolcsonhatasuk mértéke a
fotoszintetizalo organizmustol €s a fiziologiai koriilményektdl fiigg; a baktériumok fotokémiai
rendszerei a novényekéinél kompaktabbak, zartabbak. Egyes megkdzelitésekben a
baktériumok fénybegyiijté rendszereire ugy tekintenek, mint egy to-tipust rendszerre, amiben
az exciton minden fotoszintetikus egységet meglatogathat. Valdjaban az exciton vandorlasi
tertilete kissé jobban korlatozott, azaz nem terjed ki valamennyi fotoszintetikus egységre
(Grondelle és Duysens, 1980; Kingma és mts, 1983).

Az utdbbi idékben szamos publikacidé megkérddjelezte a mért fluoreszcencia indukcid gérbék

egyszerli értelmezésének elméleti hatterét (Lavergne és Trissl, 1995) vagy egyenesen
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elutasitottak a szigmoid emelkedés altalanos magyardzatat (Vredenberg, 2008). Noha szerin-
tiink nem kell eldobnunk a klorofill fluorométereinket, és elvetni az egyszeriien alkalmazhato
modszereket a (bakterio)klorofill fluoreszcencia indukcié magyarazatara (Holtzwarth, 1993),
ezek a publikaciok figyelmeztetnek benniinket a fluoreszcencia indukcid gorbék formalis és
elméleti hattér nélkiili elemzéseinek veszélyeire.

Ebben a munkédban a fluoreszcencia indukcios gorbe szigmoidalis emelkedésének eredetét
vizsgaljuk fotoszintetizalo baktériumoksejtekben jol meghatarozott kisérleti koriilmények
kozott téglalap alaku gerjesztéssel (Mardti €és Lavorel, 1979; Maroti, 2008). Megmutatjuk,
hogy a valtoz6 fluoreszcencia és a komplementer teriilet dupla reciprokos abrazolasa lehet6-
séget ad p értékének kozvetlen meghatarozasara. A fotoszintetikus egységek csatolasara a
korabban kapott értékeknél (Kingma és mtsi., 1983; Lavergne és Trissl, 1995) alacsonyabb
érteket kaptunk, amely, ellentétben z6ld ndvények kloroplasztiszaindl tapasztaltakkal

(Vredenberg, 2008), a gerjesztd fény intenzitasatol fliggetlen maradt.

1.4 Nehézfémek és fotoszintetikus baktériumok

A nehézfém-ionoknak az €l6lényekre gyakorolt hatisat élénk érdeklddés 6vezi, mivel ezek az
anyagok széles korben elterjedtek az emberi tevékenység és a természetes folyamatok kovet-
keztében. Kiilondsen érdekesek az olyan rendkiviil mérgezé fémek, mint a krom, arzén,
higany vagy kadmium, amelyek vizes oldatai erdsen befolyasoljak az anyagcserét és stlyos
betegségeket okozhatnak emberekben (Barregard és mitsi., 2010.). A fotoszintetikus élélények
is nagy figyelmet kapnak (Borsetti €s mtsi. 2009.), a fémekkel és egyéb mérgez6 anyagokkal
(Malik, 2004.)

Prokariotakon gyakran vizsgaltak a nehézfémek mikroorganizmusokra gyakorolt hatasat (A.
Malik,2004., S. Silver, 1996.), fotoszintetikus baktériumok esetében pedig a fotoszintetikus
apparatusra kifejtett hatas vizsgalando. Azt talaltak, hogy attol fiiggéen, hogy milyen
fémionnak van kitéve a baktérium, a bakterioklorofill és hem bioszintézis titvonalak lehetnek
érintettek (A. Agostiano és mtsi., 2009., A. Buccolieri és mtsi. 2006.). Ennél fogva nagyon
értékes egy megfizethetd, megbizhatd, érzékeny és gyors modszer nehézfém-ion szennyezés
fotoszintetikus baktériumok fotoszintetikus apparatusara gyakorolt hatdsdnak azonnali
kimutatasara. Célul tiiztiik ki, hogy széles id6tartomanyban tanulmanyozzuk a karosodas
kinetik4jat, kezdve a leggyorsabb, masodperces 1éptékkel. A karos hatds megnyilvanul a BChl

fluoreszcencia indukcioban (konstans é€s valtozo rész ¢€s ezek aranya, valamint a fél-
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emelkedési id6), igy ezt a modszert hasznaljuk a nehézfém-ion szennyezettség korai Kimu-
tatasara.

A higany gyakori el6fordulasa a kornyezetben mara globalis probléméava nétt. A higany
kibocsatas kétharmada kiilonb6zo biogeokémiai folyamatokbol szarmazik, egyharmada pedig
emberi tevékenységekbdl (Patra és Sharma, 2000). Mivel a higany nem tlinik el bioldgiai
uton, elterjedése az Okoszisztémaban €s az anyagcsere utvonalakat karosité hatasa miatt
sulyos biokémiai ¢és fizioldgiai karosodasokat okozhat (Panda és Panda 2009; Barregard és
mtsi. 2010). Egészséget veszélyeztetd volta miatt a higany hatasait kiterjedten vizsgaltak mar
allatokban és emberekben egyarant (Clifton 2007). A fotoszintetizalo élélényekre kevesebb
figyelmet forditottak, bar potencialis felhasznalhatosaguk bioremediacios célokra kétségtelen
(Malik 2004; Patra ¢s mtsi. 2004; Cain és mtsi. 2008; Borsetti és mtsi. 2009; Deng és Jia
2011).

A higany novények ¢€s algak fotoszintézisére gyakorolt mérgezd hatasanak felderitésére és
megértésére szamos tanulmany sziiletett (Kamp-Nielsen 1971; Gotsis-Skretas 1991; Boucher
¢s Carpentier 1999; Mishra és Dubey 2005; Antal et al. 2009). A higany ndvelte a
fotoszintetikus pigmentek szamat (klorofillok és karotenoidok) a rovid ideig tarto kitettség
alatt, de hosszabb tavon csokkentette (Murthy és mtsi. 1995). A Hg** ionok érintették a foto-
szintézis fény €s sotét reakcioit is, valamint erésen gatoltak a fotoszintetikus elektrontransz-
port lancot, a PSII volt a legérzékenyebb célpont. Az akceptor oldalon a gatlas a Qa és Qg
kozti elektron atadasnal jelentkezhet és/vagy a zart (Qa) RC-ok szamanak novelésében
(Kukarskikh és mtsi. 2003). A donor oldali gatlas a klorid ionok (az oxigén termelé komplex,
OEC kofaktora) kotédésének akadalyozéasaban és a 33 kDa-os fehérje eltavolitdsaban az
OEC-rdl nyilvanult meg (Bernier és Carpentier1995). EPR spektroszkopidval kimutattak,
hogy a HgCl, kiszabaditja a Mn?* ionokat az OEC mangéan csoportjabol és csokkenti a Z*/D*
intermedierek (PSII Dy és D, alegységein 1év6 Tyrz és Tyrp) Hiassa €S Hnagyon gyors jeleit (Sersen
és mtsi.1998). Kimutattak, hogy a higany kozvetleniil reagal plasztocianinnal, helyettesiti a
rezet (Kimimura és Kotoh1972) és PSI RC-al, amit oxidal a s6tétben (Sersen és mtsi.1998).

A higany erds reakcioképessége magyarazhatd azzal, hogy szervesanyag-fém komplexeket
képez a fotoszintetikus fehérjék aminosavjaival, a C=0, C-N, C-S és C-SH csoportokhoz valo
nagy affinitdsa miatt. Sokan ezt gondoljak a Hg2+ fotoszintetikus apparatust gatld lehetséges
mechanizmusanak (Bernier és Carpentier1995).

Szép szammal késziiltek tanulmanyok, de kevesebb részlettel és magyarazattal, a higanyion
fotoszintetikus baktériumokra gyakorolt hatasarol. Rba. sphaeroides (Giotta és mtsi. 2006;

Asztalos és mtsi. 2010) vagy Rhodopseudomonas capsulata (Jeffries és Butler 1975)
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tenyészetben hosszl ideig tartd higanykezelés hatasara a lag fazis kitolodasa és a ndvekedési
item lassulasa volt tapasztalhatd. 2-4 uM (Rba. sphaeroides vad tipus) és 20-30 uM
(karotenoidmentes R-26.1 torzs) ECsg (,,félhalalos™) dézisokat allapitottak meg. Nagy kobalt
koncentracidé (5 mM) mellett nevelt Rba. sphaeroides R-26.1 sejtek intracellularis
membranjainak proteomikai analizise kimutatta a fotoszintetikus apparatus fehérjéi mennyi-
ségének relativ valtozasat, a fénybegyiijté komplexek csokkenését, és a csupasz RC-ok
mek tultermelddését (Italiano €s mtsi. 2011). Ezeket a jelenségeket lehetséges bakterialis
adaptacionak tartjdk a kevésbé hatékony fotoszintézis miatt kiesd energia potlasara. Mivel
kevés ismeret all rendelkezésre a higany bakterialis fotoszintetikus apparatusra gyakorolt
hatasarodl, ez a munka célul tlizi ki a higanyion kozvetlen hatdsainak vizsgélatat a bakterilis
fotoszintézis kezdeti folyamataira és a ciklikus elektrontranszportban, valamint a fény-
begylijtd rendszerben okozott karok felderitésére. A kisérletekhez nem-invaziv (optikai)
modszereket hasznalunk intakt sejteken, igy kozvetlen kovetkeztetéseket vonhatunk le €16
rendszerekre.

Az alapkutatdson tul, ez a tanulmény hozzajarulhat kdrnyezetiink megdvasara iranyuld alkal-
mazéasokhoz. Bizonyitott, hogy a fotoszintetikus baktériumok igéretes jeldltek bioreme-
diaciora (Deng és Jia 2011), és szivacsként szivjak magukba a nehézfémeket (Italiano és mtsi.
2009) beleértve az emberi tevékenység miatt féleg vizekben felhalmoz6do higanyt. A Hg*
fotoszintetikus apparatusra gyakorolt hatdsanak felderitésével a magunk szerény eszkozeivel

hozzéjarulhatunk a higanyszennyezés elleni hatékonyabb kiizdelemhez.
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2 Célkituzések

Epitsiink olyan bakteriofluorométert, amellyel megmérhetjiik, és tanulmanyozhatjuk a
fotoszintetikus baktériumok fluoreszcencia indukcidjat a legkiilonbozébb baktérium-
torzseken, jol definialt koriilmények kozott, széles idétartomanyban és kiilonbozo
modszerek alkalmazéasaval: folyamatos, téglalap alaku gerjesztés alatt, vagy flash soro-
zattal! Az idoétartomany szubmikroszekundumostdl egészen a szekundumos tartomanyo-
kig terjed. A flash sorozattal valdé mérésnek az az elénye a folyamatos gerjesztéshez
képest, hogy az egyedi rovid flash-ek altal kivaltott fluoreszcencia valtozas érzéketlen a
hattér esetleges fluktuacidjara.

Talaljunk magyarazatot az el6zé pontban leirt moédokon meghatarozott fluoreszcencia
indukcid kinetikai fazisainak eredetére!

kiilonb6z6 baktériumoknal, és talaljunk magyarazatot a széles idétartomanyu (nem mono-,
hanem elnyujtott exponencialis fliiggvénnyel jellemezhetd) lecsengésre! Deritsiik ki, hogy
milyen elektrontranszfer reakciok hatdrozhatjdk meg a fluoreszcencia megfigyelt relaxa-
cidjat, és az egyes baktérium torzsekben melyek a sebesség-meghatarozo 1épések!

Nézziik meg, hogy a fluoreszcencia-jellemzok felhasznalhatok-e a mikroorganizmusokban
(baktériumokban) bekovetkezd fizioldgiai valtozasok kimutatdsadra! Tanulmanyozzuk a
nehézfémionoknak a fotoszintetikus apparatusra gyakorolt roncsold hatéasat, és talaljuk
meg a fotoszintetikus apparatus azon helyét (helyeit), amely(ek) a legérzékenyebb(ek)
(legsebezhetdbb(ek)) a Hg2+ ionnal szemben! Keressiik annak lehetdségét, hogy a fluoresz-
cencia jellemzék mérésével hogyan lehetne a fémionszennyezOdést a roncsolas minél
korabbi stadiuméban kimutatni! Kutassuk fel egy alkalmas biomonitoring és késébb ebbdl
kifejleszthetd remediacios rendszer kialakitasanak lehetdségét, amellyel hatékony eszkoz

keriilhet a kdrnyezetvédelem szolgalataba!
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Sejt tenyészetek és vegyi anyagok

A bibor nem-kén fotoszintetikus baktériumokat Sistrom-féle tapoldatban (Sistrom, 1960)
neveljiik, mely K-szukcinatot tartalmaz elektron forrasként. A fotoszintetikus ndovekedésre
képes torzsek (Rba. sphaeroides, Rsp. rubrum, Rvx. gelatinosus) tenyészeteit teljesen feltol-
tott livegedényekben tartjuk (csiszoltdugds kémcsé vagy nagyobb, csavaros tetejii Duran
iiveg) anaerob kornyezetben, 40 W-os wolframszalas izzok fénye mellett. A megvilagitas
eréssége koriilbeliil 13 W/m? az iivegek felszinén. A Rvx. gelatinosus torzset Prof. Dr. A.
Vermeglio-tol kaptuk (CEA Laboratoire de Bioenergétique Cellulaire, Saint-Paul-lez-
Durance, France). A fotoszintetikus novekedésre képtelen, citokrom ¢c, mentes Rba.
sphaeroides CYCA 1 torzset (Dr. Donohue ajandéka, University of Wisconsin, Madison,
Wisconsin USA) razoasztalon (1 Hz), sotétben, Erlenmeyer lombikokban neveljiik ugyan-
abban a tapoldatban kanamycin és spectinomycin antibiotikumokkal kiegészitve, Szemi-
anaerob kornyezetben.

A sejteket a novekedésiik stacioner fazisaban hasznaljuk fel, és a mérések el6tt nitrogénnel 15
percig buborékoltatjuk. A mintak optikai striiségét (denzitasat) alacsonyan tartjuk
(OD (808 nm) < 0.1), hogy elkeriiljiik a masodlagos hatasokat (fényszorast, a BChl fluoresz-
cencia re-abszorpciojat, a masodlagos fluoreszcenciat, stb.).

Redukalt TMPD -t (N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine, E~270 mV) vagy ferrocént
(Em~420 mV) hasznaltunk elektrondonorként, amikor a természetes donor (Cit ;) hidnyzott
(CYCA 1), vagy kis mennyiségben allt rendelkezésre. Ezek az anyagok hatékony donorok, és
meggatoljadk P"Qa vagy P'Qa  allapotok felhalmozodasat inenziv vagy hosszll gerjesztés
alatt. Az ubikinon pool-t és a RC akceptor oldalat a sotétadaptalt, nitrogénnel buborékoltatott
sejtekhez 20 mM-ig novekvé mennyiségben hozzaadott Na-ditionittal redukaltuk. A kisér-
leteket, ahol nincs kiilon feltiintetve, szobahémérséklete (293 K-en) végeztiik.

A felhasznalt pH pufferek: MOPS (3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid), CHES (2-[N-
Cyclohexylamino]ethanesulfonic acid), CAPS (3-[Cyclohexylamino]-1-propanesulfonic
acid), MES (2-[N-Morpholino]ethanesulfonic acid), Tris (2-amino-2-hidroximetil-1,3-
propandiol).

Redoxmediatorok: DQ (duroquinone), PES (phenazine ethosulphate), PMS (phenazine

methosulphate), piocianin, etil-piocianin.
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3.2 Biokémiai szeparalasi eljarasok

Kromatofora preparalasa

A baktériumsejteket EDTA tartalmu pufferban szuszpendaljuk fel, majd ultrahangos
szonikalassal feltorjiik. A feltort sejteket 4000 rpm-el 20 percig, centrifugaljuk. A feliiluszot
60 percig ultracentrifugaljuk (Sorval Ultra Pro 80) 4°C-on. A kromatoforat magaban foglald
tiledéket minimalis mennyiségii pufferben (TRIS, NaCl, EDTA, pH 8) o&vatosan
felszuszpendaljuk, de kihagyjuk a sziirke, kemény kozponti magot, amely sejtfal- és
szervetlen anyag maradvanyokat tartalmazza. Ilyen allapotban a kromatofora a késébbi

felhasznalas céljaira befagyaszthato, késobb a reakcidcentrum izolalashoz fehasznalhato.

Reakciocenrtrum fehérje izoldldsa

A reakciocentrumot a kromatofora membranfrakciobol LDAO ionikus detergenssel oldjuk ki,
amit szobahdmérsékleten, allandé keverés mellett adunk az oldathoz. 30 perces inkubacid
utan 120 perces ultracentrifugalas kovetkezik. Az tiledékben 1évé reakcidcentrum fehérje
tisztitdsat tobb lépcsds ammonium-szulfatos kicsapassal végezziik, majd ezutan tovabbi
tisztitds kovetkezik anion-cseréld kromatografiaval. Végiil a magas s6- és detergens

koncentraciot dializissel (TRIS, LDAO, EDTA, pH 8,0) csokkentjiik.
3.3 Abszorpcio mérés

Allandésult (steady-state) abszorpcio

A baktériumtenyészetek abszorpcios spektrumat Unicam UV4 vagy Helios y spektro-
fotométerrel mértiik. A Unicam késziilék eldnye, hogy nagy optikai denzitdsu és szord
mintékat is lehet vele mérni, igy egész sejtekhez idealis, a spektrum kék vége is jol lathato, de
detektora csak 900 nm-ig hasznalhatd. A sejtek spektrumanak vords végét a Helios
késziilekkel tudjuk pontosan mérni. A két berendezéssel felvett spektrumok kombinacidja

lathato a 3.1. dbra
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3.1. abra Rvx. gelatinosus sejtek abszorpcids spektruma.
Fény-indukalt abszorpciovaltozas
A sejteket 15 percig anaerob kornyezetben sotétadaptaltuk a mérések elott. A Xe flash (3 ps
széles impulzusok) vagy lézerdidoda (Roithner LaserTechnik LD808-2-TO3, 808 nm, 2 W,

valtoztathat6 flash hossz, téglalap alak) altal kivaltott abszorpcidvaltozas kinetik4jat hazilag

épitett spektrofotométerrel (Maroti and Wraight 1988) detektaltuk (3.2. abra).

erdsitd oszcilloszkop
I impulzus
offset LD generétor lampa
monokromator IM H I monokromator |O ®
sziiro lencse

3.2. abra A fényindukalt abszorpciovaltozas mérésére hasznalt elrendezés. LD: 1ézeridoda, PMT:

fotoelektron sokszoroz6, M: mintatarto.

A méréfényt 60 W (elektromos) teljesitményii volframszalas aut6izzo adja, és Jobin Yvon
monokromatorokkal valasztjuk ki a megfeleld hullamhosszat. Egy-egy monokromator van a
minta el6tt és utan. A detektor egy Hamamtsu R928 tipust fotoelektron sokszorozé. Intakt
sejtek esetében az oxidat dimert (P*) 798 nm-en mértiikk (Bina et al. 2009; Rivoyre et al.
2010). Repetitiv mérésekkor atfolyds kiivettat hasznaltunk az elektrontranszportban gétolt

sejtekhez, amikor hosszu élettartamu zart RC-ok keletkeznek.
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A zart RC kinyitasat kettds flash kisérletekkel kovettiik: a telitési elsd flash (Xe) bezarja a
RC-ot, és az id6ben egyre tdvolabb vitt masodik telitési flash altal keltett abszorpcio-

valtozasnak az els6hoz viszonyitott amplitiddja mutatja a RC ujra-nyitasanak kinetikajat.
3.4 Fluoreszcencia mérés

Fluoreszcencia spektrum

A fluoreszcencia spektrumok felvételéhez Perkin Elmer MPF 4 spektrofluorimétert
hasznaltunk, a sajat detektora helyett vords érzékeny PIN fotodiddaval (10DI UDT Sensors
Inc.) végeztik a megfigyelést. A 3.3. dbra két biborbaktérium fluoreszcencia spektrumat

mutatja abszorpcios spektrumaikkal 6sszevetve a Stokes-eltolodasokat jol lathatova téve.

abszorpcio és fluoreszcencia

~-a

750 800 850 900 95 1000
A (nm)

3.3. abra Biborbaktériumok abszorpcids (szaggatott vonal) €s fluoreszcencia spektruma (folytonos

vonal).
Késleltetett fluoreszcencia

A baktériumsejteket frekvenciakettézott és Q-kapcsolt Nd:YAG 1ézerrel gerjesztjiik (Quantel
YG 781-10, 532 nm hulldmhossz, 20 mJ energia és 5 ns szélesség), a késleltetett fluoresz-
cenciat fotoelektronsokszorozéval detektaljuk (Hamamatsu R3310-03). A PMT a jobb jel/zaj
viszony érdekében hiitott, valamint az intenziv prompt fluoreszcenciatdl elektronikusan vezé-
relt mechanikai fényzarral (Uniblitz VS25) vagy elektronikus kapuzassal védjik. Az utdbbi
esetben a fesziiltség 0sztd lancban harom dinoda fesziiltsége a szomszédjai folé van emelve,
igy a PMT erdsitése 6 nagysagrenddel csokken egy rovid idore (400 ns), mig tart a 1ézer-

gerjesztés, ill. a BChl intenziv prompt fluoreszcenciaja le nem cseng. A késleltetett fluoresz-
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cenciat fotonszamlal6 kartyaval mérjiik az MCDWIN program (MCA-3/P7882 Fast ComTec)
segitségével.

A 3.4. abra mutatja a DL mérésekhez hasznalt elrendezéseket.

DIGITALIS ADAT-

IMPULZUS FELDOLGOZAS {OSZCILLOSZKC}P —
GENERATOR |

Hitétt (PMT)
Fotoslakiron-sokszorozo 2

NdrYAMWM_V

ADAT-
FELDOLGOZAS

ADC

TAC m Feénycsapda
STOP Fiv) SH

START

DIGITALIS I ]

IMPULZUS 4|CFD| ‘CFDH BB )— F

GEMERATOR — ==
ELEKTRONIKUS " K

KAPUZAS

Htatt (PMT) L Fiz)
Fotoelektronsokszorozo

Nd:YAS LEZER

3.4. abra A milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia méréséhez hasznalt optikai méréberendezés
blokksémaja. Jelolések: L — bikonvex optikai lencse, SH — mechanikus fényzar, K — kvarc kiivetta,

F(v) — voros feliilatereszt6 szlird, F(z) — z61d savatereszté sziir6 (az abra Sipka Gabortol szarmazik).

Fluoreszcencia indukcio

A fluoreszcencia indukciot téglalap alaku 1ézer flash alatt mértiik. A megvilagitashoz 808 nm
hullamhosszl 1ézer diddat hasznaltunk (Roithner Laser Technik LD808-2-TO3, 2 W), ez a
hullamhossz éppen eltaldlja az LH2 antenna 800 nm-es abszorpcids savjat, igy optimalis
gerjesztést biztosit. A megfigyelést a gerjesztés iranyara merdlegesen elhelyezett lavina foto-
diédaval (APD; model 394-70-72-581; Advanced Photonix, Inc., USA) végeztiik. A detektort
850 nm felett ateresztd sziirdvel (Schott RG-850) védtiik a szort 1ézerfénytdl. Az elrendezést a
3.5. abra mutatja.
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3.5. abra A fluoreszcencia indukcié mérésére hasznalt elrendezés. LD: 1ézer diéda, APD: lavina

fotodioda

Fluoreszcencia indukcidé mérésére ezen az elrendezésen kiviil a fluoriméteriinkkel is lehetdség

van, ezt a kovetkez0 pontban részletezziik.
Fluoreszcencia relaxacio

A fluoreszcencia relaxacid mérésére egy sajat, hazilag épitett késziiléket hasznalunk (Kocsis
¢és mtsi., 2010), ami a ,,pump and probe” moddszer szerint miikodik. Két flash sorozatot mér a
késziilék: az elsd csak tapogatd fényfelvillandsokbol (flash) all, ezzel hatarozzuk meg az Fo
szintet, a masodik sorozat gerjeszté flash-el kezdddik, és ezt kovetik a tapogatd flash-ek. A
gerjesztd flash alatt a reakcidcentrumok bizonyos hanyada bezardodik, igy a tapogatd flash
sorozat alatt magas fluoreszcencia szintet mériink. A fluoreszcencia a reakcidcentrumok
kinyitasa kovetkeztében lecseng a gerjesztés nélkiil mért szintre.

A flash-eket ugyanolyan 1ézerdiodak biztositjak, mint amikrt a fluoreszcencia indukciod
méréséhez hasznalunk (Roithner Laser Technik LD808-2-TO3, 2 W). A késziilék szamitogép-
rol vezérelhetd, és az aramellatasa is az USB kabelen keresztiil torténik.

A fluoriméter mitkodését és felhasznalasat bévebben részletezem a 4.1. fejezetben.
3.5. Elektrokémiai mérés

A P és a citokrom C; pool titralasat a kinetikai (abszorpcid) spektrofotométeriinkben végeztiik
a hazilag készitett redox kiivettankban (Maroti and Wraight 1988). A platina munkaelektroda
¢s az Ag/AgCl (3 M KCl) referencia elektroda pontosan illik az 1x1 cm-es kiivettdba, aminek
tartalmat kevertetjilk. Egy tipikus minta a kovetkez6 medidtorokat tartalmazta: 4 pM
phenazine ethosulphate, 4 uM phenazine methosulphate, 40 uM TMPD, 40 uM 2,6-dichloro-
phenolindophenol, 20 pM 1,2-naphtoquinone, 20 uM 1,4-naphtoquinone, 20 uM 2,5-di-

hydroxy-p-benzoquinone és 20 uM anthraquinone sulphonate. Az adott potencialon oxidalt P
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¢s Cit C; relativ mennyiségét a 798 nm-en és 551 nm-en (versus 570 nm) mért flash indukalt
abszorpcidvaltozas amplituddjabol hataroztuk meg. Redukald iranyu titralasnal frissen készi-
tett Na-ditionit oldatot adtunk a mintahoz, oxidativ titralasnal pedig K-ferricianid oldatot.
Minden mérés elott legalabb 5 percig vartunk, mig a minta alkalmazkodott az aktudlis redox-

potencialhoz.

22



4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. A bakterioklorofill fluoriméter és felhasznalasa

Kocsis P, Asztalos E, Gingl Z, Maréti P (2010) Kinetic bacteriochlorophyll fluorometer.
Photosynth. Res, 105: 73-82.

Bakterioklorofill fluoriméter mitkodésének ismertetése

Az altalunk épitett bakterioklorofill fluoriméter egy hordozhat6 késziilék, mely fotoszintetikus
baktériumsejtek tulajdonsdgainak meghatdrozésara alkalmas flash indukalt véaltozasok
mérésével. A késziilekkel kovethetjiik a reakciocentrum dimernek a gerjesztd flash utdni
abszorpcidvaltozasat, a bakterioklorofill fluoreszcencia lecsengését (relaxaciot) és flash alatti
emelkedését (indukciot). A késziilék elénye, hogy ez a harom modszer egyetlen elrendezésbe

integralt. A gerjeszto (808 nm) és a tapogatd (785 nm az abszorpciovaltozashoz és 808 nm a

fluoreszcenciahoz) flash-eket is 1ézer diodak szolgaltatjak.

4.1. dbra Bakterioklorofill fluoriméter. Kozépen lathato a kiivettatart6é a 3*3 mm-es kiivettaval, két
oldalan a gerjeszt6 és a tapogato 1ézer diddaval (baloldal). A gerjesztésre merdleges irdnybol torténik a
megfigyelés lavina fotodidodéaval, amit RG850 feliil ateresztd szlirdvel védiink a 1ézer diddak szort
fényétdl (a szlird és a lavina didda az egyszerlibb attekinthet6ség miatt nem szerepel a képen).
Abszorpcidvaltozas mérés modban (jobboldal) a monitoring 1ézer diddat a detektorral szembe
helyezziik, ilyenkor PIN fotodiodat hasznalunk a megfigyeléshez, amit a fluoreszcenciatol a

lézerdioda hullamhosszan (785 nm) atengedo interferencias sziirdvel védiink.
A kompakt elrendezésnek koszonhetd a kis mintatérfogat (200 pl), a gyors iddbeli feloldas (5
us), az érzékenység (16 bit), stabilitds és a biologiai mintabol szarmazo jel
reprodukalhatosdga. A késziilék szdmos teriileten haszndlhatd, mint példaul: kiillonb6zo

baktériumtorzsek és mutansok fotoszintetikus apparatusanak felépitése és redox allapotanak
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vizsgalata, nehézfém ionoknak a baktériumok fotoszintetikus kapacitasara gyakorolt rombold
hatasanak kimutatasa, a baktériumok lehetséges felhasznalasa nehézfém szennyezések kimu-
tatasara vizes kornyezetben ¢€s a veszélyes anyagok eltavolitasara (bioremediacio). A késziilék
kompakt felépitése €s széleskorii felhasznalhatosaganak koszonhetden alkalmas szabadtéri
mérésekhez vagy nagyobb mérdrendszerekbe valo beépitésre.

A késziilék optikai tervezésekor azt tartottuk szem el6tt, hogy a baktériumsejtek, membran-
frakciok (kromatoforak) és reakciocentrum fehérjék fény-indukalt spektroszkopiai (abszorp-
cio és fluoreszcencia) tulajdonsagait magas jel/zaj viszonnyal mérhessiik (4.2. abra). A Rba.
sphaeroides elektrontranszportjat kiilondsen hatékonyan lehet gerjeszteni, mert az alkalmazott
l1ézerdiodak hullamhosszai (808 nm és 785 nm, 4.2. 4bra, A) a periférias antenna (LH2)
széles, 800 nm-es abszorpcids savjaba esnek. Emiatt viszonylag intenziv fluoreszcencia jele-
ket mérhetiink mind indukcioban, mind relaxacioban még €16 sejteken is. Intakt sejtekben a
fényindukalt abszorpcidvaltozas erdésen aszimmetrikus savja 800 nm koril figyelhetd meg
(4.2. abra, C), eredete a RC- ban 1évé BChl monomer elnyelésének elektrokrom eltolodasara
vezethetd vissza, amit a dimer fényindukalt oxidacidja okoz (4.2. dbra, D). A jelenség szépen
bemutathatd izolalt reakciocentrumon a dimer (P) kémiai oxidaciojaval (4.2. abra, B). Itt
biokémiai eljarasok sorozataval a RC fehérjét kinyertiik (izolaltuk) a sejtbdl (természetes
kozegébol), és detergens oldatban van. P oxidacidja a BChl abszorpcids savjanak enyhe
(~ 2 nm), szimmetrikus elektrokrom kék eltolodasat eredményezi. A RC fluoreszcencia

spektruma (4.2. abra, B, jobboldalt) hasonl6 az intakt sejtekben 1év6 antenna BChl- okéhoz.
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A késziilék a szokasos ,,pump- and- probe” moddszert hasznalja a kibocsatott fluoreszcencia
vagy a sejtek transzmisszio valtozasanak meghatarozasahoz (4.3. abra). A mintat kiilonb6z6
hosszasagu, erds gerjeszté fényfelvillanassal (flash-sel) vilagitjuk meg, ezzel fotofizikai és
fotokémiai reakciokat inditunk el, majd ezek lecsengését gyenge tapogatd flash sorozattal
kovetjiik nyomon. A flash-eket nagyenergiaju lézer diodak adjak (Roithner Laser Technik
LD808 vagy LD785, 808 nm ¢és 785 nm hullamhosszal, 2 W teljesitmény). A gerjesztd flash
intenzitdsanak és hosszanak (10 us — 1 ms) véltoztatasaval a baktérium fotoszintetikus appara-
tusat kiilonbozo allapotokba hozhatjuk, amiket a tapogatod flash-ek alatti fluoreszcencia (F)
vagy abszorpcidvaltozas (AA) megfigyelésével tudunk kimutatni. A gerjesztd flash téglalap

alakjat kihasznalva, a fluoreszcencia indukcido kozvetleniil mérhetd a gerjesztés alatt, a
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relaxéacio pedig utdna a sotétben. A késziilék fluoreszcencia indukcid és relaxacid, valamint

abszorpcidvaltozas mérésre alkalmas.

