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ROVIDITESEK JEGYZEKE

RC - fotoszintetikus reakcidcentrum
Rb. - Rhodobacter
Rps. - Rhodopseudomonas

L.M,H - a bakteridlis reakciécentrum fehérje alegységei

P - bakterioklorofill dimér (elsGdleges vagy primér donor)

Bkl - bakterioklorofill monomer

I - bakteriofeofitin

Q. - els6dleges vagy primér kinon (elsd stabil elektron akceptor)
Qs - masodlagos vagy szekunder kinon (végsd elektron akceptor)
UQy - ubikinon 10 (2,3-dimetoxi-5-metil-6 [ 10-izoprenoid] -1,4-benzokinon)
DQ - durokinon (2,3,5,6-tetrametil-1,4-benzokinon)

NQ - 1,4-naftokinon

MD - menadion (2-metil-1,4-naftokinon szédium biszulfit)
LDAO - N,N-dimetil-dodecilamin-N-oxid

TX-100 - Triton X-100 (oktil-fenol-polietilén-glikol-éter)

CAPS - 3-(ciklohexilamin)-1-propanszulfonsav

CHES - 2-(N-ciklohexilamin)-etanszulfonsav

MES - 2-(N-morfolin)-etanszulfonsav

MOPS - 3-(N-morfolin)-propanszulfonsav

TRIS - 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol

F, - a késleltetett fluoreszcencia intenzitisa

AOD - az abszorpcidvaltozas amplitid6ja

AG - szabadenergia-valtozas

AH - szabadentalpia-valtozas

AS - entropia-valtozas

pK - proton-disszociaciés allandé negativ logaritmusa

Kap - a P*Q, —>PQ, toltésrekombinicié sebességi dllanddja

Kgp - a P*Qy > PQ, toltésrekombindcié sebességi dllanddja



1. BEVEZETES

A fotoszintézis a foldi élet kulcsfontossigi folyamata, amelynek sorin a Nap
fényenergidja, a szerves anyagok felépitéséhez nagy bGségben, hosszabb ideje
rendelkezésre all6 egyediili szabadenergia-forma, az é15 szervezetek életmikodéséhez
sziikséges energidva alakul 4t. A fotoszintetizdlo szervezetek (fotoszintetizild
baktériumok, algik, z6ld n6vények) nemcsak 6nmagukat latjik el energidval, hanem az
Oket fogyaszt6 szervezeteket is, az utdbbiakkal tdplilkozé élGlényeket, és igy tovibb,
vagyis a tipldléklanc egészét. JelentOségiik energiainséges korunkban az emberiség
szempontjabol is felbecsiilhetetlen, mivel tiszta, folyamatosan regenerilédé
energiaforrist jelentenek, és modellként szolgilnak a mesterséges napenergia-
hasznositashoz. A fotoszintézis alapfolyamatait a legegyszerlibb fotoszintetizil6
szervezetek, a fotoszintetizdld baktériumok vizsgilatival érthetjik meg a
legkénnyebben.

A biborbaktériumok a fotofizikai és fotokémiai alapfolyamatokat tekintve
ugyanigy végzik fotoszintézisiiket, mint azok a harommillidrd évnél is régebben élt
Oseik, amelyek elsGként fejlesztették ki a napenergia hasznositisinak képességét. Az
elnyelt foton energidjat elektrosztatikai illetve elektrokémiai energidva alakitjék‘, amely
redoxpotencidlként, kiilénb6zd ionok elektrokémiai gradienseként, vagy foszforilacids
potencidlként raktirozodik (ezek mind a Gibbs-szabadenergia kiilonb6zd meg-
nyilvdnulasi formdi). Az igy tdrolt energiit haszndlja fel a sejt alapvetd folyamatainak
mikddtetéséhez. A bakteridlis fotoszintézis folyamatainak megértése nemcsak az
alapkutatds szempontjabol fontos, hanem segit a z6ld novények fotoszintézisének, a
membran-fehérjék mikodésének megértésében és 1j energiaforrisok megalkotdsiban. A
bakteridlis reakciécentrum (RC) volt az elsG olyan integralis membranfehérje, amelynek
szerkezetét atomi felolddssal meg tudtdk 4llapitani (Deisenhofer és mtsi, 1985), emiatt a
tobbi membranfehérje modelljévé vilt. A bakteridlis RC és a z6ld névények mdsodik
fotokémiai rendszere (PSII) kozott nagyon sok a szerkezeti és mikddésbeli hasonlatossag
(a kofaktorok, ill. az RC L és M alegységei, és a PSII D1 és D2 alegységei kozott). A
PSII-komplex a fény hatdsira a vizet protonokra és molekuldris oxigénre bontja -

szemben a vizbontdst nem végz{ bakteridlis reakciécentrummal-, mikdzben . redukalé



ekvivalensek lincolatin keresztill az energia egy része proton elektrokémiai potenciil
formdjaban raktarozodik.

A bakteridlis RC -ben végbemend folyamatok koziil az elmilt évtizedekben a
fotoszintetikus energiahasznositds szempontjab6l kulcsfontossagi elektrontranszportot és
protondlédasi folyamatokat vizsgiltak a legintenzivebben. Kideriilt, hogy mig az RC-ben
elnyelt majdnem minden foton tdltéspart hoz létre, vagyis a fotokémiai kvantumhatdsfok
kézel 1 (Wraight és Clayton, 1973), addig a fényfelhasznilds energiahatisfoka j6val
kisebb, mindodssze 30-40% -os, mert az energia 60-70% -a elvész az elektronoknak a
kofaktorok kozétti vandorlasa kézben (Feher és mtsi, 1989). Az RC tehit nem a lehetd
leghatékonyabb energiadtalakit6, de megismerése segithet olyan modellek megalkoti-
sdban, amelyek az energiahasznositds szempontjibdl elényssebbek az RC-nél.

A legnagyobb szabadenergia-veszteség a primér kinon (Q,) redukildsihoz
kapcsolédik (1d. 2.4 abra, 2.1.2. fejezet), ami ugyanakkor azt is jelenti, hogy fiziologids
koriilmények kozott ez a lépés teszi visszafordithatatlannid a toltésszétvalasztast. Igen
hamar vildgossd valt, hogy a fényhasznositds energiahatisfoka és az elektronvandorlis
kinetikdja nagymértékben fligg a keletkezett stabil toltésparok energetikai viszonyaitdl,
ezért az utdbbiak felderitése alapvet6 fontossagu.

Az elektrontranszportlinc allapotainak energetikai vizsgdlatira az egyensilyi
redox titrdlds, a fotoakusztikus spektroszképia, protoniciés folyamatok esetén az
integralt protonkotés mérése és a késleltetett fluoreszcencids mddszer hasznilhatd. (Az
utébbival rokon termolumineszcencias technika is igen hatékonynak bizonyult a z6ld
ndvények kutatisidra, de a bakteridlis fotoszintézis teriiletén -valdszinlileg detektalasi
nehézségek miatt- tudomasunk szerint még nem alkalmaztik.) A felsorolt alternativik
kozil sok szempontbdl kiemelkedik a késleltetett fluoreszcencids modszer. A
bakterioklorofill dimér késleltetett fluoreszcencidjdnak lecsengésébdl kozvetleniil
meghatirozhatok az elektrontranszportlinc reakcidinak termodinamikai jellemz6i. A
késleltetett fluoreszcencia a fotoszintetikus elektrontranszport melléktermékeként minden
fotoszintetizdlé névényben, minden koriilmények kozott fellép. Méréséhez igy semmiféle
kiils6 beavatkozast nem kell végezni a vizsgilt rendszeren, szemben pl. az egyensilyi
redox titrdlds moddszerével, amelynek alkalmazisihoz redox festékeket kell adni a
mintdhoz, amelyek mindig beavatkozédst jelentenek annak mikddésébe. A késleltetett
fluoreszcencia emisszié igen kis hatdsfokii, in. szivargasi folyamat, a belGle szirmazé

veszteség a fotoszintézis hatékonysigat csak elhanyagolhaté mértékben rontja. A
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késleltetett fluoreszcencia mérésének tovdbbi nagy elonye, hogy figyelembe veszi a
kialakulé toltéspar tagjai kdzotti elektrosztatikus kolcsOnhatast, amelyre a redox titralds
nem képes. A masik két technikdval ellentétben a késleltetett fluoreszcencia mérése
kinetikus, vagyis lehet6séget kindl arra, hogy a szabadenergia szinteknek a mdsik két
eljarassal is meghatdrozhaté staciondrius értékein tilmenden a szabadenergidk gyors
viltozasait is detektidlhassuk. Ilyen mérést eddig még nem végeztek, noha az
elektrontranszport koézben az elektrontranszportlinc 4llapotainak szabadenergidi a
relaxaci6s folyamatok (pl. fehérje relaxaci6) kdvetkeztében szinte biztosan eltolddnak. A
késleltetett fluoreszcencia mérése az alternativ egyensiilyi kisérleteknél sokkal révidebb
id6t (néhdny percet) vesz igénybe, igy sorozatmérésekre is alkalmas, ami mutinsok
vizsgilatinidl, vagy Dbiotechnolégiai alkalmazidsokban nagyon fontos lehet.
Fotoszintetizdld baktériumokon végzett késleltetett fluoreszcencids mérésekrGl -
valészindsithetden méréstechnikai problémdk miatt- eddig még csak néhany csoport
szamolt be, de (részben éppen ezért) a kisérleti nehézségek megoldasara forditott munka
bdségesen megtériilhet, ha érvényesiilnek a késleltetett fluoreszcencia mérésének fentebb
felsorolt elonyei.

Ezek a megfontoldsok késztettek benniinket arra, hogy a fotoszintézis
elektrontranszport folyamatai energetikdjinak felderitéséhez bakteridlis reakcio-
centrumok késleltetett fluoreszcencidjanak vizsgédlatdval préobdljunk uj ismereteket

szerezni.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A bakterialis reakciocentrum

A biborbaktériumok zsufolva vannak fotoszintetikus vezikulumokkal, vagyis a
sejthartya befiiz6déseibol keletkezett, kettds lipidréteggel hatdrolt aprd, gombalaku
testecskékkel (2.1 abra). E vezikulumok hatdrhartydjaba dgyazddik be az a legkisebb
szerkezeti egys€g, amelyben még létrejohet a primér fotokémiai reakcid, a
toltésszétvalasztas. Ezt a fehérjékbol és pigmentmolekuldkbdl (in. kofaktorok) felépiild
egységet reakciocentrumnak (RC) nevezziik. Az RC atnyilik a hatarhartyan, sét annak
két oldaldn ki is tiiremkedik, és (pl. protontranszporttal) kapcsolatot teremt a két oldal

kozott.

2.1. dbra. Rb.sphaeroides biborbaktérium keresztmetszete. Nyilakkal jeloltik a
fotoszintetikus vezikulumokat, a sejthirtya befliz6déseibol keletkezett, kettGs
lipidréteggel hatarolt, apro, gombalaku testecskéket.

2.1.1. A reakciocentrum szerkezete

Az RC létezéset mar 1932-ben feltételezték (Emerson és Arnold, 1932), de

spektralis bizonyitékot csak 1952-ben taldltak rda (Duysens, 1952). Az 1970-es években



sikertilt el6szor izolalni a Rb. sphaeroides baktériumbdl olyan fehérje-komplexet, amely
képes volt toltésszétvalasztasra (Feher, 1971; Clayton és Wang, 1971). Az elmilt két
évtized sordn a mind fejlettebb biokémiai, molekuldris genetikai és biofizikai technikik
(rontgen-krisztallografia, EPR, ENDOR, abszorpciés spektroszkdpia) lehetové tették az
RC térszerkezetének és mitkodésének felderitését.

H. Michel -nek 1982-ben sikeriilt Rps. viridis RC -bGl kristalyokat elGallitani
(Michel, 1982), és az azokon mar elvégezhetd rontgendiffrakcids vizsgalatok
segitségével meghatdroztdk az RC szerkezetét 0,3 majd 0,23 nm -es atomi feloldassal
(Deisenhofer és mtsi, 1985; Deisenhofer és Michel, 1989; Deisenhofer és mtsi, 1995).
A Rb. sphaeroides reakciécentrumanak szerkezetét 0,28 ill. 0,26 nm -es felbontissal
deritették fel (Allen és mtsi, 1988; Chang és mtsi, 1991; Ermler és mtsi, 1994). E két
RC szerkezete hasonlit egymashoz, de vannak k6zottiikk 1ényeges kiilonbségek is: a Rps.
viridis -b6l izolalt RC -hez még egy négy hemcsoportot tartalmazé citokrém alegység is
kapcsolddik, az a tipusi bakterioklorofill helyett b4 van benne, és primér kinonja
ubikinon helyett menakinon (Yeates és mtsi, 1988; Feher és mtsi, 1989).

Mivel vizsgalataimat Rb. sphaeroides 2.4.1. vad tipusidn és R-26 (karotinoid-
mentes) mutinsin végeztem, a tovabbiakban e reakcidcentrumok szerkezetét fogom
ismertetni. A vad tipusi RC harom febérje alegységb6l (L, M, H; 2.2 abra), és a
kovetkezd kofaktorokbdl (2.3 abra) all: 4 bakterioklorofill, 2 bakteriofeofitin, 2 kinon, 1
nem-hem tipusd vas (Fe**) és 1 karotinoid molekula. Az R-26 mutdnsbol hianyzik a
karotinoid.

A hirom fehérje alegységet (2.2 abra) egymashoz viszonyitott molekulatémegeik
alapjan L (light), M (middle), és H-val (heavy) jelolik, a korai, SDS poliakrilamid
gélelektroforézis kisérletek alapjan. Bir az RC aminosav-sorrendjének meghatirozasakor
kideriilt, hogy a molekulatdmeg szerinti sorrend éppen forditott (a H, M, L alegységek
moltomegei rendre: 27,4 kD, 31,3 kD, és 34,3 kD (Williams és mtsi, 1984), ezeket az
elnevezéseket mégis megtartottik. Az L és az M polipeptid 25-35% -os szekvencidlis
homol6gidt mutat, az aminosavjaik 70% -a apoldros és 5-5 hosszi transzmembrin
o-hélixbdl dllnak (Michel és mtsi, 1986; Williams és mtsi, 1986). E hélixek koziil 2-2
szorosan kapcsolédik egymashoz, és 4 nm atmérdjd, 7 nm hosszisigd hengeres magot
alkot. Az LM komplex nagyon stabil, mivel a 4 hélix egy-egy hisztidin csoportja,
valamint egy glutaminsav ligandumot képez a nem-hem tipusti vas(II) ionnal (Allen és
mitsi, 1988). A komplex fontos jellegzetessége, hogy 180°-os forgdsi szimmetriit mutat a

9



2.2. dbra. A Rb. sphaeroides biborbaktérium reakcidcentruménak szerkezete. Az dbra a
brookhaveni Protein Databankbél szdrmazik. A H alegységet kék, az L alegységet vilagoskék,
az M alegységet zold, a kofaktorokat pedig (a baloldali abran) sarga szinnel jeloltik. A
jobboldali d4brdn az RC 11 o—hélixét lathatjuk.

membranra merdleges, a diméren és a vas ionon keresztiilmend szimmetriatengelyre
nézve (Feher és mtsi, 1989). A H alegység laza, globularis szerkezeti, és csak egy
transzmembran hélixe van. Az LM komplex citoplazmikus oldalahoz kotodik, és a két
kinon-kot6helyet sapkaként fedi be. ValoszinGsithetd, hogy stabilizdlja az RC
szerkezetét, mert ha eltavolitjak, akkor a két kinon kozotti elektrontranszfer gatlodik
(Debus és mtsi, 1985). Az RC periplazmikus oldala a mésodlagos elektrondonorként
muikodd, globularis szerkezett, vizoldékony citokrém c, dokkol6helye.

A Kkofaktorok (2.3 abra) az LM komplex hidroféb magjaban, két, az A ill. a B
jeld 4g mentén helyezkednek el, és az LM komplexhez hasonléan tikorszimmetriat
mutatnak a vasatomon és a diméren atmend, a membranra merdleges sikra nézve
(Komiya és mtsi, 1988). A négy bakterioklorofill koziil kettdé (P, és Py) van der Waals-
kolcsonhatasban van, €s atlapolo elektronfelhdkkel dimért alkotva képezik a P primér
donort. A masik két bakterioklorofill (a monomér Bkl, és Bkl,) a bakteriofeofitinek (I,

és I;; a bakteriofeofitin hasonlit a bakterioklorofillhoz, csak tetrapirrol-gytrijében Mg**
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peripiazma
(et kiilss)

citoplazma
(sajt belss)

2.3. dbra. A kofaktorok elhelyezkedése az RC -ben. Folytonos (piros) nyilakkal az
eldreirdnyuld, szaggatott (piros) nyilakkal a toltésrekombindcié ttvonalat jeloltem. Az irdnyitott
protonmozgas utjat vastag (kék) nyilak jelolik.

helyett két proton van) és a P dimér kozott helyezkedik el. Az A agban 1évé Q, kinon
molekula az elsodleges elektronakceptor, mig B éagbeli megfelel6je, a Qp kinon a
masodlagos elektronakceptor szerepét tolti be. Mindkét kinonmolekula izoprenoid
lanccal rendelkezik, és Rb. sphaeroides -ben kémiai szempontbdl azonosak (ubikinon-
10). A vasion a hidrof6b tartomdny citoplazmikus oldalan, a két kinonmolekula kozott
helyezkedik el. A vad tipusu RC -ben a karotinoid molekula van der Waals-kotést 1étesit
a Bkl -vel, igy megbontja a szerkezeti szimmetriat. A primér elektrondonor triplett
allapotanak kioltdsaval ez a karotinoid molekula hatékonyan megvédi az RC -t a roncsold
fotooxidaciotol (Lancaster €s mtsi, 1995).

A latszOlagos szerkezeti szimmetria ellenére az A és B 4g funkcionalis
aszimmetriat mutat: fiziologias koriilmények kozott az elektrontranszfer az A 4g mentén
legalabb huszszor nagyobb hatékonysaggal megy végbe, mint a B dgban (Michel-Beyerle
és mtsi, 1988). Ennek oka az, hogy az LM komplex €s a kofaktorok szimmetridja nem
tokéletes: a dimér egyik tetrapirrol-gytrdje kevésbé sik, mint a masik, a dimér
atlapolodasa nagyobb az A 4g menti bakterioklorofill monomerrel, mint a B &4gban
l1évovel, az I, 0,15 nm -rel kozelebb van a Bkl,-hoz, mint az I; a Bkl,-hez, a fitil (Bkl és

I) és az izoprenoid (kinon) ldncok aszimmetrikusak, a polaros aminosavak eloszldsa a két
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agban eltérd, és a vasion kb. 0,2 nm -rel kozelebb van a Qg -hez, mint a Q, -hoz.
2.1.2. A reakciocentrumban végbemend folyamatok

A fényabszorpcid kovetkeztében az RC bakterioklorofill dimérje (P) alap-
allapotabodl gerjesztett szingulett allapotba keriil (P*) (P* felé mutaté hullimos vonal a
2.4 abran). A két allapot kozotti energiakiilonbség megegyezik az elnyelt foton
energidjaval, ez Rb. sphaeroides esetén 1380 meV (Straley és mtsi, 1973). A primér
donor energialeadassal kertiilhet vissza alapdllapotdba, a fotoszintetikus energia-
hasznositas szempontjabol két csoportra oszthatd, energiahasznosité ill. veszteségi
folyamatok sordan. Az energiahasznosité folyamatok hatdsfoka magas, a velik versenyzd

veszteségi folyamatok viszont kis valosziniséggel kdvetkeznek be (Clayton, 1980).
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2.4. abra. Az RC -ben végbemend folyamatok logaritmikus idéskaldn, és a PQ alapallapot ill.
a toltésszétvilasztott allapotok (P*I~ és P*Q~) szabadenergia szintjei a gerjesztett dimér
energiaszintjéhez képest. A folyamatok részletes targyalasat 1d. a szovegben.



Energiahasznosit6 folyamatok

A) Elektrontranszfer

Az elektrontranszfer (2.4 é4bra, vékony, folytonos vonalak) eredményeképp
ellentett eljeld elektromos tdltések vdlnak szét, amelyek a tovdbbiakban iltaliban nem
rekombindlédnak, hanem egymadst kovetd redox lépések sordn stabilizdlodnak.

Az elsd elektrontranszfer reakcié a dimér és a bakteriofeofitin kozti
toltésszétvéilasztds. Sziikséges hozzd a fotonabszorpcid, hogy 4ltala a P primér
elektrondonor gerjesztett P* allapotba keriiljon, mert igy kozépponti redoxpotencidlja,
amely alapdllapotdban a bakteriofeofitinét joval meghaladja, alacsonyabbd vilik azénil,
és igy maér redukalni képes a bakteriofeofitint. A P*T" redoxpar képzGdésének kinetikdja
Osszetett, idddllandoi 0,6 -tdl 15 ps -ig terjednek, aszerint, milyen hullimhosszon ill.
homérsékleten végezték a méréseket és kiértékelésiikh6z milyen modellfiiggvényt
feltételeztek (Kirmaier és Holten, 1987; Woodbury és mtsi, 1994). E rendkiviil gyors
folyamatok fellépése  a dimér és a bakteriofeofitin tetrapirrol gytiri kozti nagy tavolsig
(kb. 1,7 nm) miatt nehezen magyardzhatd, ezért feltételezték, hogy a bakterioklorofill
monomer jelenléte nagymértékben elGsegiti az elektron 4taddsit. Abban a kérdésben,
hogy a bakterioklorofill monomer valddi vagy virtudlis elektronhordozé-e, megoszlanak
a vélemények. Bizonyos csoportok (Arlt és mtsi, 1993; Schmidt és mitsi, 1994) a
 P*Bkl,” dllapotot valédi, toltésszétvilasztott 4llapotnak tartjdk, mivel a femto-
szekundumos spektroszkopiai méréseik kimutattdk, hogy a monomer kb. 3 ps alatt
redukéldodik, majd egy még gyorsabb folyamat sordn (0,9 ps alatt) az elektron idtmegy a
bakteriofeofitinre. A masik csoport (Kirmaier és Holten, 1991) azt feltételezi, hogy a
Bkl, t6ltés-dtmeneti allapota (virtudlis redukcidja) megnéveli az elektronfelhdk atfedését
a gerjesztett dimér és az I, kozott, de 6 maga nem redukdlédik. A gyors
elektrontranszfert kvantummechanikai jelenséggel, az uUn. szuperkicserélodéssel vagy
alagiteffektussal (Marcus és Sutin, 1985; Mar6ti és Tandori, 1993) magyarazzik. A P'T”
toltéspar kialakuldsdval jaré szabadenergia csOkkenésre a mérési moédszertSl fiiggben
75...260 meV adddott (Peloquin és mtsi, 1994; Woodbury és Allen, 1995).

A kialakult t6ltéspar tovabbi, egyre lassulé elektrondtaddsi 1épésekkel stabiliza-

l6dik. A bakteriofeofitin 80...320 ps alatt redukalja a Q, elsédleges kinon akceptort,



ezzel létrehozza a P'Q,” toltéspart (Kirmaier és Holten, 1987; Woodbury és Allen,
1995). Az elektron alagiiteffektussal megy it a primér kinonra, a peptidvdz magrezgései
ill. az athidalé molekuldk (pl. az M252-es triptofin) segitségével. A fotont abszorbeilé
reakci6centrumok tobb, mint 98% -a eljut ebbe az allapotba, vagyis a fotoszintézis
kvantumhatisfoka majdnem egységnyi. A reakcidval jir6 szabadenergia viltozist, a
meg: a gerjesztett dimér szintjéhez képest a P*Q,~ allapot szabadenergidja —860 + 20
meV (2.4 dbra, Arata és Parson, 1981a). Ez a 1épés teszi irreverzibilissé a t6ltés-
szétvilasztast, mivel itt jon létre a legnagyobb szabadenergia cstkkenés; a P'Q,”
allapotot ezért az elsd stabil toltésparnak is nevezik.

A toltésstabilizacié a Qz masodlagos kinon redukcidjaval folytatédik, amely kb.
100 ps alatt jatszodik le (pH 7,5; Wraight, 1979; Kleinfeld és mtsi, 1984).

Mivel Rb. sphaeroidesben a két kinon kémiai szempontbdl azonos, a funkcionilis
kiilonbdz6ségiik oka fehérje-kdrnyezetiikben keresendd. Kornyezetiik kiilonbozdsége
alapjdn mar értelmezni lehet a kinonok eltér6 viselkedését (Allen és mtsi, 1988). A
primér kinon az M alegység erGsen hidrof6b tartomanydba van beidgyazddva, rdadasul a
H alegység elszigeteli a vizes fazist6l, ahonnan protont vehetne fel. ErGsen kotédik az
RC-hez, csak drasztikus eljarissal (1-4% LDAO és 1-10 mM o-fenantrolinnal)
tivolithatd el onnan (Okamura és mtsi, 1975; Liu és mtsi, 1991). Fiziolégids
korilmények kozott csak egyszeresen és gyorsan redukilédik (kb. 10 s™ sébességi
dlland6val), szemikinon alakja pedig rendkiviil stabil (a redukcié szabadenergia-
véltozdsa 1ényegesen pozitivabb a QA.-két(’Shelyen, mint apolaros szerves olddszerekben
(Crofts és Wraight, 1983)). A masodlagos kinon kdzelében ezzel szemben, szidmos
polédros csoport taldlhatd, ezek elektrosztatikus tere csokkenti le a Qg™ energidjit. Lazén
kotddik az RC-hez, konnyen levélaszthaté ill. inhibitorral (pl. terbutrinnal)
helyettesithetd, kétszeresen és viszonylag lassan redukilédik (kb. 10°-10* s™' sebességi
dllandéval). A pozitiv t6ltési vasion elektrosztatikus potencidlja is lecsékkegti a Qg .
energiaszintjét a Q,~ -éhoz képest, mivel a Fe?* kb. 0,2 nm -rel kozelebb van a Qg -hez
mint a Q, -hoz. In vivo kérilmények ko6zott, pH 8-ndl a Qu/Qy” par kodzépponti
redoxpotenciidlja 60 mV-tal pozitivabb, mint a Q,/Q,” paré (Rutherford és Evans, 1980).
Ezt a kiilonbséget mds mérések is aldtimasztjadk. Arata és Parson (1981a) késlg!tetett

AN

fluoreszcencids méréseib6l a P*Q,” és a P*Q,  illapotok kozétti szabadenergia-
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kiilonbségre: 78 * 8 meV adddott, és Osszhangban vannak velik a két allapot
lecsengésének kinetikdibol kapott eredmények is (Kleinfeld és mtsi, 1984; Maréti és
Wraight, 1988b).

Bir a maésodlagos kinonnak a primér kinon altali redukcidja szabadenergia
csOkkenéssel jar, az elektrontranszfer e lépése nemi megy végbe spontin, 560 meV
(termikus) aktivalasi energia sziikséges hozza (Kleinfeld és mtsi, 1984; Mancino és mtsi,
1984). Qg redukéldsihoz a koriildtte l€vé dipbloknak 4t kell rendezddniiik, amely a
P*Q,” és a P*Qy dllapotok kozotti szabadenergia killonbségnél sokkal nagyobb
reorganizicios energidt igényel, ezt fedezi a viszonylag nagy aktivaldsi energia.

Ebbdl az is kideriil, miért van sziikség két kinonra az RC-ben. A Q, felé irinyuld
elektrontranszfernek gyorsnak kell lennie, hogy a toltésszétvilasztis energidja
csapddzddjon, ne kdvetkezzen be hatékony téltésrekombinicié. A Marcus elmélet szerint
(Marcus és Sutin, 1985; Mar6ti és Tandori, 1993), az elektrontranszfer sebessége akkor
maximalis, ha a reorganizdciés energia megegyezik a reakcid szabadenergia
véltozdsdval. A mdsodlagos kinon esetében a protonilédidshoz sziikséges poldros
aminosavak jelenléte ndveli a reorganiziciés energiit, ami mar az optimalistdl vald
eltdvolodast jelent, igy ez a kinon joval lassabban redukalédik, de -minthogy a Q, gyors
redukcidja mar irreverzibilissé tette a toltésszétvalasztist- ez mir nem baj. Tehit ahhoz,
hogy protontranszfer is 1étrej6jjon, és az energia is jO hatdsfokkal csapddzddjon, az RC-

ben két kiilénb6zd kérnyezetd kinonra van sziikség (Okamura és Feher, 1992).