0.6 [

0.5 tapogat6 flash-ek (x7)

gerjeszto flash-el

0.2

gerjeszto flash

fesziiltség (V)

gerjeszto flash
nélkiil

0.1

Al

0 . 50 100 150
id6 (ps)

0.0

4.3. dbra A detektor kozvetlen kimenete (fesziiltség) fluoreszcencia (indukcio és relaxacio) vagy
atmen6 fény (abszorpciovaltozas) méréskor intakt baktériumsejteken. Fluoreszcencia modban a nagy
intenzitasu gerjesztd flash (itt 40 ps hosszu) a fluoreszcencia hatasfok ndvekedést okozza (indukcio),

ennek lecsengését tapogatjuk le a sotétben gyenge (nem gerjesztd), 2 us széles tapogaté flash-ek

sorozataval (relaxacio). A jobb szemléltetés érdekében a tapogatod flash- ek altal keltett fluoreszcenciat

7-el felszoroztam. Abszorpciéo modban a detektor kimenetén a minta transzmisszidjat latjuk.

Mivel a ,,s6tét” fluoreszcencia emelkedése sokkal gyorsabb, mint a valtozo fluoreszcencia
fotokémiai emelkedése, igy a sotét fluoreszcencia szintje (Fo) egyértelmi toréspontkeént lat-
szik a kinetikdban. A relativ fluoreszcencia hatasfokot ehhez a szinthez viszonyitva szamitjuk
(F/Fp). A tapogatd flash- ek kis intenzitasuak (10- 100 mW) és rovidek (2- 5 us), annak
érdekében, hogy gerjeszt6 hatasuk elhanyagolhato legyen (ezt ellendrizziik az F vagy AA jel
gerjesztd flash-el vagy anélkiil mért valtozadsanak Osszehasonlitasaval). A szomszédos flash-
ek kozotti legkisebb idétartam 4 ps lehet. A tapogato flash sorozatban a flash- ek szama és az
egymast kovetd flash- ek kozti sziinet hossza valtoztathatd mértani sor szerint: a legkisebb
sziinet (a gerjesztd flash és az elsd tapogatd flash kozott), a legnagyobb sziinet (az utolsé két
flash kozott) és a flash-ek szama hatarozza meg a mértani sort. A jel/ zaj viszony ndvelése
érdekében a tapogato flash- ek alatti jelet integralja a késziilék.

A késziilék optikai és mechanikai felépitése egyszerli és kompakt (4.1. abra). A lézer didda

emisszids profilja homogén megvildgitast biztosit a 3x3x15 mm? térfogatii hasab alaku
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kiivettdban. Amennyiben a minta optikai denzitdsat a gerjesztd hullamhosszon alacsonyan
tartjuk (OD < 0.1), elkeriilheték a masodlagos hatasok (szoras, a BChl fluoreszcencia re-
abszorpcidja, masodlagos fluoreszcencia). A fluoreszcencia méréshez lavina fotodiddat
(Advanced Photonix, Inc., model 394-70-72-581), a AA méréshez pedig PIN fotodiodat (10DI
UDT Sensors Inc.) hasznalunk, mindkettd a kozeli infravords tartomanyban érzékeny. A
megfigyelés irdnya (detektor) merdleges a gerjesztd 1ézer nyaldbra ¢és parhuzamos
(transzmisszid valtozas) vagy merdleges (fluoreszcencia mérés) a tapogatd flash- ek iranyara.
A fotodiodat 850 nm felett ateresztd sziirdvel védjik a szort gerjeszté fényt6l (RG-850,
fluoreszcencia), vagy interferencias sztirovel (IF 783) a BChl fluoreszcenciatol és a szort
gerjesztéstl. Az interferencias szlir6t Ugy valasztottuk, hogy kdzéppontja jol egyezzen a
tapogatd 1ézerdidda hullamhosszaval (abszorpciovaltozas mérés). Az Uutobbi esetben
(abszorpcid mérési mod) a 1ézer didda kozvetleniil a detektorba vilagit, igy a fényintenzitas

csokkentése kiilondsen fontos, a detektor telitbédésének elkeriilése miatt.

Példak a bakterioklorofill fluoriméter felhasznalasara

Az intakt sejteken vald felhasznaldsra a 4.3. fejezetben lathatunk példékat, az ott bemutatott
eredményeket mind ezzel a fluoriméterrel mértiik.

A fluoriméter felhasznalhato6 izolalt RC fehérje vizsgalatara is. RC-on a sejtekével ellentétes
iranyu fluoreszcencia indukcid lathatod (4.4. abra). Téglalap alaka gerjesztés alatt a fluoresz-
cencia hatasfok nem noévekszik, hanem csokken (4.4. abra, A), majd sotétben visszatér a

kezdeti szintre (4.4. abra, B).
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4.4. abra Rba. sphaeroides-bdl izolalt RC-ok fluoreszcencia inukcidja (A) és relaxacidja (B). A
fluoreszcencia a kezdeti szintre normalt. A RC-okat a kovetkez6 kezeléseknek vetettiik ala:
kinonmentesités (no Qa, A), Qa helyettesitése 2-metil-antrakinonnal (Qa = AQ, %), Qg helyredllitdsa a
nativ UQqg-€l (Qg, m), az interkinon elektrontranszfer blokkolasa 120 uM terbutrinnal (Qa + terb, o) és
50 uM ferrocén hozzaadasa aktiv (Qg + fcn, @) vagy blokkolt (Qa + fcn, o) interkinon
elektrontranszfer mellett. A Qa és Qg aktiv RC-ok fluoreszcencia indukcidja megegyezik.
Koriilmények: 0.03 % LDAO, 10 mM Tris, 5 uM RC, pH 7.8.

A relaxacio amplitidoja és sebessége nagyon érzékeny a fehérje elektron akceptoraira és
donoraira. Minél gyorsabb a relaxacid, anndl kisebb az amplitudoja. Ez akkor mutatkozik
meg, amikor az interkinon elektrontranszfert blokkoljuk (terbutrin hozzdadéasaval), vagy
amikor a nativ kinont (UQig) a Qa helyen lecseréljiik az alacsony potencialti 2-metil-antra-

kinonra, vagy amikor kiils§ donor (ferrocén) visszaredukalja az oxidalt dimert (P").

4.2. Fluoreszcencia indukcio

Feény és termikus reakciok a fotoszintézis korai szakaszaban

Az altalunk alacsonynak nevezett fényintenzitdsu gerjesztéssel mar ahhoz a fiziologids
allapothoz kozelitiink, amelyben a sejtek természetes kozegiikben miikodhetnek. Ehhez a
fluoreszcencia indukciot flash sorozattal vettiik fel (250 db 3 us széles flash), a kitoltési tényezd

csokkentésével érheto el az ido-atlagban vett gerjeszté fényintenzitas csdokkenése.

28



FIF,

FIF,

FIF,

35

3.0

25

2.0

1.5

1.0

35

3.0

25

35

3.0

25

2.0

1.5

10

A ctrl

L . v,,' :4 !{/-—.u'
L R « ‘o*";.*::...
0.01 0.1 1 10 100

1d6 (ms)

C + myxothiazol

A / —

| S : .." f“/

L : : P : ‘,.:: ¢ ':*.'

0.01 0.1 1 10 100 1000
1d6 (ms)

E + myxothiazol + antimycin

7

L g . < &
£

0.01 0.1 1 10 100 1000
1d6 (ms)

FIF,

FIF,

F max

+ terb. B
5
30F
25¢
I" o:
7
LOb ., T

0.01 0.1 1 10 100 1000
~ 1d6 (ms)
+ antimycin D

35

R
L J
2.0 I
L v P ﬁ
. v kL

15 S TS F
5 e “ o
: ;

. . 2 o
v
10, “ o B oaxep et
- Il Il Il

1d6 (ms)
F
3.5
30F
25¢
20r m ctrl
@ -+ terb.
1.5+ + myxo.
. v + antim.
1ot u" +m. +a.
10! 102 103 10*

kI (1/5)

4.5. abra Rba. sphaeroides 2.4.1. sejtek fluoreszcencia indukcidja kiillonb6z6 fényintenzitasokon és

kezelésekkel. A: kezeletlen tenyészet, B: + 120 uM terbutrin, C: + 5 uM myxothiazol, D: + 10 uM

antimycin, E: + 5 uM myxotiazol és 10 uM antimycin. F: Az F,x értékek a fotokémiai sebesség

fliggvényében.

A fényintenzitas csokkenésével a fotokémiai sebességallando, k; csokkenése mellett Fray 1S

egyre kisebb. Frnax csokkenését az Osszes itt alkalmazott kezelés lassitja. A 4.5. abra F panelén

1évo pontokat az
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ke
X+ke

Y = Fpax — (Fnax — 1) * (——) Osszefiiggés alapjan illesztettem, amely egy olyan egyensulyi

minimum-modellbdl szarmaztathatd, amelyben a fotokémiai gerjesztés sebessége €s a ciklikus
elektrontranszfer sebessége (sebességallanddja ko) megegyezik. A fénygerjesztéssel ugyanis
emelkedik, az elektrontranszporttal pedig csokken a mért fluoreszcencia maximalis értéke

(Fmax)- Az illesztéssel nyert paramétereket a 4.1 tablazat tartalmazza.

Fmax te (MS)

kezeletlen 3.3 4.7
+ terbutrin 2.34 92
+ myxothiazol 3.35 22.6
+ antimycin 3.25 45

+ myxothiazol + antimycin 2.56 150
4.1. tablazat A 4.5. abra F panelén 1év6 pontokra illesztett gérbék paraméterei.

A ciklikus elektrontranszfer sebességallandojabol szarmaztathato te = 1/ke transzfer-félidé az
elektronoknak a két komplex (RC és cit bcy) kozotti atlagos athaladasi idejét jelenti, amely
fontos jellemzdje a baktérium fotoszintetizald képességének: csokkenése biztos jele annak,
hogy a baktérium nem képes (vagy nem akarja) a teljes, rendelkezésre allo kapacitasat kihasz-
nalni.

A fluoreszcencia indukcidban két fazist figyelhetiink meg. Az elsd a fotokémiai fazis, ezalatt

P*Qa” keletkezik.
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4.6. abra A fluoreszcencia indukci6 fényintenzitas fiiggése Rba. sphaeroides 2.4.1. sejteken (A)
téglalap laku gerjesztés alatt. Az indukciok gyors €s lasst fazisainak sebességallandoi a gerjesztd
fényintenzitas fliggvényében (B).

Megvizsgaltuk az indukci6é fényintenzitastol vald fiiggését és azt kaptuk, hogy mindkét

fazisnak van fényintenzitas fiiggése, de kiilonboz6 mértékben (4.6. abra). A gyorsabb, vagyis
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a fotokémiai fazis, az elvarasainknak megfelelden erésen fiigg a gerjesztés intenzitasatol, mig

a lassu (termikus) fazisnak csak kis fényintenzitas-fliggését tapasztaltuk. A lassu fazis

sebességallandoja altalaban kortilbeliil tizede a fotokémiai fazisanak.
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4.7. abra Homérsékletfiiggés Rba. sphaeroides sejtek fluoreszcencia indukcidjan (A). A gyors (K;) és

lasst (k,) fazis sebesség allandoinak homérsékletfiiggése (B).

A fluoreszcencia indukci6 fiigg a hdmérséklettol. A két fazis sebességallandoik eltéré homér-
sékletfiiggése miatt jobban elkiiloniil alacsony hémérsékleten, mig magas hdmérsékleten alig
(4.6. abra, A). A sebességallandokat abrazolva lathato, hogy a fotokémiai fazisé csekély mér-

tékben valtozik, mig a termikus fazisé nagy homérsékletfiiggést mutat.

2.4.1. CYCA
4 4
+ terb.
3 3t
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4.8. abra Terbutrin hatasa Rba. sphaeroides 2.4.1. (balra) és CYCA I (jobbra) sejtek fluoreszcencia
indukciojara.
Az interkinon elektrontranszfert (Qa Qs—QaQg") blokkol6 terbutrin Rba. sphaeroides 2.4.1.
sejtekben csokkenti a fluoreszcencia indukcidé masodik (lassu) fazisat. A cit c; mentes CYCA
I sejteken az indukcid lassu fazisa eleve kisebb, mint vad tipusban és ezen a terbutrin nem

valtoztat (4.8. abra).
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A sejtekhez Na-ditionit oldatot adva kiredukalhatjuk a kinonokat, ezzel lezarva a RC akceptor
oldalat (4.9. abra).

35¢
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1 10 100 1E3
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4.9. abra Na-ditionit titralasa Rba. sphaeroides 2.4.1. sejteken. A fluoreszcencia indukcidkat a

kezeletlen minta F értékére normaltuk.

Kis koncentracioban a ditionit még csak a masodik emelked6 fazis amplitidojat csokkenti, az
Fo szintet nem befolyasolja. A nagyobb koncentraciok viszont a masodik fazis és ezzel Fpax
csOkkentése mellett mar az F szintet is emelik, igy csokkentve (egyre inkabb dsszenyomva) a

valtozo fluoreszcenciat.

A fluoreszcencia indukcio (fotokémiai és termikus) fazisai

A fenti kisérletek egyértelmiien mutattdk, hogy a fluoreszcencia indukcid (trividlisnak vehetd)
fotokémiai emelkedésén tul tovabbi lassabb és sokkal kisebb amplitidoju emelkedéssel is
szamolnunk kell. Ezen fazis eredetének felderitése igazi kihivas, amelyet az alabbi minimum-
modellben gondolkozva igyekeztiink megoldani (4.10. 4bra). Megjegyezziik, hogy hasonld
problémakor a zold novények fotoszintézis kutatdit is erdsen foglalkoztatja, és jelenleg
lényegében még mindig csak a kisérleti adatok és az (egymassal sokszor ellentmondo)
elképzelések mennyiségi felhalmozasanak allapotaban vannak (Schansker és mtsi 2011,
Stirbet and Govindjee 2012, Stirbet 2013, Laisk és Oja 2013). A végsd, mindenkit
megnyugtatd leirds még varat magara (ott is). Az altalunk alkalmazott modell figyelembe
veszi, hogy nem csupan egyszeres, hanem (a kimenetet visszacsatolva akar) tobbszoros foton-

taldlat is lehetséges a hosszabb megvilagitas alatt a baktérium RC-ban. Feltételezziik ugyan-
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akkor, hogy a megvilagitds nem olyan hosszu (< 1 ms), hogy a ciklikus elektrontranszport

lényegesen befolyasolni tudja a RC koriil, a fénygerjesztés alatt kialakuld redox-viszonyokat.

P Q egyeduli fluoreszcencia kioltok A reakciok sebessegallandoit
A

a ravonatkozoé betik jelslik.
A RC nyitott k|
fény

P'Q; 2 P*Q,Q;

akceptor oldali
donor SOtét reakcio  gonor
D | oldaii oldali
sotét sotét D
reakcio reakcié . o
egyedli fluoreszcencia kioltok

—_ A — .
P QA akceptor oldali P QAQB ARG nyitot
sotét reakcio

12

A fluoreszcencia valtozo része 0 és 1 kézé normalva fény

F=1-[PQ,] - [PQ,Qg] P*Q,Qg

4.10. abra A RC redox allapotai fénygerjesztés utan

A megadott idétartomanyon beliil (< 1 ms) ugyanaz a RC maximum 2-Szer gerjeszthetd, mert
a masodlagos donor (redukalt citokrém cy) és kinon akceptor (Qg) kapacitésa ill. kinetikéja
véges, és két toltésszétvalasztasra korlatozott. Az elsd gerjesztés (11) kelléen gyors lehet (a
fényintenzitastol fiigg), a masodik fénygerjesztés (12) azonban mar vélhetéen lassabb, mert az
elso altal keltett toltések a donor ill. az akceptor oldalakon gatoljak az twjabb toltéspar
1étrejottét, azaz rajuk nézve a veszteségi toltésrekombinacid nagyobb valdszinliségli, mint az
elsd toltésparra. Ez abban nyilvanulhat meg, hogy a masodik fényreakcid sebességallanddja
kisebb, mint az els6é: 12 < I1.

1) A fluoreszcencia hatasfoka nem linearis, hanem (az egységek kozotti energetikai csatolas
miatt) hiperbolikus fiiggvénye a fluoreszcencia kioltok koncentracigjanak!

2) A kétféle (kotott ill. laza) citokrom c, miatt a donor oldalon P* redukcidjahoz vezetd
reakcio heterogén (gyors ill. lassu), és emiatt a fenti reakcidséma is heterogén (legalabb két
részre bonthatd a donor oldali reakcid sebességi allandoja szerint).

A megfigyelt fluoreszcencia intenzitdsdnak (helyesebben hatisfokanak) idébeli valtozasat
kiszamithatjuk az egymasba kapcsolt reakcidk alapjan annak feltételezésével, hogy a nyitott
RC teljesen elnyeli (fotokémiailag hasznositja) a gerjesztd fotont (azaz fluoreszcenciat nem
fog kivaltani), mig a zart RC-ot ért fotontaldlat fluoreszcencia forméjaban vész el. Ha 1-re
normaljuk a megfigyelt fluoreszcencia valtozd részét, akkor a két nyitott allapotd RC

fluoreszcencidja 0 lesz, mig a zart centrumok mindegyike maximalisan, azaz 1 relativ
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hatasfokkal fluoreszkal. Az egyes redox-allapotok koncentracidi hatarozzdk meg a megfigyelt
fluoreszcencia intenzitdsanak valtozasat (a sulyfaktorok O ill. 1 nyitott ill. zart centrumok
esetén).

A felirt reakciéséma alapjan az egyes allapotok koncentracidinak idébeli valtozésa egzakt
moédon (analitikus formdban) kiszamithato. A kezdofeltétel: [PQ] = 1 a t = 0 iddpillanatban

(ill. ekkor valamennyi mas forma eltlinik). A részletek ismertetése nélkiil:

F 11— A-D-11 (Dl 1

(A+D—11)(12-11) \D-11 @ A-11

(exp(~(A+ D) -t) —exp(-12-1))-

j-(exp(—ll.t) —exp(-12-1))-

11-(A+ D)
(A+D-11)-(12- A-D)

11-D 11-A
(P (-D-t)-ep(-12-1))- (@p(-A-H)—exp(-12-1))
(11-D)- (12— D) (11-A)- (12— A) 4.1

kezeletlen + terbutrin
1.0 ‘ . ot 10f ' ' -~k
0.8 1 0.8 .
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LL.> L LL4> L
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4.11. abra Rba. sphaeroides 2.4.1. sejtek fluoreszcencia indukcidja. A kezeletlen (bal oldal) és
terbutrinnal kezelt (jobb oldal) sejtek indukcioihoz a (4.1) egyenlet alapjan szamolt gérbéket
illesztettiik.

Az illesztett gorbe paramétereit a 4.2. Tablazat tartalmazza.

11 (sY 12 A@EDY D (s

kezeletlen 2.32-10* 2.27-10* 55510 4.47-10°
+ terbutrin 2.56-10* 2.68-10* 4.95-10* 3.71-10°

4.2. Tablazat A fluoreszcencia indukciokhoz a (4.1) egyenlet alapjan illesztett gérbék paraméterei.

A fluoreszcencia indukcio lassu fazisanak tulajdonsdgait az alabbiakban foglalhatjuk dssze:
- A lassu fazis tobbszoros toltésszétvalasztas eredménye, mert

1) a terbutryn szamottevéen csokkenti a lassu fazis amplitudojat (4.8. abra),
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2) a citokrommentes CYCA | még kisebb lassu fazist ad (ha egyaltalan ad, 4.8. abra),

3) redukéloszerrel (~10 mM Na-dithionit, amely a kinon poolt és Qg-t feltételezhetden
redukalja) a lasst fazis amplitaddja csokkenthetd (4.9. abra).

- A lassu fazisban a termikus ¢€s fény-reakciok keverednek.

- A fotokémiai és a termikus fazis félemelkedési idejeinek aranya nem nagyon érzékeny a
fényintenzitasra; kb. egy nagysagrend van kozottiik (a fényintenzitastol figgetleniil).

- A fotokémiai és a lassu fazis az emelkedési sebességek szerint alacsonyabb homérsékleten
(~ 5 °C) jobban elkiiloniil, mint magasabb hémérsékleten (~35 °C), mert a termikus része

hémérséklet-fliggd (a fotokémiai fazis természetesen nem) (4.7. abra).

Rovid élettartamu kioltok hatasa a fluoreszcencia indukciora

A gerjesztd fényintenzitast (joval a fiziologiai szint f6l€¢) ndvelve, azaz nagyon intenziv
fénygerjesztést alkalmazva a fluoreszcencia valtozd részének csokkenése figyelheté meg,
amit Fpax csokkenése okoz, mig Fo értéke (érthetben, hiszen ez a sotétben mért szintnek felel

meg) valtozatlan marad.

Rba. sphaeroides 2.4.1. Rba. sphaeroides R-26

10 %

2.5 ——rr

4.0 T

1 10 100 1E3 1 10 100 1E3

id6 (us) idé (us)

4.12. abra Rba. sphaeroides 2.4.1. (balra) és R-26 (jobbra) sejtek kiilonboz6 fényintenzitasokon felvett

fluoreszcencia indukcioi.

A 4.12. 4bran lathato kisérletekben a gerjesztd fényintenzitast kalibralt sziirke sziir6kkel
gyengitettiikk. Jol megfigyelhetd, hogy a fluoreszcencia nagyobb (100%) fényintenzitassal
gerjesztve lényegesen alacsonyabb szintet ér el, mint a szilirke sziirdvel leosztott gerjesztés
(28% vagy 10%) soran. A jelenséget ugy értelmezhetjiik, hogy a nagy fényintenzitisu
gerjesztés alatt fluoreszcencia kioltok keletkeznek, amelyek csokkentik a megfigyelt
fluoreszcencia hatdsfokat, és egyben megvaltoztatjdk az indukcio kinetikdjat is. A kioltas

mértéke R-26 karotenoidmentes torzsben sokkal nagyobb (~ 30%), mint a vad tipusu 2.4.1.
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torzsben (~ 5%). Konkrétabban, a fluoreszcencia kioltasat (Fmax csokkenését) a fénnyel
létrehozott karotenoid vagy bakterioklorofill triplettek okozhatjak, ezek élettartamanak
meghatarozasara két-flash kisérleteket végeztiink. A két-flash kisérlet soran a mintat két
téglalap alaka lézer flash-el viladgitjuk meg: az elsé alatt egy szokésos fluoreszcencia
indukciot latunk, a masodikat egyre hosszabb soOtét szakasz utdn adjuk és ez alatt a
fluoreszcencia magasabb szintr6l indulva (mint ahol az elsé¢ flash utan abbamaradt az
indukcio) egy csokkend (pipa) alakot ir le. A sotétben a kioltd elbomlik, igy minél hosszabb
sOtét sziinetet hagyunk a két flash kozott, ez a pipa annal nagyobb amplitudoju lesz.

A B

3.0F ‘ : 3.0

2.5F 25F i
S20F s | S 20+ 0.8 p2
Li :'; - /'/./ LE § 0.6 ./'i”ii_ oy
15t Boal f 1 1.5} 2ol f
i; =2 s g2 $
1.0[ 0.1 “"" T x‘c:] L:t E 1.0F 00'® 1=65us| |
E N 2 Ui da: =z == 0 10 20 30 40 50
0.0{ . . ) sotét szinet (us) ) 3/ ().OT ) l L sotét sziinet (us) T
1 10 50 100 150 200 1 10 100 150 200
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4.13. dbra Két flash kisérlet Rba. sphaeroides 2.4.1. (A) és CYCA 1 (B) tenyészeten nitrogén
atmoszféraban. Az elsé flash hossza 40 us (A) vagy 100 ps (B). A kis abrakon a pipak amplitudoit

abrazoltuk a sotét sziinet fliggvényében.

A pipak novekedését a triplett sotétbeli eltiinése okozza, igy az amplitidok novekedését
abrazolva a sotét sziinet fliggvényében megkapjuk a triplett élettartamat. Ez a 2.4.1.
tenyészetben ~2 ps-nak, CYCA I-ben pedig ~6.5 us-nak adodott. A két térzs mas karotenoid
pigmentet tartalmaz: vad tipusban sphaeroidene a f6 karotenoid, CYCA I-ben pedig
sphaeroidenon. Ez magyarazhatja az eltéré triplett élettartamokat. A masodik flash alatt ujra
nagy fényintenzitassal gerjesztjiik a mintat, igy ujra triplettek képzddnek, emiatt alakul ki ez a
pipa alak. A 4.13. abra A panelén lathatjuk, hogy 2.4.1. sejtekben 10 ps sotét sziinet utan a
fluoreszcencia kezdeti szintje mar alacsonyabban van, 50 ps utdn mar az elsd flash végéhez
képest alacsonyabb szintrdl indulé emelkedést latunk. CYCA I esetében nem figyelheté meg
ez a jelenség a vizsgalt tartomanyban. A magyarazat egyszerli: a 2.4.1. sejtekben jelenlévd cit
C, kinyitja a RC-okat, ezért csokken a fluoreszcencia szintje, CYCA I sejtekben a RC sokaig

zéarva marad (a donor oldalrél), igy a fluoreszcencia szintje magas.
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Megvizsgaltuk, hogy a kettos flash kisérletekkel megallapitott triplett élettartamoknak van-e

atmoszféra fliggése. Karotenoid pigmenteket tartalmazé Rba. sphaeroides sejtekben nem

tudtunk kimutatni atmoszféra-fiiggést, a kapott ¢élettartamok megegyeztek nitrogén és oxigén

atmoszféraban. A karotenoidmentes Rba. sphaeroides R-26 térzsben viszont ki tudtuk mérni a

BChl triplettek atmoszféra-fliggését, ezt foglalja Gssze a 4.14. abra.
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4.14. abra Két flash kisérlet Rba. sphaeroides R-26 tenyészeten nitrogén, leveg6 és oxigén
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atmoszféraban. A fluoreszcencia indukcios gorbék (A,C,E) a nitrogénben, 10 %-ra leosztott gerjesztd

fényintenzitason mért indukci6 valtozo részére normaltak 0 és 1 kozé. B, D és F: a masodik flash-re

kapott pipak amplitudoi a nitrogénben, 10 %-ra leosztott gerjesztd fényintenzitdson mért indukcio

valtozo részéhez képest, %-ban kifejezve.

A karotenoidok véddé hatdsa nélkiil az R-26 torzsben BChl triplettek keletkeznek az

alkalmazott intenziv gerjesztés alatt. Kettds flash kisérletekbdl megallapitottuk a BChl triplett

¢lettartamat nitrogén, levegd és oxigén atmoszféraban, amire 60 ps-ot, 21 ps-ot €s 15 ps-ot
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kaptunk. A BChl triplettek élettartama hosszabb, mint a karotenoid tripletteké ¢és
fluoreszcenciat kiolto hatasuk is nagyobb.

A kisérleti eredményeket a kvalitativ értelmezésen tul egyszerisitett modellek keretében
probaljuk meg kvantitativ formdban értelmezni.

A fotokémiat és a triplet képzddést magaban foglald soros folyamat sémaja:

| o | _
QAS—2—>QpaS——«< = QAT

Itt a fotokémia I, fotokémiai sebességallandoval gerjeszthetd, mikozben a fluoreszcencia
kioltd (pl. karotenoid) szinglett (S) allapotban marad. Mihelyt a RC betoltddik (Qa redu-
kalodik), az Gjabb, Iy (< I) sebességallandoju fotokémiai folyamat a kioltot triplett allapotava
teszi. A triplett spontan (kt sebességallanddval) visszazuhanhat szinglett allapotba.

A fluoreszcencia normalt valtozo része 0 és 1 kozott valtozik. Az egyes RC allapotokhoz ezen

két hatar k6zé (a hatarokat is beleértve) esé hatasfok-értékeket tulajdonitunk:

QS: nyitott PSU, fluoreszcencia hatasfoka: 0, nem latogathat meg mas PSU-t
Q'S: zart PSU, fluoreszcencia hatasfok: 1, mas PSU meglatogatasanak valoszinlisége: p

Q'T: zart PSU, fluoreszcencia hatasfok: o, mas PSU meglatogatasanak valdszintlisége: a-p

A fenti séma alapjan felirhato kinetikai egyenletek:

dlos] _ , [es]
dt X (4.2)
ﬂ%: la .@_% - p).l(%LkT«[Q'T]
4.3)
[Qs]+ [Q—s]+ [Q‘T]: 1 (4.9)
X =1-p-{Qslta-[QT] (45)

Itt X annak a valdszinlisége, hogy az exciton sem energia transzfer (p) sem pedig
fluoreszcencia ([Q'S] + a-[QT]) révén nem fog a PSU-bol tavozni (azaz fotokémiara
,kotelezett”). X azt fejezi ki, hogy mennyire emelkedik az abszorpcid hataskeresztmetszete a
PSU-k kozotti csatolas (konnektivitas) kovetkeztében, vagyis a fotokémiai reakciok I, és Iy
kezdeti sebességallandoit mennyire tudja megnovelni.

A megfigyelhetd valtozo fluoreszcencia [0,1] hatasfoka igy fejezhetd ki:

Qslra-loT]

F=(-p)-
- p)- B2 o
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A megszakitott gerjesztés eredményei arra utalnak, hogy a karotenoid triplet elég hamar
kialakulhat, hamarabb, vagy legalébbis vele versengve, mint a fotokémia.

A parhuzamos modellben a fotokémia és a triplet-képz6dés egymassal parhuzamosan alakul.

photochemistry

I
P Q,S=P'Q,S

e e

P QAT? P'Q, T

triplet formation

4.15. abra A triplett-képz6dés parhuzamos modellje.
Négy PSU éllapot kiilonboztethetd meg:

QS: (fotokémiailag) nyitott PSU, fluoreszcencia hatasfoka: 1, nem latogathat meg mas PSU-t.