B) Fényindukilt protonfelvétel

A P*Qg™ végsS toltéspar elektrosztatikus energidja nem alakithaté 4t direkt
moédon kémiai energidvd, vagyis ATP szintézisére koézvetlenill nem haszndlhat6. A
kemiozmotikus elmélet (Mitchell, 1966) szerint ehhez membrianon keresztiili
protongradiens sziikséges. Az "elsd" elektron a Qg -r6l nem vindorol tovabb a B ag
mentén, hanem bevirja a "mdasodik" foton hatdsdra transzportilt elektront, amely mar
kétszeresen redukilja a Q;~ masodlagos kinont (innen a "kételektron-kapu” elnevezés). A
kétszeresen redukilt kinon két proton felvételével kinolt (Q,H,) képez, amely lényegesen
lazdbban kotddik az RC-hez, mint a szemikinon, ezért levilik onnan, és helyét egy masik
kinon tolti be a membranban talilhaté kinonraktirb6l (Crofts és Wraight, 1983;
McPherson és mtsi, 1990b). Ezzel az RC akceptoroldala visszakeriil alapallapotiba, és

az eddig leirt folyamatok WGjra lejatszédhatnak. Ez a kinon redukciés ciklusa (2.5 ébra),
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mely kb. 1 ms alatt megy végbe (Osvith és Maréti, 1997). Eldfeltétele, hogy az oxidalt
dimér (P") képessé viljon tjabb foton befogdsira, ami csak akkor lehetséges, ha a

citokrom molekula visszaredukdlja (kb. 1 ps alatt adja at egyik elektronjat a dimérnek).
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2.5. abra. A kinon redukcids ciklusa Rb. sphaeroides reakcidcentruméaban.

A kinol
vizmolekuldkbdl és protondlhaté aminosavakbdl (Glu L212, Asp L213, Ser L1223 és Glu

képzodéséhez sziikséges két proton a reakcidcentrumon beliili,

H173) allé csatorndkon keresztiil jut el a Qg -hez (2.6 abra). Irdnyitott mutdnsokon
végzett mérésekkel kimutattik, hogy a két proton (H™(1) és H™(2)) két kiilonbozd
csatornan jut el a masodlagos kinonhoz (Paddock és mtsi, 1995; Takahaski és Wraight,
1994). A vizmolekuldk megszakitds nélkiil, hidrogénhid-kotések lancolatdn keresztiil
kotik 6ssze a fehérje felszinét a masodlagos kinonnal (Ermler és mtsi, 1994; Okamura és

Feher, 1995).
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A protonfelvétel sztéchiometridja

Szdmos spektroszk6piai mérés (Lubitz és mtsi, 1985; Breton és mtsi, 1991)
kimutatta, hogy a szemikinonok (Q,~ és Q") anionikus formdja képzédik az RC-ben,
vagyis a szemikinonok nem protondlédnak kézvetleniil. A pH-indikitor festékekkel
(Mardti és Wraight, 1988b) és a pH-érzékeny iivegelektroddal végzett mérések
(McPherson és mtsi, 1988), ill. a konduktometrids kisérletek (Mar6ti és Wraight, 1988a)
viszont protonfelvételt mutattak ki; a Q,—Q,~ és Qz—>Q;~ folyamatokhoz kapcsolédé
protonil6édas sztdchiometridja kisebb, mint 1 H*/e™. Az a tény, hogy a szemikinonok
tortmennyiségi protont kdtnek meg, valamint a protonfelvétel pH-fliiggésének alakja arra
engedett kdvetkeztetni, hogy a protondlédds a kinonon megjelend negativ t6ltés és a
kornyez6 ionizdlhatd csoportokkal rendelkez6 aminosavak kozti elektrosztatikus
koélcsdnhatds eredménye. Ezt a jelenséget -a hemoglobin esetére ismert analégia alapjan-
az RC Bohr-effektusinak nevezik (Wraight, 1979). E csoportok pK értékei a
kolcsonhatds mértékétdl fliggden megemelkednek, igy a tortmennyiségi H* -iont ezek az
aminosavak kotik meg az els6dleges- ill. a masodlagos kinonnal valé kolcsénhatdsukkal
aranyos mennyiségben (Maréti és Wraight, 1988b; McPherson és mitsi, 1988).
Ellentétben a primér kinonnal, a madsodlagos kinon -mint fentebb mar emlitettiik- maga
is képes protondlodni. A folyamat sordn mért protonfelvétel 2 H*/2e™ sztéchiometridt
mutatott ki (McPherson és mtsi, 1993).

Misodlagos elektrondonor (citokrém) hidnyiban a P* nem redukalédik vissza. A
P*Q,” illapotban a protonfelvétel kisebb, mint a PQ,” &llapotban, mivel a P* pozitiv
toltése ellentétes (protonleadd) irdnyban valtoztatja meg a kornyezetében elhelyezkedd
protonz{lhaté csoportok pK -jat (ez a jelenség a szemikinonon megjelend negativ toltés
elektrosztatikus hatdsa révén létrejové protonkotés forditottja). A megfigyelhetd

protonkdtés e két hatas ereddje (Mardti és Wraight, 1988b; McPherson és mtsi, 1988).

C) Fehérje relaxacié (2.4 abra, arnyékolt teriilet).

Szamos tanulminy timasztja ald azt a feltételezést, miszerint a t6ltésszétvalasztas
soran az RC-ben strukturilis (konformicids) viltozisok mennek végbe. E fehérje-
mozgasok stabilizdljadk a  kialakult toOltéspart, vagy akdr meggatoljadk a
toltésrekombindciét. Nagyon alacsony homérsékleten, sotétben befagyasztott RC-ben
nincs elektrontranszfer a Q, és a Qg kozdtt, de ha az RC -t megvilagitis mellett
fagyasztotték le, akkor sok RC olyan konformaciéban volt, melyben végbemehetett ez a
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folyamat (Kleinfeld és mtsi, 1984). A fehérje relaxici6, amely sorin a toltés-
szétvilasztott allapotok fokozatosan stabilizilédnak, a gerjesztett dimér lecsengésének
(fentebb emlitett) Osszetett kinetikdit is magyardzza (Woodbury és Parson, 1984;
Peloquin és mtsi, 1994; Woodbury és mtsi, 1994). A Fourier transzformdiciés infravéros
(FTIR) és a rezonancia Raman spektroszképiai mérések is megerdsitik a fehérje
relaxicid feltételezését, mivel véaltozdsokat mutattak ki a fehérje és a kofaktorok kozotti
kolcsonhatdsban a P* és a Q keletkezése sorian (Breton és mtsi, 1991; Nabedryk és
mtsi, 1990). A konformiciés valtozdsok eldsegithetik az RC protonfelvételét is, mert
(idOlegesen) a felszinre emelhetnek olyan protondlhaté csoportokat, amelyek addig a

fehérje belsejében voltak (Mard6ti és Wraight, 1997).

D) Toltésstabilizicié a konformdiciés heterogenitis kiovetkeztében (2.4 dbra,
egymashoz kozeli vastag vonalak).

Az eclektrontranszfer elsG (a dimér és az I kozti) lépését jellemzd komplex
kinetikdk hulldimhossz- és homérsékletfiiggése valamint az I és a primér kinon ill.
kinonok kozotti elektrontranszfer kinetikdiban megfigyelt komponensek (Tiede és mitsi,
1996) értelmezése arra a kovetkeztetésre vezetett, hogy a toltésstabilizacioban az RC
statikus és dinamikus konformécids heterogenitdsdnak is jelentds szerepe van (Woodbury
és Allen, 1995). A statikus heterogenitds olyan modellt feltételez, melyben az RC -k
heterogén populdcidjaban mindegyik RC -t kiilonb6zd sebességl elektrontranszfer
jellemez (Du és mtsi 1992; Volk és mtsi, 1995), mig a dinamikus heterogenitds-modell a
P* és a P*I™ dllapotok kozotti (kis) szabadenergia-kiilénbség idGbeli valtozasat feltételezi

(Peloquin és mtsi, 1994).

Veszteségi folyamatok

A) Toltésrekombinacié (2.4 4bra, vékony vonalak és pontozott vonalak a
kilonboz6 pH -kndl, &, sebességi dllanddval).

A P*T illapotbél torténé toltésrekombindcié iddadllandéjat olyan RC -kben lehet
meghatdrozni, amelyekben a Q, -hoz irinyulé elektrontranszport a Q, eldzetes
redukcidja, vagy hidnya (kinon-eltdvolitis) miatt gatolt. Ez az iddallandé szoba-

hémérsékleten 10-20 ns kozott van (Schenck és mtsi, 1982; Ogrodnik és mtsi, 1982),
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attol fiiggben, hogy milyen mintin végezték a kisérletet és hogyan gétoltik az_
elektrontranszfert. E rekombindcié hirom feltételezett \iton torténhet: az RC -k 90% -a
az I" -r6l a P* -ra torténd elektrontranszferrel rekombindlédik (ez hasonlit az eldre-
irdnyul$ elektrontranszferhez, csak mis molekulapéilydk vesznek részt benne), mig
5-10% -ban a dimér triplett illapotba keriil, és a rekombinacié onnan kovetkezik be
(alacsony hdmérsékleten ez a folyamat domindl). Az RC -k elenyész6 mennyisége tigy is
rekombinilédhat, hogy a dimér djra gerjesztett allapotba keriil (ez olyan mutinsok
esetében a legvalészinibb, amelyekben a P* a P*I" kozotti szabadenergia-kiilonbség
kicsiny), és onnan megy vissza alapdllapotiba (Woodbury és Allen, 1995).

Ha az elektrontranszfer Q, és Qg kozott gatolt (pl. inhibitor jelenlétében), akkor
a P*Q, toltésszétvalasztott 4llapot szobahSmérsékleten kb. 100 ms id&allandéval
rekombindlédik. Alacsony homérsékleten (77 K) ez 30 ms -ra gyorsul (Parson, 1987).
Nagyon sok tanulmény foglalkozott a folyamattal olyan koriilmények kozott (kinon-
helyettesités, mutdnsok), amelyek megviltoztattdk a Q,, vagy a P koézépponti redox-
potencialjit (Woodbury és mtsi, 1986; Franzen és Boxer, 1993; Lin és mtsi, 1994). Ha a
Q, kotdhelyen ubikinon van, akkor szobahOmérsékleten a rekombindcié val6szinidleg
szuperkicserélodéssel megy végbe, a P*I” virtudlis dllapoton keresztiil (Franzen és mtsi,
1993).

In vitro korilmények kozott, igy kisérleteink sordn is, amikor az RC -bél
hidnyzik a masodlagos elektrondonor, a vizoldékony citokrém, a t6ltésrekombinici
valészinisége megnovekszik. A P*Qy—PQg toltésrekombinicié lényegesen lassabb
folyamat az el6z6nél, idGallandéja pH 8 -nidl 1 s, (Kleinfeld és mtsi, 1984), ami
meglepd, hiszen a kinonok majdnem azonos tdvolsigra (kb. 3 nm) vannak a dimértdl.
Val6szinii, hogy a masodlagos kinon koriili nagyszdmi polaros csoport és/vagy a fehérje
belsejében toltésvezetésre alkalmas 1t hidnya gitolja meg a Qg -r6l torténd koézvetlen
rekombiniciét, igy-az indirekt médon, a Q, -n keresztiil megy végbe (Labahn és mitsi,
1994).

Mint lathatjuk, a toltésrekombinidcidk 2-3 nagysagrenddel lassabbak, r;lint a nekik
megfelels, elére irdnyuld, fotoszintetikus szempontbdl hasznos elektrontranszferek.- Ez
teszi lehetdvé, hogy a stabilizdlt, végsd toltéspar keletkezéséneic kvantumbhatisfoka
majdnem maximalis (1), ennek azonban a stabilizicid sordn jelentds (60-70%-os)

energiaveszteség az ira (Feher és mtsi, 1989).



B) Holeadas

A dimér gerjesztési energidjit h6 formijiban is leadhatja a kornyezetnek, a
rezgési energiaszintek rendszerén keresztiil, fokozatosan. A hdéleadds mértéke a
fotoakusztikus spektroszkopia segitségével detektdlhatd, amely a fotoszintetikus
folyamatok vizsgalatinak ugyancsak fontos eszkoze. A fotoakusztikus technika lehetGvé
teszi a fényindukélt folyamatok sordn keletkez6 térfogat- és entalpiaviltozasok
meghatirozisat. A gerjesztési energia hGként felszabadulé része szétvilaszthaté a hosszi
élettartam  koztes termékekben tirolt részétl, ha a méréseket pl. a viz maximailis
sirdségének megfeleld hdmérsékleten (4 °C -on) végzik, mert a fotoakusztikus jeleket
ekkor csak a térfogatbeli valtozasok fogjdk adni (Brumfeld és mtsi, 1999; Edens és mtsi,
1999). Megjegyezziik, hogy a fotoakusztikus spektroszkdpia eredményeit ennek ellenére
igen nehéz a szisztematikus hibdktél mentesiteni (v6. Arata és Parson, 1981b; Malkin és
mtsi, 1994; Puchenkov és mtsi, 1995; Mauzerall és mtsi, 1995 entalpiavaltozasra kapott

eredményeit).

C) Fluoreszcencia

A gerjesztett dimér foton kibocsdtasdval is visszajuthat alapallapotiba (sugdrzasi
dllanddja k) (2.4 abra, a PQ illapot felé mutaté hullimos vonal). A bakteridlis RC
fényemisszidja kétféle lehet: prompt- ill. késleltetett fluoreszcencia. Minthogy mindkettd
a P* és P kozti atmenetbdl szdrmazik, spektralisan megkiilénbéztethetetlenek egymastol.
Intenzitasuk és iddbeli lecsengésiik viszont alapveten kiilonbozik: mig a prompt
fluoreszcencia a gerjesztés utin néhiny nanoszekundumon beliil lecseng, addig a
késleltetett fluoreszcencia mindaddig megfigyelhetS, amig a visszreakciok (a P*I"—>P*I,
a P*Q, »P*Q, és a P*Q,"—>P*Q, folyamat) tdpliljak (Clayton, 1980), és intenzitisa
nagysagrendekkel kisebb a prompt fluoreszcenciaénal.