QT: (fotokémiailag) nyitott PSU, fluoreszcencia hatasfoka: a1 (<I), nem latogathat meg mas
PSU-t.

Q'S: zart PSU, fluoreszcencia hatasfok: omax, mas PSU meglatogatasanak valoszintisége: p

Q'T: zart PSU, fluoreszcencia hatasfok: ay, mas PSU meglatogatasanak valdszinlisége: o, p

Megodrzend6 a két modell jelolései kozti formalis azonossagot, az I = I, és I+ = |y (at)jelolést

célszerll bevezetni. Ekkor a kinetikai egyenletek igy alakulnak:

ma_(,+,)bﬂ

(4.7)
dlos]_, los]., 1o
= x Ib-(l—p)-x +kT-[QT] s
dot] _, [Qs] , ~r1_, [QTI
dt —Ib X kT [QT] Ia X (4.9)
[Qs]+[QT]+]Q s+ T]-1 (4.10)

X=1- p~{lQ SJ+0‘2'[Q TJ} (4.11)
A fluoreszcencia valtozo részét a Stern-Volmer kifejezésb6l szarmaztatjuk:

Fo/F =1+ kQ To[QS] + kT'To'[Q_T], (412)
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ahol figyelembe vettiik, hogy a fluoreszcencia hatasfok csokkenését két kiilonbozd kioltd
okozza.

Az egyenletrendszer numerikusan MathCad-del kiintegralhaté még annak figyelembe-
vételével is, hogy p nem sziikségképpen alland6, hanem a nyitott RC-ok aktualis koncentra-
cidjanak ([QS] = q) fiiggvénye: p = p(q). Ezt a fiiggést vagy analitikus kozelitésben vagy
matrix alakban célszerli megadni.

Ha p = 0, akkor az egyenletek analitikus alakban is megoldhatok:

R (t) = [Q—s](t) __tazkr ookt _gotaty, KT g o-(bkndty g3
Ia_lb_kT |b+k-|-

Egyszertsité kozelitésben: I, a fotokémiai emelkedés id6allandojabol, kr a fluoreszcencia

sotétbeli emelkedésének kinetikajabol, mig I, a sotétbeli emelkedés nagysagabol (amplita-

dojabol) hatarozhatoé meg.

A stacionarius fluoreszcencia szint is zart alakban megadhato:

Flt=e)=; k+Tk

b TKT (4.14)
vagyis l,-tol fiiggetleniil csak az ly/ky aranytol figg. Ha Iy (kr-hez képest) kicsi, a triplett
kioltas is kicsi.
A modellekbdl szarmaztathatd gorbék visszaadjak a kisérleteinkben megfigyelt fluoreszcencia
kinetikakat (lasd példaként a 4.12. abran bemutatott fluoreszcencia indukciot és a modellek
alapjan szimulalt gérbéket Rba. sphaeroides R-26 sejtek esetén). A fluoreszcencia kioltasa
sajnos nem olyan nagy a vad (2.4.1) torzs esetén, hogy a szimulacié alapjan kiilonbséget
tudjunk tenni a soros és parhuzamos modellek ko6zott.
A fluoreszcencia indukciora vonatkozo szertedgazo fenti megallapitasainkat rendszerezhetjiik,

és a kovetkezokben foglalhatjuk Gssze.

Rba. sphaeroides egész sejtjeinek fluoreszcencia indukcioja osszetett kinetikaju,

és az 1 us- 1 s idotartomanyban az alabbi fazisokat kiilonboztethetjiik meg:

1) Fotokémiai fazis (STF, ,,single turnover flash”) — z6ld névénybeli analogia alapjan: O-J
fazis.

Az emelkedési 1d6 a fényintenzitassal forditottan aranyos, ezért széles iddtartomanyban (akar
3 nagysagrendben) valtozhat. A reciprocitdsi torvény érvényes. Kis és nagy fényinten-
zitasokndl az egyéb fazisok atlapoljak, ezért zavartalanul csak az 1 ms kortli idétartomanyban
jelenik meg. Nagy fényintenzitasoknal védémechanizmusok Iépnek fel (karotenoid vagy
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bakterioklorofill triplett és nem —fotokémiai kioltas), kis fényintenzitasoknal a RC-hoz
iranyul6 donor- és akceptor oldali (altalaban fizioldgiai eredetil) elektron-transzfer, amely a
RC-ot kinyitni igyekszik.

A fotokémiai reakcié nem monofazikus, hanem van egy lassa komponense is, amelynek 10-
20% a részesedése (lasd fentebb). Ennek eredete tobbféle lehet: i) MTF, ,,multiple turnover
flash”, ii) heterogén antenna és iii) a keletkez0 membranpotencial altal kivaltott (konfor-
macio-) valtozas.

2) Tobbszoros atfordulas (MTE, ,,multi turnover flash™)

Ehhez a RC tobbszori (legalabb kétszeri) atforduldsa sziikséges, amelynek feltétele, hogy
mind az akceptor, mind a donor oldalrél termikus redox-reakciok révén a toltések
elszéllitddjanak, és egy 0j toltésszétvalasztas johessen létre. Ilyen modon a lassti emelkedd
fazis termikus reakciokkal kombinalt fényreakcid, amelynek soran az akceptor oldal (Qg és a
kinon pool) teljesen redukalodhat, mikdzben a RC zart marad. Ebben a redox allapotban
mérhetjiik a maximalis fluoreszcenciat.

A z06ld novények klorofill fluoreszcencia indukcidjanak vizsgalatakor is hasonlo feltevéssel
éltek. A Qa Qg™ redukalt akceptor-allapot magasabb fluoreszcencia szintli, mint a Qa Qg
allapot, €¢s minél jobban redukalt az elektrontranszportlanc (Qg ill. a pool kinonok), annal
magasabb a fluoreszcencia-szint. Erre annak a megfigyelésnek a magyarazatara volt sziikség,
hogy egyszeri és rovid megvilagitassal (STF — single turnover flash) a fluoreszcencia
legmagasabb szintjét nem lehet elémi (kivéve, ha DCMU blokkolja az akceptor oldali
elektrontranszportlancot), hanem hosszabb megvilagitasra, tobbszori atforduldsra (MTF —
multiple turnover flashes) van sziikség.

Novényeknél a fluoreszcencia OJIP emelkedésében az 1 szintet egyenesen a kinon pool
redukaltsagi mértékének veszik (Toth Szilvia doktori dolgozata, 2006). Baktériumoknal és a
mi nagy fénygerjesztésiinknél az analdgia nagyon behatérolt, mert itt az emelkedés masodik
(IP) fazisa igen gyors, sokkal gyorsabb lehet, mint maganak a kinolnak a képzddése (masodik
elektron transzfer + protonfelvétel) és levalasa Qg-rdl a pool irdnyaba. Az igaz, hogy mind
terbutrin hozzdadésa (kinon oldali gétlas), mind CYCA 1 alkalmazésa (donor oldali gatlas)
szamottevOen csOkkenti a masodik fazis amplitdddjat. Emiatt ezt a fazist alapvetden az MTF
szamléjara lehet irni.

A fluoreszcencia relaxacioban kozvetleniil a gerjesztd flash megsziinte utani relaxéacio (0-tol
40 ps id6tartomanyban) annak a kifejezddése, hogyan ,,nyilik ki” gyorsan mindkét oldalon a
zart RC. Ha hosszt a gerjesztd flash (vagyis tobbszori atfordulas is felléphet) vagy nem

eléggé sotétre adaptalt a minta, akkor a masodlagos elektron akceptorok (Qg, é¢s UQ pool) és
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donorok (cit bci; komplex) csak lassan képesek a RC-t kinyitni. Ennek koévetkeztében a
fluoreszcencia relaxaci6 f6 komponense néhany ms-nal van, amely idonél mar a masodik
interkinon elektron transzfer (Qa Qs — QaQs?) lejatszodhat, és az oxidalt cit bc, komplex is
diffazioval redukalodhat, azaz képes lesz P*-t visszaredukalni. Minél rovidebb a flash, annal
kifejezettebb a fluoreszcencia allapotnak a kezdeti (gyors) esése. Ebbdl kifejezhetjiik az elsd
elektronnak a kinonok kozti (Qa Qs — QaQg’) sebességét, ha ismerjiik mas, fiiggetlen (pl.
abszorpciovaltozas) mérésbol a P* lecsengését.

3) Antenna heterogenitas.

A RC-okhoz kozvetleniil torzs (core) fénybegyijté komplex, kozvetve periférialis
antennarendszer kapcsolodik a hatékonyabb fénybegytijtést szolgalva. Az antenna komplexek
mérete (akar egy membrdnon beliil is) nagyon kiillonboz6 lehet. A zdld ndvények
antennahoz csatolt RC-okat pedig B-centrumoknak. A nagyobb antennaméret miatt az o-
centrumokban gyorsabb, mig a B-centrumokban lassabb a fénybegyiijtés. A fluoreszcencia
indukcio komplementer teriiletének formadlis exponencialis felbontdsa alapjan a zold
novényekben mar régota bevezetett és alkalmazott mddszer (akdr 3 komponensre is felbont-
jak, pl. Toth Szilvia doktori disszertacioja, 2006), de ott az elvélasztas idOtartomanya Iénye-
gesen nagyobb (lassubb); a p-centrumokban a fénybegylijtés az alkalmazott fény-
intenzitdsokndl 1 s nagysagrendil, mig az altalunk vizsgalt koriilmények kozott baktériumok-
ban néhany szaz ps.

Ennek bevezetésére azért van sziikség, mert terbutrin alkalmazasa esetén is latunk némi
emelkedést a fotokémiai fazis utan. Az indukci6 gyors fazisa teljesen fotokémiai, a lassu fazis
részben fotokémiai, részben termikus tulajdonsagu. Mivel a megvildgitas kikapcsolasa, majd
egy sotét szakasz utdn ujra gerjesztve a fluoreszcencia gyakorlatilag ugyanarrol a szintrdl
folytatodik, mint amelyet az el6z6 megvilagitas kikapcsolasakor elért (a triplettek vizsgalata
kivétel ebbdl a szempontbol), ezért megallapithatjuk, hogy a termikus reakciok vagy sokkal
gyorsabbak vagy sokkal lassabbak, mint a fényreakciok.

4) Fluoreszcencia (triplett) kioltok 1épnek fel nagy fényintenzitasnal.

Mérési korliilményeinknél az erds fény 1 W fényteljesitménynél, 3 mm x 10 mm feliilet
(kiivetta) megvilagitasa esetén (808 nm hullamhossznal) 200 ezer mikroeinstein/m?/s értéket
vesz fel! A leggyorsabb fluoreszcencia indukciot (t, ~ 10 pus) BChl és/vagy karotenoid
triplettek keletkezése lapolhatja at. A soros modell szerint, a triplettek a Qa[S] RC allapotbol
fényreakcidoval keletkeznek (QaA[S] — Qa[T]), élettartamuk oxigén-fiiggd, levegdben

(karotenoid triplett esetén) 2 ps koriili érték. Fluoreszcencia kioltok, relativ hatékonysaguk
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gorbeillesztésbdl hatarozhatdo meg (a fluoreszcencia hatasfok skalan Qa = 0 és Qa’[S] = 1).
Elképzelhetd, hogy noha sokkal lassabban keletkeznek, mint a fotokémiai (P* vagy Qa)
kioltok (I, < I,), de legalabb (akar 5-10-szer) annyira hatékonyak. Zo6ld névényeknél (pl.
algaknal) uralkod6 ez a kioltasi tipus, de baktériumokban (ugy latszik) kevéssé, de itt is
kimutathat6:

a gerjesztd fény intenzitasatol fiiggd és kioltast mutatd fluoreszcencia indukcid gorbesereg
(nagyon) kicsit fiigg a kiils6 atmoszfératol (oxigén vs. nitrogén),

kettds flash kisérletben a 2. flash tranzienssel (,,pipa”-val) kezdddik, ami ugyan igen
gyorsan (2-3 us) lecseng a 2. flash kezdetén, nincs szamottevé atmoszféra-fiiggése karotenoid
tartalm baktériumtorzsekben, de még nagyon hosszi (> 20 pus) sotétszakasz utan is
szamottevd nagysagu marad. A ,pipa” magassaganak idobeli (a sotétszakasz hosszanak)
novelésével mért kinetika sebességallandodja Kyip, ~ (2-8 us)t, mig a (masodik flash-sel)
kialakulo triplett keletkezésének sebességallanddja Kiip + Keeny, ~ (2-3 us)‘l, azaz nagyobb,
mint a sotétbeli leépiilés sebességallandoja, Kiip, €s természetesen fényintenzitas-fiiggo.

a kis fényintenzitasu (tapogatd) flash-ekkel mért fluoreszcencia relaxacio a legkisebb
(~ 1 ps) idétartomanyban sem mutat (hatarozott) tranziens emelkedést, ami a (kezd6do
sOtétben) eltiing karotenoid triplett kioltok kovetkezménye lenne.

R-26 karotenoidmentes mutdnsban és vad tipusi baktériumban nem ugyanaz a kioltas
kinetikaja. R-26-ban BChl triplett keletkezik (a RC-ban és/vagy az antennaban), amelynek
60-70 ps az élettartama Np-ben, és ez lecsokken ~15 ps-ra oxigén atmoszféraban. Vad (2.4.1)
tipusban a BChl triplett karotenoid tripletté alakul at (ns alatt), amelynek azonban lényegesen
rovidebb az élettartama, atmoszféra-fliggését ezidaig nem sikeriilt kimutatnunk, atmoszféra-
fliggetlennek tiinik. Lehtséges, hogy a karotenoid triplett energiaszintje az oxigéné alatt van.
5) Konformacio-valtozast tiikrozo fazis

Schansker és mtsi. (2011) vetették fel ezt az elképzelést PSII esetén a klorofill fluoreszcencia
OJIP indukciojara. A fluoreszcencia kioltasat okozod konformaciovaltozast a) bezart RC-ban
b) er6s fénygerjesztés hozhatja 1étre, amely feltételek persze a triplett-kioltok képzodésének is
kedveznek. Emiatt nehéz (talan lehetetlen) a szétvalasztasuk. Esetleg nincs is sziikség a
konformacio-valtozas feltételezésére, mert a triplett kioltok 6nmagukban is elegendéek a
jelenségek leirasara.

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy tobb effektus egyiittes hatasaként dllhat elé a

fluoreszcencia indukcioban megfigyelt polifazikus emelkedés.
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A PSU-k kozotti esatolas

A bakterioklorofill fluoreszcencia indukciéja sokkal nagyobb (esetiinkben us) id6-
tartomanyban kovetkezik be, mint a gerjesztési energia vandorlasa az antenndban ¢és elnyelése
a RC-ban (tipikusan fs id6skala). Ennek ellenére az energiavandorlas kdvetkezményei nyomot
hagynak a fluoreszcencia indukcion, és igy diagnosztikus értékiiek lehetnek a sokkal gyorsabb
folyamatokra nézve. A bakterioklorofill fluoreszcencia Fo-16] Frax-ra emelkedd (indukcio) ill.
csokkend (relaxacio) fazisat, a valtozo fluoreszcenciat F(t)-t (4.16. abra) célszerii a hatarokat

figyelembe véve normalni:
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4.16. abra A fluoreszcencia indukcidja (A> 850 nm) téglalap alaku 1ézerdidda gerjesztés (A> 808 nm)
alatt (A) és az ennek kikapcsolasa utan mért relaxacio sotétben (B) Rhodobacter sphaeroides vad
tipusu és citokrém c, hidnyos mutans sejtekben. A fluoreszcenciat a konstans részhez viszonyitottuk
(indukciod) ill. a gerjesztéssel és a nélkiil felvett 2 ps széles tapogatd impulzusokkal mért

fluoreszcencia aranyat vettiik fel (relaxacio).

Az oxidalt reakciocentrum természetes elektrondonordnak hidnya miatt a citokrom c, mentes
mutansnal a fénygerjesztés hatdsara keletkezett P* visszaredukcidja lassu (> 10 ms), emiatt a
megfigyelt indukcid telitésbe megy 100 ps alatt, ami a nyitott reakcidcentrum (PQa) fény-
indukalt bezaroédasanak (P'Qa) a kovetkezménye. A gerjeszté fény intenzitisa és a foto-
kémiai sebességallandd kozotti reciprok Osszefliggés fennallasa nagy iddéskalan az egyedi

(fotokémiai) fluoreszcencia kioltd ([PQa]= q) 1étezését feltételezi (4.17. abra).
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Fy (rel. egység)
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4.17. dbra Muténs sejtek normalt valtoz6 fluoreszcenciaja (F,) sziirke sziirokkel leosztott téglalap
alaku gerjesztés alatt (a) és a (4.16) és (4.17) egyenletbdl p= 0 és 0.47 értékekre kiszamitva (b).
A fluoreszcencia indukcio kinetikajat az eredeti Joliot-elmélet szerint irjuk le, amely szerint
az excitonok mozgasa korlatozott a fotoszintetikus egységek kozott (Joliot és Joliot, 1964).
Ha egy exciton zart reakcidocentrumu fotoszintetikus egységhez érkezik (ez az 6sszes RC-nak
(1- g) hanyada), akkor vagy egy szomszédos fotoszintetikus egységet latogat meg p

valoszinliséggel, vagy kisugarzodik (pl. fluoreszcencia foton forméajaban, 4.18. abra).

;Sl.
1-q q
1-p -
M""lp‘ﬂn]p L}
fluoreszeencia
pl1-g)
1-p - Ba
PG, | ———
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1-p _Plf 9 Pg [Fa,l
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1-p pl1-g}
- PR Pq
e A [P QA]! _—

zart RC nvitott

4.18. abra Bees6 foton elnyelése (hv) nyitott (q) vagy zart (1-q) RC altal. Zart RC- ot tartalmaz6
fotoszintetikus egységtol az excitonok meglatogathatnak egy szomszédos (nyitott vagy zart)

fotoszintetikus egységet p valosziniiséggel vagy kisugarzodhatnak fluoreszcencia formajaban (1-p).
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A  megfigyelt valtozé fluoreszcencia megadhaté p(1-p) hanyados végtelen mértani

sorozatanak osszegeként:

- _(1-p)(-9)
" 1-p(1-0)

A pigment agy altal elnyelt foton (kozvetleniil vagy kozvetve) toltésszétvalasztast idéz eld

(4.16)

(1-F,) valosziniiséggel, a nyitott RC- ok eltiinésének (fotokémia) kinetikai egyenlete:

_dg

pm =k -A-F), (4.17)

ahol k; a fotokémiai sebességallando. A (4.16) és (4.17) egyenletbdl a fluoreszcencia indukciod
kinetikaja kiszamithato (4.17. abra, B). Mivel a csatolas p értéke nem befolyasolja latvanyosan
a fluoreszcencia indukcios gorbe alakjat, ezért egy alkalmasabb (és érzékenyebb) modszert
kell alkalmaznunk p meghatarozasara.

Fejezziik ki q(t)- t a (4.16) és (4.17) egyenletbdl:

1-R@®

@=) (4.18)

t
— (t):l—k|-J‘(1—Fv(r))dr.
1 \% 0

A (4.18) egyenlet jobb oldala a (4.17) egyenlet integralt alakja, ahol q(t= 0) = 1 a kezdeti
feltétel, és a fluoreszcencia indukcio (kiegészitd) komplementer teriiletével fejezziik ki:
C(t) = J[1-Fy(t)]dr. Atrendezés utan linearis 6sszefiiggést kapunk a normalt valtozé fluoresz-

cencia, F(t) reciproka és az indukcios gorbe feletti komplementer teriilet reciproka kozott:

1 1 1 p

F@ k(@-p) T1-p. (4.19)
J(l—FV(z'))dz'
0

A pontokra illesztett egyenes meredekségébdl és tengelymetszetébdl meghatarozhatd a
fotokémiai sebességallando K és a csatolas mértéke, p. Minél nagyobb a tengelymetszet, annal
nagyobb a p, a fotokémiai egységek kozti csatolas. Az egyenes meredeksége forditottan
aranyos a fotokémiai sebességallandoval. A 4.19. abran lathaté a (4.19) egyenlet szerint

linearizalt fluoreszcencia indukcio.
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fluoreszcencia, F(f) (rel. egység)
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ido, 7 (us)
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404 k=(1.072001)#10% ! 4.19. abra Citokrom ¢, mentes mutans sejtek
p=0.47:0,01 . e . ,
304 fluoreszcencia indukcidja négyszog alaka

I/F

20 gerjesztés alatt (a) és a valtozo

fluoreszcencia (F,) valamint a

komplementer teriilet (C) dupla reciprokos

0 x10° 2x10° abrazolasa.

1/C (s
A 10* mérési pont jol illeszkedik az egyenesre (korrelacios egyiitthaté R*= 0.99), amibél k; =
1,07-10% és p = 0,47 adodik a fotokémiai sebességallandora és a csatoldsi paraméterre.
Az excitonoknak a 4.18. abra lathato véletlenszeriien bejarhatd Gtvonalai alapjan kiszamithato
a fotokémiai egységek kozott megtett Iépések szama (S) miel6tt az exciton vagy kisugarzodik,

vagy elnyelddik egy nyitott RC-ban és fotokémiailag hasznosul:

s
P =[0-p@a-a)+al[pe-a)f s=0123.. (4.20)
P, véletlen valtozo, Ps> 0 és XPs = 1. Az atlagos 1épésszam (M) és a standard deviacio (D)
meghatarozhato:
o0 o0 o0 2
M =ZS-PS, D2 =Z:s2 P - ZS-PS
=0 s=0 s=0 (4.21a-b)
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4.20. abra Az excitonok fotoszintetikus egységek kozott megtett atlagos 1épésszama (M), a nyitott RC-
ok frakcidja (q) és a kapcsoltsag 7. egyenletbdl szamolt p értékébdl szamitva. Az atlagtol valo eltérést

(D/M) p= 0.47 értékre kiszamitva abrazoltuk. A fiiggbleges tengely logaritmikus 1éptékii.

Az atlagos 1épésszam (M) p-t6l és g-tol fiigg és széles tartomanyt 6lel fel (4.20. abra). M,
meghatarozott p értéknél, g = 0 -nal (amikor nincs elérhetd fotokémiai csapda) a legnagyobb
¢s g = 1 -nél (minden fotokémiai csapda nyitott) eltlinik (M = 0). Az atlagos 1épésszam akkor
haladja meg az 1- et, ha p > 0,5 (g= 0 esetében). Ez alatt az excitonok nem vandorolnak a
fotoszintetikus egységek kozott, ott maradnak, ahol elnyelddtek. A fotoszintetikus egységek
kozotti mobilitas hirtelen megugrik, amikor p 1- hez kozelit.

Az 4tlag standard hibdja nagy, és Osszemérhetd az atlag értékével: az atlagtdl valo eltérés
(D/M) mindig nagyobb, mint 1. Mivel az atlagos 1épésszam szoérasa nagy, ezért az atlagos
1épésszam bizonytalansaga is jelentds.

A korabbi munkakban viszonylag nagy p értékekrél szamoltak be Rhodospirillum rubrum
egész sejtek (p = 0,5-0,7, Kingma ¢és mtsi., 1983; Lavergne és Trissl, 1995; Koblizek és mtsi.,
2005) és kromatoforak esetén (p = 0,61-0,63, Trissl, 1996), ezt a baktériumot tartjak a matrix-
tipust fénybegyiijté rendszer példajanak (van Grondelle és Duysens, 1980). A 4.20. dbran
lathatd p értékekhez tartozd viszonylag kis 1épésszamokbdl arra kovetkeztetiink, hogy a
fotoszintetikus  egységek inkdbb elkiiloniiltek a pigment &4gyban, mint teljesen
Osszekapcsoltak. Mi még kisebb értéket kaptunk a csatolasra (p = 0,47) a citokrom ¢, mentes
Rhodobacter sphaeroides sejtekben, pedig a fluoreszcencia indukcios gorbe csekély, de
felismerhet6é szigmoid emelkedést mutat (4.19. abra). Hasonld excitonikus kolcsonhatés
mérhetd a fotoszintetikus egységek kozott a zold novények tilakoid membranjaiban (Joliot és
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Joliot, 1964). Mas tanulmanyokban is talaltak hasonloan alacsony p értékeket vad tipust Rba.
sphaeroides (0,23, Koblizek és mtsi.,, 2005), Rps. viridis (0,40, Trissl, 1996) és Rba.
capsulatus (0,49, Trissl, 1996) sejtek esetében. Bar az excitonok atadasa a fotoszintetikus
egységeken bellil nagyon gyors és hatékony, a fotoszintetikus egységek kozott nagyon
korlatozott.

A legtobb bakterialis fénybegylijtd rendszerben az excitonok kiterjedt véandorldsa a
fotoszintetikus egységek kozott ritka esemény. Fentebb egy kozvetlen modszert mutattunk be
a csatolas mértékének meghatarozasara a fluoreszcencia indukcids gorbe linearizalasaval
olyan esetre, amikor a fotokémia az egyetlen fluoreszcencia kiolt6 a rendszerben. A modszer
egyszerl és hatékony az indukcids gorbe matematikai illesztésén alapuld eljarasahoz képest,

ahol a sok valtoz6 nehezen megjdsolhatdan viselkedik.
A Joliot ,,p”" konnektivitasi paraméter formalis q-fiiggése baktériumokban

A fluoreszcencia indukcido az 1 ms korili id6tartomanyban altaldban két, jol elkiilontilo
fazisbol all. Az ilyen tipusu vizsgélathoz elhanyagolhatd nagysagu lassu fazissal rendelkezo
fluoreszcencia indukciok hasznalhatok, pl. CYCA 1 tenyészet + terbutrin, mert a P'Qa
toltésszeparaciot kovetd esetleges redox-események (amelyek pl. a mésodik fazist hozhatjak
be) nem fognak ebbe az id6tartomanyba esni. Tipikusan egyenes menti emelkedés utan (ez a
konnektivitas lathatd jele) viszonylag gyorsan befejezddik az indukcid. Noha a kinetika
Osszetett, de nem tiinik feltiinéen biexponencialisnak.

Az eddig alkalmazott legsikeresebb modellek is nyilvanvaléan hidnyosaknak bizonyultak: a
fotoszintetikus egységek kozotti energiaatadas lehetdségét figyelembe vevd Joliot (késébb
Lavergne-Trissl) modell is szisztematikus eltérést mutatott a mért kinetikaktol, nem lehetett
egyetlen p (a Lavergene-Trissl modellben J) érték megadasaval csak a zajszinten beliil futd
elméleti gorbét illeszteni a fluoreszcencia indukcidhoz. Ennek tobb egyéb, mas
reprezentaciobeli megnyilvanulasa is van:

1) az F, vs. 1-q reprezentacio nem ad mindig alulr6l nézve szimmetrikus dombort gorbét,

hanem lehet (kiilondsen nagy F esetén) homort szakasza is (4.21. abra).
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4.21. 4bra Terbutrinnal kezelt CYCA 1 sejtek valtozo fluoreszcencidja 1-q fiiggvényében, két

kiillonbozd k-re kiszadmitva.

2) A valtozd fluoreszcencia és a komplementer teriilet duplareciprokos abrazolasai (4.22.

abra) a teljes értékkészleten szigoruan nem adnak egyenest, hanem attdl szisztematikus eltérés

mutatkozik.
A ’s B
LOF —= i ky= 1812
200 p=0.334 L
0.8+ . i al
15
! =
# — |0 L
0.6 fﬁ .
- 5t
o
~ | 2=0.996
L | 4 : : : :
0.4 % 5000 10000 15000 20000 25000
| 1/C
| C
0.2 1 =32 )
=1
g =aRl| .
‘l é} 0 %',‘:._':“: - .-.'.". - -.-_
0.0 4 o | e
0 4 6 10 0 5000 10000 15000 20000 25000
id6 (ms) e

4.22. dbra Terbutrinnal kezelt CYCA I sejtek valtozo fluoreszcencidja (0-1 kdz¢ normalva) (A), dupla

reciprokos abrazoldsban (B) és a dupla reciprokos dbrazolas szisztematikus eltérése az egyenestol (C).

A Joliot-modell alapfeltevése, hogy a zart centrumot talalt exciton p-q valdszintiséggel képes

nyitott centrumot talalni. Ez elméletileg is csak akkor helyes, ha az energiatranszfer

valoszinlisége (p) nem tavolsag-fiiggd. Ha viszont fiiggd (marpedig ez altaldban igaz lehet),

akkor mas lesz az energiaatadas valoszinisége, ha ugyanannyi nyitott RC (azaz q) kozelebb

vagy tavolabb van a kivalasztott zart RC-hoz. Ezt formalisan ugy vehetjiik figyelembe, ha p

aktualis értékét g-tol tesszik fiiggdvé: p = p(q). Altalaban csdkkend g-val p is csokkenni fog.
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A RC-ok belsé rendezettsége is oka lehet p-nek g-tol valo fiiggésére: ha a RC-ok ,,filirtok-be
rendezOdnek, akkor a kozeli nyitott centrumok konnyebben elérhetdk energiatranszferrel,
mint késObb, amikor mar csak tavolabbi nyitott RC-ok maradnak a zart RC-bol elszabaduld
excitonok szamara. Az energiatranszfer tavolsag-fliggésébdl, valamint a RC-oknak
klaszterekbe rendezddésébdl kovetkezden alapos okunk van tehat annak feltételezésére, hogy
p-t g-fliggdnek tételezzikk fel. (Ez a Lavergene-Trissl elméletben az ott bevezetett Keon
konverzios sebességallando q-fliggését jelenti.)

A Joliot-elméletb6l (Maroti és Asztalos, 2012) kifejezhetjiik p-t akar az id6 (t), akar a nyitott
RC koncentraci6 (q) fiiggvényében, €s kisérleti alapon megvizsgalhatjuk, vajon allando-e a
gerjesztési folyamat soran.

Az alap kinetikai (fénygerjesztésbdl szarmazo) egyenlet, amely formalisan is felirhato azzal,
hogy a nyitott (q) centrumok gerjesztési hataskeresztmetszete nem allando, hanem
fokozatosan novekszik a zart centrumok szamanak novelésével, azaz a konnektivitas

kovetkeztében:

g (4.22)

dq q
“8 @=L
photo 1-p-q) ' 1-p@-q)

dt

ahol k; = I @pnoro(@ = 1) a (kezdeti) fotokémiai sebességallandd. Ha bevezetjiik a (0 és 1

kozott) normalt valtozo fluoreszeencidt:

- _(-p)-0)

Y, ) 4.23
1-p(1-q) 429

akkor ezt a mennyiséget a kinetikai egyenletbe is bevezethetjiik a q valtozé helyett:
-—=k-Q-F,). (4.24)

Integraljuk mindkét oldalt t = 0 és oo k6z6tt [q(t=0) = 1, C(t=0)=0 és g(t=o0) = 0]:

1

i

ahol C-vel jeloltiik a fluoreszcencia indukcid gorbe feletti (komplementer) teriiletét:

t
Ct) =[(1-F(z)dz. (4.26)
0
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q kifejezhetd egyrészt a fluoreszcencia valtozo részének segitségével (lasd a (2) egyenletet),
masrészt a fluoreszcencia komplementer teriiletének segitségével (a (3) egyenlet mindkét

oldalanak integralasaval):

t
=1-k, - j 1-F,(c))dr. (4.27)
PF, (1) 0

(o)

1+
1

Két iranyba indulhatunk el: 1) p értékét allandonak tételezziik fel, ekkor 1/F,(t) linedris
Osszefliggésben all 1/C(t)-vel, azaz dupla reciprok abrazolasban egyenest kell kapnunk (lasd a
kinai cikkiinket). Mivel ez nem all fenn, mert szisztematikus eltérést kapunk az egyenestol,
ezért fel kell tételezniink, hogy 2) p nem allandd, hanem a PSU-k betoltottségétol fligg.
Célszerli p —t a fluoreszcencia (ill. komplementer teriilete) segitségével kifejezni a (4.27)
egyenletbol:
_R®
ki -C(t)
1-Fy (1)

p(t) = (4.28)

Ha (4.25) alatti értékét beirjuk, akkor a jobb oldalon csupa 1-re normalt és dimenziotlan
mennyiségek allnak: a valtozo fluoreszcencia és komplementer teriilete:
Fy (1)

T Ct)/C(t — )
1-FR(t) '

p(t) = (4.29)

A p értékének 0 és 1 koze kell esnie (a hatarokat is beleértve). A fotokémiai sebességallando,

ki nem szabadon futd paraméter, hanem értéke jol meghatarozott (4.25. egyenlet).
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4.23. abra CYCA 1 sejtek valtozo fluoreszcenciaja (A) és néhany k; értékkel kiszamitott p paraméter
(B).

A 4.23. dbra B panelén a (4.28) egyenlet alapjan kiszamitott p értékek lathatok, p érzékenyen
fiigg ki-tol.

Specialis eset: ha a PSU-k egymastol teljesen fliggetlenek, akkor a fluoreszcencia indukcid
tisztan exponencialis: F, = 1-exp(-ki't), hasonléan a komplementer teriilet is:
C(t) = (L-exp(-ki-t))/k,, és ezzel p(t) = 0 adddik barmely id6pillanatban (barmely mértékii
bezartsag esetén). Tehat a biexponencialis felbontassal ez a vizsgalat (ill. a (4.28) egyenlet)
nem tud mit kezdeni, hiszen az (akdr mono- akar bi-)exponencialis kinetikdji indukcid
inherens modon a p = 0 feltételt elégit ki, igy 6nellentmondas p(q) fiiggést keresni! Ez azért is
fontos, mert kj-t altalaban exponencialis felbontasbol nyerhetjiik.

A fluoreszcencia indukciobol, mint modell-fliiggetlen adatokbdl szarmaztatott p gorbek
monoton csokkend tendenciat adnak csokkend (-val (ndvekvd iddvel). Karakterisztikus
érteknek a g = 1 kezdeti értékhez rendelhetd p értéket tekinthetjiik. Az ilyen g-fiiggést mutatd
energiatranszfer valoszinliség bevezetésével az indukcids kinetikak szisztematikus hibatol

Mmentesen irhatdk le.
Kvalitativ értelmezes

1) Ha a PSU-k folytonos betdltése soran a monoton csokkend q (ill. novekvé q7) térbeli
eloszlasa mindvégig véletlen (egyenletes) marad, akkor p is mindvégig allando értéket vesz
fel. Erre az esetre vonatkozik az eredeti Joliot-elmélet.

A szomszédos PSU latogatasanak valosziniisége p-g (g-val egyenesen aranyos) marad, és
mindvégig megmarad a gdmbszimmetrikus, egyenletes eloszlas.

2) Ha q csokkenése soran a centrumok eloszlasa eltér az egyenletes eloszlastol, akkor ezt

formalisan ugy lehet tekinteni, mintha a p paraméter g-fiiggd lenne.
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Mi lehet a szimmetria (t.i. az egyenletes eloszlast) sértd hatas? Maga a szomszédos és csak a
kozvetleniil szomszédos centrumok latogatasanak lehetdsége.

Megmutathaté (Maro6ti és Asztalos, 2012), hogy ha p nem tal nagy (baktériumoknal p = 0.5),
akkor atlagosan < 1 1épés torténik nyitott PSU keresésére, ha mar zart PSU gerjesztédik ujra.
Emiatt zart centrumok szigetei, csomosodasi helyei jonnek 1étre, ami nyilvanvaldan megtori
az egyenletes térbeli eloszlas kezdeti koncepciojat.

Minden zart PSU potencialis csomosodasi hely, azaz koriilotte a véletlennél nagyobb
valoszinltiséggel kezdenek hasonloan zart centrumok kialakulni, éppen a PSU-k kozotti
energia transzfer lehetéségének megengedésével. Emiatt a q centrumok szdma nem csupan
kevesebb lesz a gerjesztési folyamat alatt (ezt a tényt veszi figyelembe a g-val egyenesen
aranyos faktor a valoszinliségben), hanem 4tlagosan tdvolabb is keriilnek a csomdsodott zart
PSU-ktdl, azaz p is csokkenni fog. Més szdval, nem csupan a zart PSU-k csomdsodnak,
hanem ebbdl kévetkez6en a még nyitott PSU-k is, ami egészen nyilvanvalova teszi a PSU-k
egyenletes eloszlasanak megtorését a folyamatos gerjesztés alatt.

A Iényeg: a kezdeti zart PSU-k a korlatozott (csak a kdzvetlen szomszédokra kiterjedd)
energia transzfer révén csomodsodasi magokat képeznek, és elterjedésiik soran a kezdeti
egyenletes eloszlas nem marad fenn: szigetek alakulnak ki, amelyek fokozatosan kiterjednek,
¢s végiil beboritjak a PSU-k szdmara rendelkezésre allo teljes teret, azaz minden PSU zart

allapotba keriil (betoltodik).
4.3 Fluoreszcencia sotétrelaxacio

A fénnyel gerjesztett bakterioklorofill fluoreszcencia a gerjesztés kikapcsoldsa utan Gsszetett
kinetikdval cseng le, ami a zart RC-ok kinyitdsdnak iddbeli valtozasat tiikrozi. A
fluoreszcencia relaxaciot a donor és akceptor oldali reakciok egyiittesen hatarozzdk meg, ezek
felderitésére a donor — €s/ vagy akceptor oldalt érintd kisérleteket végeztiink. A donor oldalt
befolyasold kezelések és kisérletek kiilonbozo torzseken: redox titralas (oxidativ irdnyban), és
kiils6 elektron donorok alkalmazasa a) CYCA 1 cit ¢; mentes torzson, b) csak kevés cit Cp-t
tartalmaz6 kromatoforan (ICM preparatumon) valamint c¢) lasst cit C-vel rendelkezd
Rhodospirillum rubrum torzson. Az akceptor oldalon inhibitorokkal (Qg helyre ko6t6édo
elektrontranszport blokkolokkal), Na-ditionit redukaloszerrel és a pH valtoztatasaval
idézhetiink el6 valtozasokat. A homérséklet valtoztatasa és a cit bc; blokkolok a donor- és az

akceptor oldalt egyarant (nem specifikusan) érintik.
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4.24. dbra Rba. sphaeroides sejtek fluoreszcencia indukcidja és relaxacidja kiilonbdzé hossziisagi

gerjesztés alatt és utan.

A 4.24. abran egy tipikus fluoreszcencia indukcié lathatdo (A panel), melyet kiilonbozo
idépontokban megszakitva a fluoreszcencia sotétrelaxacidja kovet (B panel). Minél hosszabb

a gerjesztd flash, anndl lassabb a relxacio.

A sejteket tartalmazo oldat redoxpotencialjanak valtoztatasa

A flash-indukalt valtozasok Rba. sphaeroides sejtekben érzékenyek az aktualis
redoxpotencidlra, amit a BChl fluoreszcencia relaxdci6 és a 798 nm-en mért
abszorpcidvaltozas redox titralasaval mutatunk be (4.25.4bra). A redox valtozasok
reverzibilisek a 150-450 mV tartomanyban. A RC-ban 1évé dimér és természetes elektron
donora, a citokrom C; a két f6 redox agens, amik meghatarozhatjak a fény-indukalt valtozasok
redox természetét ebben a baktériumban és ebben a redox tartomédnyban. Az aktualis
redoxpotencial novekedésével a 798 nm-es abszorpciovaltozas amplitudoja csokken,
élettartama pedig ndvekszik, P és donora, Cit c,°* sotétbeli oxidaciojanak ndvekvd mértékét
jelezve. Az amplitadoé redox titralasara egy-elektronos Nernst gorbét illesztve Eyp = 436 mV
kdzépponti potencialt kapunk, ami sokkal alacsonyabb, mint amit izolalt RC-on mértek

korabban (495 mV pH 8-on, Maroti and Wraight, 1988).
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4.25.4bra Fluoreszcencia relaxacio (A) és flash-indukalt abszorpciovaltozas (B) Rba. sphaeroides
2.4.1. sejteken kiilonb6z6 redox potencidlokon. A fluoreszcencia relaxacié gyors és lasst fazisainak
idéallandoi (C) és a 796 nm-en mért abszorpciovaltozas (P*) amplitidéja (D) a redoxpotencial
fiiggvényében. A redox titrdldshoz alkalmazott mediatorok: ferro- és ferriCN (2 mM); TMPD, DAD,
DQ (20 uM); PES, PMS (1 uM); piocianin, etil-piocianin (2 pM). A mérést pH7-nél végeztiik, oxidalo
iranyba K-ferricianid hozzaadasaval haladtunk, redukal6 iranyba pedig Na-ditionittal. Gerjesztés: 1 A,

200 us a fluoreszcencia relaxacio vagy Xe-flash az abszorpciovaltozas mérésnél.

A fluoreszcencia relaxacid redox titralasa szintén a két redox centrum részvételét mutatja. A
mért kinetikak Osszetettek, tobb komponens jelenlétére engednek kovetkeztetni. Hosszabb
iddtartoményba tolddnak ¢és az amplitidok is csokkennek az aktudlis redoxpotencial
novelésével, ami a fény-indukalt P*-ra torténd elektron atadas lassuldsat és P sotétbeli
oxidacigjat jelzi. A legnagyobb alkalmazott redoxpotencialon (En = 408 mV) az dsszes cyct €,
(és P kb. 20%-a) oxidalt a siététben €s lassi, masodrendii reakciok (pl. toltés rekombinacio)
tiintetik el a fény-indukalt P*-t. Ennek megfelelden a kinetikak felbontasa P" redukalt cit ¢,
(gyors) és masodrendi reakci6 (lasst) altali redukalasnak felel meg. A megfigyelhetd
sebességallandd Kops = ke[cit €21 + ks. Pszeudo-elsSrendii kinetikat feltételezve P* és cit c,2*
kozott, a gyors komponens sebességallanddjanak (ks = ko[cit ¢,2*]) cit ¢,°* aktualis, flash el8tti

mennyiségétol kell fliiggenie. ki redox titralasa illeszthetd egy-elektronos Nernst gorbével,
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Emcit= 327 mV kozépponti potenciallal. A lassu komponens sebességallanddja (ks) nem mutat

Ep fliggést a vizsgalt redoxpotencial tartomanyban.

A donor hidnya és helyettesitése

Kromatofora
A sejtekbdl izolalt intracitoplazmikus membran frakcion mért relaxacid lassabb az intakt

sejteken mérheténél felgyorsithatd kiils6leg hozzaadott elektron donorral (ferrocénnel).
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' ® 0@ m ctrl
2.0 .- -‘.'.. ® + ferrocén -
L . -‘ 4
1.8 - e - -
(e}
K16k o ¥ 1
= 1 _
14} ° & i
7 °, i . _
12+ *e B .
L ...I :
1'0 _||||n| sl sl | sl sl ...'.n!.l ]
1E-5 1E-4 1E-3 0.01 0.1 1 10
idé (s)

4.26. abra Rba. sphaeroides Ga sejtekbdl izolalt kromatofora fluoreszcencia relaxacidja. A minta
tartalmazott 10 mM Tris puffer és 100 mM NaCl-ot. 100 uM ferrocén-t adtunk a mintahoz. A

gerjesztés 200 us-os 1ézer flash volt.

Ennek értelmezéséiil az szolgal, hogy a kromatoféra preparacio soran a vizoldékony cit C;
nagy része elveszik, igy a RC természetes donor nélkiil marad. Egyéb, az oldatban/sejtben
sziikségszeriien jelen levd (kozelebbrdl nem azonosithato) elektron donorok fogjak P*
visszaredukalasat elvégezni. A kiegészitd (jarulékos) donorok lassabb, és kissé Osszetett
fluoreszcencia relaxacidt eredményeznek (az ,,atlagos” lecsengési 1d6 T = 170 ms). Ferrocén,
mint kiilsé elektron donor hozzaadasa gyorsitja a relaxaciot (t = 90 ms), mert gyorsabban

képes az oxidalt dimért visszaredukalni, mint a jarulékos donorok (4.26. abra).

CYCA I torzs
A cit c; mentes CYCA T sejteken mérhet6é fluoreszcencia relaxacié a kromatoforakéhoz

hasonloan lassan cseng le, és szintén felgyorsithaté hozzaadott (kiils6) elektron donorral.
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llyen alkalmas donor a TMPD vagy a ferrocén, amelyek képesek az él6 sejtbe hatolva

lényegesen (akar két nagysagrenddel is) felgyorsitani P* visszaredukalasat.
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4.27. abra Fluoreszcencia relaxacio CYCA I sejteken. Kezeletlen (m), + 0.5 mM TMPD (e), + 2 mM
TMPD (A), +5mM TMPD (V). Gerjesztés: 40 us-0s 1ézer flash.

cres

kinetikakhoz illesztett nyujtott (stretched) exponencialis fiiggvény paramétereit a 4.3

tablazatban foglaltuk dssze.

[TMPD] (mM) A T a
0 0.57 16s 0.88
0.5 118 473ms 048
2 1.27 1ms 0.48
5 0.78 352pus 0.82

4.3. tablazat A 4.27. abra lathato kinetikakhoz illesztett stretched exponential fiiggvények paraméterei.

A TMPD nem csak a lecsengés 1ddallanddjara volt hatassal, hanem a fluoreszcencia valtozo
részét is megnovelte. Elképzelhetd, hogy a kezeletlen tenyészetben a RC-ok egy része
sOtétben is oxidalt allapotban van és ezeket a TMPD visszaredukalja, igy novelve a valtozo

részt.
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A pool-ok redox dllapotanak hatasa a fluoreszcencia relaxacio kinetikdjara

A RC sotétben valé kinyitasanak kinetikaja kozvetleniil P* vissza-redukcidjanak és Qa
késobbi elektrontranszfer 1épésekre, a kinon és cit ¢, pool-ok redox allapota hatarozza meg.

Ez az indirekt hatis szdmos modon bemutathato.

A gerjeszté flash hosszdnak hatasa

A fluoriméteren tetszOlegesen allithatd a gerjesztd 1ézer flash hossza, ezzel befolyasolhatjuk,
hogy milyen redukaltsagi, ill. oxidaltsagi fokig juthasson el a fotoszintetikus apparatus
akceptor (elsésorban a kinonok), ill. donor oldala. Noha ezek ciklusba szervezett
elektrontranszport-lanccal vannak Osszekotve, kinetikai (és egyéb, pl. sztochiometriai)
korlatok szabjak meg a redox oldalak kapacitasat. Minél hosszabb a gerjesztés, annal jobban

»kimerll” a donor és az akceptor oldal.

Rba. sphaeroides 2.4.1. Rvx. gelatinosus
35F
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4.28. abra Fluoreszcencia relaxacio kiillonb6z6 baktérium torzseken, kiillonb6z6 hosszisagu gerjesztd

flash-ek utén.

A 4.28. dbran négy kiilonbozo baktériumtdrzs fluoreszcencia relaxacidja lathato. A gerjeszto
flash hosszat novelve a fluoreszcencia relaxacié magasabbrol indul és lassabba valik. A
CYCA 1 torzs nem tartalmaz természetes donort (Cit C;), relaxacidja a flash hosszatol

59



fiiggetleniil lassu (t = 1 s), csak a kezdeti szint emelkedése figyelheté meg. Az olyan
baktériumban, ahol leginkabb az akceptor oldali reakciok hatarozzék meg a fluorezscencia
relaxaciot (Rvx. gelatinosus), egy nagysagrenddel lassabb lecsengést tapasztaltunk a flash
hossz 20 ps-rol 1 ms-ra novelésekor. Rba. sphaeroides és Rsp. rubrum, ahol az ujra-nyitast
féleg a donor oldali reakciok limitaljak, a lassulds jobban kifejezett és a kinetikdkban
fokozatosan megjelenik egy lassit komponens. A fluoreszcencia relaxécios gorbékbol
kovetkeztethetiink a donor és aceptor oldal kapacitasara.

A bemutatott torzsek kozt lényeges kiilonbség, hogy donor oldalaik eltéréek: Rba.
sphaeroides sejtekben egy RC-LH1 dimerhez tartozik egy cit c,, ami lehet szorosan kotott,
vagy tavoli helyzetben. A CYCA I tdrzsben nincs Cit C,, igy a P* gyors donor nélkiil marad.
Rvx. gelatinosus RC-ai kotott citokrom alegységet tartalmaznak, igy P* visszaredukéldsa
kelléen gyors lehet. Rs. rubrumban monomerikus RC-LH1 komplexek vannak, a cit ¢, pedig
nem kotédik szorosan, mint spaeroidesben. A donorral rendelkez6 torzsek (Rba. sphaeroides,
Rvx. gelatinosus, Rs. rubrum) relaxacioja két komponensre bonthatdo és jol kozelithetd

biexponencialis fliggvénnyel, a CYCA I torzsé pedig ,,stretched exponential” fliggvénnyel.
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4.29. abra A fluoreszcencia relaxacio gyors és a lassu fazisanak amplitudo6 ardnyai a gerjeszt6 flash
hosszanak fliggvényében Rba. sphaeroides 2.4.1. tenyészetben. Gyors fazis (A;) (m) és lasst fazis (A,)

(@) aranya a teljes valtozo részhez (A;+A;) képest.

A relaxacid két fazisanak amplitid6 ardnya valtozik a flash-hossz fliggvényében. A flash

hosszanak novekedésével novekszik a lassu fazis aranya a gyors fazis rovasara (4.29. abra).
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A relaxéacio 1 ms-nal gyorsabb részéért a gerjesztés bekapcsolasa eldtt is jelenlévd redukalt
citokromok felelések, mig 1 ms utan mar a cit bc; komplex altal visszaredukalt citokromok is
beléphetnek. Rba. sphaeroidesben egy RC dimérre csak egy cit C; jut, igy mindenképp
sziikség van a cit bc, altali visszaredukciora. A flash hosszanak novelésével novekszik a zart
centrumok szama, ¢és elfogynak a redukalt citokromok. Ezutan az oxidalt citokromok a
periplazmikus térben diffiizioval jutnak el a cit bc; komplexhez majd a redukcié utan vissza a
RC-hoz, igy a maradék P* visszaredukalasat mar a diffizié is limitalni fogja. Ez nyilvanulhat

meg a relaxacio 1 ms utani szakaszan.

Redukdalas Na-ditionittal
A sejtekhez redukaloszert adva (Na-ditionit) a RC akceptor oldalat blokkolhatjuk.

1.0 -':. '. m ctrl
] ® S5SmM

08F | 10 mM |7

' y v 20mM|]

0.6 3 .
> v Vv L

~ 04l Vv ne y
) v

v-'.'
02r ny g i
O.O _n Ll Ll METETEETIT | " 1!111' n‘nnninl !_

0.01 0.1 1 10 100 1000
1d0 (ms)

4.30. abra Rba. sphaeroides 2.4.1. sejtek fluoreszcencia relaxacioja Na-ditionit jelenlétében. A
kezeletlen tenyészethez (m) Na-ditionit oldatat adtuk S mM (e), 10 mM (A) és 20 mM (V)
mennyiségben. Gerjesztés hossza: 100 ps. A fluoreszcencia valtozo része 0 és 1 kdzé normalt, 1 = 1.7

a kezeletlen tenyészeten.

A Na-ditionit redukalja a sejtekben 1év6 kinonokat, ezzel gatolja az elektronok kijutasat a RC-
bol. A fluoreszcencia relaxacid Osszetettebbé valik a lassi komponens feltiind névekedése
miatt. Nagy Na-ditionit feleslegben (20 mM) a kezdeti szint lecsokken, és a kinetika
ellaposodik, ez varhato, ha kiredukaljuk a kinon pool-t, Qg-t és részben Qa-t (4.30. abra). Az
akceptor oldal kiredukalésa a fotoaktiv RC-ok szamaval egyiitt a valtozo6 fluoreszcenciat és a

fluoreszcencia relaxacio sebességét is csokkenti.
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Citokrom bcq blokkolok hatasa

A RC koriili ciklikus elektrontranszport fontos allomasa a cit bc; komplex, ez teremt
kapcsolatot a membranban mozg6d kinonok ¢€s a vizoldékony citokromok kozott.
Leegyszertisitve a RC-t6l érkezd redukalt kinonokat oxidalja és a citokromokat redukalja.

Gatlasaval igy a donor ¢€s az akceptor oldalra is hatunk.
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4.31. 4bra Fluoreszcencia indukcid (A) és relaxacio (B) 1 ms hosszu gerjeszt6 flash utan Rba.
sphaeroides 2.4.1. tenyészeten (—, m), 1 mM TMPD (-, e), 10 uM myxothiazol (—,e) és 1 mM TMPD
+ 10 uM myxothiazol (-, A) jelenlétében.

Az alkalmazott gerjesztés elég hosszu volt, igy a kezeletlen tenyészeten mérhetd relaxacid 5
ms-os iddallandoval cseng le, amit TMPD-vel 235 ps-ra gyorsithatunk fel. Myxothiazol
jelenlétében a relaxacio 100 ms-ra lassul (4.31. ébra).

A myxothiazol a Q, helyre kotédik a cit bc; komplexen, megakadalyozza az elektrontranszfert
a Rieske vas-kén fehérjére, igy gatolja a komplex miikodését. Mivel a kinon pool mérete
sokkal nagyobb, mint a redukalt cit C,-¢, ezért a gatlas a donor oldalon jelentkezik. A TMPD
elektron donorként helyettesiti a cit o2t t, igy gyorsitva meg a relaxacidt. Myxothiazol ¢és
TMPD egyiittes jelenlétekor a relaxacid gyors marad, mert a feleslegben lévé TMPD
biztositja az elektronokat P* vissza-redukalasahoz, igy elfedi a gatolt cit bc; komplex hatasat.
Fontos megfigyelés, hogy ezekben az intakt sejtekben a fluoreszcencia relaxacid sokkal
érzékenyebbnek bizonyult a donor oldali elektrontranszfer reakciok modositasara, mint a

fluoreszcencia indukcio.
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Interkinon elektrontranszfer

Az akceptor oldali reakciok modositasanak, (irdnyitott) befolyasolasanak legkézenfekvobb
modja a jol ismert Qg oldali inhibitorok (terbutryn, o-phenantrolin, atrazin, stigmatellin, stb.)
alkalmazésa. Mig ezek bizonyitottan nagy hatékonysaggal gatoljak a kinonok kozti elektron
transzfert kromatoforan és izolalt RC-ban, ¢él6 sejteken végzett fluoreszcencia relaxaciod

méréseink szerint hatasuk csak igen korlatozottnak mutatkozott.
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4.32. abra Fluoreszcencia relaxacio Rba. sphaeroides 2.4.1. (A) és Rvx. gelatinosus (B) sejteken
kiilonb6z6 hosszsagh 1ézer flash-ek utan és terbutrin kezeléssel. Teli szimbolumok: kezeletlen, {ires
szimbolumok: + 120 uM terbutrin. A: Gerjeszt6 flash hossza 10 us (m, o), 100 ps (e, ©) és 500 us (A,

). B: Gerjeszt6 flash hossza 100 ps (m, 0) és 1 ms (e, o).

A 4.32. &bra terbutrinnak a Qa- Qp kozti elektronatadasra gyakorolt hatasa lathatd két
kiilonboz6 torzs esetén. Mivel a fluoreszcencia terbutrin jelenlétében is lecseng néhany 100
ms-on beliil, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a terbutrin géatlasa csak részleges, azaz vagy
csak id6legesen képes kiszoritani a kinonokat a Qg kot6helyrdl, vagy bekdt ugyan stabilan, de
a redukalt Qa-t egy kiilsé (Qp-t6l kiilonb6z6) oxidans oxidalni képes, azaz az elektronok
,Kkiszivarognak” A terbutrin fluoreszcencia relaxdcio lassitd hatasa kiilonbozd az eltérd
sebességli donorral rendelkezd torzsekben: nagyobb kiilonbséget tapasztalunk a gyors
donorral rendelkez6 Rvx. gelatinosusban, mint a nala lassabb Rba. sphaeroidesben.

A RC-hoz kotétt citokrom alegységnek koszonhetden Rvx. gelatinosus sejtekben a zart RC-ok
Ujra-nyitdsat csak az interkinon elektrontranszfer sebessége hatarolhatja. A kinyitas
id6tartamanak meghatarozasara a sejteket két, egymastol valtozo idobeli tavolsagban adott,
telitési Xe-flash-el vilagitottuk meg és mértiikk az elektrokrom abszorpcidvaltozast 540 nm-en
(4.33. abra, A). A masodik flash utani abszorpciovaltozas amplitiddja sziinet fliggvényében
emelkedé kinetikat mutat 350 ps-os élettartammal (4.33. abra, B). Ezt az értéket tekintjiik az

elektronatadas sebességének Qa’-rol Qg-re Rvx. gelatinosus sejtekben.
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4.33. abra Flash indukalt abszorpcidvaltozas és fluoreszcencia relaxacid. A: Abszorpcidvaltozas kettds
flash kisérletben Rvx. gelatinosus sejteken, B: az A panelen 1év6 kettds flash kisérlet kiértékelése, C:
Rvx. gelatinosus sejtek fluoreszcencia relaxacioja 100 ps-os flash utan terbutrinnel, D: Rba.
sphaeroides sejtek fluoreszcencia relaxacioja 20 és 100 ps-os flash utan, 200 pM terbutrin

jelenlétében.

Terbutrin hozzaadésara a relaxacid Osszetett kinetikaja lelassul. A gyors komponenst kevésbé
érinti az inhibitor, a lassi komponens aranyat viszon nagyon megndveli Rba. sphaeroides-ben
(4.33. abra, D), de még jobban Rvx. gelatinosus-ban (4.33. abra, C). Hasonlo valtozasokat
figyeltink meg a kinetikdban madas interkinon elektrontranszfer blokkolokkal is: o-
fenatrolinnal, stigmatellinnel vagy atrazinnal. A lassu fazis novekedésének okat keresve
szamitasba kell venniink, hogy Rba. sphaeroides sejtekben a fluoreszcencia relaxacio
sebbesség meghatarozo 1épése nem az interkinon elektrontranszfer, hanem nagyobbrészt P*
redukalasa és a P* cit c, altali vissza-redukalasanak gyors fazisahoz tartozé relativ
tartoz6é. A kinetikdk azt mutatjék, hogy intakt sejtekben a terbutrin Qg helyen

tartozkodasanak ideje korlatozott a pool kinonokkal valé versengés miatt.
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Homersékletfiigges

A reakciocentrum koriili ciklikus elektrontranszportban részt vevé mobilis toltéshordozok
mozgasanak sebessége fiigg a hdmérseklettdl, ezért megvizsgaltuk a fluoreszcencia relaxaciod

hémérséklet fliggését.
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4.34. abra A fluoreszcencia relaxacio hdmérséklet fiiggése Rba. sphaeroides 2.4.1. (A) és Rvx.
gelatinosus (B) tenyészeten. Gerjesztés: 800 mA, 50 us (A) vagy 1 A, 100 us (B).

A BChl fluoreszcencia relativ hatasfokanak csokkenése Rba. sphaeroides és Rvx. gelatinosus
sejtekben nagy valtozasokat mutat a fiziologias hémérsékleti tartomanyban (4.34. abra). 1 ms-
os gerjesztés utan a Rba. sphaeroides sejtek relativ fluoreszcencia hatasfokanak kezdeti
szintje 1ényegesen magasabb alacsony hémérsékleten (5°C), mint magason (36°C): Fma/Fo =
3.1 és 2.5, a kiilonbség 30 %-0s. A hdmérseklet novelésével a kinetikak kiterjedtek maradnak
(multifazikusak), de a rovidebb idétartomdnyra (egy nagysagrenddel) tolodnak: a latszélagos
fél-idé koriilbeliil 1 ms 5°C-on és 100 ps 36 °C-on. A valtozas reverzibilis. Hasonld
homérséklet fliggés figyelheté meg Rvx. gelatinosus-on.

A fluoreszcencia relaxacid két exponencidlisra bonthatd €és ez a bifazikussdg jobban
kifejezddik alacsony hdémérsékleten, mert a két komponens eltéré mértékben fiigg a

hémérséklettol.
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4.35. abra A fluoreszcencia relaxacio gyors €s lasst fazisa idéallandoinak hémérséklet fiiggése

Rba.sphaeroides 2.4.1. sejtekben (Arrhenius abrazolas).

A relaxacid kinetikdk két exponencidlisra bontdsa utdn az Arrhenius dbrazolasbol
meghatarozhatok az aktivacids entalpiak: 28 kJ/mol és 45 kJ/mol adédik a gyors és a lassu

komponensre. A lassi fazis sokkal érzékenyebb a hdmérséklet valtoztatdsara, mint a gyors

fazis (4.35. abra).

A RC zart allapotainak relativ fluoreszcencia hatdsfokai

Mivel a BChl fluoreszcencia és a fotokémia komplementer folyamatok, a fluoreszcencia
relaxacio a zart (relativ fluoreszcencia hatasfoka 1) P*Qa  allapotd RC PQa, nyitott (relativ
hatasfoka 0) allapotba torténd atalakulasat mutatja. A relaxacié nem csak a nyitott/zart RC-ok
koncentracié aranyanak valtozasat, hanem a koztes allapottl (részlegesen zart P*Qa és PQa)
RC-ok fluoreszcencia hatdsfokat is tartalmazza. Bar az antenndban 1év6 excitonokat ezek
koziil egyik RC sem tudja fotokémiailag elnyelni, de a BChl fluoreszcenciat kiolthatjak.
Kingma és mtsi. (1983) szerint a PQa 4llapot fluoreszcencia hatisfoka 60%-a P'Qa
allapoténak Rsp. rubrum sejtekben. Vitatott, hogy a PQa" allapotban torténd exciton veszteség
(pl. triplett képzédés miatt) magasabb, mint a P'Qa éllapotban P* kiolté hatdsa miatti
veszteség.

A fotokémiailag zart allapotokhoz tartozé fluoreszcencia hatasfokok megallapitasahoz a
citokrom c; mentes Rba. sphaeroides CYCA 1 torzset hasznaltuk, a RC-on athalado
elektrontranszfert kiils6 donorral (redukdlt TMPD) és az interkinon elektrontranszfert

blokkold terbutrinnal kontrollaltuk (4.36. abra).
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4.36. abra Fluoreszcencia relaxacio CYCA I sejteken. Kezeletlen (m), + 100 uM terbutrin (e), + 5 mM
TMPD (A), + terbutrin és TMPD (V). Gerjesztés: 40 us-os 1ézer flash.