Mivel vizsgilataimban a bakterioklorofill dimér (milliszekundumos) késleltetett
fluoreszcencidja kozponti szerepet jdtszik, aldbb kiilon fejezetben tekintem at annak

irodalmi hatterét.



2.2. A reakciécentrum késleltetett fluoreszcencidja

Noha a fotokémidval versenyz6 veszteségi folyamatok kis valdsziniséggel
kovetkeznek be (Clayton, 1980), mir az 1950-es évek elején vildgossa vilt az ilyen
folyamatok vizsgalatinak fontossiga, koztiik a késleltett fluoreszcenciié is. A késleltetett
fény-emisszi6t Strehler és Arnold (1951) fedezte fel spenét kloroplasztiszban. Hamar
kideriilt, hogy megvilagitds utin a legtobb vizsgilt fotoszintetizalé organizmus percekig
fényt bocsit ki. Amold és Thomson (1955) azt is megfigyelték, hogy a
biborbaktériumok kéziil a Rhodospirillum rubrum, a Rps. gelatinosa és a Rp. palustris is
emittd]l késleltetett fényt, bar ez sokkal gyengébb, mint az algik és a magasabbrendi
ndvények esetén. 1965-ben Clayton és Bertsch mutinson végzett mérései bebizonyi-
tottdk, hogy csak olyan baktériumok bocsatanak ki késleltetett fluoreszcenciat,
amelyekben van mikod6képes reakci6centrum, az antenna bakterioklorofill jelenléte
nem elég. Clayton (1965) Chloropseudomonas ethylica zold baktériumon végzett,
részletes késleltetett fluoreszcencia tanulminyiban sok hasonlésdgot fedezett fel a
prompt- €s a késleltetett fluoreszcencia kozott, és felvetette annak lehetGségét is, hogy a
prompt fluoreszcencia a késleltetett fluoreszcencia egyik gyors komponense.

Fontos eldrelépést jelentettek a Rps. viridis kromatoférdkon végzett kisérletek
(Carithers és Parson, 1975; Fleischman, 1974), amelyek kimutattik, hogy a késleltetett
fluoreszcencia a primér tdltésszétvalasztds forditott folyamatibdl keletkezik. Sikerik
titka az volt, hogy meggatoltidk a masodik elektrontranszfert (o-fenantrolinnal), és igy
jobban megfigyelhették a késleltetett fluoreszcencia jellemzGit.

Az 1980-as években Parson és munkatirsai kezdtek el foglalkozni a Rb.
sphaeroides reakci6centrumiban, a P*I” és a P’;QA' élettartama alatt a P* allapotbdl
kibocsétott fényemisszidval, mérték intenzitisit, lecsengését, és feltételezve, hogy a P*
és a toltésszétvalasztott dllapotok kozott termikus egyensiily dll be, meg is magyaraztik
eredményeiket (Arata és Parson, 1981a; Schenck és mtsi, 1982; Woodbury és Parson,
1984; Woodbury és mtsi, 1986). A mérések nehéznek bizonyultak, mivel a
fluoreszcencia (kvantum)hatasfoka rendkiviil kicsi: 4-107* (Zankel és mtsi, 1968)
viszont nagy el6nyiik, hogy érzékenyen kimutatjdk a toltésstabilizacié sordn kialakuld
redoxparok szabadenergiaszintjeiben (pl. kezelések hatdsira) bekdvetkezd valtozidsokat.
A prompt és a késleltetett fluoreszcencia intenzitisainak Osszehasonlitisival pedig
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meghatdrozhat6va véltak a kialakult stabil toltésparok abszolit szabadenergia szintjei is
(Arata és Parson, 1981a).

Olyan RC -ben, amelyben a primér kinonra torténd elektrontranszfer gitolt, a
P*I dllapot a gerjesztést kdvetSen igen hamar (par ps alatt) termikus egyensiilyba keriil a
P*T" toltésszétvilasztott dllapottal, emiatt az RC -k igen kis hdnyada illandéan a P*I
allapotban lesz (dinamikus egyensiilyban). Ezek az RC -k bocsitjdk ki a késleltetett
fluoreszcencidt, melynek intenzitasdb6l kozvetleniil meghatirozhaté a gerjesztett dimér
és az elso stabil toltéspar kozotti szabadenergia kiilonbség. Woodbury és Parson 1984-
ben 160 és 210 meV kozotti AG értéket kozéltek (Woodbury és Parson, 1984). A
bizonytalansdg oka a mért fluoreszcencia intenzitisinak Osszetett idGfiiggésében
keresendd (legaldbb hdrom kinetikus komponensi: 3,2; 9,7 és 11 ns -os iddallandékkal).
Hoérber és munkatirsai is hasonl6 értékeket (130-250 meV) kaptak Rps. viridis esetében
(Horber és mtsi, 1986), tehiat a P*I" tSltéspar kialakuldsa nem jir til nagy
energiaveszteséggel.

A miésodik stabil toltéspir (P*Q,”) kialakuldsa viszont j6val nagyobb
szabadenergia csOkkenést okoz, ezért ennek az illapotnak az energetikdja jelentGsen
befolydsolja a fotokémiai hatisfok értékét, és az elektronvandorlds kinetikdjit. A P* és a
P*Q," éllapotok kozotti szabadenergia kiilénbséget a P* dllapotnak a P*Q,” 4llapotbél
valé termikus repopuldciojabol szdrmazé késleltetett fluoreszcencia intenzitdsabol
hatdroztik meg (az elektronitadist a mdsodlagos kinonra inhibitorral gatoltdk): 860+20
meV (Arata és Parson, 1981a; Woodbury és Parson, 1984). Ismerve ezt a szabadenergié
értéket megbecsiilhetjiik azoknak az RC -knek a szdmat, amelyek késleltetett fluoresz-
cencidt bocsitanak ki: az exp(—AG/k,T) Boltzmann faktornak megfelelden ez nagyon
alacsony: a P*Q,~ allapotban 1évd RC -k kb. 107°-6d része. f)sézevetve a P*I” és a P*,
illetve a P*Q,~ és a P* dllapotok kozotti szabadenergia kiilonbséget megallapithatjuk,
hogy az I" és a Q, kozotti elektrontranszfer okozza a legnagyobb, kb. 670 meV -os
energiaveszteséget.

A Kkésleltetett fluoreszcencia intenzitisinak homérsékletfiiggése fontos
informiciokat ad a toltésszétvilasztis termodinamikai paramétereirdl (Arata és Parson,
1981a; Woodbury és mtsi, 1986). Ilyen mérések alapjin hatiroztik meg a primér
kinonra torténd elektrontranszferrel kapcsolatos entalpia valtozist: AH = 750 meV

(Arata és Parson, 1981a).
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A gerjesztett dimér (P*¥) és a P'Q,” toltésszétvilasztott dallapot kozotti
szabadenergiit meghatiroztik olyan reakcidcentrumokban is ahol a Q, kotGhely nativ
ubikinonjit mds kinonokra cserélték (Woodbury és mtsi, 1986). Ezek a szubsztituensek
megvaltoztattik a Q,/Q,” par kdzépponti redoxpotencidljit. Az ubikinon potenciiljinal
magasabb (redukél6) potencidld szubsztituenst alkalmazva a P*Q," illapot kézelebb kertil
a P*-hoz, megnévelve eziltal, a P* allapot termikus repopuldcidjanak valészinlségét,
vagyis varhatéan novekedni fog a késleltetett fluoreszcencia intenzitisa, amit az
eredmények igazoltak is. Az ilyen mérések is aldtdmasztjik a késleltetett fluoreszcencia
mérések eldnyeit a szabadenergia szintek meghatirozasiban.

A késleltetett fluoreszcencia médszerének alkalmazdsa hasznosnak bizonyult
olyan esetekben is, amikor két masik mérési mddszer eredményei eltértek egymastol, és
el kellett donteni, vajon melyik eredmény a helyes. Ilyen volt pl. a direkt protonmérések
és az egyensilyi redox titraldsi eredmények kozotti eltérés. Izoldlt RC-ben a Q,/Q,”
redoxpdr kozépponti potencidljanak pH-fiiggése a redox-titrdlis médszerével (Mardti és
Wraight, 1988b) pH 6 és 10 kozétt —-60 mV/pH egységnek adédott, mig a PQ,~ dllapot
protonfelvételének mérésekor (Maréti és Wraight, 1988b; McPherson és mtsi, 1988)
pH-egységenként -20 mV -os meredekséget kaptak. Minthogy a Q,/Q,” redoxpir
kozépponti redoxpotencidljanak értékét (ill. annak pH fiiggését) a redukalt primér kinon
és a protonalhaté csoportok kozotti ugyanazon kolcsonhatisok hatirozzik meg, mint a
PQ, és a P*Q," allapotok szabadenergidinak kiilonbségét, a késleltetett ﬂuore;zcencia
intenzitisdnak méréséb6l meghatirozhaté szabadenergia kiilonbség a kozépponti
redoxpotencidlt is megadja. A késleltetett fluoreszcencids modszerrel elvégzett
vizsgilatok (McPherson és mtsi, 1990a) eredménye a kisérleti hibahatiron beliil
megegyezett a direkt protonmérésével, igy megerdsitette azt. Az eltérés oka, mint
késobb kideriilt, a redox titrdldis medidldsiban, tovdbba abban kerésendé, hogy a Q,
redukédldsa a két kisérleti eljardsndl eltérd médszerekkel (kémiai- ill. fotoredukcidval)

tortént.
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3. CELKITUZESEK

A fotoszintetizdl6 baktériumok reakciécentruma a fotoszintézis kutatisban
kdzponti szerepet jitszik, a fotoszintetizdlé rendszerek modelljéiil szolgil, mert ez a
legegyszeriibb olyan integralis membranfehérje, amely a fotoszintézis alapfunkciéinak
elvégzésére képes, és szerkezete atomi feloldassal ismert. Kutatdsa emiatt Tanszékiinkon
mar régdta folyik, de nem volt lehetéségiink a benne végbemend elektron- és
protontranszport energetikaja felderitésének egyik leghatékonyabb eszkoze, a késleltetett
fluoreszcencidas mddszer alkalmazisiara. Célul tiztik ki tehat, hogy a késleltetett
fluoreszcencia mérésére alkalmas berendezést allitunk Ossze, és megszerezzilk az e
modszer lehetd legtobb alkalmazasi lehet6ségének rutinszerl kihaszndlasdhoz sziikséges
tapasztalatokat.

A fotoszintézis energiahatasfokat leginkibb csékkentd folyamatok (pl. a primér
és szekunder kinon redox reakci6i) a milliszekundumos tartomanyban mennek végbe,
ezért részletesen jellemezni kivintuk az ezeket tiikr6z6 késleltetett fluoreszcencia
milliszekundumos kinetikdjat, és annak segitségével az egyes éllapotok szabadenergiait.

E tapasztalatok Osszefoglald értelmezése céljab6l olyan déltalinos modell
kidolgozésa és miikddésének diszkusszidja sziikséges, amely mindegyikrdl szamot ad.

Fontosnak tartottuk nyomonkdvetni a reakciécentrum egyes allapotaihoz tartozd
masik két termodinamikai allapotfiiggvény, az entalpia és az entrGpia valtozasait, mert
ezek felvildgositast adhatnak e két allapotfiiggvénynek a tOltésstabiliziciéban jatszott
szerepérdl és az RC fehérje szerkezeti dtrendezGdésének mértékérdl a toltésstabilizdcid
sorén.

A protonmegkotésnek az egyes toltésparok stabiliziciéjaban jatszott szerepe és az
RC fehérje részei kozti kélcsonhatdsok tisztidzasdban segithet a késleltetett fluoreszcencia
pH-fiiggésének tanulminyozisa, s az igy kapott adatok OsszevethetSk az egyéb mérések
(pl. protonkdtés) és a modellszamitisok eredményeivel, ezért az ilyen vizsgalatok is
célszeriinek latszottak.

Az ionerdsség valtoztatiasat azért itéltilk fontosnak, mert a késleltetett fluoresz-
cencidra gyakorolt hatisa adalékot szolgiltathat a sék és az RC kozti elektrosztatikus

kolcsonhatds médjainak megértéséhez.
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Az RC nativ primér kinonjinak mas kinonra valé kicserélése protonicids
vizsgilatokra kordbban madr j6l bevélt. Ilymédon terveztik vizsgilni, hogyan be-
folyasolja a Q, szabadenergidja az elsG stabil toltéspar stabilizicidjat. Minthogy a
toltésstabilizaciét jellemz6 rekombindciés idddllandé rutin abszorpciéviltozas-
mérésekkel egyszerien megadhatd, igen hasznos lenne meghatdrozni kapcsolatit a
P*Q,” dllapot nehezen mérhetS szabadenergidjaval.

Habar a szimmetriit modosité kinon-kornyéki muticiok kévetkezményeinek
késleltetett fluoreszcencids moédszerrel valé tanulminyozdsit nemrég kezdtik el, az
eddigi eredményeink bizonyitjdk, hogy érdemes tovdbb folytatni a kutatasokat, mert
olyan lényeges informdcidkat kaphatunk, amelyek segitségével jobban megérthetjiik a két

kinon eltérd viselkedését.