Kezeletlen sejtekben P* megfeleld elektrondonordnak hidnyaban a fluoreszcencia lassan cseng
le, a P'Qa allapot élettartama 700 ms koriili. Terbutrin hozzdadasa a sejtekhez néveli a
fluoreszcencia hatasfokot és 70 ms élettartamura gyorsitja a fluoreszcencia relaxaciot.
Hasonl6an, de nagyobb mértékben gyorsithatdé a fluoreszcencia relaxacid, 0.43 ms
¢lettartamra a sejtekhez adott kiilsé elektron donorral (redukéalt TMPD). A két kinetika kozott
egy ¢lég nagy rés lathatd. A RC PQa allapotban tartidsa terbutrin és TMPD egyidejii
alkalmazéséaval lehetséges. Ez a kinetika két 1épésben esik, ami azt mutatja, hogy a PQa

redox allapoti RC fluoreszcencia hatdsfoka kériilbeliil fele a P*Qa 4llapothoz tartozéénak.

A fluoreszcencia relaxaciot meghatdrozo folyamatok dsszefoglaldsa

Az altalunk végzett kisérletek arra irdnyultak, hogy felderitsik a BChl fluoreszcencia
relaxacio Osszetett jelenségét. A fluoreszcencia hatasfoka monoton csokkenést mutatott
minden vizsgalt baktériumtérzson és nem tapasztaltunk sotétbeli emelkedést (vagyis a RC
ujra-zarodasat), mint ahogy masok korabban kozolték (Kolber és mtsi. 1998; Falkowski és
mtsi. 2004; Koblizek és mtsi. 2005). A lecsengés kinetikaja informacioval szolgal a zart RC-
okat kinyit6 folyamatokrol, akar a donor oldalrol, akéar az akceptor oldalrol vagy mindkettérdl
legyen zart a RC. A donor oldal kinyitasat kozvetleniil a citokromok redox allapota €s térbeli
elhelyezkedése iranyitja (< 1 ms hosszi gerjesztés esetén), indirekt médon pedig a ciklikus
elektrontranszport sebessége (hosszu, 1 ms feletti gerjesztés). Mig a CYCA 1 (mobilis Cit C;
mentes) és a Rvx. gelatinosus (RC-hoz k&tott citokrom alegység) két extrém eset, addig a Rba.

sphaeroides és Rsp. rubrum a koztes allapotot képviselik mobilis cit c,-vel rendelkeznek, ami
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vagy kotddik a RC proximalis helyéhez, vagy nem. Az akceptor oldal kinyitdsa a kinonok
redox allapotatdl és a masodlagos kinon kotéhelyen (Qg) valamint a pool-ban vald
elérhetéségiiktél fiigg. Altaldban sokkal gyorsabb gyorsabban nyit ki, mint a donor oldal,
hacsak nincs a RC-on citokrom alegység (Rvx. gelatinosus) vagy proximalis helyen k6t6doé cit
2 (Rba. sphaeroides). A részlegesen nyitott RC-0k (P"Qa és PQa") relativ fluoreszcencia
hatasfokai kozott megfigyelt kiilonbség bonyolulttd teszi a kinetikdk kiértékelését. A
diszkusszidban az intakt Rba. sphaeroides, Rsp. rubrum and Rvx. gelatinosus sejtek

crcr

kinetikéjara és energetikdjara fogunk koncentralni.

P* visza-redukcija jdtssza a fészerepet Rba. sphaeroides és Rsp. rubrum sejtek

crer

A nativ RC-ban gyors elektrontranszfer zajlik le a donor és akceptor oldalon egyarant, az
elnyelt fényenergia t6ltés rekombinacié altali elveszésének megeldzésének érdekében. Ha az
elektrontranszfer utak blokkoltak (pl. cit c,-mentes mutans (CYCA 1) vagy a kinon pool Na-
ditionittal redukalt), a késleltetett fluoreszcencia novekedése jol jelzi a veszteséges toltés
rekombinaciot (Asztalos and Maroti, 2009, 4.4. fejezet). Rba. sphaeroides nativ sejtekben a
zart RC-ok ujra-nyitasanak kinetikdjat a P* redukcid és az interkinon elektrontranszfer
hatarozza meg.

Izolalt Rba. sphaeroides RC-ban az els6 interkinon elektrontranszfer konformacio altal
kapuzott és sokkal gyorsabb (1-100 ps), mint a proton aktivalt masodik elektron transzfer
(~ 1 ms pH 8-on (Wraight 2004; Wraight and Gunner 2009)). Rba. capsulatus kromatoféra
membranjaban Lavergne €s mtsi. (1999) azt tapaztaltak, hogy az elsé és a masodik elektron
transzfer egyez$ kinetikai tulajdonsigokkal rendelkezik és mindkettd a (100 ps)™
iddtartomanyban van, beleértve a kapcsolddd protonacios reakciokat is. A RC akceptor
oldalan torténd kinon atfordulasra kapott leggyorsabb érték kb. 1.6 ms (Comayras et al.
2005).

Telitési flash-t kovetd P* tjra-redukciojaban Rba. sphaeroides sejtekben legalabb harom fazis
figyelheté meg, mint korabbi tanulméanyokban kimutattak izolalt fehérjéken (Drepper és mtsi.
1997; Tetreault és mtsi. 2001) vagy izolalt kromatoforan (Overfield és mtsi. 1979) és intakt
sejteken (Bina és mtsi. 2009). A P* redukcio kinetika multifazikussaga magyarazhatd a
proximalis-disztalis kotédés modellel (Moser és Dutton, 1988; Gerencsér és mtsi. 1999;
Larson és Wraight, 2000) vagy az egyetlen cit ¢, megoszlasaval egy két RC és egy cit bcy

alkotta szuperkomplexben (Joliot €s mtsi. 1989; Lavergne és mtsi. 2009). Az ultragyors fazist

68



(~ 1 ps) mi nem tudjuk feloldani, de megprobaltuk megbecsiilni a részvételét kettds flash
gerjesztéssel: a teljes amplitidobol 20-30 % a részesedése. Ez a komponens olyan RC-okhoz
tartozik, ahol a cit ¢, a proximalis helyen kotddik. A masodik fazis a 20- 200 ps id6-
tartomanyban van és nagyobb amplitidoval rendelkezik. Eredete bizonytalan, lehetséges,
hogy a RC disztalis helyén kot6do, vagy mas kotohelyekrdl érkezd (pl. cit bcp) cit cp-tol
szarmazik. Néhany tulajdonsaga miatt elsdrendiinek tlinik (koncentracid fiiggetlen sebesség),
masok miatt egyszerl diffuzionak (viszkozitastol fiiggd sebesség). A harmadik fazis (100 ps-
ms) kotott Cit co-t nem tartalmazé és/vagy a Cit bey-et érinté reakcidkat (a Cit €, ingazasa a
komlexek kozott) foglal magaba a RC: cit ¢, sztohiometria miatt (a RC feleslegben van a cit
C2-hdz képest). Egy nem telitési flash alkalmazasa elnyomhatja ezt a komponenst (Asztalos és
mtsi. 2012). A lassu fazis kinetikaja a bc; komplexen jatszodo kulcs redox reakcidkra vilagit
ra. Az ubikinol flash indukalt kettéagazé oxidacioja a citokrom bc; komplexen a hem by
redukcidjdhoz vezet 1.5- 2 ms mulva, a citokrém c; ubikinol altali ujra-redukcidjahoz,
membranpotencial keletkezésé¢hez és 10- 20 ms alatt proton leaddshoz a kromatofora bels6
oldalara (Mulkidjanian 2005). P* vissza-redukaldsanak lasst fazisa nagymértékben gatolhat6
cit bc; blokkolokkal.

Szoros kapcsolatot talaltunk a RC donor oldalanak redox titrdldsa és a fluoreszcencia
relaxacié kozott, ami aldtimasztia a P* lecsengés meghatdrozé szerepét, mint sebesség
meghatarozo 1épés a RC-ok tUjra- nyitasaban Rba. sphaeroides-ben. A mért kozépponti
redoxpotencial 327 mV a cit ¢,>*/cit ¢,** redox parra nativ sejtekben, jol egyezik a korabbi
adatokkal. 345 mV kozépponti potencialt kaptak Rba. sphaeroides kromatoféraban
(Meinhardt és Crofts, 1982) és oldatban (Pettigrew és mtsi. 1975; Prince és Bashford 1979).
Ugyan ezt az értéket hasznalta Lin és mtsi. (1994) és Venturoli és mtsi. (1998). Kissé eltérd
értéket, 355 mV-ot kaptak szabad cit c,- re Rba. sphaeroides-bél, oldatban pHS8-on (Drepper
¢és mtsi. 1997). A RC és a cit ¢, keresztkotése érintette a hem redox tulajdonsagait, 370 mV
kozépponti potencialt eredményezett pH7.5 €s 9.5 kozotti tartomanyban (Drepper €s mitsi.,
1997).

A gerjesztés idOtartamat valtoztatva szisztematikusan moddosithatjuk az atfordulasok szamat
¢s igy a fénytelitettség mértékét. Nagy 1ézerdidda intenzitdsnal a fluoreszcencia indukcio fél-
emelkedési ideje 10 us koriili, ez két nagysagrenddel alacsonyabb, mint a Cit C, athaladasi
ideje a citokrom bc; komplex és a RC kozott. A valtozo fluoreszcencia hatasfokanak gyors és
lassu komponense a flash iddtartamatdl fliggéen valtozik, ennek vizsgalatabol a membran
relativ kicsi Cit C; tartalmara kovetkeztetiink (vagy a Cit ¢2:RC arany kicsi). Ez 6sszhangban

van mas funkcionalis és szerkezeti vizsgalatok eredményeivel, amik alapjan kevés mobilis cit
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Co-t és cit bcy; komplexet feltételeznek ([cit cp]/[RC]~0.5 és [cit bc;]/[RC]~0.5) anaerob
kornyezetben, fotoszintetikusan nevelt Rba. sphaeroides-ben (Cartron és mtsi. 2014).
Citokromokbol sokkal kevesebb van, mint ubikinonokbol, amik nagy feleslegben allnak
rendelkezésre (tipikusan [UQ]/[RC]~20-30), igy a RC donor oldaldnak redox kapacitasa
behatéaroltabb, mint az akceptor oldalé. A pontos aranyok fiiggnek a baktériumtorzstol és a
nevelési kortilményektdl (fény intenzitas, oxigén tartalom, stb.).

Rba. sphaeeroides-el ellentétben, Rsp. rubrum nem tartalmaz a RC-hoz szorosan k6tédé cit
Co-t. A Rba. sphaeeroides cit ¢;-n megtalalhat6 a pozitivan toltétt Arg32 oldallanc, de Rsp.
rubrum-ban nem. gy nincs lehetdség a RC-on 1év8 negativan toltott oldallancokkal vald
elektrosztatikus kolcsonhatasra, Rsp. rubrum-ban a cit ¢, affinitasa a RC-hoz kisebb (Paddock
et al. 2005). Ennek megfeleléen P* vissza-redukalasa Rsp. rubrumban lassabb, mint Rba.
sphaeroides-ben és sokkal lassabb, mint az interkinon elektrontranszfer. A RC donor
oldalanak lassabb kinyitasa miatt a fluoreszcencia hatdsfok egy hosszabb lag fazis utan kezd
el csokkenni. Ebben a torzsben a fluoreszcencia hatasfokot kizarélag a P* irdnyitja. A valtozé
fluoreszcencia hatadsfoka és az oxidalt donor koncentracidja kozotti kapcsolatot jol
demonstrdlja a szimultdn, téglalap alaka lézerdidda gerjesztés alatt és utan végzett
abszorpcidvaltozas (798 nm) valamint a fluoreszcencia indukcid és relaxacié mérés. A szoros
Osszefliggés széles idéskalan is megmarad. Hasonld eredmény 1éthatd a citokrom mentes Rba.
sphaeroides CYCA 1 torzs esetében is. Az abszorpcidvaltozas és a fluoreszcencia Kinetika
kozotti rés a membranban 1év0 fotoszintetikus egységek kozotti kapcesoltsag mértékének
maghatarozasara alkalmazhat6 (Lavergne és Trissl 1995; Rivoyre és mtsi. 2010; Maroti és
mtsi. 2013).

Kozvetlen ¢és kozvetett bizonyitékok tamasztjdk ald, hogy a fluoreszcencia relaxacid
kinetikaja a P* vissza-redukciéjat tiikrozi ezekben a torzsekben és az akceptor oldalnak csak
kis szerepe van. Ez ellentmondasban van a zdld ndvényeken megfigyelhetd klorofill
fluoreszcencia sdtétrelaxacié magyarazataval, ahol az oxidalt klorofill dimer (Pggo’) Vissza-
redukcidja a masodlagos donor (tirozin 161 a PSII D; alegységén) altal sokkal gyorsabb
(g ps)'l) mint barmilyen elektrontranszfer reakcié az akceptor oldalon. Pggg’ Vissza-
redukciodja tehetd feleléssé a RC ujra-nyitasaban (Cser and Vass 2007). A korabbi, bakterilis
rendszereken végzett fluoreszcencia relaxacid vizsgalatokat hasonloan magyaraztdk. A
relaxacio Osszetett kinetikait a RC akceptor oldalar6l torténd elektron elszallitassal
jellemezték (Kolber et al. 1998). Ezt a nézetet hasznalta fel Koblizek és mtsi.(2005), amikor
fotoszintetikus apparatus fejlodését vizsgaltak aerobbol anaerob kornyezetbe vald atmenet

alatt, de Kis és mtsi. (2014) nem.
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A fluoreszcencia relaxacio akceptor oldali limitacioja Rvx. gelatinosus-ban

Mivel a citokrom alegység biztositja P* nagyon gyors vissza-redukalasat a RC-ot ért egy vagy
két foton talalat utan, az akceptor oldali elektrontranszfer fogja hatarolni a RC Gjra-nyitasat
rovid gerjesztés alatt. Két flash kisérletet alkalmazva megbecsiiltik a Qa — Qg
elektrontranszfer sebességet, ami (350 ps)™. Hosszabb gerjesztés utan, amikor a RC t5bbszor
atfordul, a donor oldali reakciok sebessége kisebb lesz, dsszemérhetd az akceptor oldali
reakciokéval és hozzajarul a sebesség korlatozasahoz.

Az akceptor oldali limitacio 1€tét timogatja a fluoreszcencia relaxacié sebességének akceptor
oldali gatloszerekre vald érzékenysége. A terbutrin, ez a jol ismert interkinon
elektrontranszfer blokkold sokkal nagyobb mértékben lassitja a relaxaciot Rvx. gelatinosus,
mint Rba. sphaeroides sejtekben.

Izolalt RC-okban az inhibitotrok (terbitrin, stigmatellin, atrazin és o-fenantrolin) gatoljak az
interkinon elektrontranszfert, oly moddon, hogy versengenek az ubikinonokkal a Qg
kotohelyért. A mi fluoreszcencias vizsgalataink bemutatjak, hogy ezek az anyagok intakt
sejtekben kevésbé hatékony gatloszerei az interkinon elektrontranszfernek. A baktériumsejtek
szaporodasat gatoljak folyamatos megvilagitdsban nevelt tenyészetben. Egy ésszerli
magyarazat a megfigyeléseinkre, hogy az alkalmazott koriilmények kozott (nitrogén
atmoszféra, hosszl sotét adaptacid) a sejtekben részlegesen redukalt allapotban vannak, és a
RC Qg helyén szemikonon, Qg’ iil. Mivel ennek nagy az affinitasa a RC-hoz (izolalt RC-ban
UQqo kotési allandoja tizszer nagyobb, mint UQ-¢, Wraight 2004), az inhibitor sotétben valod
bekotése akadalyozott. Az inhibitornak akkor van esélye bekdtddni a Qg helyre, ha egy
szemikinon masodjara is redukalodik és elhagyja a RC-ot. Mindemellett, hosszabb gerjesztés
alatt a kinon pool redukéltabbé valik €s az inhibitor QHz-vel valo versengése kedvezdtlenné
valik. Tovabba, a Qg helyen 1évd kinol diszproporcionalédhat (QaQHz «» Qa QsgH™ + H+),

melynek eredménye egy szorosan kotédd szemikinon (Maro6ti és Wraight 2008).
A fluoreszcencia relaxacio sebesség meghatarozo lépéseinek aktivacios akadalyai

A BChl fluoreszcencia hatasfoka ¢és sebessége is mutatott homérsékletfliggést a
kisérleteinkben. A fluoreszcencia hatasfokban megfigyelt valtozas magyarazhat6 azzal, hogy
a hoémérséklet valtozasaval modosul a lipid membranban 1évé (magas fluoreszcencia
hatasfoka) BChl molekulak kitettsége a vizes oldathoz (alacsony fluoreszcencia hatasfok). Ezt
az elképzelést algak és zold novények kapcsan vezették be, ahol jol is miikddik (Murata és
Fork 1975). A relaxacio latszolagos sebessége homérséklet-fliggésének magyarazata mar nem

tlinik ilyen egyszerlinek. Nem egyszerlien egy diffizio altal szabalyozott folyamatot jelent,
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hanem egy jelentds aktivacids gattal rendelkezd reakciot, ami 28 kJ/mol a gyors (~200 pus) és
45 kJ/mol a lassu fazisra (~2 ms). Mivel a RC akceptor és donor oldalan zajlo kinon redukalo
¢s citokrom oxidalo reakciok kiilonbozo aktivacids entalpidval rendelkeznek, a homérséklet-
fliggés alapjan talan szétvalaszthatok a kinetikdkban a dominans reakciok.

Az izolalt RC kinon akceptor komplexében zajlo elektron transzfer reakciok lelassulnak a
homérséklet csokkentésével, vagyis nagy aktivacidés entalpidval rendelkeznek. Magas,
~ 60 kJ/mol, aktivacios entalpiat mértek az elsd elektrontranszferre (Qa Qs — QaQs,
Mancino és mtsi. 1984; Gopta és mtsi. 1997) és a masodik protonfelvételre
(QaQsH — QaQsH2, Gopta és mtsi. 1998) is. Az interkinon elektrontranszfer egy kapuzott
reakcio, ahol nem maga az elektron ataddsa, hanem a kinon helyzete (proximalis vagy
disztalis a Fe®*-hoz képest) vagy a fehérje konformacidja (a protonacidt is beleértve) a
sebesség meghatarozo 1épés (Graige és mtsi. 1998; Mulkidjanian 2005; Wraight és Gunner
2009). Az ubikinon redukcié magas aktivacios gatja ugy tiinik ezekhez a reakcidkhoz kothetd,
hogy megel6zze a potencialisan veszteséges visszafelé iranyuld interkinon elektrontranszfert.
Hasonloan a RC-ban 1év6 kinon redukcidhoz, az ubikinol cit bc; komplexen toérténd elagazo
oxidacidja is nagy aktivacios energiaval rendelkezik (Hong és mtsi. 1999).

Az akceptor oldallal ellentétben, a donor oldali, P* cit 022+ altali vissza-redukalasahoz kothetd
reakciok Iényegesen kisebb aktivacio entalpidval rendelkeznek. 11.7 kJ/mol és 8.0 kJ/mol
értekeket allapitottak meg a nagyon gyors (1 ps-nal kisebb fél-¢letidd) és gyors (60 ps-os fél-
életidé) P* vissza-redukciora Rba. sphaeroides izolalt RC-aihoz kovalensen kotétt cit co-vel
(Drepper és mtsi. 1997). Még kisebb aktivacios energiakrol szamoltak be Bla. viridis-ben, ami
RC-hoz kotott tetrahem citokrom alegységet tartalmaz: 6.9 kJ/mol, 3.8 kJ/mol és 4.3 kJ/mol
értekeket kaptak, amikor egy, két vagy harom hem volt redukalt (Mathis és mtsi. 1994). Intakt
Rba. sphaeroides sejtekben, P nagyobb részének redukcidjat lazan kétott cit ¢, végzi el 100
us (gyors) és 2-10 ms koriili (lassu) fél-életiddvel, kis aktivacios energidval. Azt figyeltiik
meg, hogy a fluoreszcencia relaxaci6 dominans, 100-200 ps fél-¢letideji gyors fazisanak
aktivacids energidja eléggé kicsi (28 kJ/monl). A nagyobb aktivacids energiaval rendelkezd
(45 kd/mol) 2-5 ms fél-életidejii lasst komponens az akceptor oldal és a cit bc; komplex
kozremiikodését jelzi, amik nagyobb aktivacids entalpiaval jellemezhetdk. Megfigyeléseink
szerint a fluoreszcencia relaxacioé lassu komponense érzékenyebb terbutrinre, a flash hosszara
és cit bc; blokkolokra, mint a gyors komponens.

Eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy Rba. sphaeroides sejtek rovid gerjesztés utani

crer
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legnagyobb részben a donor oldali elektrontranszfer reakciok iranyitjak és az akceptor oldal

részvétele csak hosszabb megvilagitas (tobbszords atfordulas) esetén szdmottevo.

4.4 A fotoszintetikus reakciécentrum szerepe a ciklikus

elektrontranszportban

Asztalos E és Maroti P (2009) Export or recombination of charges in reaction centers in intact

cells of photosynthetic bacteria (Biochim. Biophys. Acta, Bioenerg.1787: 1444-1450)

A reakcidcentrum koriili elérefelé és visszafelé halado elektrontranszport folyamatokat Rba.
sphaeroides 2.4.1. sejteken in vivo vizsgaltuk flash- indukalt késleltetett fluoreszcencia (DL),

prompt fluoreszcencia (indukcio) €s abszorpcidvaltozas segitségével.
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4.37. dbra A RC redox allapotainak sematikus abrazolasa szabadenergia skalan, a ciklikus
elektrontranszport 5 1épésével Rba. sphaeroides sejtekben. Az 1. és 4. reakcio hatarozza meg a
fényindukalt toltések RC- bdl valo elszallitasanak sebességét a donor és akceptor oldalrdl. A
ferricianid és a terbutrin blokkolja a 2. és 3. 1épést. Kiilsé elektron donor (D) visszaredukalhatja a P*-t
és/vagy a Cit ¢,>'- t. Toltésrekombinacioval a P*Qa” és Cit > PQA” allapotokbol (ki és Ky
idéallandoval) termélis re-populacioval P és A” keletkezhet (szaggatott nyilak), ami késleltetett

fluoreszcencidhoz vezet.
Fizioldgias koriilmények kozott intakt sejtekben a RC-bol egy rovid flash hatasara keletkezett
toltések gyors folyamatoknak koszonhetben elszallitddnak és az elraktarozott szabadenergia

késObb energiaigényes reakcidk fenntartdsahoz hasznalhatd. Az visszafelé halado reakcioknak

altalaban csak kis szerepe van (Ki1<< k; vagy ks és k<< k;) (4.37. abra). Azonban jelentdsek
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lehetnek, amikor a toltések elszallitisa akadozik és/vagy a komponensek szabadenergia
szintjeit modositja a sejtek redoxpotencialja, kora vagy kiilonb6z6 kémiai kezelések (pl. gatlo
szerek). A DL mérése kivald eszkoz a visszafelé halado reakciok nyomon kovetésére, vele
parhuzamosan prompt fluoreszcencia ¢és flash indukalt abszorpciovaltozds méréseket is
végeztiink a toltésrekombinacio szerepének tanulmanyozasara.

Intakt sejtek flash gerjesztés utani DL jelének lecsengése Osszetett kinetikaja, de itt csak a
leglassabb komponensel foglalkozunk. Jellemzéen a DL 1-10 ms- os idétartomanyban cseng
le (4.38. 4abra, A), kinetikai egyezést mutat az oxidalt cit c; lecsengésével
(visszaredukcidjaval), amit az 551 nm ¢és 570 nm-en mért abszorpciovaltozasok
kiilonbségével kovettiink (4.38. abra, C). A P*/P redox valtozas és a cit ¢, oxidacio sokkal
gyorsabb (nem abrazolt). 10 mM Na-ditionit hozzdadésa utdn a DL intenzitdsa koriilbeliil egy
nagysagrendet emelkedik, valosziniileg a kinon pool és a Qg redukaloddsa miatt (4.38. dbra,
A). Ellenben, kiilsé elektron donor hozzaadasa (redukalt TMPD vagy DAD) a sejtekhez
csokkenti a DL intenzitasat a kinetika szdmottevd modositasa nélkiil (nem &brazolt). TMPD
kezelés utan az oxidalt cit ¢, lecsengése felgyorsul, de az amplitad6 valtozatlan marad (4.38.
abra, C). Ez a hatas a cit C23+ TMPD altali kozvetlen redukcidjanak tulajdonithato.
Mindezekre alapozva kimondhat6, hogy a megfigyelt DL f& prekurzora a citc,>"PQa” redox
allapot.

Ha a (flash indukalt) P* cit c,®* altali redukcioja gatolt ferricianid jelenléte miatt vagy a
kinonok kozti (Qa” — Qg) elektrontranszport terbutrinnal blokkolt (vagy stigmatellinnel, nem
abrazolt), hosszu élettartamtt DL mérhet6 a 10- 100 ms id6tartomanyban (4.38. abra, B).
Ebben az iddtartomanyban atfed a fotoelektronsokszorozot védo kétfajta technika mitkodési
tartomanya. Az egyik a detektor elektronikus kapuzasa, a masik pedig mechanikai fényzar
hasznalata. Mindkét mddszerrel hasonlé monoexponencialis lecsengéseket kapunk, csekély
pH fiiggéssel. A DL lecsengése egyiitt halad a 798 nm-en mért abszorpcidvaltozassal (ami a
P*/P redox valtozasra jellemzd). Ilyen feltételek mellett a DL prekurzora a RC P*Qa™ redox

allapota.
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4.38. abra DL lecsengés egész sejtekben, kiilonb6z6 feltételek mellett (A, B) és Gsszehasonlitasuk a cit
¢,/ citc,” (C) és P*/ P (D) redox atmenet okozta abszorpiovaltozasok kinetikajaval, egyszeri
gerjeszto flash utan. Mérési koriilmények: (A) elektronikusan kapuzott fotoelektronsokszorozo, DL
fotonszamlalas, 100 mérés atlaga, 1 Hz flash repeticio, 10 mM Na- ditionit (a), 10 mM Na- ditionit és
1 mM TMPD (b), kezeletlen (c) és 500 uM TMPD (d). (B) 120 uM terbutrin és 250 uM K-
ferricianid. A detektort elektronikus kapuzassal védtiik (a), vagy mechanikus fényzarral (b, pH 8.82; ¢,
pH 7.06; d, pH 4.77). (C) 16 mérés atlaga, kezeletlen (a) és 1 mM TMPD (b). A kinetikak
monoexponencialis felbontasa: sebességek: (2.9 ms)™ (a), (0.81 ms)™ (b) és amplitadok: 0.62 mOD (a),
0.7 mOD (b). (D) 16 mérés atlaga, pH 7.06, sebesség (24 ms) ™, amplitadé 0.48 mOD.

Miutan azonositottuk a DL két prekurzordt és a toltés rekombindcido ttvonalait,
megvizsgalhatjuk ezek termodinamikai tulajdonsagait és pH fiiggésiiket. A P"Qa" redox
allapot szabadenergia szintje kiilonb6z6 pH értékeken meghatarozhatd, ha az integralt DL,
[F4(t)dt- t viszonyitjuk az azonos koriilmények kozt mért JF, p(t)dt prompt fluoreszcenciaval,
ahogy elGszor Arata és Parson (1981) alkalmazta izolalt RC- okon:

P Fa(t)dt  k G
foooFd(t) t _ kiop . Gaq (4.30)
Jo Fp®dt  kaef ksT

Ahol kgT a Boltzmann faktor (25 meV szobahémérsékleten), [Fy(t)dt és [F o(t)dt a késleltetett
¢és a prompt fluoreszcencia integralt értéke. Ugyanazon a mintdn lettek lemérve azonos optikai
és elektronikai (1 MQ andd ellenallés, 10 kHz sziirés és 100 szoros erdsités) feltételek mellett,
egyediil a gerjesztd fényintenzitds nem volt azonos. A gerjesztd 1ézerfényt kalibralt sziirke

sziirkkel (1-10°°) osztottuk le, hogy a prompt fluoreszcencia a DL- el azonos nagysagu
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legyen. A DL lecsengés integraljanak kiszamitdsdhoz exponencialis illesztést hasznaltunk:
[Fy(t)dt = Ag/kg, ahol Aq az amplitudd a t = 0 pillanatban és kg (= K1, 4.37. abra) a DL P*Qa’
prekurzor allapota lecsengésének idéallandoja (kg = 25 st pH 7.8- nal). A késleltetett €s
prompt fluoreszcencia integralt értékeinek aranya 4.9-10° pH 7.8- nal. A (4.30) egyenlet jobb
oldalan, ki, az antenna bakteriokorofillok fluoreszcenciajanak idéallandoja, a fluoreszcencia
spektrum integralasabol szarmaztathatd (ki = 8-10® s'l, Arata és Nishimura, 1983). A P"Qa’
keletkezésének (fotokémiai csapdazas) kvantum hatasfokat egységnyinek vettik (¢ = 1,
Wraight ¢és Clayton, 1973), és ¢f, a prompt fluoreszcencia hatasfoka a Rodamin B festék
ismert fluoreszcencia hatasfokabél (0.97) hatdrozhaté meg (¢r = 5-10°, (Maroi és Wraight,
2008; Arata és Nishimura, 1983; Borisov ¢s Godik, 1972; van Grondelle, 1985). Ezekkel az
értekekkel az 1. egyenet alapjan GOA*Q =-870 meV pH 7.8 —on.

Sajnos ez a modszer nem alkalmazhat6 a cit C23+PQA' allapotbol szarmazo DL-re. Az intakt
sejtekben gyorsan lecseng a DL (gyorsabban, mint hogy kinyitna a mechanikai fényzar), igy
elektronikus kapuzassal kell mérni, ami a mi elrendezésiinkben nem elég gyors (10 MHz) a
prompt fluoreszcencia detektalasahoz. Ezért a cit > PQA” prekurzor allapot
szabadenergidjanak csak a valtozasat (AG®) és nem az abszolit értékét szdmitjuk ki a pH
fliggvényében:

0( 0 _ 0 _ 1. J Fa(®)dt(pHz)
AG°(G°(pH,) — G°(pH,)) = kgT I e (4.31)
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4.39. abra A" és P*Qa” kozotti szabadenergia rés, G° fliggése a kiilsé pH- tol, a prompt és a késleltetett
fluoreszcencia integralt értékeinek aranyabol hataroztuk meg (m, baloldali fiiggdleges tengely). Az
integralt DL-t normalizaltuk a P/P* flash indukalt abszorpcidvaltozas amplitudojara. A 3. egyenlet

alapjan illesztettiik meg az adatokat (folytonos vonal): G,,° = - 910 meV, pK; = 5.0, pK; = 5.75, pK, =

9.1, pK, =9.5. A mérési feltételek ugyanazok, mint a 4.38. abra B (b- d) és D panelén. A" és cit
c.*'PQa kdzotti szabadenergia, a DL integralt értékének logaritmusabol szamitott AGP kiilonbség
kiilsé pH- tol valo fiiggése (O, jobboldali fiiggdleges tengely). A feltételek azonosak a 4.38. dbraan, az
A (c) és C (a) paneleken.