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalataim nagy részét Rb. sphaeroides fotoszintetizild biborbaktérium
2.4.1. vad tipusi és R-26 karotinoidmentes mutinsin végeztem. A Kinon-kdrnyéki
muticiok vizsgalatihoz Rb. capsulatus baktériumot haszniltam, melynek reakcié-
centrumait tisztitott illapotban Pierre Sebban csoportjitél (CNRS, Centre de Genetique

Moleculaire, Gif sur Yvette), lefagyasztva kaptuk.
4.1. A baktériumok tenyésztése

. Az agar tiptalajba szlrt tOrzstenyészeteket szobahOmérsékleten, gyenge
(< 10 pE-m™-s7"), 4llandé megvildgitis mellett, 0,5% élesztS kivonatot és 0,3%
kazaminosavat tartalmaz6, 1,5% agaron tartottuk, és rendszeresen Wjraoltottuk. A Rb.
sphaeroides biborbaktériumokat fotoheterotréf moédon, levegdtdl elzirva, Sistrém-
tapoldatban neveltiik., amelyben az egyediili szénforrasuk a szukcinat volt (Cohen-Bazire
és mtsi, 1957). A tenyészetet friss tdpoldattal 24 Oranként steril korilmények kozott
kihigitottuk. Az R-26 mutins esetében, mivel az nem tartalmaz Karotinoidot, a
megyvilagitds eldtt oxigénmentesiteni kellett a friss tipoldatot. Ezt ugy értiik el, hogy az
atoltast kdvetden a sejteket 5-8 oran keresztiil s6tétben tartottuk, igy a tipoldatban oldott
oxigén a sejtlégzés sordn felhaszndlédott (Mar6ti és Wraight, 1988a). A baktériumok
névekedéséhez sziikkséges megvildgitist wolframszilas izzék szolgiltattdk, amelyek
emissziés maximuma a kozeli infravords tartomanyba esik, ahol a baktériumok jol
abszorbedlnak. A megvildgitis erdsségét a hasznalt izzok teljesitményének és geometriai
elrendezésének megvalasztisival 90-100 uE-m™2-s™' értékre illitottuk be (Nagy és mtsi,
1991). A tenyészet'tﬁlzott felmelegedését ventillatorokkal akadalyoztuk meg, igy 29 °C
koriili allandé hémérsékletet sikeriilt bedllitani. A tenyésztést egy literes iiveg-
ballonokban végeztik. A sejteket névekedésiik késdi, logaritmikus fdzisiban 8000 g
gyorsuldssal 10 percig lecentrifugaltuk, majd t6bbszori, Tris pufferrel (10 mM Tris, 100
mM NaCl, pH 8) tortént dtmosas és ujbdli centrifugilds utdn tovidbbi felhaszndlasig
-20 °C -on taroltuk. Az oldatok, illetve a mintdk pH -jit kalibrdlt kombinélt liveg-

elektrédaval mértiik (Orion, 91-03 tipus).



4.2. A kromatoféra preparalasa

A reakciécentrum preparilasdhoz kb. 100 g vizes tomegii baktériumbdl indultunk
ki. A sejteket kiolvasztds utdn Tris-pufferrel atmostuk, kb. 200 ml -re higitottuk, majd
dugattyds hidraulikus présben (French press) 140-150 MPa nyomason feltortik. A
sajtoldst a jo hatasfoku feltérés érdekében altaldban kétszer végeztiik el. A miveleteket
4 °C -on végeztiik, és sajtolds kdzben EDTA -t adtunk a sejtekhez. Az EDTA (10 mM,
pH 8), a feltorés alatt bGséggel felszabaduld bivalens fémionokkal keldtokat képez (lekéti
Oket), és mivel a protedzok milkddéséhez bivalens kationokra van sziikség, jelentSsen
lecsokkenti ezek aktivitdsiat. A feltbretlen sejteket és a sejtfal darabjait centrifugildssal
(20000 g, 15 perc, 4 °C) ilepitettiik le. A feliiliszét 240000 g gyorsuldssal 90 percig
ultracentrifugiltuk. Az iiledéket, amely a szamunkra értékes kromatof6rat tartalmazta,
6vatosan, minimalis Tris-pufferrel felszuszpendaltuk, elkeriilve a sziirke magot, amely
szervetlen szennyezéseket és sejtfalmaradvinyokat tartalmazott (a sargisbarna szind
feliliszobol lehet izoldlni a vizoldékony citokrom molekuldkat; az iiledék és a feliilisz6
kozotti, néha megjelend, vildgoskék, laza szerkezetd sdvban még kb. 10% -nyi
kromatoféra maradt). Ilyen allapotban a kromatoféra a késdbbi felhasznilds céljaira

befagyaszthat6.

4.3. A reakciocentrum izolalasa és tisztitasa

A fentiek szerint prepardlt kromatoférat Tris pufferrel kihigitottuk dgy, hogy
optikai denzitdsa S0 (A = 860 nm, 1 = 1 cm) legyen. Az RC -t a kromatoférdk memb-
ranfrakcidéib6l LDAO ionikus detergenssel oldottuk ki (az LDAO eltivolitja a
foszfolipideket és “dtveszi a helyiiket, majd micelldkat alkot az RC -vel). Szoba-
homérsékleten, gyenge fényben, illandé keverés mellett annyi 30% -os LDAO oldatot
csepegtettiink a kromatoférahoz, hogy az LDAO végkoncentriciéja elérje a 0,55% -ot
(az oldat szine kicsit sotétedik), majd 30 percig sotétben kevertettik, és ultra-
centrifugaltuk (240000 g, 90 perc, 4 °C). A feliiliszé tartalmazta az RC -k 90% -it. A
feltaras hatékonysdgit (az RC koncentricidjat) optikai tton a bakterioklorofill monomér

802 nm -es abszorpciés cstcsinal ellendriztiik (¢ = 288 mM™'-cm™', Straley és mitsi,
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1973). Az abszorpcids spektrumokat Unicam UV4-500 spektrofotométerrel vettiik fel. A
preparilds hatasfoka akkor volt kielégitd, ha 80-100 g vizes tomegii baktériumbol
kiindulva az RC mennyisége elérte a 0,5 pumol értéket (ha nem, akkor az LDAO -val
térténd kezelést és az ultracentrifugilast megismételtiik).

A tovabbiakban az RC -t tébb lépésbil alld ammoénium-szulfitos kicsapassal
tisztitottuk, de el6tte az LDAO koncentriciéjat 0,45% LDAO hozziadisaval 1% -ra
emeltiik, mert igy a (felszinen 4sz6) kicsap6dé lepedék stabilabbnak bizonyult. Elsé
1épésként, lassan keverve és iigyelve a pH 8 -as érték koriili tartisara, szilird
ammonium-szulfitot adtunk az oldathoz (0,27 g/ml), majd 8000 g gyorsuldssal 15 percig
centrifugiltuk. A reakciécentrum-fehérje kicsapddott, és vékony hartyit képezett az
ammoénium-szulfitos oldat tetején. A lepedéket Tris pufferben felszuszpendiltuk, majd
egyenld térfogati AS-pufferben (10 mM Tris, 0,3% LDAO, 0,5 g/ml (NH,),SO,, pH
8,0) ismételten kicsaptuk (igy 0,25 g/ml lett az ammoénium-szulfit koncentricidja).
Centrifugilds utin (8000 g, 10 perc) az ismét a feliiliszoban taldlhat6 RC -t TL-
pufferben (10 mM Tris, 0,03% LDAO, pH 8,0) ecsettel felszuszpendaltuk. A kovetkez6
lépésben alacsonyabb sodkoncentriciét allitottunk be (0,12 g/ml (NH,),SO,), hogy a
reakciécentrumt6l eltérd fehérjék kicsapédjanak, majd megismételtiik az elobbi
centrifugalast (a feliiliszé tartalmazta az RC -t). Tovadbbi fehérjeszennyezddésektdl
szabadultunk meg Ugy, hogy AS-puffer cseppenkénti hozzdaddsival az ammoénium-
majd a szuszpenziét Ujra lecentrifugdltuk (8000 g, 10 perc). A feliiliszéban az
(NH,),SO, koncentricidjat ismét 0,25 g/ml -re emeltiik, centrifugaltunk (8000 g, 10
perc), és a lepedékben lévd, kicsapddott RC -t minimalis mennyiségii TL-pufferben
felszuszpendaltuk.

Mindezek utin ellendriztiik a prepardlt RC tisztasigit és a masodlagos kinon
aktivitdsat (kinonkoté képességét).

Az RC tisztasigat az abszorpcids spektrum 280 ill. 800 nm -es cstcsaindl mért
extinkciék hanyadosaval jellémeztﬁk. A 280 nm-es cstics az aromds aminosavakra (Trp,
Tyr, Phe) jellemzd, mig a 800 nm -es csiics a bakterioklorofill monomérek (minden RC
-ben kett§ van belGliik) abszorpcidjabol adédik. A reakcidcentrum tisztinak mingsithetd,
ha hdnyadosuk nem haladja meg az 1,22 értéket (Clayton és Wang, 1971; Feher, 1971).
Ezt olyan reakciocentrumokndl mérték, amelyekbGl a mdsodlagos kinon hidnyzott (a
prepardlas sorin konnyen kimosdédik). A kinon UV tartomdnybeli abszorpcibja meg-
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noveli a 280 nm -nél mért, a fehérjének tulajdonitott csicsot, ezért a kinonnal helyre-
allitott RC kissé magasabb érték, 1,35 alatt mar tisztinak tekinthetd.

A misodlagos kinon aktivitist az egyetlen fényfelvillanis 4ltal kivaltott
toltésrekombindcié (Id. a 4.6 fejezetet) lassi komponensének a gyorshoz viszonyitott
ardnya adja meg, neutrdlis pH-ndl, ekvivalens mennyiségii nativ kinon hozzdadisa utin
(az UQ-10 erdsen hidroféb, ezért 30% -os TX-100 -ban oldottuk fel, szonikilds
segitségével (McComb, 1990)). Elfogadhaté kinon aktivitisnak mondhaté a 90% f6lotti
helyreallitottsig.

Mivel az ammoénium-szulfitos kicsapis utin az RC tisztasigit jellemz4 érték
altaldban tGl magas, 2 koriili volt, az RC -t anioncserélé kromatogrifidaval tovibb
tisztitottuk. Ezt megel6zGen a minta s6koncentricidjanak csokkentése érdekében 12 6ris
dializist (celluléz membranban, Sigma) alkalmaztunk, TL-puffer + 20 uM EDTA -ban,
4 °C -on. Ezzel parhuzamosan eldkészitettiik az aniqncserélc‘)' oszlopot (DEAE Sephacel,
Sigma): 1 M -os NaCl oldattal aktivaltuk, majd kb. 2 liter oszlopmosé pufferrel (10 mM
Tris, 0,1% LDAO, 20 uM EDTA, pH 8,0) itmostuk addig, amig az oszloprél
lecs6pdgd oldat pH- -ja meg nem egyezett az oszlopra felvitt puffer pH -javal. Ezt
kdvetden a dializalt és kihigitott RC -t felrétegeztiik az oszlopra, és a szennyezGdéseket
(f6leg antenna maradvanyokat) az oszlop térfogatinak tobbszordsét kitevd mennyiségi,
60 mM NaCl -ot tartalmaz6 oszlopmosé pufferrel kimostuk. Ilyenkor az RC lassan halad
lefelé az oszlopon. Az RC -k nagyrészét tartalmazé f6 savot 150 mM NaCl -os
oszlopmosé pufferrel szedtiikk le az oszloprdl, kb. 20, egyenként 5 ml -es frakciét
gyljtve. Ezek a frakciok tartalmaztik a legtisztdbb RC -ket. Az oszlopon maradt,
szennyezettebb RC -ket 400 mM -os sékoncentriciéval tdvolitottuk el. A tiszta
frakcidkat (1,25-1,35) Osszegyijtottiik, ultrasziiréssel (Whatman 100-as membran, 0,15-
0,20 MPa) kb. 80-100 uM -os koncentriciéra toményitettiik, majd 2 UQ-10/RC
mennyiségd ubikinon-10 hozzdadasival helyredllitottuk a masodlagos kinon-aktivitasat.
Erre azért volt sziikség, mert az RC masodlagos kinon kotShelye még 4 °C -on is igen
gyorsan roncsolédik, ha iires. A magas sdkoncentriciét és detergensmennyiséget
dializissel (10 mM Tris, 0,03% LDAO, 20 uM EDTA, pH 8,0) csokkentettiik. A
mérések sordn zavaré lehet, hogy az LDAO ionos detergens, vagyis van protondlhaté
csoportja. Mivel mds detergens hasznalata jelentGsen csokkentené a preparilis
hatékonysdgit, az LDAO -t a preparilast kovetGen célszerd kicserélni, nemionos

detergensre, pl. TX-100 -ra. Ezt 24, vagy akdr 48 6réas dializissel, és az oldat gyakori
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cseréjével értiik el. Az igy preparilt RC -t -20 °C vagy -60 °C -on tiroltuk.

A Rb. capsulatus baktérium reakcidcentrumait a Rb. sphaeroideshez hasonléan kell
izoldlni és tisztitani, annyi kiilonbséggel, hogy sGtétben, anaerob koriilmények kozott
RYPE tipoldatban fejlédnek és nincs ammonium-szulfitos kezelés, csak oszlop-

kromatografilas.

o,

4.4. Q, -szubsztituens reakciocentrumok eldillitasa

Egyes kisérleteinkhez, az RC nativ kinonjat (UQ-10) attél eltérs szerkezetii és
redoxpotencidld mds kinonokkal (MD, DQ) helyettesitettiik A kinon-helyettesitést az
Okamura és mtsi (1975), Liu és mtsi (1991), illetve Kilmidn és Mar6ti (1994) altal
kidolgozott mddszer szerint végeztiik el. Eloszor el kell tavolitani az RC nativ kinonjit.
A DEAE Sephacel ioncseréld gyanta 1M NaCl -t tartalmazé mosépuffer (10 mM Tris,
0,1 % LDAO, 1 mM EDTA, pH 8,0) felhasznildsival elvégzett aktivdldsa utin
mosoépufferrel kimostuk a felesleges s6t, majd az oszlopanyagon lmg/ml BSA -t
(borjubdl izolalt szérumalbumin) tartalmazé mosépuffert folyattunk at 27 °C -on egy
6rin keresztiil. Az ioncseréld gyantihoz ko6t6d6 BSA jelentGsen megnoveli a
kinonlevalasztds hatisfokit. A felesleges BSA -t 0,5 M NaCl -os mosdpufferrel, a
felesleges s6t mosdpufferrel tavolitottuk el. Az el6z6 fejezetben leirt médszer szerint
preparilt RC -t 4 °C -on Osszekevertiik az ioncserélé gyanta harmadrészével, ‘majd (a
feliilisz6 abszorpciés spektruminak felvételével) ellendriztiik, hogy az RC kellGképpen
bekotdtt-e. Ha igen, akkor a gyantit szendvics formdban a kromatografilé oszlopba
toltottiik: egy réteg lires gyantdra egy réteg RC -os gyantdt tettiink, az oszlop tetejére
vékonyabb, ires gyantaréteg keriilt. Az oszlopanyagot kinonmentesitd pufferrel (4,5%
LDAO, 10 mM Tris, 1mM EDTA, 5 mM o-fenantrolin, pH 8,0) gyorsan csepegtetve,
26-27 °C kozotti homérsékleten mostuk, kozben ellendriztiikk a frakciok spektrumat. A
magas LDAO koncentricid eldsegiti a lényegesen nehezebben hozzéférhetd Q, -kotShely
felnyitasit, mig a Qg -kotGhelyre bekotdds o-fenantrolin megvédi azt a detergens okozta
roncsolddastél, illetve kiszoritja onnan a mashonnan kioldédott kinonokat. Az oszlop
anyagiban maradt felesleges kinont és o-fenantrolint mosépufferrel mostuk ki, majd a
kinonmentesitett RC -t hoztuk le az oszloprél 4 °C-on, 300 mM NaCl -t tartalmazé
mosopufferrel.

A kinonmentesitett reakcidcentrumok primér kinon-k6tShelyének fotokémiai
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aktivitisit vizoldékony menadionnal (MD, Sigma), vagy abszolit etanolban old6dé
durokinonnal (DQ, Sigma) allitottuk helyre. A mddszer reverzibilitisianak ellen6rzésére
nativ kinonnal is helyredllitottuk a mintét, ilyenkor nemcsak a Q, -, hanem a Q, -k6t6-
hely kinonkotOképességét is sikeriilt helyredllitani. A kinonokat 10...20 -szoros
feleslegben adtuk a mintdhoz, és 12 6rdn keresztiil, 4 °C -on, allandd keverés mellett
értiik el a legmagasabb foku bekdtddést. A kinonmentesités és -helyreallitis hatasfokat
az egyszeri fényfelvillanast kovetden 430 nm -nél mérhet téltésrekombinﬁcié
amplitid6jabél hatidroztam meg (Mar6ti és Wraight, 1988a). A kinonmentesités
megkozelitette a 95% -ot, mig a helyredllitis hatisfoka az MD -vel, ill. DQ -val
helyettesitett mintdk esetében 80-90% volt.

4.5. Qy -mentesitett reakciécentrumok elGallitasa

A Qg oldal kinonmentesitését, az el6z6 fejezetben részletesen leirt mddszerhez
hasonléan végeztik, azzal a kiilénbséggel, hogy -mivel csak a mdsodlagos kinon
kotShelyét akartuk kinonmentesiteni- a kinon kimosasdhoz hasznilt puffer alacsonyabb
koncentraciji LDAO -t tartalmazott (4,5% helyett 3% -ot), és az eljirds végén
természetesen nem adtunk kinont a preparitumhoz. Az ilyen mintit egy-kinonos

mintdnak nevezik.
4.6. Az abszorpcidvaltozas mérése

Kisérleteim sordn, gyakran meg kellett hatarozni a minta aktiv reakciécentrum-
koncentracifjat, ill. a toltésparok rekombinidciés kinetikdjat. Ezeket a méréseket az
oxidalt ill. redukalt dllapoti primér donor kiilonbségi abszorpciés spektruma 430 nm-nél
jelentkezd csticsdnal végeztem, hizi készitést, kinetikus, egysugaras spektrofotométerrel
(Maréti és Wraight, 1988a), amelynek blokksémaja a 4.1 abran lathato.

A minta telitési optikai gerjesztésére xenon villan6limpat (EG&G FX-200,
félideje 6 us, a bemend elektromos energia 2J) haszndltunk. Mivel az izolalt RC
esetében antennapigmentek nem segitenek a fény begyiijtésében, a telitési gerjesztést
fényvezet6 plexirid segitségével kellett biztositani. A mér6fényt stabilizalt aramforrasrol

taplalt halogénizz6 (12V, 50W) szolgiltatta, izz6szalat lencse képezte le a monokromator

-
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(Zeiss (Jena) SPM 2) belépd résére. A kilépd (430 nm -es) fényt, amely -alacsony
intenzitdsa miatt- a mintaban fotokémiai valtozast nem tudott kivaltani, a mintatartoban
elhelyezett kiivettan keresztil a fotoelektronsokszoroz6 (Hamamatsu R-928) fotokatdd-
jara gytjeottik. A fotoelektronsokszorozot keresztezett optikai szirdk védték: a Xe
villan6 ldmpa fénye 750 nm felett atengedd szlir6n (Kodak zselatinszlird) keresztiil jutott
a mintdra (a megmaradd vords sav elegendé volt a telitési gerjesztéshez), mig a
fotokatod elé kék saviteresztd szlrdt (Corning 4-96) tettiink. A fotoelektronsokszorozé
andddramat fesziiltségjellé alakitd aram-fesziiltség konverter DC kimendjelét mérdfény
nélkil 100 mV -ra allitottuk, majd a mérofényt bekapcsolva a fotoelektronsokszorozé
nagyfesziltségének (erdsitésének) valtoztatasdval Gjra nullaztuk. A felerdsitett fesziilt-
ségjelet, Advantech PCL818 analdg/digitalis atalakitoval digitalizdltuk, szamitogépben

atlagoltuk és taroltuk, majd kiértékeltik.

L F @

‘ PM = @
& fl O

4.1. abra. A kinetikus, egysugaras spektrofotométer blokksémaja. Jelolések: L - mérdfényt
szolgéltatd fényforrds, M - monokromdtor, SH - fényzar, K - kiivettatartd, Xe - villanéldmpa,
hullimos nyil - gerjesztd fényfelvillands, F(k) és F(v) - kék és voros optikai sziirék, PM -
fotoelektronsokszorozd, < - erdsitd, C - szamitdgép.

Az dltalunk vizsgélt stabilizalt toltésparok (P"Q,” és P"Qg") rekombindcidja
elsérendd folyamatként kezelhetd, igy exponencidlis fiiggvénnyel irhaté le. Mindkét

toltésrekombindcié Osszetett is lehet, vagyis tobb exponencidlis linedris kombinacidja-

ként kezelhet6:

[P+ kt)zZAmp, -exp(=k;t), 4.1

ahol [P7](¢) az oxidalt dimér koncentracidja a ¢ id6pillanatban, Amp,; az adott komponens
amplitiddja, k; pedig a sebességi dllandéja. Az illesztést Levenberg-Marquardt tipusu
nemlinedris legkisebb négyzetes illeszté programmal végeztem, egy vagy két komponens
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figyelembevételével.

Egy komponenssel illesztettiik a kinetikdt, ha inhibitorral (altaliban terbutrin)
gatoltuk az elektron tovdbbjutdsit a mdsodlagos kinonra. Ennek hatdsira a P*Q,~
allapotbol szarmazo toltésrekombindcié valdszintisége megnovekszik, a lecsengés tipikus
id6allandéja 100 ms kortili.

Masodlagos (nativ) kinon aktivitassal rendelkez6 RC -kben két komponenst
figyeltink meg, ami abbdl szdrmazik, hogy a Qg -kotShelyek betoltottsége nem teljes
(max. 95%), igy az RC populdcidja heterogén. Vannak csak Q, -t tartalmazé RC -k is,
amelyek rekombinacidja (pH 7 -nél) kb. nyolcszor gyorsabb (k,, = 8,07 s7'), mint a

masodlagos kinont is tartalmaz6 RC -k esetén mérhetd érték (kg = 1,05 s7").

4.7. A Kkésleltetett- és a prompt fluoreszcencia mérése

Az RC bakterioklorofill dimérje altal emittalt milliszekundumos késleltetett
fluoreszcencia kinetikdjanak felvételére egy specidlisan erre a célra tervezett mérd-

berendezést épitettiink, amelynek blokksémadja a 4.2 dbran lathato.

FENYCSAPDA

DIGITALIS A :
IMPULZUS SZAMITOGEP OSZCILLOSZXOP
GENERATOR

F(z)

HOTOTT
FOTOELEKTRON-
SOKSZOROZO

PRIZMA

/ Nd:YAG LEZER

4.2. abra. A milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia méréséhez hasznilt berendezés
vézlata. Jelolések: L - optikai lencse, SH - fényzir, K - kiivetta, F(v) - voros sziird, F(z) -
z6ld sziro.

A mérési nehézségeket a késleltetett fluoreszcencia rendkiviil alacsony intenzitdsa
(kvantumhatdsfoka kb. 107"), kedvezGtlen spektrélis elhelyezkedése (az infravorésben,
920 nm koriil mérhetd) és a gerjesztés alatt a minta altal kibocsatott erGs prompt
fluoreszcencia okozza. A mintat Q-kapcsolt Nd:YAG lézer frekvenciakétszerezett
fényimpulzusival (Quantel YG 781-10, hullimhossz 532 nm, energia 100 mJ,

a1
I3



félértékszélesség 5 ns) gerjesztettiik. A 1ézer fényét hosszi (kb. 3 méter) \ton vezetjiik
be a z6ld sdviteresztd livegsziirGvel (Schott BG-18) lezirt, és nagyon gondosan sotétitett
dobozba, hogy a térszog csdkkentésével minimalizaljuk a lézer villanélimpdinak sz6rt
fénye éltal gerjesztett prompt fluoreszcenciat. A lézerfény a mintdn valé ithaladis utin
fénycsapddba keriil és elnyelédik. Mindezzel minimumra csokkentettik a kiilsd
(hattér)fénynek a dobozba keriilését, az intenziv lézerfénynek a falakon vald
nemkivanatos reflexidjat és az azaltal gerjesztett foszforeszcenciat. Az RC -t tartalmazd
mintat egy 1 cm x 1 cm méretl, alacsony fluoreszcencidji kvarckiivettiba (Thermal
Syndicate Ltd., "far UV") helyeztiik, hGmérsékletét termosztilhaté kiivettatartdval
allitottuk be, és K-tipusi (NiCr-Ni) termoelemmel (Vermer VE 305K) mértiik. A
késleltetett fluoreszcenciat a gerjesztd fényre merdlegesen detektdltuk. A mintib6l
szarmaz6 fluoreszcenciafényt vords feliilitereszté sziir6n (Schott RG-850) it, bikonvex
lencse képezte le az infravords-érzékeny fotoelektronsokszorozé (Hamamatsu R 3310-
03) fotokatddjara. Elektromosan vezérelheté mechanikus fényzir (Uniblitz VS25) védte
a fotokatdédot a rendkiviil intenziv prompt fluoreszcenciitdl: zirva volt a gerjesztés alatt,
de a lézer-felvillands utdn kb. 3 ms alatt kinyilt. A szért lézerfény altal az optikai
elemekbdl kivaltott foszforeszcencia minimalizdldsa céljabol az emisszids szirdt és
lencsét a fényzdr mogé helyeztiik, igy a szort lézerfény nem gerjeszthette azokat. A
jel/zaj viszonyt a fotoelektronsokszorozé -30 °C -ra valé hitésével (igy csokkent a
sOtétarama; Photocool PC 410CE, Products for Research, Inc.), és a mérések
atlagoldsival noveltik. Altaldban 256 kinetikt atlagoltunk digitilis oszcilloszkép
(Philips PM 3350A) segitségével, 1 Hz -es (olyan reakciécentrumoknidl amelyekben
hidnyzott a masodlagos kinon-aktivitds) vagy 0,24 Hz -es (Qg -t is tartalmazd mintak
esetében) ismétlési frekvencidval. Az igy kapott jelet szdmit6gépben tdroltuk és
kiértékeltiik. A lézer, a fényzar és az oszcilloszkép miikddését egy digitdlis impulzus-
generdtor hangolta dssze.

Az RC altal kibocsitott prompt fluoreszcencia integrdlt intenzitidsat ugyanolyan
optikai és elektronikai (erdsités, szlirés) koriilmények kozott mértiik, mint a késleltetett
fluoreszcenciit, csak a gerjesztés energidja volt eltérd: ilyenkor 0,77 mJ + 5% -os volt a
késleltetett fluoreszcencia mérésekor (ez az érték a telitési gorbe linedris tartomanyaba
esik), illetve 16,2 nJ + 10% a prompt fluoreszcencia detektildsakor; ez utdbbi esetben a
fényzir természetesen nyitva volt. A 1ézer energidjat Kkalibrdlt piroelektromos
energiamérdvel (Molectron J25) hatiroztuk meg. -

>
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A Kkésleltetett fluoreszcencia lecsengése tobb exponencidlis komponens linedris
kombindciéjaként kezelhet§, akircsak a toltésrekombindciés kinetika (Id. az el6z6
fejezetet). Az illesztés is ugyanigy tortént, de felhaszndltuk (rogzitettiik) az abszorpcié-
viltozdssal mért toltésrekombindciés kinetika felbontisidbdl kapott idGallandékat, mivel

azok szoOrasa kisebb.



5. EREDMENYEK

A toltésszétvilasztist kovetden a reakcidcentrum késleltetett fluoreszcenciat
bocsat ki, amelynek idGtartomanya rendkiviil széles, a pikoszekundumost6l a
szekundumosig kb. 10 nagysagrendet Olel fel.

A Dbakteridlis reakcidcentrumok késleltetett fluoreszcencidjit a gerjesztett
bakterioklorofill dimér (P*) emittilja. Ez a fluoreszcencia fotokémiai eredeti, mert a
primér fotokémiai termékek visszreakcidibdl keletkezik, és az RC -k elenyészG hinyada
bocsatja ki, azaz szivdrgasos tipusi. Lecsengése tobb exponenciilis komponensre
bonthatd, ami arra utal, hogy a t6ltésstabiliziciéban t6bb tranziens allapot is résztvesz.
A leggyorsabb (piko- és nanoszekundumos) komponensek a magas szabadenergidji
dllapotok kozotti korai reakcidkat, az RC -k statikus (Woodbury és Allen, 1995;
Ogrodnik és mtsi, 1999), és/vagy dinamikus heterogenitisit (ezen Aallapotok
szabadenergiaszintjeinek id6fiiggd csokkenése fehérje relaxdcid kovetkeztében,
Woodbury és Parson, 1984; Peloquin és mtsi, 1994; Woodbury és mtsi, 1994) tiikrozik
(d. még 2.1.2., Energiahasznosit6 folyamatok, D)). E komponensek vizsgalata
tilhaladta lehetdségeinket.