A AG® értékek a 4.39. abra lathatok, a kiilsé pH fiiggvényében, mert a sejten beliili pH- t nem
tudtuk mérni. A belsé és a kiilsé pH eltérhet egymastol a sejtmembran H' permeabilitasatol és
a sejten belilli puffer kapacitastol fiiggden. Mig a cit ¢,°*PQa — cit C.*'PQa tdltés
rekombinaciobol szarmazé DL intenzitisa teljesen pH fiiggetlen, a P'Qa” — PQa toltés
rekombinaciébol szdrmaz6é DL intenzitdsa csekély pH fliggést mutat a savas és lagos
tartomanyokban. A kapott G’ (pH) értékek formalisan két Henderson- Hasselbalch gorbe
Osszegével kozelithetok, ami kifejezi a RC fehérjén 1évd protonalhatdé csoportok

kolcsonhatasat a P*Qa” dipollal:

!
1+10PH-PKj

G°(pH) = G + kgT - Y2 ,1In (4.32)

1+10PH-PKj

Ahol Gy’ a szabadenergia nagyon alacsony pH- n (ahol minden protonalhaté csoport

protonalt) , pK;’ és pK; az i-edik csoport pK- ja P- n és Qa- n t6ltéssel vagy a nélkiil.
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Az entalpiavaltozas ¢és az entropikus tag meghatarozasa is hozzatartozik a toltés rekombindcid
teljes termodinamikai leirdsdhoz. Az entalpiavaltozas t az integralt DL logaritmusanak inverz
homérsékletfiiggésére illesztett egyenes meredekségébdl lehet meghatarozni (van’t Hoff
abrazolas, 4.40. abra). A P*Qa redox allapotbdl szarmazo DL esetében a meredekség negativ
és az entalpiavaltozas AH® = 340 meV, pH 7.8 —on. Meglepddésiinkre a cit ¢,**PQa™ redox
allapot altal meghatarozott van’t Hoff abrazoldson pozitiv meredekségli egyenest kaptunk,
amibdl AH® = -180 meV- nak adodott! A prekurzor eltiinésének f6 utja itt az oxidalt cit c;
visszaredukalasa a Cit bcy; komplex altal, megmértiik ennek folyatnak k; sebességallandojanak

hémérséklet fliggését €s az Eyring egyenlet szerint analizaltuk:

— . kBT _A¢
ki =k - exp( kBT) (4.33)

Itt x transzmisszios egyiitthatd, h a Planck 4llando és AG™ az aktivaciés szabadenergia:
AG" = AH" - T-AS’, ahol AH" és'AS” az aktivaciés entalpia és entropia. Mivel x ismeretlen
(4ltalaban 1- nek veszik), a meghatarozast AH™ -ra korlatozzuk. Az Eyring abrazolas negativ

meredekségii egyenest ad, amib6l AH™ = 1200 meV.
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4.40. abra A két kiilonbozd prekurzortol szarmazoé integralt DL hémérséklet fiigése, P'Qa” (m) és cit
¢.*'PQa” (O) (van’t Hoff abrazolas, baloldali fiiggéleges tengely). A cit ¢,>* visszaredukélas
sebességének homérsékletfiiggése (*) (Eyring abrazolas, jobboldali fiiggéleges tengely). Mérési
koriilmények: 120 pM terbutrin és 2 mM K- ferricianid, AH® = 340 meV (m), 120 uM terbutrin, AH® =
-180 meV (O) és AH® = 1200 meV (*).

A DL a RC- ban 1év6 toltésparoktol szarmazik, igy minél nagyobb a dipdlok koncentracioja,

anndl nagyobb a DL intenzitasa. Ha a toltések elvandorolnak a donor vagy akceptor oldal felg,
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a DL prekurzor allapota eltiinik. fgy a DL a toltések RC- bol valé elszallitasat méri. Ujabb
oldalrél kozelithetiink a probléméahoz, ha megnézziikk a BChl prompt fluoreszcencidjanak
(4.41. abra). A fotoelektronsokszorozot elektronikusan kapuztuk, hogy védjik a gerjesztés
alatti intenziv BChl fluoreszcenciatol. A zart RC (P'Qa) kinyitdsa dsszetett kinetikat mutat,
ami érzékeny a gerjesztd flash hosszara, a RC redox allapotidra ¢€s inhibitorokra. A
legegyszeriibb modellben a toltéseket elszallitdo reakciok egyszeriiek, a donor és akceptor
oldalrol torténd elszallitas sebességallandoi kp és ka, a kinyitas kinetikdja analitikusan

kiszamithato:
[PQ](t) =1+ exp(—(ks + kp) - t) — exp(—(kAt) + exp(—th)) (4.34)

Ha a kinyitas kinetikaja meredek, a (4.34) egyenlet jo kozelitéssel ad ésszerii kA és kD
sebességallanddkat. A (4.34) egyenlet akkor is hasznos, ha az egyik oldalon blokkolt az
elszéllitas. A terbutrin blokkolja az elektrontranszportot a RC akceptor oldalan (kA<< kD), a
(4.34) egyenlet szerint a RC zarva marad t << 1/kA id6intervallumban, ami egyezik a kisérleti
eredménnyel (4.41. abra). Azonban, a kinetikdk idOben elnyujtottak, tobb nagysagrendet
Olelnek fel, igy a toltések elszallitasanak kinetikajat monoexponencialisnak feltételezni nem

helytalls.

1073 10 1073 1072 10! 10°
b B R B B LA | | T T
St
3 0O O
. i
3.0+ o? 3
P
o [ ]
S
il * gt *
‘--;< . [ ) <>.
s 20F 4
g 20 ¢
Y * . "
1.5F . 1
e 4 o™
52 |
| |
10 A e oa-g v A i
sl PR | L sl ETEEEEET | s sl |
107 1074 1073 102 107! 10"

relaxacios ido (s)

4.41. abra A fluoreszcencia helyreallasanak kinetikaja flash gerjesztés utan, kiilonb6zo koriilmények
kozt. Az elso flash, legyen az nagyon rovid (Nd: YAG 1ézer, 5 ns, e, m) vagy hosszabb (Iézer didda, 1
ms, 0,A), a sejtek fluoreszcencidjat a kezdeti Fq Szintrél Fp,y szintig emeli. Az elso flash utan egy
masodik (lézer didda) flash- t adunk idében eltolva az els6hoz képest, hogy letapogassuk a
fluoreszcencia indukcio kezdeti fluoreszcencia szintjét (Fo(2)). Az 5. egyenletet hasznaltuk az adatok

illesztéséhez (m, ¢, folytonos vonalak): kp = 88 5™, ka=6.3-10* s™ (m) és kp = 1.6:10%s™, ks = 88 s
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(0). Mérési koriilmények: Az els6 flash Nd: YAG Iézer és az aktualis redoxpotencial a kiilsé oldatban
54 mV (@) és 390 mV (m); mindkét flash 1ézer diddatdl szarmazik, kezeletlen sejtek (0), + 120 uM
terbutrin (A).

A DL az antenna bakterioklorofillok termalis repopulaciéjabol szarmazik a P*Qa” vagy a cyt
c.>'PQa” prekurzor 4llapotbdl P* -on keresztiil, a visszafelé irnyuld reakciokat kisérd
entalpiavaltozast van’t Hoff abrazolast hasznalva hataroztuk meg (4.40. abra). AHaxq = 340
meV (pH 7.8) aP*Qa «— A" folyamatra, ami jelentdsen kisebb az izolalt RC- on mért értéknél
(840 meV, Turzd6 ¢és mtsi., 2000). A szabadenergia valtozasa egész sejtekben
AGOA*Q =870 meV, igy az entropiavaltozas (-T-AS° = 530 meV) hozzajaruldsa nagyobb, mint
az entalpiavéltozasé, szobahémérsékleten. Mig a P~ P*Qa™ - bél t6rténd repopulacidja izolalt
RC- ban entalpiavaltozas altal hajtott, addig egész sejtekben az entropikus tag jelentdsebbé
(de nem dominanssd) valik. Hasonloan, a gerjesztési energia entropiaja ndvekszik a RC- bol
az antennaba szokéskor, az entrdpia novekedése a toltésszétvalasztasban/ rekombindcidban
jelent6sebbé valik egész sejtekben, mint izolalt RC- okban. A cyt ¢,**PQa” < cyt ¢,*'PQa
atmenet entalpiavaltozasanak meghatarozasa a megfigyelt DL- b6l nem olyan egyszerii, mint
a P'Qa <> PQa reakcional. A nehézséget a prekurzor élettartamanak hémérsékletfiiggése
okozza: a (4.30) egyenletben nem csak a Boltzmann tag, hanem kp (= kit k) is
hémérsékletfiiges. (A P'Qa” — PQa toltésrekombinacié (kp = K1) hémérsékletfiiggése
nagyon enyhe, az elektronatadés alagit effektussal torténd mivolta miatt). Ezt egyértelmiien
demonstralja a cyt ¢,°* vissza-redukci6 sebességallanddjanak meredek hémérsékletfiiggése.
Magasabb hémérsékleten P* repopulacidja ndvekszik a Boltzmann tag miatt, de csokken a
prekurzor rovidebb ¢lettartamanak koszonhetden. A két ellentétes hatdst figyelembe véve,
1020 meV entalpiavaltozas becsiilhetd a cyt Cz3+PQA' > Ccyt CZZ+PQA reakciora, ami jelentosen

eltér a masik, P'Qa” > PQa toltésszétvalasztas/ toltésrekombinacid reakcioétol.

A szabadenergia rés gyenge pH fiiggése

A (vagy P*) és P"Qa” kozti szabadenergia rés csak enyhe pH fiiggést mutatott egész sejtekben
(4.39. abra). Ezzel a megfigyeléssel egyezden, gyenge pH fliggést talaltak DL mérés alapjan
meghatérozott P*Qa” szabadenergia szintjében kromatofordkban (Maréi és Wraight, 2008) és
RC- ban (Turzé és mtsi., 2000; McPherson és mtsi., 1990). Ez a megfigyelé éles ellentétben
van a korabbi, kiilonb6z6 baktériumtorzsek kromatoféra membranjain mért egyenstlyi redox
potenciometria eredményeivel (Parson, 1978; Prince és Dutton, 1978; Prince, 1978). A
Qa/Qa  kozépponti redoxpotencialja Rba. sphaeroidesben erés pH fiiggést mutatott

-60 mV/ pH egység meredekséggel, egészen pK, = 9.8- ig, ami azt jelzi, hogy az els6dleges
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kinon redukcidja protononként egy elektron felvételével jart (Prince és Dutton, 1976, 1978).
A DL méréseket mi intakt Rba. sphaeroides sejteken végeztiik, ez tamogatja azt a nézetet,
hogy a Qa potenciometrikus redox titralasokbol kapott kozépponti potencialjanak erés pH
fliggése egy miitermék, a Q pool-al a Qg-n keresztiili redox kiegyenlitédésbol szarmazik, mint
ahogy mar korabban is felvetették (Maroi és Wraight, 2008; Wraight, 2004).

Az A" és P'Qn kozotti szabadenergia rés kicsi, de hatarozott pH fliggése a kinon kotdhely
koriili flash indukalt protondcios lépésekre utal. A kinonnal koélcsonhatdé protondlhato
aminosavak talan a toltésszétvalasztasra (P*Qa’) reagalva (Bohr) protonokat vesznek ol és
hozzajarulnak a toltéspar energetikai stabilizacidjahoz (Mardéti és Wraight, 1988). Elvileg ez
megmagyarazza a megfigyelésiinket, miszerint nagyobb a szabadenergia rés a savas, mint a
lagos pH tartomanyban. Miutan az szabadenergia rés enyhe pH fiiggését formalisan ((4.32)
egyenlet) illesztettiik két Henderson- Hasselbalch tipusu gorbe osszegével nagyon kis pK
eltolodast kaptunk a savas (pK; — pKy = 0.75) és bazikus (pKz — pKz = 0.4) csoportokra, ami
jelzi, hogy a protonalhatd csoportok gyenge kdlcsonhatasban allnak a Qa- n és P- n 1évo flash
indukalt toltésekkel. A cit C23+PQA' — Cit C22+PQA reakcio szabadenergia rés teljesen pH
fliggetlen mivoltat figyeltik meg, ami P* részvételére utal. A korabbi munkak eltérd
eredményeket és tendencidkat mutatnak. A DL intenzitas egyszerii pH fliggését mutatta ki
Rhodopseudomonas viridis kromatoforan Carithers és Parson (1975). Ellentétes eredményt
publikalt Rba. sphaeroides kromatoforat hasznalva Arata és Nishimura (1983), valdsziniileg a
DL kiilonb6z6 kinetikai komponenseinek nem megfelel6 feloldasa miatt. Ujabb tanulmanyok
a sokrétli savas aminosav oldallancok egyiittes viselkedése mellett érvelnek, ami erdsen
antikooperativ protonaciot eredményez (Cheap és mtsi., 2007). A RC citoplazmikus oldalan
elteriil egy interaktiv proton csoport (proton szivacs) €s talan ez a hosszl tavl kolcsonhatés
magyarazza a RC toltésszétvalasztott allapotdban megfigyelt proton felvétel pH fliggését
(Pilotelle-Bunner és mtsi., 2009).

A toltesek RC- bol valo elszallitasanak kinetikai korlatai

A késleltetett és prompt fluoreszcencia kozti kapcsolat nem csak a prekurzorok szabadenergia
szintjeinek, hanem a RC- bol valo toltés elszallitasok kinetikajanak meghatarozasara is
alkalmas. A két moddszerrel kiilonb6zé szemszogbol, de atfogd képet kaphatunk a toltés
szallitasrol. Mindkettd egy toltés dipol jelenléte miatt keletkezik, majd eltiinik, mikdzben a
dipdl elveszik. Mig a prompt fluoreszcencia szintje alacsony nyitott (PQa) €s magas zart

(P"Qa) RC- ok jelenlétében, a DL intenzitisa nagy a rovid dipolok és kisebb a hosszabb
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dipolok esetében. Ezeket az egyszeri tulajdonsdgokat felhasznalva érthetjilk meg a flash
hossz, valamint a kémiai és elektrokémiai modositasokkal kapott eredményeinket.

Mivel a cit ¢, P* altali oxidacidja gyors a kezeletlen sejtekben (10* 10° s, Maréti és
Wraight, 1988), a RC ujranyitasanak sebességét elsésorban az akceptor oldal befolyasolja
4.41. dbra). A megfigyelt kiterjedt relaxacid jelzi, hogy a Qa™ visszaoxidalasa tobb 1épésben
torténik, ami a Qg kotd hely részleges betoltottségébdl (félig (Q7) vagy akar teljesen redukalt
(QH.) kinonnal) szarmazhat. Hasonlo, t6bb fazisos fluoreszcencia lecsengésrél szamoltak be
z6ld novények II. fotokémiai rendszerén (Kolber és mtsi.,, 1998) és fotoszintetikus
baktériumokon (Koblizek, 2005). Az osszetett kinetika a szuperkomplex szerkezetének
lenyomata lehet. Nemrég igazoltdk, hogy Qa gyors oxidacidjahoz, anaerob kornyezetben
sziikség van az elektrontranszport komponesek szuperkomplexbe rendezédésére (Joliot és
mitsi., 2005). Tovabba, a modosult redox egyensuly miatt, ami a redukalt elemek felé tolodott,
a szuperkomplexben 1évé kolcsonhatasok elfedhetik a kinon akceptor oldal klasszikus
kételektronos kapujat.

A ferricianid magas redoxpotencidlt és az 0OsszetevOk redoxpotencidljanak egyszeriibb
eloszlasat biztositja. A fluoreszcencia relaxacid Osszetett kinetikdja leegyszeriisodik. A
ferricianid lelassitja donor oldali reakciot: cit c,”'P* — cit ¢,>'P, kp = 88 s- re a cit c,**

1 a redukalt

oxidalasaval, de az akceptor oldali reakciot gyorsnak hagyja: ka = 6.3-10* s
kinonok oxidaldsa miatt.

Hasonldan nagy valtozasok tapasztalhatok, amikor a lézer gerjesztés idOtartamat 5 ns- 1ol 1
ms- ra noveljiilk. Az 1 ms- os gerjesztés alatt a RC- ok tobbszor atfordulnak (koriilbeliil 5-10
szer), ahogy a fluoreszcencia indukcidés gorbe félemelkedési idejébdl latjuk. Ilyen
koriilmények kozott, az akceptor oldalon felgyililemlenek a redukalt dsszetevok és viszonylag
lassti elszallitast kapunk: ka = 95 s*. Az elektrontranszport sziik keresztmetszete a diffizio
altal korlatozot Q/QH; kicserélddés a Qg kotohely és a Qpool kOz6tt. A donor oldali reakciora
is hatassal van (lelassitja) a toltések felhalmozodasa és a diffizid altal iranyitott cit c.*" — cit

bcy reakcid lehet a korlatozo (4.38. abra, C). A sebességallando nagyobb lett, mint az akceptor
oldalé: kp = 1.6-10°s™.

Osszegzés

A Kkésleltetett fluoreszcencia prompt fluoreszcenciaval €s abszorpciovaltozas méréssel
kombinalva lehetdséget nyujt két egymassal versengd elsddleges reakcid termodimaikai és
kinetikai meghatarozasara: toltésszétvalasztas a RC- ban és elektron dramlds a RC- bol.

Ezeket a folyamatokat nem membranfrakcidoban vagy izolalt RC fehérjéken vizsgaltuk, hanem
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¢l6 baktériumtenyészetekben. A DL két prekurzor allapotat azonositottuk (cit ¢,>"PQa” és
P*Qn), melyek élettartamat a cit bc; komplex (cit ¢,*" — cit ¢,%%) és a toltésrekombinécio
(P"Qa” — PQp) hatarozza meg. Ezek a visszafelé iranyuld reakciok a fényenergia hasznositas
szempontjabol veszteséget jelentenek, mértékiiket redox anyagok, gatloszerek alkalmazasaval
¢s a megvilagitas hosszanak megvalasztasaval szabalyozzuk. Az eredmények alapjat képez-
hetik egy a fotoszintetikus baktériumok fényhasznositasat figyel6 biomonitoring rendszer

épitésének.

45 Hg* hatasa Rba. sphaeroides sejtekre

F (rel. egység)

| |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1d6 (ms)

4.42. dbra Hg®* hatasa Rba. sphaeroides 2.4.1 baktériumsejtek fluoreszcencia indukcidjara.
Fluoreszcencia indukcid fényen tartott, kezeletlen (ctrl) és 2 oras higanykezelésnek kitett sejteken
(+Hg™).

A 4.42. abran lathato egy tipikus fluoreszcencia indukcios gorbe (ctrl). JoOI elkiilonithet6 rajta
két rész: egy éles emelkedés, ami a konstans vagy sotét fluoreszcenciat mutatja (Fo), majd egy
lassabban emelked6 fazis, az id6ben valtozé fluoreszcencia (F,) kovetkezik. A két fazis
Osszege adja a teljes (maximum) fluoreszcenciat az emelkedés végén (Fmax = Fo + Fy). Az Fo,
kezdeti szint azoknak az antenna bakterioklorofilloknak (vagy mas pigment molekuldknak) a
prompt emissziojabol szarmazik, amelyek gerjesztett allapotdt nem konvertalja

toltésszétvalasztott allapotba egy reakcid centrum. Ezek a bakterioklorofillok energetikailag
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nem csatoltak a fénybegylijtd rendszerhez, igy nem kapcsolodnak reakcié centrumhoz.
Masrészrol Fy, a valtozo rész a csatolt antenna molekulaktdl szarmazik, igy az Fma/Fo arany
megmutatja, hogy mennyire hatékonyan csapdazza az elnyelt fotonokat a fotokémia (Bina és
mtsi. 2009, Trissl 1996). Az indukcié felemelkedési ideje Fo-bol Fma-ba az antenna
abszorpcids hataskeresztmetszetével €s a reakcidcentrum koriili elektrontranszfer reakciokkal
fligg Ossze (Asztalos és Mard6ti 2009, Koblizek és mtsi. 2005). A fluoreszcencia indukcion
nagy valtozasokat figyelhetiink meg Hg2+ hatasara: Fpax és Fo is csokken, a gorbe gyorsabban
éri el a maximumot (4.42. abra). A ng+ hozzaadasa utan nagyon rovid idon beliil
megfigyelheté az indukcios gorbe félemelkedési idejének csokkenése, a 4.44. abra lathato,
hogy ez a prompt hatas 20 s-os félidovel lezajlik. Az Fnax, Fo és Fy csokkenése hosszabb
id6éskalan alakul ki, mértékét befolyasolja a tenyészet kora, valamint hogy fényben vagy

sOtétben tartjuk-¢ a tenyészetet (4.43. abra és 4.45. abra).
A maximum és a valtozo fluoreszcencia érzékeny indikatora a higany jelenlétének a sejtekben.

A magas higany koncentraci6 gatolja a fotoszintetikus novekedést. Hogy lassuk, a maximum
(Fmax) és a valtozo (Fu/Fmax) fluoreszcencia szintje megbizhato és érzékeny indikatora-e ennek
a karos hatdsnak, a novekedés korai exponencidlis fazisdban 1évé sejteket higannyal
kezeltiink. A higany kezelt és a kezeletlen (kontrol) mintat kétfelé osztottuk, az egyik par
maradt fényen, a masikat sotétbe helyeztiik. A fluoreszcencia indukcido mérését 3 perccel a

higanykezelés utan kezdtiik. Az eredményeket a 4.43. dbra Osszegzi.
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4.43. abra Valtozasok a maximum (F.x) és a valtozoé fluoreszcencidban (F,) Rba. sphaeroides 2.4.1.
korai exponencialis fazisban 1év6 tenyészeteiben 26 pM Hg? hatésa. A kezeletlen, ® Hg*" kezelt

tenyészet, lires szimbolumok: fényben tartott, kitoltott szimbolumok: sotétben tartott tenyészet.

A kontrol tenyészet fotoszintetikusan novekedhetett, igy Fmax novekedése a sejtszdm
novekedésével fiigg Gssze, mig a Hg2+ kezelt minta ellentétes iranyt mutat, Fyax meredeken
csokken. F\/Fnax allandé marad a kontrol tenyészetnél, a sejtek fotoszintetikus apparatusanak
valtozatlan fotonhasznositasat mutatva, a ng+ kezelt mintanal ez is csékken.

A sotétben tartott sejtek nem tudnak fotoszintetikusan ndvekedni, igy a kontrol minta Fpyax
értéke allando, mert nem képz6dott tobb fotoszintetikus pigment, Fu/Fmax is allando, mert a
fotoszintetikus apparatus hataskeresztmetszete valtozatlan maradt a kisérlet ideje alatt.
Réadasul a két paraméter csokkenése a sotétben tartott Hg kezelt mintaban sokkal kisebb
mértékli, mint a fényen tartottban. A higany erdsebb gatldo hatast fejt ki novekvd

tenyészetekben.
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A viltozé fluoreszcencia félemelkedési ideje és a Hg™ -kezelés
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4.44. abra A véltoz6 fluoreszcencia félemelkedési idejének valtozasa 26 pM Hg?" hatasara Rba.
sphaeroides 2.4.1. stacioner fazisban 1évé sejttenyészetben. A higany hozzaadasa s6tétben tortént
(nyil). A gyors esést (bal oldal) lassu és részleges emelkedés kovet sotétben (@) vagy fényben (o)

(jobb oldal).

Rba. sphaeroides 2.4.1 sejtek valtozo fluoreszcencidjanak félemelkedési idejében torténd
azonnali és masodlagos valtozast mutatja be a 4.44. abra. Fotoszintetikusan novekvo sejteket
sOtétadaptacid utan higannyal kezeltiink (a nyil mutatja), majd sotétben tartottuk. Ahogy a
4.42. 4bra lathato, Fmax csokken és a valtozod fluoreszcencia fokozatosan elhanyagolhatova
valik higany kezelés hatasara. F, csokkenése mellett a félemelkedési ideje is csokken, ami
kortlbeliil 20 masodperces felidovel lezajlik és két perc utan 4ll be egy allando értékre (4.44.
abra, bal oldal). Ez a jelenség talan a higany fotoszintetikus apparatusra gyakorolt azonnali
hatasat tlikr6zi. Sokkal hosszabb iddskalan (orék), F, atlagos félemelkedési ideje ujra
novekszik, valdsziniileg a higany masodlagos hatasai miatt (4.44. abra, jobb oldal). Ez a
hosszabb iddskalan megfigyelhetd viselkedés felgyorsul, ha a higany kezelt mintat fényben
tatjuk.

A novekedeés kiilonbozo fazisaiban 1éve sejtek kezelése higannyal

A 4.45. abran a novekedési gorbe kiilonbozd szakaszaiban 1évd tenyészeteket kezeltiink

higannyal, majd kovettiik a fluoreszcencia indukcioban bekdvetkezd valtozasokat.
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4.45. abra Hg®* hatasa Rba. sphaeroides 2.4.1.
kiilonb6z6 koru tenyészeteinek fluoreszcencia
maximumara. A: kezeletlen tenyészet, o: +26 uM Hg**(a
t=0 pillanatban). Az F.x értékek a kiindulasi értékre

normaltak.

A baktériumok higany érzékenysége fligg a sejtek
koratol. A lag vagy exponencidlis fazisban 1€vo
sejtek nagyon sériilékenyek, a higanykezelés nagy
esést okoz Fmax szintjében 1-2 6ra alatt (4.45. ébra
fols6 és kozépsd panel). Ellenben az iddsebb sejtek
a késd stacioner fazisban sokkal ellenallébbnak
tinnek a higannyal szemben, ugyanabban az
idétartomanyban nem sokkal térnek el a kezeletlen
sejtektol (4.45. abra, alsé panel).

A Hg* indukci6

kezelés a fluoreszcencia

paramétereire  gyakorolt hatdsat kiegészitendo,

tovabbi steady-state ¢s kinetikai modszerekkel

vizsgaltuk a kiils6leg hozzaadott higanyionok Rba.

sphaeroides sejtek fotoszintetikus apparatusara
kifejtett hatasat.
A baktériumsejtek  steady-state  abszorpcids

spektrumanak vOrds

800 ¢és

vége harom f6 cslcsot
850 nm kozéppontokkal a
bakterioklorofill-

tartalmaz:

periférids  antenna fehérje

komplexeit tiikrozi, a 875 nm-es csucsot a core-komplex (RC + LH1) bakterioklorofilljai

adjak. A pigmentek oszcilldtor erdssége az abszorpcids savjuk nagysagaval jellemezhetd.

Higanykezelés alatt, hosszabb iddskalan a savok teriiletének csokkenése figyelhetdé meg (4.46.

abra), a kdzépponti hulldamhossz szamottevo eltolédasa nélkiil. A fényen tartott, Hg2+ kezelt és

kezeletlen tenyészetek sav teriileter kozotti latvanyos kiilonbség (> 50 %, 8 oOra inkubacio

utan, 4.46. abra, A) oka, hogy a kezeletlen tenyészetben a sejtek novekedtek, mig higannyal

nem. Az oszcillator erdsség csokkenése nem egyenletes: a 800 nm-es sav nagyobb csdkkenést

szenved el, mint a masik kettdé. A higanykezelés alatti megvilagitas gyorsitja a higany altali

roncsolast, de a valtozasok irdnya azonos a sotétben megfigyelhetokkel.
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fényben A 4.46. abra Rba. sphaeroides 2.4.1. sejtek

=l kezeletlen B~ a abszorpcids savjainak valtozasa 50 pM Hg**
—~ o aeTA jelenlétében, fényen (A) és sitétben (B) tartott
2 BB
g _;E_—,;g_‘:f‘ff &7 tenyészetekben. A spektrumok voros részét
2 00laf e o 850 | .
'g - : R g g harom Lorencz komponensre bontottuk fel, 800,
= L 875
2 W 850 és 875 nm-es csticsokkal. o kezeletlen
@ 50 uM Hg** T
0V He 800 ™ B800, m + Hg®* B800, o kezeletlen B850, @ +
50t :
P S S S S —— Hg?* B850, A kezeletlen B875, A + Hg®* B875.
0 1 2 3 4 5 6 7 8
105 sotétben B A B800 csokken a legjobban Hg** hatasara,
fényen.
e T N A bakterioklorofill fluoreszcencia indukci6 a
g milliszekundumos id6tartomanyban azokat a
= = . w1 e s . ,
= 05 -8 fotofizikai folyamatokat tiikrozi, amik soran
- [ I
3 a nyitott RC a gerjesztési energia
elnyelésének hatasara bezarodik (4.47. abra).
%0 0 1 2 3 4 5 6 7 8

inkubcids id5 (h) Hérom paramétert hatarozhatunk meg: a

fluoreszcencia kezdeti (Fp) és maximum

szintjét (Fmax), valamint a félemelkedési id6t (ti2). (A fluoreszcencia novekedése Osszetett
kinetikat mutat, igy a félemelkedési id0 bevezetése nem igényli a gorbe modell- fliiggd

felbontasat).
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4.47. dbra Fényben tartott sejtek fluoreszcencia indukcio kinetikajaban bekovetkezo valtozasok 26 uM
Hg®* jelenlétében, kiilonboz6 hosszasaga inkubacios utan. A fluoreszcenciat téglalap alaku 1ézer dioda
gerjesztés (2W, 808 nm) alatt mértiik. Az aktualis fluoreszcencia intenzitas (F) a kezdeti

fluoreszcenciahoz (Fy) viszonyitott.
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A 4.48. abran lathatdo a higanykezelés hatdsa a fényben tartott tenyészet fluoreszcencia
paramétereire. A kezeletlen tenyészetben Fo és Fpax emelkedése a sejtosztddasnak
koszonhetd. A higanykezelt tenyészetekben altalanos tendencia az Fmnax csokkenése, mig az Fo
nem mutat Iényeges valtozast a kisérlet alatt. A valtozé fluoreszcencia (Fy= Frax- Fo) aranya a
maximum fluoreszcencidhoz képest (F/Fmax) altalanosan elfogadott nézet szerint a baktérium
fotoszintetikus kapacitasanak mértékét jelenti. Nagy esést mutat (0.75- r6l 0.5- re) 3 oras
kezelés alatt (4.48. abra, C). A félemelkedési id6 (t12) nem mutat jelentds valtozast a kezelés

alatt, azonban mar a Hg®* hozzaadéasakor lecsdkken (4.44. abra bal oldala, 4.48. 4bra, D).
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4.48. abra A fluoreszcencia indukcié paramétereiben torténd valtozas kezeletlen (lires szimbolumok)
és 26 uM Hg®* (kitsltstt szimbolumok) jelenlétében. A higany hozzaadasa azonnal blokkolja
sejtosztodast, csokkenti Fray (A), Fu/Fmax (C) és tyn (D) értékét, Fo-t allando szinten tartja (B).

A fluoreszcencia indukcidt kiegészitd modszer a vele parhuzamosan mért abszorpciovaltozas.
A karotenoidok 530 -510 nm-nél mérhetd elektrokrom valasza kivalo indikatora a
fotoszintetikus membranok energetizaciojanak, egyszeri (4.49. abra, A) vagy tobbszori (4.49.

abra, B) RC atfordulas utan, nem csak algak (Bailleul és mtsi. 2010), hanem baktériumok

esetében is.
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4.49. abra Karotenoid elektrokrom valasz 530 nm-nél mért (versus 510 nm) abszorpciovaltozas
alapjan, egyszeri telitési flash utan (A) és folyamatos lézerdioda gerjesztés alatt (B), higanykezeléssel
(1 6ra inkubacio) és cit bc, gatloval (myxothiazol). Az 6sszehasonlitashoz (B) abrazoltuk a
fluoreszcencia indukcio is (D), nagy kiillonbségek vannak a felemelkedésekben: az elektrokrom
emelkedés telitddéséhez tobbszori atfordulas sziikséges. Az elektrokrom jel nagysaga (B) érzékenyen
fligg a Hg* koncentraciotol és az inkubaciods id6tol (C).

Az elektrokrom jel emelkedése (4.49. abra, B) sokkal lassabb, mint a fluoreszcencia
indukcioé (4.49. abra, D), azonos koriilmények kozt mérve, tobbszori atfordulasokkal, bar
tartalmaz egy kicsi, de gyors kezdeti emelkedést a RC-ok bezarddasanak megfeleléen. Az
elektrokrom jelben tiikkr6z6dik a membran épségében és/vagy a ciklikus elektrontranszportban
higanykezelés hatdsira keletkezett karosodds mértéke. A membran energetizacid szintje
nagyban fiigg a higany koncentraciotol, igy érzékeny indikatora a higanyszennyezésnek (4.49.
abra, C). Még 5 uM Hg2+ is kdrosodast okoz, az elektrontranszfer blokkoldsan keresztiil
gatolja a membran feltoltddését. Az elektrokrém jel egyszeri telitési flash utani lecsengését

nem modositja jelentésen a higanykezelés (4.49. abra, A).
Az elektrontranszfer reakcidok sebességében torténd valtozasok felderitéséhez abszorpcio és
fluoreszcencia flash eljarasokat alkalmaztunk. A dimer oxidacigjat és késobbi, citokrom (cit)

Cy altali Gjraredukalodasat flash-indukalt abszorpciovaltozassal detektaljuk, 798 nm-en (4.50.
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abra). A visszaredukalddas gyors és lassu komponense a RC-hoz kozeli (bekotddott) és egy
tavoli cit c;-nek tulajdonithat6. Leirtak egy tovabbi, nagyon gyors (10- 20 ps) P* 4ltali cit c,
oxidaciot (Joliot és mtsi. 1989) amit egy, a RC proximalis oldalahoz szorosan ko6té6dé cit -
vel magyaraztak. Kémiailag oxiddlva a cit C,-t nem tapasztalunk novekedést a P*
amplitidéban (nem abrazolt), ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az itt hasznalt egész sejtekben
ez a nagyon gyors fazis kis amplitadojt, elhanyagolhaté. A higanykezelés hatisira a P”
redukcio gyors komponense fokozatosan atalakul lassuva, a lassi komponens pedig eltliinik
(4.51. abra). A P* amplitadd csokkenését az inkubacios idé fiiggvényében egy-egy higany
koncentracional exponencialis fliggvényekkel illesztettiik, az id6allandokat abrazolva a
higany koncentricié fliggvényében, egyenest kapunk. Ez bizonyitja, hogy a tapasztalt P*
veszteség csak a Hg2+ kezeléstdl szarmazik és 34 h™M™ bimolekularis sebességallando
hatarozhaté meg. Gyenge flash-eket hasznalva, a P* - redukalt cit c, sztdhiometriai felesleg
csokkenthetd, ennek megfeleléen a lassu komponens elnyomhaté (4.50. abra, B). Ez a
megfigyelés annak lehet a kovetkezménye, hogy megvaltozott a komponensek aranya (van
elég redukalt cit c,, ami redukalja a kevés P'-t), vagy a fotoszintetikus apparatus
szervez6désével hozhatd Gsszefiiggésbe, mint a RC-cit ¢, szuperkomplex (Lavergne és mitsi.
2009) vagy a heterogenitas (Crofts és mtsi. 1998). Amikor a sejteket higannyal kezeljiik, a P*
redukcié gyors komponense kisebb lesz ¢és fiiggetlen a flash intenzitdsatol. A higany
csokkenti a P* felesleget a redukalt cit C,-hoz képest, és talan van némi hatdsa a fehérjék

strukturalis elrendez6désére.
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4.50. abra A bakterioklorofill dimer (P) flash-indukalt abszorpcidvaltozasa €s visszaredukalodasa Rba.

sphaeroides sejtekben (A) és a P* visszaredukalodas gyors fazisanak aranya sziirke sziirékkel leosztott

Xe-flash gerjesztés utan (B), higanykezelt (30 perc inkubacio) ¢s kezeletlen tenyészeteken, 798 nm-en
mérve. A gorbéket gyors és lassu fazisokra bontottuk fol, a kdvetkezé amplitudokkal és

sebességallandokkal: AAyes= 3.43 MOD, Kgyors= (200 ps)™, AAje= 1.1 MOD, Kiyes= (4.66 ms)™ a
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kezeletlen sejtekre és AAgyors= 1.71 MOD, Kgyors= (200 ps) ™ AA,i= 1.84 MOD, ki,ei= (5.68ms) ™ a
higanykezelt sejtekre. A higanykezelt sejteknél az amplitadok aranya fiiggetlenné valik a flash

intenzitasatol.
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4.51. abra Flash-indukalt P* abszorpcidvaltozas visszaredukcidjanak analizise higanykezelt sejteken, a
Hg®* koncentraci6 (5-75 pM) és az inkubacios idé (0-6 oéra) fiiggvényében. Az amplitudé id6beli
csokkenése kiilonbozoé higany koncentracidkon (A). Az A panelen 1évo gorbék monoexponencialis
illesztéseibol szarmazo id6allandok a higany koncentracié fiiggvényében (B). A gyors komponens
amplitadojanak csokkenése kiilonbozo higany koncentraciokon az inkubacios id6 fliggvényében (C)
meredekebb, mint a teljes amplitddo (A). A lassu komponens idéallandojanak csékkenése kiillonbozo
higany szinteken (D).

A RC bakterioklorofill dimer késleltetett fluoreszcenciaja (DL) a P*Qa™ toltésszétvalasztott
allapot szabadenergia szintjének és ¢€lettartamanak meghatarozasara hasznalhato (Turzo és
mtsi. 2000). A higany hozzaadasa utan az amplitido hirtelen csdkkenése figyelheté meg, mig
a kinetika nem modosul jelentdsen (4.52. 4bra). A higany prompt hatdsa nem oldhato fel
kinetikailag. Hosszabb iddskalan (a higany kés6i hatdsai) mind az amplitiddé, mind a
lecsengés sebességallandoja modosul. Az amplitidd fokozatosan csokken, a lecsengés

idéallandoja pedig novekszik.
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4.52. dbra Higany ionok hatasa intakt sejtek flash-indukalt késleltetett fluoreszcenciajara. 5 uM Hg? a

DL azonnali csdokkenését okozza (A). A higany kés6i hatasa az amplitidé tovabbi csokkenését okozza,

emellett gyorsitja a lecsengést (B). Ez utobbi lathaté az inkubacios id6 fliggvényében a C panelen. Ez
a két komponens hatarozza meg a DL gorbe alatti teriiletét, kombinalt hatasuk a DL intenzitas

inkubacios 1d6tél valo éles fliggésében mutatkozik meg (D).

Ezt a tendenciat jo1 demonstraljak a DL teriiletének (intenzitasanak) kiilonb6zo reprezentacioi
(JDL dt az inkubécios id8 és [DL dt a Hg®" koncentracio fiiggvényében). A higany inkubécid
hataséara a DL kisebb és gyorsabb lesz, ez legalabb két 1épésben torténik.

A higanyion altal okozott jelenségeket az intakt baktériumokban lejatszodo ismert elsddleges
folyamatok keretében targyaljuk meg. A fény elnyelését és fotokémiai hasznositasat Rba.
sphaeroides fotoszintetikus baktériumban a 4.53. abra foglalja 6ssze. A fényt egy antenna
pigment (A) nyeli el, ami igy gerjesztett allapotba keriil (A*) és a gerjesztési energia egy
nyitott RC —hoz (QaP) vandorol. A fotokémia mas kiolté folyamatokkal verseng A*-ért, mint
a fluoreszcencia és egyéb veszteség folyamatok. A gerjesztési energia azon része, ami zart
RC-hoz szallitodik, a J-vel jellemzett egységek kozti konnektivitdsnak koszonhetéen
atiranyitodik egy nyitott RC-hoz, ahol fotokémiailag hasznosulhat. A toltés szétvalasztott
allapotbdl egy sor elektrontranszfer reakcio indul a RC donor és akceptor oldaldn. Az oxidalt

dimert visszaredukalhatja egy kozeli (k6t6dott) vagy egy tavoli (nem kotédott) redukalt cit C,.
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A redukalt elsddleges kinont a masodlagos kinon oxidalja. QaP™ toltéspar extrém kis hanyada

rekombinalddhat, repopulalodhat a gerjesztett dimer €s az antenna, DL-t mérhetiink.

k Antenna - RC bc, complex
h
~ QuP
U WA
! - -
A NNy A*< .......... Rt A

: Q,P
: proximal
o Ji 2+
/ : At C2 distal 2

Hg?**

4.53. dbra A fényenergia tovabbitasa és az elsddleges elektrontranszport folyamatok Rba. sphaeroides
fotoszintetikus baktériumban és a higanyion lehetséges timadasi pontjai (a vékony nyilakkal jelolve).
Az egyik antenna bakterioklorofill (A) fény altal (1) gerjesztett allapotba keriil. A* eltiinhet
fluoreszcencia kisugarzas formajaban (k; id6allandéval), veszteség folyamatok altal (k) és
elvandorolhat a gerjesztési energia (szaggatott nyilak) nyitott (PQa) vagy zart (P*Qa") RC-okhoz. A
zart RC-ok altal csapdazott excitonok atiranyitodhatnak (és hasznosulhatnak) nyitott RC-okhoz (J a
fotoszintetikus egységek kozotti konnektivitasi egyiitthatd). A gerjesztett dimer (P*) toltéspart hoz
1étre (dupla nyil), amit elektron transzport folyamatokban emésztenek fel a RC donor oldalan 1évo cit
€, molekulédk és az akceptor oldalon 1évé oxidalt (Qg) vagy részlegesen redukalt (Qg") masodlagos
kinon. A toltéspar nagyon kis része repopulalodik P*, majd A* allapotba, ami késleltetett

fluoreszcencia (DL) kisugarzas formajaban tiinik el.

Telitési flash-t kovetden a P* visszaredukcidja két fazisra bonthatd. A gyors fazis a 20-200
us-os idétartomanyban talan egy a RC disztalis oldalahoz kotddd, vagy mas kotéhelyekrdl
érkez6 (pl. bep) redukalt cit Cp-t6] szarmazik. A lassu fazis (200 ps- 20 ms) a cit ¢, diffuzio
kontrollalt RC és bcl komplexek kozotti ingazasat foglalja magaba. Izolalt RC- cit ¢
rendszerben egy harmadik, sokkal gyorsabb (~ 1us) komponenst is megfigyeltek 30- 40 %
amplitidoval, ezt a RC proximalis oldaldhoz kot6do cit c- nek tulajdonithatd (Mathis 1994).
Kimutattak, hogy a proximalis kotOhely betoltottsége és a cit c- fiiggd elektrontranszfer
reakciok sebessége nagyon érzékeny az oldat ionerdsségére (Overfield és Wraight 1986,
Gerencsér és mtsi. 1999). Intakt Rba. sphaeroides sejtekben a nagyon gyors fazis nem lathato
a kisérleteinkben, valosziniileg az intracitoplazmikus membran koriili nem elhanyagolhatd

ionerdsség miatt.
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Osszegzés

Nehézfémek kimutatdsara irdnyuld modszer lehet a (bakterio)klorofill fluoreszcencia indukcid
(konstans és valtozo6 rész nagysaga és aranya, valamint a félemelkedési id6) mérése. Ennek
bemutatdsara sejttenyészeteket kezeltiink higannyal: 26 pM HgCly-ot adtunk kiilonb6zd
novekedési fazisban 1€évo tenyészetekhez, majd bizonyos 1d6kozonként megmértiik a fényen
vagy sotétben tartott tenyészetek fluoreszcencia indukcidjat. Az itt hasznalt Hg2+ koncentracio
teljes mértékben gatolja a sejtek novekedését (Giotta és mtsi., 2006).

A higany széleskori elterjedése a természetben egészségligyi kockazatot jelent, mert ez az ion
konnyen bejuthat az emberi taplaléklancba. Ez szamos tanulmany készitését 6sztondzte, amik
a higany hatasat vizsgaltak eukariotakra és prokaridtdkra. A higany altalanossagban eléggé
mérgezd és ennek mértéke fiigg az adott €l6lénytdl, ECso értéke valtozatos: 60-80 uM egér
makrofagokra (Kim és Sharma, 2004), 0.1 uM Paracentrotus lividus tengeri siinre (Fernandez
¢és Beiras, 2001) és még ennél is kisebb értéket (0.025 uM) kozoltek Meretrix meretrix
larvdjanak embriogenezisére (Wang és mts, 2009). Ehhez hasonl6an, szdmos szerzdé kimutatta
a higany erds karos hatdsat a fotoszintézisre (Clijsters és Assche 1985, Gadallah 1994, Lars
1971, Lu 2000, Murthy és Mohanty 1993, Patra és Sharma 2000). Sesbania drummondii
magoncok esetében 0.7 mM ECsg értéket talaltak, mig rizs magoncokra egy nagysagrenddel
kisebbet (Du ¢és mtsi.,, 2005). Boening (2000) atfogd leirast kozolt a higany
mikroorganizmusokra gyakorolt hatasar6l. A kozelmultban Borsetti és mtsi. (2009) foglaltak
Ossze fémek hatasait fotoszintetikus baktériumokra, a higanyt Giotta és mtsi. (2006)
vizsgaltak meg kozelebbrdl a karotenoid mentes Rba. sphaeroides R-26.1 mutanson. Ez a
torzs (Cogdell és Thomber 1980, Rafferty és mtsi. 1979) a karotenoidmentesség miatt nem éli
tul oxigén és fény egyiittes jelenlétét. Masrészrol, kisebb és robusztusabb fotoszintetikus
apparatusa van, emiatt ellenallébb higannyal szemben: 20-30 uM ECsg értéke van szemben a
vad tipust Rba. sphaeroides 2.4.1. torzs 2-4 uM értékével.

A Hg”" hatésa a fotoszintetikus apparatusra erdsen Osszefiigg az aminosavak C=0, C-N, C-S
és C-SH csoportjaival valdé kolcsonhatdsaval. Sersen és mitsi. (Sersen és mtsi., 1998)
kimutattdk, hogy higanykezelt spenot kloroplasztiszok 685 nm-en mért fluoreszcencia
emisszioja a kezeletlen mintaénak 30%-ara esett. Ez az antenna pigmenteket ért erds karos
hatést jelez. Tovabba, a fotoszintetikus apparatust is hatranyosan érinti a higanykezelés, mint
azt mutatja a PSII tirozinjaitol szarmazé Z*/D* EPR jel eltiinése (Sersen és mtsi.1998).

Rba. sphaeroides 2.4.1. fotoszintetikus baktériumban Fo, Frnax és Fu/Fmax egyidejii csokkenése

(4.42. abra) kettés karosito hatast jelez, az antenna bakterioklorofill pigmentek és az

95



elsddleges donort alkotd bakterioklorofill dimer részérdl. Tovabba, a valtozé fluoreszcencia
Fy emelkedésének iddallandojadban bekovetkezett valtozas a higany fotoszintetikus
apparatusra kiilonitett hatasait mutatja (4.44. abra). A prompt hatas csokkenti a fluoreszcencia
indukci6 fél-emelkedési idejét. Ennek megértéséhez észben kell tartanunk, hogy a fél-
emelkedési id6 Fo-10l Fax-ra 6sszetett (nem monoexponencialis) kinetikat kovet (4.42. abra),
amint a fény hajtotta toltés szétvalasztas (PQaQs—P QA Qg) a toltések donor oldali (P*—P)
¢s akceptor oldali (Qa Qs—QaQg) eltlinésével versenyez, ami megakadalyozza P+QA', aRC
legmagasabb fluoreszcencia hatasfoku forméjanak gyors keletkezését. Amint (szamos
atfordulds utan) ezek az elektrontranszfer reakciok megéllnak (pl. a pool-ok kimeriilése
miatt), a fluoreszcencia eléri a maximumat. A prompt hatds, a valtozo fluoreszcencia fél-
emelkedési idejének csokkenése az indukcid lassu fazisanak eltlinésétdl szarmazik, ami pedig
a RC folyamatos atforduldsanak akadalyozasat jelzi. Igy a Hg2+ elsddleges hatasa, ugy tlinik a
RC akceptor és/vagy donor oldalat érinti.

A Hg®" masodlagos hatisa hosszabb iddskalan (6rak) érvényesiil: tonkreteszi a BChl
pigmenteket ¢és csokkenti a csatolast az antenndban, igy csokkenti az abszorpcios
keresztmetszetet és a foton elnyelés sebességét. A higanynak kitett baktériumok hamarabb
vesztik el BChl pigmentjeiket, mint a csatolast az antennaban. Ezek nem parhuzamosan
tlinnek el. Eredményeink szerint a pigmentek kozti kdlcsonhatas ép maradhat az antennaban
1év6 pigmentek szdmanak csokkenése ellenére is. Ezen kiviil a higany stlyosan gétolja az
antenna szervezddését és az elektrontranszfert a sejtekben, hatasa fiigg a sejtek koratol (4.45.
abra) és anyagcsere folyamatok (fény hajtotta) segitik (4.43. abra). A ng+ ion a novekedés
exponencialis fazisdban 1év0, fényre kitett sejtekre fejti ki a legnagyobb gétld hatast. Sokkal
kisebb (ha van egyaltalan) hatast figyeltiink meg oreg sejteken (a késo stacioner fazisbol),
sotétben. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a higanyion nem passziv modon jut be a
sejtekbe és a kromatoféra membranba, hanem aktiv transzport 4ltal, amit anyagcsere
folyamatok segitenek. A Hg?* ionok ko-transzporttal 1éphetnek 4t a membranon, vagy mas
ionok csatornait hasznalva.

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a higanynak hasonlé hatasai vannak Rba. sphaeroides
fotoszintetikus apparatusara, mint amiket megfigyeltek ndvényeken és algakon. Tovabba, a
higanyion fotoszintetikus baktériumokkal vald kolesonhatdsanak megértése hozzajarulhat mas
artalmas nehézfém hatdsanak molekularis részletekben valé felderitéséhez és hozzasegithet a

szennyezés korai, érzékeny kimutatasara kidolgozandé mddszerekhez.
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2+ . ’ rre, s r .. .7
A HQ"" hatdsa a fénybegyiijtésre és a fluoreszcencia indukciora

Megfigyeltiik, hogy hosszl (8 dra) ideig tarté higanykezelés (50 pM) alatt a 800 nm-es
abszorpcids sav szenvedett csokkenést (~45 % fényben, ~ 5 % sotétben), mig a 850 nm-es sav
nem (< 5 %) (4.46. abra). Ez a két cstics a periférialis antenna komplexhez tartozik, ahol
aranyuk allandé. A tény, hogy csak a 800 nm-es sav csokken higanykezelés alatt, fényben, azt
jelzi, hogy az aff heterodimerek (8-9 db) alkotta gyiirii, amiben minden egység harom
bakterioklorofillt és egy karotenoidot kot, strukturdlis és funkcionalis valtozasokon megy
keresztiil. A 800 nm-es bakterioklorofill- fehérje komplex-re hat a higany hosszl inkubacid
alatt.

Az egyik leglenyligozobb megfigyelés a fluoreszcencia indukcié harom (Fo, Fmax, ti2)
alapvetd paraméterének a higany inkubécio korai szakaszban torténd nagymértékii valtozasa,
mig a sejtek abszorpcidjaban nincs valtozds ebben az idétartomédnyban (4.46. ébra). Bar, a
fluoreszcencia indukcié jellemzdinek valtozasa Osszetett viselkedést mutat a higany
koncentracid és a kezelés id6tartamanak hatasara, a maximum fluoreszcencia (Fmax) €és a
félemelkedési 1d6 (ti2) csOkkenése altalanosan megfigyelhetd. A fénybegyiijtés reakcidok
sémajanak alapjan (4.53. abra) fél- kvantitativ modon leirhaté a higany hatasa, feltételezve,
fotoszintetikus egységek kozotti konnektivitdsra (J). Bizonyitjuk, hogy a higanyionok
bejutnak a sejtekbe €s az intracitoplazmikus membran kozelében Osszetett modon csokkentik
ezeket a mennyiségeket.

A fluoreszcencia hatasfokok:

ke

Fo2d® = v 439
a kezdeti 4llapotban (amikor minden RC nyitott, [RC],= [RC]), és
kg
(Fnax %) @Prmax = (4.36)

kf+kp+kc[RC]

a végsé allapotban (amikor minden RC zart, [RC]c= [RC]). ki és ky az antennaban
fluoreszcencia vagy madas, nem sugarzasos folyamatban (pl. hd) elveszd fotonok sebesség
allandoja. Ha a fotokémiai csapda nagyon hatékony, akkor ko [RC] >> ki + kn. Mivel az
Fmax/F0 arany 4 kortili (4.47. abra), k= ko/4, vagyis a zart RC foton csapdazasanak sebessége
egy negyede a nyitott reakcidcentruménak.

A higany intakt sejtek fluoreszcencia indukcidjara gyakorolt legfigyelemreméltobb hatasa az

Fmax jelentds csokkentése, mig az Fy valtozatlan marad (4.48. abra, A, B). A kezdeti
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fluoreszcencia a higanykezelés alatt két ellentétes hatasnak van kitéve. Egyik oldalrol a sejtek
fluoreszcencidja (Fo- is beleértve) altalanosan csokken a B800 abszorpcids sav csokkenése
miatt (4.46. abra), a méréseink soran kizardlag ezt a savot gerjesztjik a lézer diddaval (808
nm). Bar a B800 sav az LH2 része és kevéssé jarul hozza a megfigyelt fluoreszcencia
kibocsatashoz, az altala elnyelt energia a fluoreszcencia kibocsatdé LH1- hez tovabbitodik. A
emeli az Fo-t ((4.35) egyenlet). A két hatas talan azonos nagysagl, ezért nem latunk jelentOs
valtozast Fo- ban (legalabbis Fyax-hoz képest) higanykezelés alatt.

Fmax higanyionok hatdsara végbemend sokkal nagyobb valtozdsanak magyarazatdhoz
figyelembe kell venni, hogy barmilyen modosulas az antennaban (pl. kn novekedése) Frax-0t
sokkal nagyobb mértékben érinti, mint Fo-t ((4.35) és (4.36) egyenlet alapjan). A megfigyelt
valtozas még igy is tul nagy ahhoz, hogy egyediil azzal a mechanizmussal magyardzzuk, mint
az Fo-t. Fax csokkenése nagymértékben a higany RC-ra kifejtett hatdsabol szarmazhat. Egy
lehet6ség, hogy a higany megnoveli a zart RC-ok csapdazasanak sebességét (k). Tovabbi
opciod, hogy a Hg2+ ion karositja RC akceptor oldalat, lelassitja az redukalt elsddleges kinon
visszaoxidalasat (4.53. abra). Kovetkezésképpen, a RC-ok egy része a PQa™ allapotban ragad,
ami kevésbé jo fluoreszcencia kioltd, mint a P'Qn allapotban zart RC. Az Fpa csokkenése a
RC- LH1 komplex higany altali moédosulésat tiikrozi.

A flureszcencia indukcio félemelkedési idejében tapasztalt csokkenést (4.47. dbra 4.48. 4bra,
D és 4.49. 4bra) a kapcsolt fotoszintetikus egységek modell (Lavergne és Trissl 1995)

segitségével magyarazzuk

In@2+), J_
14] +2+]

ki

ahol k; a fotokémiai sebességalland6, ami a fényintenzitastol fiigg (1), az antenna abszorpcios

hataskeresztmetszete (o) és a nyitott RC- ok fotokémiai hatasfoka (&p)

ko'[RC]

ke+kn+ko[RC] (438)

ky=1-0-®&,=1"0-"

A fluoreszcencia indukcid félemelkedési ideje jellemzi az Osszes tényezdt, ami hozzajarul a
gerjesztési energia fotokémiai hasznositdsdhoz, beleértve a fotoszintetikus egységek kozotti
konnektivitasi egyiitthatot (J) is, ami azt hatarozza meg, hogy mennyivel novelik a zart RC-ok
az abszorpcids keresztmetszetet a gerjesztés nyitott RC felé tovabbitasaval. A ti, csokkenése

crer

modosulasnak tulajdonithato ((4.37) és (4.38) egyenlet).
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tip J- fliggése szigorian monoton: a konnektivitds csokkenésével a félemelkedési id6 is
csokken. Rba. sphaeroides sejtekben J = 1 értékr6l szamoltak be (Rivoyre és mtsi. 2010,
Maréti és Asztalos 2012), a (4.37) egyenletbdl ty, = 0.9/k; kovetkezik. Amennyiben a
higanykezelés elvalasztja egymastol az egységeket, J = 0 és ty, = 0.69/k; adodik, ami 25 %-
os esést jelentene a félemelkedési idoben. Ettdl jelentdsen kisebb csokkenést tapasztaltunk
(~10 %), igy arra kovetkeztetiink, hogy a higany csokkenti, de nem sziinteti meg az egységek
kozti konnektivitast. Rba. sphaeroides sejtekben a konnektivitas féleg az RC-LH1 dimerek
kozt jelentkezik (Rivoyre és mtsi. 2010). igy barmilyen higany indukélta modosulas, ami
csokkenti a RC- ok dimerizacidjat, csokkenteni fogja a konnektivitast is.

A baktériumokban a fotokémiai csapda hatékony (Ko [RC] >> ki + ky) és igy fotokémiai
sebességallando (k;) csak I- tdl és o- tol fiigg, [RC]- t6] nem ((4.38) egyenlet). Ez azt jelenti,
hogy a félemelkedési id6 fiiggetlen a fotoaktiv RC-ok mennyiségétél ((4.37) egyenlet). A
higanykezelt mintdkban az analizis Osszetettebb. Kiilonb6zd vizsgalati modszerekkel is
tapasztaltuk a fotoaktiv RC mennyiség csokkenését. Amennyiben az aktiv RC- ok kéarosodasa
a Hg®" kezelés hatésara olyan mértékii lenne, hogy ko' [RC] << ki + kn, akkor a (4.37)
egyenletnek megfeleléen ti;» egyenesen ardnyos lesz a RC koncentriacioval, azaz a
fluoreszcencia indukcid félemelkedési ideje parhuzamosan csoékkenne a fotoaktiv RC- ok

mennyiségével.
A ng+ hatdsa az elektrontranszportra

Elég hosszli inkubacids 1d6 és elég nagy higany koncentracid gatolja a sejtosztodast és a
baktériumok fotoszintetikus kapacitasanak elvesztés¢hez vezet. Eredményeink részben
felfedik a higany €s a fotoszintetikus apparatus kolcsonhatasat €s a végiil a fotoszintézis
gatlasdhoz vezetd alapvetdé mechanizmusokat. Az antenna rendszer kevésbé bizonyult
érzékenynek a nehézfém szennyezésre, mint az elsédleges toltéspart 1étrehozo redox rendszer
a RC-ban. A higanyion kozvetleniil befolyésolja az akceptor és donor oldali reakciokat is.

A P’ visszaredukcio kinetikdja amplitidoban és sebességben is csokkenést mutatott
higanykezelés hatasara (4.50. abra és 4.51. 4bra). Ez a cit c,** eltéré P* 4ltali oxidéciojaval
fligghet Ossze. Mivel a gyors fazis eltlinését a lassu fazis sebességének csokkenése koveti, arra
kovetkeztethetiink, hogy a kotott cit 2 jobban ki van téve a Hg2+ altali oxidacionak, mint a
RC-hoz nem kotédatt cit c,”*. A higany eltolja a cit ¢,%*/ cit ¢,>* redox par egyensulyat, a
redukalt frakcio csokken. A P* visszaredukéaldsnak lassa komponense diffizio altal

szabalyozott, a megfigyelt sebességet csokkenti a higanyszennyezés.
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A DL mérés, amib8l a P*Qa™ toltéspar mennyiségére, valamint a P~ és a P'Qa kozotti
szabadenergia rés nagysagara lehet kovetkeztetni (Mardti és Wraight 2008), informéaciot adhat
az akceptor oldali elektrontranszport folyamatokrél, amennyiben a P* visszaredukaloédasanak
kinetikajat figyelembe vessziik. Higany hozzaadasa utan veszitiink a DL amplitadojabol, a jel
lecsengése gyorsabb lesz (4.52. abra). Az aktiv RC-ok mennyiségének csokkenése és a
Qa/Qa™ pér kozépponti potencialjanak emelkedése (ndvekedés a P* P*Qa” kozti szabadenergia
résben) okozhatja a DL amplitid6 csokkenését. A lecsengés gyorsulasa inkdbb Qa Qg™ vagy
akar Hg2+ altali gyors visszaoxidalasanak kovetkezménye, mint P* visszaredukalodasanak.
Qa’ ¢lettartamat a higanykezelés biztosan csokkenti.