A milliszekundumos €s a szekundumos idGtartomanyban -a kinon-akceptor
komplex redox dllapotdt6l és helyredllitottsdgatdl fiiggden- hirom exponencidlis fazist
tudtunk felbontani a késleltetett fluoreszcencia lecsengésében (pH 8-ndl; 1d. 5.3 4bra):
egy nagyon gyors (1,5 ms), egy gyofs (102 ms), és egy lassii (865 ms) komponenst. A
gyors €s a lassi fazist kordibban mar mas csoportok is megfigyelték (Arata és Parson,
1981a; McPherson és mtsi, 1990), viszont még egyik tanulminyban sem dolgoztak ki
olyan egységes modellt, amely megmagyardznd keletkezésiiket, megadnd lecsengésiik
sebességillandoit, ‘és lehet6vé tenné a prompt fluoreszcencidtdl valé (kinetikai)
megkiilonboztetésiiket. Ezért elsddleges feladatomnak tekintettem olyan, tdbb tranziens
dllapoti modellek kidolgozasat, amelyek megfeleld elméleti hitteret biztositanak
eredményeim értelmezésére. Ezeket a kovetkezd két részben (5.1. és 5.2.) ismertetemi.

A Kkésleltetett fluoreszcencia kinetikdjat ill. a prompt- és a késleltetett
fluoreszcencia kozotti kiilonbséget eldszér egy olyan egyszerd rendszerben fogjuk leirni,

amelyben a gerjesztett pigment energidjdnak egy része 4dtmenetileg egy toltés-



szétvalasztott allapotban (P*Q7) tarolodik (5.1. fejezet). A késGbbiekben ennek az
egyszeri modellnek az eredményeit fogjuk éltalanositani, és alkalmazzuk egy tobb
tranziens allapottal rendelkezd, bonyolultabb rendszerre, a reakcidcentrumra (5.2.
fejezet). Mivel a lecsengés minden egyes fazisat az RC -ben végbemend mds és mds
reakcionak tulajdonitottam, minden komponenst kiilon fejezetben (5.3., 5.4. ill. 5.5.)

fogok targyalni.
5.1. Késleltetett fluoreszcencia két tranziens allapoti rendszerben
5.1.1. Szabad pigment fluoreszcencidja
A fénygerjesztés hatdsdra a szabad pigment elsé gerjesztett szingulett dllapotdba

(P*) keriil. A fluoreszcencia az ebbdl az éllapotbdl a szingulett alapallapotba (P) vald,

fotonkibocsatassal jaro dtmenet soran keletkezik (5.1 dbra; most k, = k- = k, = 0).

P PQ

5.1. abra. Egyszerd modell a prompt és a késleltetett fluoreszcencia lecsengésének
szétvilasztisara, két tranziens dllapottal rendelkezd rendszerben (P* és P*Q™), pillanatszer(
gerjesztést kovetden. Az allapotoknak megfeleld szintek egymadst6l vett tdvolsiga a standard
szabadenergia kiilonbségeknek (AG") feleltetheté meg. A sebességallanddkat k —val jeldltiik.

A fluoreszcencia intenzitdsa barmely ¢ idGOpillanatban a gerjesztett dimér [P*](r)

koncentricidjanak és a sugarzdsos atmenet k, sebességi dllanddjanak szorzata:

F@t)=k, - [P‘ ](t) . (1)
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Ezzel a folyamattal parhuzamosan, vele versenyezve sugdrzdsmentes atmenet is
létrejon (sebességi allanddja k). Ennél az dtmenetnél a dimér gerjesztési energidja a
rezgési energiaszintek rendszerén keresztiil fokozatosan, hé formajiban dtadodik a
kornyezetnek. Mivel a két folyamat egymadstdl fiiggetlenil és parhuzamosan megy
végbe, a gerjesztett allapot lecsengésének k, ered6 (megfigyelt) sebességi allanddja a két

részfolyamat sebességi allandéinak Gsszege:
kP = kf * knr i (2)

Pillanatszerd, telitési gerjesztés utin a gerjesztett pigment koncentracijanak idGbeli

valtozasat a

e k. el 3)

elsérendd differencidlegyenlet irja le, amelynek megoldasa

[P* kz‘) = exp(—k, 1) ; “4)

s s

megfigyelt fluoreszcencia lecsengése tehat (Id. az (1) egyenletet) monoexponencialis, a
sebességi dllanddja a sugdrzdsos €s a nemsugarzdsos atmenetek sebességi dllanddinak

Osszege (Id. a (2) egyenletet), a fluoreszcencia kvantumhatasfoka pedig:

k,
e . 5)
i

P
5.1.2. Fotokémiai folyamathoz kotott pigment fluoreszcencidja

A reakciécentrum dimérje (foto)fizikai/kémiai folyamathoz csatolt, a gerjesztett
dimér energidjat -versenyben az emlitett sugarzasos és nemsugarzasos datmenetekkel-
ezzel a folyamattal is elveszitheti (5.1 dbra; k, # 0). Ez az 4tmenet tehat csapda a
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gerjesztési energia szdmdra, amelybOl vagy egyidltalin nincs kiut (irreverzibilis
folyamat), vagy csak részleges visszatérés lehet (reverzibilis folyamat). Ilyen mechaniz-

mus a fotoszintetikus reakcidcentrumban a triplett-képzodés és a toltésszétvilasztas.

Irreverzibilis folyamat. Ezen dtmenet révén P* lecsengése kiegésziil egy ujabb, k.
sebességi allandoval jellemzett folyamattal, anélkiil, hogy az elcsatolt gerjesztési energia
barmilyen kicsiny hanyada vissza tudna kertilni (k. = 0). A szabad pigmentre megadott
Osszefiiggések emiatt értelemszerlien bdviilnek. Pillanatszeri gerjesztést kovetden a

gerjesztett dimér koncentracidjanak id6beli valtozasa:
[P*)6) = exp(~(k, +£.) 1) . (©6)

A megfigyelt fluoreszcencia lecsengése tehat tovabbra is monoexponencialis marad, de

gyorsabb (k,,, = kp + k.) lesz, €s hatdsfoka csOkKen (7, mp < 77,):

Ke
n = . /
prompt X 5 4 ( )

=

Reverzibilis folyamat. [.ényegesen mddosul a fluoreszcencia lecsengése, ha az elcsatolt

gerjesztési energia egy része (k. # O sebességi dllanddval jellemzett visszreakcidval)
visszakerlilhet a dimérre a szabadenergidt atmenetileg tirold (toltésszeparilt, P™Q")
allapotbol. E két atmeneti allapotd rendszer idSbeli véltozasara, pillanatszerd gerjesztést

kovetden, az alabbi csatolt differencidlegyenletek (mérlegegyenletek) irhatok fel:

dlp]

=~k + k) [P ]k [Poo] ®
dP;tQ_]=k+-[P‘]—(ko+k_)-[P*Q'] : ©)

ahol k, a toltésrekombindcio sebességi alland6ja, amellyel a P*Q™ toltésszétvalasztott
allapot visszakertil a PQ alapallapotba. Ha a (8) és (9) egyenletekbdl a [P™Q7] valtozot
kikiiszoboljik, akkor a gerjesztett dimér koncentricidjanak idGbeli valtozdsara
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masodrendu differencidlegyenletet kapunk:

d;L[I:‘ l+(kp +kQ ‘I'k+ +k')'d{ii;‘]+(k*k0 +kap +k-kp)'[P‘]=O (10)

5.1.3. A fluoreszcencia lecsengésének sebességi allandéi

A fluoreszcencia lecsengésének sebességi dlland6it a (10) egyenletbdl
szarmaztathat6 karakterisztikus egyenlet megolddsai adjak. Mivel a karakterisztikus
egyenlet masodfoku, igy két (nem sziikségképpen egybeesd) gyokot fogunk kapni. Ha &,
sokkal nagyobb, mint a reakcidsémdban el6fordulé barmely masik sebességallando,

akkor a (10) egyenlet karakterisztikus egyenletének két megolddsa az aldbbi kozelitd

alakra egyszertsodik:
k, =k, +k +k, (11)
k_
k, =kQ+kP~k— i (12)

+

A reverzibilitds (részleges visszatoltés) megengedése tehat kétfazisiva (biexponen-
cialissd) tette a fluoreszcencia lecsengését. A gyorsabb komponens sebességallandéja (k)
a gerjesztett allapot (kinetikai) egyensuilya kialakuldsdnak sebességallanddjat fejezi ki
(ebben meghatirozé az elSreiranyuld reakcié sebességallandéja (k.)), a lassabb
komponens sebességallanddja (k,) pedig a tranziens szabadenergia-tirol6 allapot (PTQ)
kitiriilési sebességdllanddjat tiikrozi. Ez utébbi folyamat két parhuzamos uton mehet
végbe: direkt toltésrekombindcioval (sebességi édllanddja k) €s indirekt modon, a P*
allapoton keresztiil (sebességi dllanddja kp-k_/k.). A gyors komponens az Un. prompt
(azonnali) fényemisszid, a lassu pedig a késleltetett fluoreszcencia (Malkin, 1977).
Lathatjuk tehdt, hogy a késleltetett emisszi6 megjelenése metastabil allapotbdl vald

visszatérés lehetdségéhez kotodik.
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5.1.4. A prompt- és a késleltetett fluoreszcencia amplitiidéviszonyai

A

megoldasaként, a
[P*)6) = 4, -exp(=k, -1) + 4, -exp(~k, -1) (13)

alakban irhato fel, ahol 4, ill. 4, a prompt- ill. a késleltetett fluoreszcencia amplitiddja.
Ertékiiket a kezdeti feltétel hatirozza meg: telitési gerjesztés esetén a r = 0 id6-
pillanatban valamennyi pigment gerjesztett allapotban van ([P*] = 1), a tranziens P*Q"
allapot pedig tres ([P*Q] = 0). Ezekkel (13) -bél, ill. (8) -bdl (a (13) és (14)
behelyettesitésével) kapjuk:

A +4, =1 (14)
k,-4 +k,-A, =k, +k, . (15)

A (11) és (12) egyenletek felhasznaldsaval adodik:

4 =1-— (16)
és

k
A . 17
G (17)

A vissza- ill. az elSreiranyul6 reakciok sebességi allanddinak aranyat termikus egyensuly
esetén megadhatjuk a P*Q™ tranziens toltéstarold allapotnak a P*Q gerjesztett allapoté-
hoz viszonyitott AG® (< 0) standard szabadenergidjaval (hangsilyozzuk, hogy a
szabadenergidk referenciaszintjének ilyen megvalasztisa miatt a toltésszétvilasztott

allapotok szabadenergidi mindig negativ eldjeltiek lesznek!):
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k AG°
: p{ kBTJ (18)

ahol &z a Boltzmann-dllando €s T az abszolut homérséklet.

SzobahOmérsékleten kz7° = 25 meV. A gyakorlatban eléforduléd esetek dontd
tobbségében k. << k, (azaz |AGY>> 25 meV), ezért a prompt fluoreszcencia A,
amplitid6éja mindvégig egységnyinek tekinthet6. A késleltetett fluoreszcencia A,
amplitaddja (a (17) és (18) egyenleteknek megfeleléen) a Boltzmann-eloszlds szerint
modosul, mikézben a P*Q™ allapot szabadenergia szintje valtozik a gerjesztett dimér (P*)
szabadenergia szintjéhez képest. A P* és a P'Q™ dllapotok szabadenergidi kozotti
kiilonbség 58 meV csokkenésének (ill. emelkedésének) a késleltetett fluoreszcencia
amplitidéjdban 1 nagysidgrendd emelkedés (ill. csokkenés) felel meg, vagyis a
késleltetett fluoreszcencia amplitiddja érzékeny indikatora a P*Q™ dllapot szabadenergia
szintjében bekdvetkezd valtozdsoknak (a P* allapot szabadenergidja in vivo koriilmények

kozott allandonak tekinthetd).
5.1.5. Az abszolit szabadenergia-kiilonbség meghatarozasa

A Kkésleltetett fluoreszcencia amplitiddviltozasaibol a fentiek szerint a P*Q"
allapot szabadenergia szintjének relativ eltoloddsaira kovetkeztethetiink. Ezen tul-
menden, a szabadenergia abszolut értékét is meghatdrozhatjuk (a P* szinthez képest), ha
aranyba allitjuk a prompt- és a késleltetett fluoreszcencia teljes intenzitdsat (az emittalt

fotonok teljes szdmat, azaz az emisszio hatasfokat):

[prompt Y A] k_z (19)
I 4, k

delay
(itt A,/k, ill. A,/k, a prompt- ill. a késleltetett fény monoexponencidlis lecsengése alatti
teriilet). Ide beirva az amplitidok ((16) ill. (17) szerinti) és a sebességallandok ((11) ill.
(12) alatti) kifejezéseit, k. -t barmely mas sebességallandondl tovabbra is lényegesen

nagyobbnak feltételezve, figyelembe véve a (18) egyenletet és az ebben a kozelitésben is

érvényes (7) egyenlet alapjan &, helyé€be & /7, ,my -Ot irva adodik:



¥ fors 0
prompt Q npmmp( .exp(_ AG ) (20)

o ks kT

A kapott Osszefliggés alapjdn meghatdrozhaté a P* és a P"Q  dllapotok kozti
szabadenergia-kiilonbség a prompt és a késleltetett fluoreszcencia (integralt) intenzitasai
aranyanak mért értékébol (vo. Arata és Parson, 1981a).

Erdemes megjegyezni, hogy a szabadenergia kulonbséget sokkal kedvez6bb a
prompt €s a késleltetett fluoreszcencia intenzitdsainak ardnyabol meghatdrozni, mint
amplitidé aranyaikbol. Mig ugyanis a prompt és a késleltetett fluoreszcencia
amplitidoinak ardnya altaldban rendkiviil nagy szam (exp(-AG°/kz1)), addig (integralt)
intenzitasaik viszonyat sebességallanddik ardnya lényegesen lecsokkenti (1d. (19)), emiatt
ez utobbi sokkal pontosabban mérhetd. Példdul bakteridlis RC esetén, AG® ~ -900 meV
(Arata és Parson, 1981a; Turz6 és mtsi, 1998), k, = 10 s™', k, = 8:10" s™' (Arata és
Parson, 1981a; McPherson €s mitsi, 1990a) €s 7, ony = 4-10* (Zankel és mtsi, 1968;
Woodbury €és mtsi, 1985), igy mig a prompt és a késleltetett fluoreszcencia

amplitiddinak ardnya 4,3-10", addig intenzitdsaik ardnya csupan 2,1-10°.