A karotenoidok elektrokrém abszorpcidvaltozédsanak (amit a fotoszintetikus membran
energetizacidja hataroz meg) mérése kiillondsen érzékeny modszer a higanyszennyezés
kimutatasara, mivel a membran feltoltodését a higany hozzaadasa gatolja (4.49. abra B, C).
Az 530 nm hulldmhosszon mérhetd karotenoid abszorpcidvaltozas kinetikdjat meghatarozo
komplexeken kiviil a RC bizonyult fogékonyabbnak a higany ionra. Az elektrokrém jelet
meghataroz6 két komlex kiilonvalaszthatd be; gatlok hasznalataval (4.49. abra, A). Higany
jelenlétében a jel dramai mértékben csokkent, a RC- on keresztiili elektrontranszport tobb
ponton torténd gatlasa miatt. Bar ez a kovetkezmény Onmagaban gatolja a bc; komplex
milkodését, a kisebb elektrokrom jel egy nem elhanyagolhatd része érzékeny maradt a bcy
gatlora. E szerint a bc; komplex nagyobb stabilitassal rendelkezik, kevésbé érzékeny a

higanyszennyezésre, mint a RC.
A ng+ felvételet gyorsitjak a baktérium anyagcsere folyamatai

A fotoszintézis gatlasa kiils6leg adott higanyionok hatdsara sokkal kifejezettebb fényen nevelt
tenyészetekben, mint sotétben tartottakon (4.43. abra 4.48. 4bra). Ez a megfigyelés egyezik
azzal az altalanos képpel, ahogy a mikroorganizmusok kezelik a nehézfém stresszt aktiv és
passziv transzportfolyamatokat alkalmazva. A Hg2+ ionokat megkdtddnek a sejt felszinén
nem- specifikus, gyors €s anyagcserétdl fliggetlen modon (bioszorpcid), de a sejtfal hatékony
gatat képez, meggatolja a passziv bejutast igy a fotoszintetikus appardtusra kifejtett karos
hatasokat. A kevésbé hatékony passziv ut mellett a higanyion aktiv mddon, anyagcsere
folyamatokkal kdlcsonhatva is bejuthat a sejtbe. Bar nincsenek higany specifikus csatornak a
baktériumokban, a Hg*" képes mas ionok csatornaival kélcsonhatni (Giotta és mitsi. 2006;
Italiano és mtsi. 2009, 2011). Ezen az aktiv uton, a miik6dd, novekvd baktériumsejtek

anyagcseréjével hatékonyan novelhetd a higany bioakkumulacio (Munoz és Guieysse 2006).
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A transzport mechanizmusok kapacitdsa és sebessége nagyon eltérd, igy a higanyion karos

hatasai széles koncentracio és idoskalan talalhatok, azonnali és késoi hatasokat is tartalmaz.
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Osszefoglalas

A fény elnyelésével gerjesztett allapotba keriilt festékmolekuldk fotonok emisszidjaval
térhetnek vissza alapallapotukban. A kibocsatast fluoreszcencidnak nevezziik, ha az atmenet
szinglet allapotok kozott zajlik. A (bakterio)klorofill festékeknek koszonhetéen
fotoszintetizalé szervezetek (z6ld novények és baktériumok) is képesek fluoreszcencia
kisugarzasara, amit elterjedten hasznalnak az ¢l szervezetek fotoszintetizald képességének
megéllapitasara. Altalinossigban kijelenthetjiilk, hogy a zold novények esetén a
fluoreszcencia indukcio jol koriiljart, vizsgalatara gazdag eszkozpark késziilt és mindennapi
alkalmazasa széleskortien elterjedt. Ezzel parhuzamosan a baktériumok fluoreszcencia
indukciojat leird irodalom sokkal szegényesebb, akarcsak vizsgalati eszkdzparkja és a pusztan
a fluoreszcencia indukciot leird kevés elmélet is ellentmondésos.

A sOtét — fény atmenet soran mért fluoreszcencia indukcidt a fény kikapcsoldsa utdn a
fluoreszcencia hatdsfokénak relaxacioja (az eredeti sotét szintre valo visszaallasa) koveti. Ez a
valtozas is érzékeny a fotoszintetikus folyamatokra, és igy (az indukcidhoz hasonléan)
diagnosztikus jelentdségii eszkozz¢ valhat megfeleld elmélet birtokaban a kutatéd kezében.

A baktérium fluoreszcencidja latszolag egyszertibbnek tlinik az algdkhoz vagy a magasabb
rendli novényekéhez képest, mégis ezek mérésére és az eredmények értelmezésére sokkal
kevesebb munka sziiletett. Emiatt nagyon id0szerii megbizhaté fluoriméter épitése, a
kiilonb6zé  baktérium-térzseknél megfigyelt fluoreszcencia kinetikai  valtozéasainak
Osszehasonlito vizsgalata, és egységes modell keretén beliil valo értelmezése. Ezek indokoljak
a disszertacido megsziiletését.

A kovetkezd kutatasi célokat tliztiik ki:

Fotoszintetikus baktériumok fluoreszcencia indukcidjat meghatarozott torzseken, jol
meghatarozott koriilmények kozott, széles idotartomanyban vegyiik fol. Az idétartomany
szubmikroszekundumostol egészen a szekundumos tartoméanyokig terjed. A fluoreszcencia
indukcio fazisainak eredetére magyarazatot taldljunk. Ha mar ezeket megnyugtatéan tudjuk
magyarazni, akkor fiziologiai vizsgalatokra, a baktériumok fotoszintetikus kapacitasanak
meghatarozasara hasznaljuk fel, példaul nehézfémek hatdsanak kimutatdsara. Valamint
megvizsgaljuk a fluoreszcencia relaxacio hatterét bakteridlis rendszerekben.

A vizsgalatokhoz felhasznaltunk abszorpcié  (,steady-state” és  flash-indukalt
abszorpciovaltozas) ¢€s fluoreszcencia (indukcid és relaxacio, késleltetett fluoreszcencia)
méréseken alapuld moddszereket. A kisérletek dontd tobbségét intakt baktériumsejteken

végeztik.
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Részt vettem egy olyan bakterioklorofill fluoriméter fejlesztésében, mely kompakt
felépitésének koszonhetéen hordozhato, olcsod, egyszeriien kezelhetd, szamitogép vezérelt és
alkalmas intakt baktériumsejtek fluoreszcencidjdnak mérésére. Az én feladatom volt az
elkésziilt fluoriméter tesztelése és biofizikai alkalmazhatdsaganak vizsgalata.

A megvaldsitott bakterioklorofill fluoriméter egy olyan hordozhatd késziilék, mely flash
indukalt fluoreszcencia-valtozasok mérésével alkalmas fotoszintetizalo baktériumsejtek
elektrontranszfer tulajdonsdgainak meghatarozasara. A késziilékkel kovethetjiik a gerjeszto
flash utdni reakciocentrum dimer abszorpciovaltozasat, a bakterioklorofill fluoreszcencia
lecsengését (relaxacio) és flash alatti emelkedését (indukcid). A késziilék elonye, hogy ez a
harom moédszer egyetlen elrendezésbe integralt. A gerjesztd (808 nm) €s a tapogatd (785 nm
az abszorpcid-valtozashoz ¢és 808 nm a fluoreszcencidhoz) flash-eket is lézer diodak
szolgéltatjak.

A kompakt elrendezésnek koszonhetd a mintatérfogat kicsiny (200 pl), a késziilék nagy
id6felbontastt (5 ps), érzékeny (16 bit), és a bioldgiai mintdbdl szarmazd jel stabil és jol
reprodukalhatd. A késziilék a szokasos ,,pump- and- probe” modszert hasznalja a kibocsatott
fluoreszcencia vagy a sejtek transzmisszio valtozdsanak meghatarozasahoz. A minta
gerjesztését kiillonbozd hosszusagu, erds flash biztositja, ezzel fotofizikai és fotokémiai
reakciokat inditunk el, majd ezek lecsengését gyenge tapogatd flash sorozattal kovetjiik
nyomon. A gerjesztd flash intenzitdsanak és hosszdnak (10 ps — 1 ms) valtoztatdsaval a
baktérium fotoszintetikus apparatusat kiilonbozoé allapotokba hozhatjuk, amiket a tapogatd
fényfelvillanasok (flash) alatti fluoreszcencia (F) vagy abszorpciovaltozas (AA)
megfigyelésével tudunk kimutatni. A gerjesztd flash téglalap alakjat kihasznalva, a
fluoreszcencia indukcid kozvetleniil mérheté a gerjesztés alatt, a relaxacid pedig utana, a
sotétben. A késziilék fluoreszcencia indukcid ¢€s relaxacid, valamint abszorpcidvaltozas
mérésre alkalmas.

A késleltetett fluoreszcencia két prekurzor allapotat (cit c*'PQa™ és P'Qa’) azonositottam
Rba. sphaeroides intakt sejtekben, melyek élettartamat a cit bc; komplex (cit ¢,® — cit ¢,%%)
és a toltésrekombinacid (P'Qa” — PQa) hatarozza meg.

Fiziologias koriilmények kozott intakt sejtekben a RC-bdl egy rovid flash hatasara keletkezett
toltések a gyors eldre iranyuld, és a 2-3 nagysagrenddel lassabb visszafelé iranyuld elektron
transzfer reakcioknak koszonheten stabilizalodnak, és az elraktarozott szabadenergia kés6bb
energiaigényes reakciok fenntartdsdhoz hasznalhatd. A késleltetett fluoreszcencia mérése
kivald eszkoz a visszafelé halado reakciok nyomon kovetésére.

crer

P*Qa vagy a cit ¢,>'PQa prekurzor allapotbdl P* -on keresztiil. A visszafelé iranyuld
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reakciokat kisérd entalpiavaltozast van’t Hoff &brazolast hasznalva hataroztuk meg:
AHp+q = 340 meV (pH 7.8) aP*Qa > P folyamatra. A szabadenergia valtozasa egész sejtek-
ben szobahdémérsékleten AGOP*Q = 870 meV, igy az entropiavaltozas (-T-AS° = 530 meV)
hozz4jaruldsa nagyobb, mint az entalpiavaltozasé. A cit ¢;'PQa” <> cit C,'PQa reakciora
1020 meV entalpiavaltozas becsiilhetd.

A P" és P"Qa” kozotti szabadenergia rés kicsi, de hatarozott pH fiiggését mutattuk ki, ami a
kinon kotéhely koriili flash indukalt protonacios 1épésekre utal. Miutdn a szabadenergia rés
enyhe pH fliggését formalisan illesztettiik két Henderson- Hasselbalch tipust gorbe
5sszegével, nagyon kis pK eltolodast kaptunk a savas (pK; — pKi = 0.75) és bazikus
(PKz — pKz = 0.4) csoportokra, ami jelzi, hogy a protonalhatd csoportok gyenge kolcson-
hatasban 4llnak a Qa- n és P- n 1év§ flash indukalt toltésekkel. A cit ¢,>*PQa” < cit ¢,*'PQa
reakci6 szabadenergia rés teljesen pH fiiggetlen mivoltat figyeltiik meg, ami P részvételére
utal.

A késleltetett fluoreszcenciat eredményezd visszafelé¢ irdnyuld reakciok a fényenergia
hasznositas szempontjabol veszteséget jelentenek, mértékiiket redox anyagok, gatloszerek
alkalmazasaval és a megvilagitas hosszdnak megvalasztasaval szabalyozzuk. Az eredmények
alapjat képezhetik egy a fotoszintetikus baktériumok fényhasznositasat figyelé biomonitoring
rendszer épitésének.

A fotoszintetikus baktériumok fluoreszcencia indukcidja Osszetett: a fotokémia, a PSU-k
kozotti csatolas, triplettek képzodése, donor €s akceptor oldali elektrontranszfer reakciok,
valamint a ciklikus elektrontranszport hatarozza meg.

Az egyes fazisok kinetikai elkiiloniilés szerint az alabbi csoportokba oszthatok.

Ha viszonylag kis gerjesztd fényintenzitast hasznalunk, akkor fotokémiai fazis fog dominalni,
ez azt a folyamatot tiikkr6zi, amelynek soran sotét allapot (nyitott) RC zart allapotba kertil
(P"Qa). Minél kisebb a gerjeszté fényintenzitas, a fluoreszcencia annél kisebb szintre tud
felemelkedni, a donor oldali elektrontranszfer versenyez vele, és ez a versenyzés annal inkabb
a Cit ¢, oxidacio iranyaba mozditja el a folyamatot, minél lassabb a fotokémiai emelkedés. Ez
a kioltas a fotokémiai kioltds témakdrében magyarazhatd, igy nincs sziikség egy tovabbi
fluoreszcencia kioltd feltételezésére. A fluoreszcencia indukcid6 mérése a lassu
id6tartomanyban lehetdséget ad a latszolagos fotokémiai kioltas mérésére, ami 0sszefiiggésbe
hozhaté a fotoszintetikus kapacitassal, hogy milyen sebességgel halad az elektrontranszfer
ebben a rendszerben. Az elektrontranszfer gyorsabb vagy lassabb, annak megfeleléen fog a
fluoreszcencia alacsonyabb, vagy magasabb szintet elérni, igy lehetéséget nyujt a fiziologias

viselkedés meghatarozasara.
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Egyre nagyobb fényintenzitason, egyre rovidebb idén beliil torténik meg a RC betoltése. A
fluoreszcencia indukcio felemelkedése tolodik a rovidebb idétartomanyokba Itt a nagyobb
fényintenzitdsoknal valddi fluoreszcencia kioltok Iéphetnek fol: triplettek keletkeznek. A
tiplet kioltas karotenoid (Car) vagy bakterioklorofill (BChl) triplettektdl szarmazik, melyek
akkor keletkeznek, amikor a RC mar bezarodott. Elettartamuk koriilbeliil 2-10 ps (Car) és
60 pus (BChl).

A Kkisérleteinkhez hasznalt baktériumtorzsek mindegyikénél kétfazisu emelkedést figyeltiink
meg a fluoreszcenciaban. Mindkét fazis fiigg a gerjesztd fény intenzitasatol. A masodik fazis
amplitiddja az interkinon elektrontranszfert blokkolo terbutrin hatdsara csokken, ebbdl arra
kovetkeztetiink, hogy ennek a fazisnak a megjelenéséhez a RC atfordulasara, tobbszori foton
talalatra van sziikség. Ezt alatimasztja, hogy a CYCA I torzsnél, ahol a cit ¢, hiany miatt a
megfigyelt idétartomanyban csak egy talalat (egy toltésszétvalasztas) lehetséges, a masodik
fazis amplitudodja szintén sokkal kisebb. Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztetiink, hogy
a fluoreszcencia a maximalis szintjét, barmilyen erds vagy hosszi a gerjeszté flash, csak
akkor érheti el, ha a RC donor és akceptor oldalrol is zart, valamint az ubikinon pool is
redukalt, vagyis valodi Fpax Szintet P+QA'Q' allapotban kapunk. Terbutrin hatasara a RC PQa,
a Cit ¢, hidny miatt P*Qa 4llapotban reked, a fotokémiai emelkedés utan mégis marad egy
tovabbi emelked6 fazis, aminek mar sokkal kisebb az amplitidéja és nem kothetd
fotokémidhoz. Ennek megjelenését magyarazhatjuk a fotoszintetikus egységek kozotti
csatolassal (konnektivitas), ami azt jelenti, hogy a gerjesztési energia egy zart RC- tol
atadodik egy nyitott RC- nak. Ez a jelenség felel a fluoreszcencia indukcié exponencialis
emelkedestdl valo eltéréséért. A fluoreszcencia az elején enyhe lag fazissal (CYCA I sejtek)
vagy egyenessel (2.4.1. vad tipus) indul, majd a végén tovabb emelkedik, mint ami az
exponencialis emelkedésbdl kovetkezne.

A fluoreszcencia relaxacid kinetikajat donor és akceptor oldali reakcidok hataroljak: RvX.
gelatinosus az akceptor oldalrol, Rsp. rubrum pedig a donor oldalrol hatarolt, Rba.
sphaeroides a kettdé kozott van, a donor oldal dominal, de az akceptor oldal szerepe is
kimutathato.

Baktériumoknal a relaxacio kinetikdjat mindazon reakcidk Osszessége adja, melyek a RC- ot
kinyitjak. Ezek donor és akceptor oldali reakciok. Megfigyeltiik, hogy hosszabb gerjesztés
utan a relaxacio kinetikdja 10- 100 ms-os lecsengést mutat, rovid, vagy pillanatszerQ
gerjesztés utan viszont gyorsabba és Osszetettebbé valik. A pool kinonok és pool citokromok
redox allapotanak stabilizacioja, vagyis a pool kinonok redukcidja és a pool citokrémok

oxidacidja hatarozza meg a kinetikat. CYCA I torzsben a relaxacié 100 ms- 1 s koriili, ezt a
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gerjesztés hossza nem befolyasolja. Rsp. rubrum relaxacidja 10 ms kortiili idéallandoval cseng
le (ez a torzs csak lassu cit C,-t tartalmaz) és a terbutrin nem modositja jelentdsen a relaxaciot.
Ilyen feltételek mellett a donor oldal a meghatarozo6. Rba. sphaeroides gyors és kevésbé gyors
citokromokat is tartalmaz, itt a donor oldal dominans hatasa mellett mar lathatunk akceptor
oldali hatdst is. Valddi akceptor oldali limitaciora egy masik baktériumtorzs, a Rvx.
gelatinosus szolgaltat példat: ez a torzs a RC-hoz kotott citokrom alegységgel rendelkezik, igy
P* vissza-redukalasa gyors. Az interkinon elektrontranszfer sebességére (350 us)’l-ot mértliink
elektrokrom abszorpciovaltozassal (AAssg) végzett Kkettds-flash kisérletb6l. A  Rba.
sphaeroides sejteken végzett redox titralasokbol a cit c,*/cit ¢,>" kozépponti potencialjara
347 mV-ot, a P/P" redox kdzépponti potencialjara 412 mV-ot kaptunk.

A Hg?" ionok erésebb roncsold hatast fejtenek ki fényen tartott és a ndvekedés exponencialis
fazisaban 1évé Rba. sphaeroides sejtekre, mint a sotétben tartott és a stacioner fazisban
1évékére. A Hg?* ionok elsddlegesen a RC fehérje kérositasaval fejtik ki novekedés gatld
hatasukat.

A fotoszintetikus baktériumok a vizsgédlt nehézfémek koziil Hg2+ jelenlétére a
legérzékenyebbek, mar néhany pM koncentracio is géatolja a sejtek novekedését, mig mas
nehézfémek (Co®*, MoO,”, CrO,*) csak mM-os mennyiségben. A higany hatasat
fluoreszcencia indukcid mérésével kovettiik, ami nagyon érzékeny mddszernek bizonyult, igy
biomonitoring rendszer alapja lehet.

Azonnali hatasként megfigyeltiik, hogy a fluoreszcencia indukcié félemelkedési ideje a
higanyionok hozzaadasa utan (ty, ~20 s) koriilbeliil a felére csokken, és ez az allapot csak
orak mulva kezd el helyredllni. A fluoreszcencia kezdeti (Fo) értéke valtozatlan marad, mivel
a sejtek nem osztodnak, emellett j pigmenteket sem termelnek. A maximum fluoreszcencia
(Fmax) folyamatosan csokken, igy a valtozo fluoreszcencia (Fy, Fmax-Fo) is. A higanykezelt
sejtek fotoszintetikus kapacitasa, amire az F./Fmax hanyadosbol kovetkeztetlink, csokken a
megfigyelés alatt, mig a kezeletlen sejteké valtozatlan marad. Az Fpyax szintjére kifejtett
csokkentd hatas attél is fiigg, hogy milyen novekedési fazisban 1évo tenyészeten végezziik a
kezelést és a tovabbiakban fényben vagy sotétben tartjuk-e a megfigyelt sejteket. A fiatal,
osztddasban 1évd tenyészetek sokkal érzékenyebbek a higanyra, valamint nagyobb hatas
tapasztalhatd fényben, mint sotétben. A fluoreszcencia indukciobdl és azt kiegészitd mérési
modszerekkel kapott eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a Hg2+ a RC donor és
akceptor oldalan kifejtett hatdsaival csokkenti a fotoaktiv RC- ok mennyiségét és a fotoszin-

tetikus egységek kozotti konnektivitast.
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Summary

Pigment molecules excited by photon absorption can return to their ground state by photon
emission. The emission is called fluorescence, if the transition occurs between singlet states.
Thanks to the (bacterio)chlorophyll pigments, photosynthetic organisms (green plants, algae
and bacteria) are able to emit fluorescence, which is widely used to determine the
photosynthetic capacity of living organisms. Since the early nineties, numerous devices have
been constructed to measure fluorescence induction of higher plants and algae (e.g. PAM),
and sophisticated theories have been published to connect the measured data with actual
photosynthetic processes. On the other hand, the literature related to the bacterial fluorescence
induction is poor, not many measuring devices are available and the theories used to
understand the data are taken formally from the field of higher plants. The specificity of the
bacterial system is usually not taken into account.

The fluorescence induction monitored during a dark — light transition is followed by
relaxation of the fluorescence yield to the initial dark level after turning off the exciting light.
Similarly as the fluorescence induction, the kinetics of relaxation is also sensitive to the
several key electron transfer processes in early stage of photosynthesis, thus it can be utilized
as a diagnostic tool of the photosynthetic capacity of the organism.

According to our observations, not only the acceptor side and its redox states, but also the
donor side reactions can contribute to determinate the rate of opening of the RC, i. e. the
decay kinetics of the fluorescence yield. Additionally, in some strains (e.g. Rsp. rubrum) the
limitation can come entirely from the donor side.

Although the kinetic behavior of bacterial fluorescence seems simpler, than that of algae or
higher plants, much less results and interpretation on this field have been published so far.
With the aim to make contribution to this research, we think the construction of a
bacteriochlorophyll fluorometer would have priority to obtain reliable fluorescence data.
Based on these experimental results, comparative studies can be carried out on fluorescence
kinetics of different bacterial strains under various conditions and treatments of the bacteria.
Then coherent kinetic models can be elaborated to understand the connection between
induction/relaxation of fluorescence and energy/electron transfer processes in/around the RC.
Most of the measurements were carried out on intact bacterial cells. We used absorption
(steady-state and flash-induced absorption change) and fluorescence (induction and
relaxation, delayed fluorescence) methods.
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A new bacteriochlorofill fluorometer was constructed: it is portable due to its compact design,
cheap, easy to handle, computer controlled and suitable for measuring fluorescence of intact
bacterial cells.

The constructed bacteriochlorophyll fluorometer is a portable device for determining
properties of photosynthetic bacteria by measuring flash-induced changes. We can monitor
the induction and relaxation of bacteriochlorophyll fluorescence during and after the
excitation laser flash, respectively and the absorption change due to the oxidized dimer after a
flash. The advantage of this device is that all three optical assays are integrated into one setup.
Exciting (808 nm) and monitoring (785 nm for absorption change and 808 nm for
fluorescence) flashes are produced by high power laser diodes. The low sample volume (200
ul), the fast time resolution (5 ps) and sensibility (16 bit), stability and reproducibility of the
signal from biological sample are attributed to the compact design.

The well-known pump-and-probe method is used. A strong flash with variable duration
induces photochemical and photophysical reactions in the sample and the kinetics of
relaxation (decay) is monitored by a series of weak and short flashes. Changes of the actinic
flash intensity and/or duration (10 pus — 1 ms) will affect the (redox) state of the
photosynthetic apparatus characterized by the actual levels of the yield of fluorescence (F)
and absorption change (AA) of the bacterium measured by the series of weak testing flashes.
Two precursor states of delayed fluorescence were identified (cyt ¢c,>*PQa” és P*Qa) in Rba.
sphaeroides intact cells, whose lifetimes are controlled by the cyt bc; complex (cyt ¢,>* — cyt
c,°") and charge recombination.

Under physiological conditions in intact cells, the flash induced charges in the RC are
stabilized due to the fast forward and the much (2-3 order of magnitude) slower backward
electron transfer reactions. The stored free-energy can be used later by energy consuming
reactions. Measuring delayed fluorescence is an excellent tool for measuring backward
reactions. In addition, we carried out prompt fluorescence and flash-induced absorption
change measurements to study the role of charge recombination.

In intact cells, DL comes from thermal repopulation of antenna bacteriochlorophylls from the
P*Qa” or cyt ¢,>'PQa precursor states through P*. The enthalpy change accompanying the
backward reactions was determined using van’t Hoff plot: AHp«q = 340 meV (pH 7.8) for the
P"QA" « P* reaction. The free-energy change in intact cells at room temperature is AGOP*Q =
870 meV, so the contribution of entropy change (-T-AS° = 530 meV) is bigger than the
enthalpy change. For the cyt ¢,>'PQa” < cyt c,>*PQa reaction, 1020 meV enthalpy change
can be rated.
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The free-energy gap between P* and P*Qa” has minor but, definite pH dependence, that refers
to flash-induced protonation steps around the quinone binding site. Since we fitted the
moderate pH dependence of the free-energy gap with the sum of two Henderson-Hasselbalch
curves, very small pK shift was obtained for the acidic (pK: — pK; = 0.75) and alkaline (pKs
— pK = 0.4) groups, which indicates that the protonatable groups are in weak interaction with
flash-induced charges on Qa™ and P*. The pH independence of the free-energy gap of the cyt
c.>'PQa > cyt c2%"PQa reaction was observed, which refers to the participation of P*.

Back reactions result in delayed fluorescence and are waste processes with respect to light
energy utilization. Their contribution is controlled by addition of redox chemicals and
inhibitors and by modification of the duration of the excitation. Our results can be the basis of
a monitoring system for studying the light utilization of photosynthetic bacteria.

The fluorescence induction of photosynthetic bacteria is multiphasic: it is determined by
photochemistry, connectivity between the photosynthetic units (PSU), formation of triplet
states, donor and acceptor side electron transfer reactions and cyclic electron transfer.

The phases can be divided according to their kinetics into the following groups:

If the excitation light intensity is relatively small, the photochemical phase will dominate.
This process reflects the closure of the RC (PQa—PQ,"). Moving towards slower time scales
(smaller exciting light intensities), the electron transfer reaction will have more time to
transport the charges from the RC, therefore larger fraction of the RC will be open and the
level of fluorescence will drop. The smaller is the excitation intensity, the smaller will be the
level of fluorescence. The donor side electron transfer as part of the cyclic electron transfer
competes with the photochemistry. Measuring fluorescence induction in the slow time scale,
allows us to determine the quasi-photochemical quenching, which can be related to the
photochemical capacity and to the rate of cyclic electron transfer in this system. The yield of
fluorescence will reach lower or higher values depending on whether the cyclic electron
transfer through the complexes is faster or slower, thus it provides assay to monitor the
physiological conditions of the cells.

By increasing the excitation intensity, closing of the RC takes place in shorter time. The rise
of fluorescence kinetics shifts towards shorter time scale. In the range of very high excitation
light intensities, fluorescence quenchers (mainly triplets) appear. Triplet quenching can
originate from carotenoid (Car) or bacteriochlorophyll (BChl) triplets, when the RC is already
closed. Their lifetime is about 2-10 pus (Car) and 60 ps (BChl) depending on the strain of the

bacterium.
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In all bacterial cultures we used, the rise of the fluorescence induction is biphasic. Both
phases depend on the excitation light intensity. Terbutryn, the potent inhibitor of the
interquinone electron transfer, reduces the amplitude of the second phase. This suggests that
the occurrence of this phase needs multiple turnovers of the RC, i.e. multiple photon hits. In
CYCA 1 strain, where only one photon hit (one charge separation) is possible in the observed
time range because of the lack of cyt c,, the amplitude of second phase is much smaller than
that of the first phase. From these observations, we conclude that no matter on how intense or
long is the excitation, the maximum level of fluorescence can be reached, if the RC is closed
from the donor and acceptor sides simultaneously, and the ubiquinone pool is also reduced.
The P*QaQHa, ool State gives the true Fax level. Although the RC is trapped in PQa™ (wt) or
P*Qa” (in CYCA 1) states in the presence of terbutryn, another additional rise still remains in
the Kkinetics after the photochemical phase, which smaller in amplitude and could not be
linked to photochemistry. This phase can be qualitatively explained by connectivity between
PSUs, that includes the excitation energy migration from closed RC to an open RC. This
phenomenon is responsible for the deviation of the fluorescence induction from strictly
exponential rise. Fluorescence starts with lag phase (CYCA 1 cells) or straight line (2.4.1.
wild time) and thereafter rises monotonously to Fnax similarly as an exponential rise.

The kinetics of fluorescence relaxation is limited by donor and/or acceptor side reactions in
the different strains: Rvx. gelatinosus is acceptor side limited, Rsp. rubrum is donor side
limited and Rba. sphaeroides is limited by both sides but the donor side is dominant.

In bacteria, the kinetics of fluorescence relaxation is complex and the role of re-reduction of
the oxidized dimer is not negligible. Tthe kinetics of relaxation reflects the contribution of all
donor and acceptor side reactions that opens the RC.A

We observed, that after longer excitation, the half time of fluorescence relaxation amounted
10- 100 ms, and after a short flash it became shorter and the kinetics more complex. The
kinetics is determined by the redox states of pool quinones and pool cytochromes. In the
strain CYCA |, the relaxation half time is about 100 ms- 1 s, and the duration of excitation
does not modify this value. Terbutryn does not have large impact on relaxation. Therefore, the
donor side is dominant under these conditions and strain. For acceptor side limitation, another
strain, Rvx. gelatinosus provides an example: here, the RC has a cytochrome subunit, so the
re-reduction of P* is fast. We determined the interquinone electron transfer rate (350 ps)™
based on double-flash experiment of electrochromic absorption change (AAssp), Which

correlates with the fluorescence relaxation in this strain. From redox titration of whole

110



Rhodobacter sphaeroides cells we obtained redox midpoint potential values of 347 mV for
cyt c.* /eyt ¢,** and 412 mV redox midpoint potential for P/P”.

Hg?* ions have larger destructive effects on Rba. sphaeroides cells in the exponential phase of
growth and kept in the light, than cells kept in the dark and in the stationary phase. Hg** ions
primarily impair the RC protein, which results in the inhibition of growth of Rba. sphaeroides
cells.

The photosynthetic bacterium Rhodobacter sphaeroides is most sensitive to Hg?* ions out of
the investigated heavy metals ion. The mercury ions added in very low (~ 1-10 uM)
concentration to the bacterium culture inhibit the cell growth, while other heavy metal ions
(Co**, MoO,* and CrO,*) need much higher (1-10 mM) concentration to evoke similar
effects. Hg®* -ions inhibit cell proliferation completely for a definite period of time of growth
(lag phase of growth), but later (after this lag phase), the cells start to grow at a rate close to
that of the untreated culture. During the lag phase, the cells manage to make the mercury ions
harmless by physical segregation, chelation, or chemical modifications. The effect of Hg?*
was monitored by fluorescence induction, which proved to be a very sensitive tool, so it could
be the base of a biomonitoring system.

According to our experiences, the Hg?* ion is very harmful to the photosynthetic apparatus
particularly to the RC. The RC protein is among the primary targets of Hg** destruction. The
rise time of fluorescence induction is halved as immediate effect of addition of Hg** (ty, ~ 20
s) and recovering this condition will starts only hours later. Other parameters of fluorescence
induction are also modified during mercury treatment. The initial value of the fluorescence
(Fo) remains constant, because cells are not dividing, and not producing new pigments. The
maximum fluorescence (Fmax) IS continuously decreasing together with the variable
fluorescence (Fy = Fmax - Fo). The photosynthetic capacity of Hg®* treated cells measured by
the F./Fmax ratio is monotonously decreasing during the mercury exposure, while that of the
untreated cells remains constant. The rate and magnitude of decrease of the Fnax level depend
on the physiological state (phase of growth) of the culture and on the light/dark condition of
the incubation with Hg®*. Young and prolifering cultures are more sensitive to Hg®* exposure
than old cultures in the stationary phase of growth. Additionally, the destruction effect is more
pronounced in the light than in the dark. Based on the results obtained from fluorescence
induction and supplementary methods, we conclude that Hg®* ions is cell cultures decrease
the number of photoactive RCs by eliminating the connectivity between PSUs and by

blocking the donor and acceptor side electron transfer reactions.
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