5.2. A Dbakterialis reakciocentrum milliszekundumos késleltetett

fluoreszcenciaja

Pillanatszerd gerjesztést kovetden az izoldlt RC fehérje még hosszu ideig bocsat
ki (késleltetett) fluoreszcencidt, amelynek milliszekundumos lecsengésében, mint mar
emlitettiik, tobb komponens is megfigyelhetd a kinon komplex redox dallapotatol és
helyreallitottsagatol fiiggben (Id. 5.3 dbra). Ez azt jelenti, hogy egyetlen toltéstarolo
tranziens 4llapot helyett azok bonyolultabb rendszerével kell szamolnunk. Ennek
megfeleléen az el6zd fejezetben leirt (egyszerdsitett) modelliinket két, vagy akéar tobb
reakcioval is ki kell bdviteni, igy az egzakt megoldas joval bonyolultabba vilik. A
milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia esetében azonban a bonyolult modellre is
talalhatunk kozelit6 megolddst, ha kihasznaljuk, hogy a prompt és a késleltetett

fluoreszcencia id6allandoi nagysagrendekkel eltérnek egymastol.



5.2.1. Késleltetett fluoreszcencia négy tranziens allapoti rendszerben

A milliszekundumos-szekundumos iddtartomanyban megfigyelhetd gyors és lasst
fazisok értelmezésére tekintsiink egy olyan rendszert amelyben harom toltésstabilizald

lépés van, a bakteriofeofitin és a két kinon részvételével (5.2 dbra).

t k
0.0 PELIEN
Pl
o
AGI kIP
5 ks
& ke
Al
ED kI kf
< +n- s
) P Q késleltetett
AGO e o k A emisszio
e T
B BA i
‘AP
=~1.38 .
PQ,Q,

5.2. dbra. Négy tranziens allapottal (P*, P*I-, P*Q,~, P*Q,™) rendelkez6 rendszer. A
tranziens dallapotok energiaszintjeit a gerjesztett dimér nullinak vett energiaszintjéhez
viszonyitottuk. A sebességillandok megkozelitd értékei: kp = 3.6-10" s7', k, = 5.0-10° s7' és
kag = 1.0-10*s'. A P*Qy™ allapotbdl nincs direkt toltésrekombinacio. ‘

A Rb. sphaeroides vad tipusi RC -je esetében a P*Qy™ allapotbdl val6 direkt toltés-
rekombindcio elhanyagolhat6 a P"Q,  dllapoton keresztiili indirekt rekombinadciéhoz
képest (Labahn és mtsi, 1994). A négy tranziens allapotra (P*, P'I", P"Q,” és P"Qy)

négy linedris differencidlegyenletbdl allo egyenletrendszert irhatunk fel:

| &

’i;_Q]=‘(kf +kP[)'[P*Q]+kIP '[P+1—] (21)

Pd;[_] = kpy '[P‘Q]‘(k: +kyp +k,A)-[P*1‘}+ ky, -[P*Q;] (22)

d.PC;‘(Q/; =k1A 'I:P*'[-]—'(k“\[, +kAI +kAB)'[P+Q;]+kBA [P+Ql;] (23)
d[p-0;]
dr

=5

= ks '[P+0;]—k[;,\ [P+Ql;] (24)




Termikus egyensily esetén az egyenletrendszer daltalinos megolddsa négy
exponencialis tag Osszegeként irhaté fel. A milliszekundumostdl a szekundumosig
terjed6 idGtartomanyban (amikor # > > 1/(k,z+kg,)) a lassi komponens fog domindlni,
fluoreszcencia intenzitidsdnak id6- €s szabadenergiafiiggése a kovetkezd (ne feledjiik,

hogy AGy’, AG,° és AGy"-AG,’ negativ értékek):

AG;)
exp

F,() =k, -[RC]; - ixl g Hieupdul.: it (25)
B f B [AG;—AG;] AP kAB+kBA
l+exp| ——=

kyT

Olyan RC -k esetében pedig, amelyek nem rendelkeznek Qg -aktivitassal (csak Q,

van benniik):

AG,
F, () =k, -[RC], -exp[ T ]*f ]-exp(— ki) : (26)

B

E kifejezések alapjan fogom a késébbi 5.4.2. fejezetben értelmezni a

milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia gyors és lassi komponensét.
5.2.2. A Kkésleltetett fluoreszcencia homérsékletfiiggése

A P*Q,—>P"Q,  toltésszétvalasztis termodinamikai jellemzSi meghatarozhatok a
késleltetett fluoreszcencia amplitidéjanak homérsékletfiiggésébsl. A (26) egyenlet
alapjan, figyelembe véve a szabadenergia (AG), az entalpia (AH), és az entropia (AS)

megvaltozasai kdzotti
AG=AH~-T-AS o7y

osszefiiggést, rutinszerlien meghatdrozhaté a P*Q,—P"Q,” dtmenet standard entalpidja.
Az un. van’t Hoff féle abrdzolds (a késleltetett fluoreszcencia amplitidéjanak ill.

intenzitdsanak logaritmusa az 1/(kz7) fliggvényében) meredekségébdl:
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In [F,(r)-dr = ol + konst ) (28)

B

(Itt kihasznaltuk, hogy ha a lecsengés iddéallanddja (k,,) nem viltozik, akkor az
amplitidét a -pontosabban mérhetd- (integralt) intenzitasra cserélhetjik.) A AS,°
entropiavaltozast a konstans tartalmazza, igy a van't Hoff egyenes tengelymetszetébdl
(ha k, ismert) az entropiavaltozas is meghatarozhato.

A (25) egyenlet alapjan, ha exp((AGy"-AG,")/ksT) < < 1 (azaz szobahOmérsékle-
ten a kinonok kozti szabadenergia-kiilonbség joval nagyobb, mint 25 meV), hasonlo
analizist végezhetiink el a P*Q,™ allapot esetén is. Olyan esetekben viszont, amikor a
kinonok energiaszintjei kozel vannak egymashoz (pl. magas pH -n, magas potencidla
kinonok, mutdnsok esetén), sokkal dvatosabbnak kell lenni a masodlagos kinon P* -€hoz
viszonyitott entalpidjainak meghatdrozasakor. Ilyenkor is a (18) egyenlet alapjan, de a

fenti kozelités nélkiil kell eljarnunk.
5.3. A nagyon gyors komponens

A milliszekundumos késleltetett fluoreszcenciat a fényzarak nyitdsi idejének
hossziisdga miatt korabban csak a gerjesztés utani kb. 30 ms holtid elteltévei tudtak
mérni, (Arata és Parson, 1981a; McPherson és mtsi, 1990a; Turzé és mitsi, 1998).
Kihaszndlva az dltalunk hasznalt Uniblitz fényzar egy nagysagrenddel kisebb nyitasi
idejét, egy néhany milliszekundumos, eddig nem észlelt, nagyon gyors komponenst is
detektdlni tudtunk (5.3 dbra, 1 -es gorbe).

Korabbi munkdkban is megfigyeltek ugyan hasonlét, de minthogy a fényzar
nyitdsi ideje is ebbe az idGtartomdnyba esett, ezt a komponenst mérési miterméknek
vélték és kikapuztik (Arata és Parson, 198la; McPherson és mitsi, 1990a).
Eredményeink azonban ennek ellentmondanak, st az aldbbiakban kisérleti adatokat
sorakoztatunk fel annak aldtdmasztdsira, hogy ez a fazis az RC dltal emittdlt fénytdl
szarmazik.

A nagyon gyors komponens nem lehet (pl. a lézer altal, a felvillanaskor generalt)

elektronikus midtermék, hiszen a lézer felvillanasdnak pillanatiban, amikor a fényzar
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zdrva van, nem detektdlhatd jel. Ha késleltetjik a fényzar nyitdsat a lézergerjesztés

pillanatahoz képest, akkor mindig ugyanannak a lecsengésnek a kiilonb6zd szakaszait

mérjuk.

F () (rel. egységek)

0.1

0.01 1 T Ty 1 LB REL] L] ;.l LU

0.001 0.01 0.1 1 10

t(s)

5.3. dbra. A bakteridlis RC milliszekundumos késleltetett fluoreszcencidjinak kinetikai kettds
logaritmikus dbrazolasban. 1 -es gorbe: fotokémiai Gton redukalt Q, -t tartalmaz6é RC (pH 7.8);
a P* -t a kovetkezd lézerfelvillands elStt (ismétlési frekvencia: 2 Hz) kiilsé donorral (10 uM
ferrocén) visszaredukdltuk (ennek a 430 nm -nél mért tranziens abszorpcidviltozasbol
meghatarozott félideje 10 ms volt; a tovabbi részleteket 1d. a szovegben). 2 -es gorbe: oxidalt
primér kinont tartalmazd, de terbutrinnal gatolt méasodlagos kinon-aktivitasu (100 pM, pH 8.0)
RC. 3 -as gorbe: mdasodlagos kinon-aktivitdssal rendelkez6 RC (60 uM UQ,, , pH 8.2). A
fényzar a lézerfelvillands alatt zarva volt, majd kozvetleniil utiana (az 1 -es gorbe esetén 3 ms -
on belil) kinyitott. A folytonos gorbéket a mért kinetikdkra illesztettiikk, és egy vagy két
exponencidlis fiiggvény 0sszegébdl szamitottuk ki. Az illesztett gorbék amplitidéi és idoallandoi
rendre a kovetkezdk: 1 -es gorbe: 310 és 1.46 ms, 2 -es gorbe: 1.52 és 102 ms, 3 -as gorbe:
0.54 és 115 ms ill. 0.21 és 865 ms. Mérési koriilmények: 1.3 uM RC, 0.03% TX-100, 10 mM
Tris és 100 mM NacCl.

A nagyon gyors komponenst létrehozhatja a (kozvetlen vagy szort) 1ézerfény altal
gerjesztett optikai és egyéb elemek foszforencidja (esetleg késleltetett fluoreszcencidja)
is. Ezt a lehetséges hatdst gy csokkentettiik, hogy a kritikus elemeket nagyon gondosan
kivalogattuk (pl. alacsony fluoreszcencidju kiivetta), a minta és a fotokatod kozotti
optikai elemeket (vords szidrd, lencse) pedig a fényzar mogott helyeztik el, igy a
lézerfény a zart allapoti fényzar miatt nem éri 6ket (4.2 dbra). "Vak" minta (RC fehérjét
nem tartalmazé oldat) esetén nem kaptunk az RC késleltetett fluoreszcencidjaval
Osszemérhetd jelet.
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Tovéabbi vizsgdlataink az emisszi6 spektrdlis tulajdonsigait érintették. Mivel a
késleltetett fluoreszcencia intenzitdsa még 850 nm felett dtengedS sziirG hasznilata esetén
is nagyon kicsi, épphogy mérhet§, a sziirének monokromatorral vald helyettesitése nem
volt lehetséges. Tudtunk azonban olyan, viszonylag nagy savszélességii (20 nm), 'jé
ateresztOképességl (T,,, = 67%) interferencids szlir6t hasznilni, amelynek ateresztési
maximuma (A, = 919 nm) egybeesett a dimér fluoreszcencia spektrumdnak maximu-
mdval, tehat nem engedte it a fluoreszcencidndl nagyobb hullimhosszi, az lvegsziiron
atjutd esetleges egyéb fényt. Az igy mért lecsengés adatai (a komponensek szima, azok
relativ amplitidoéi és sebességalland6i) megegyeztek a feliildteresztd iivegsziirGvel kapott
értékekkel, vagyis mindegyik komponenst az RC emittalja, hiszen kicsi az esélye, hogy
mds fluorofér éppen a dimér spektrilis tulajdonsdgaival vilagitson.

A lézerfelvillanas el6tt kémiai ill. fotokémiai dton redukalt vagy oxiddlt RC -vel
végzett kisérleteink adtik a legmeggy6z0bb bizonyitékot arra, hogy a nagyon gyors
komponens nem (elektronikus ill. optikai) midtermék, hanem az RC -b6l szirmazik,
mégpedig toltésszétvalasztassal kapcsolatos fényemisszié. Ha a dimért a 1ézerfelvillanast
megel6zGen kémiai dton, kalium-ferricianiddal oxiddljuk (P—P*), akkor egyéltalin nem
figyelhetiink meg késleltetett fluoreszcenciit. Az RC fehérje ebben az allapotiban nem
képes fotokémiai reakciéra. Ez a kisérlet meggy6zden mutatja, hogy késleltetett
fluoreszcencia csak az RC toltésszétvilasztott allapotaibol szdrmazhat. Amennyiben
viszont az RC primér kinonjit (Q,) el6zetesen natrium-ditionittal, kémiai dton ;'edukél—
juk, akkor a nagyon gyors komponens amplitid6ja 1ényegesen, kb. egy nagysigrenddel
megndvekszik, mig a gyors komponens eltiinik. Hasonlé eredményt kaptunk akkor is,
amikor a Q, -t fotokémiai uton, a késleltetett fényt kivalt6 1ézerfelvillands eldtt, korabbi
felvillandsokkal mar redukéltuk. Hogy az ilymédon el6-redukalt primér kinonnak a
kovetkezd fényfelvillanas (ismétlési frekvencia: 10 Hz) eldtti visszaoxidicigjat meg-
el6zziik, kiilsé elektrondonort adtunk a mintdhoz. Ez redukilja a fotooxidélt P* primér
donort, eziltal megakadilyozza, hogy az a P*Q, —»PQ, tdltésrekombindciéval a
kovetkez6 felvillanas eldtt eltiintesse a Q,” -t (5.3 4bra, 1 -es gorbe). A ferrocén
bizonyult a legalkalmasabbnak erre a feladatra, mert az RC fluoreszcencia spektruméban
nem fluoreszkil, és a P* -t viszonylag lassan dondlja (Maréti és Wraight, 1988b). A
kisérleti koriilményeket tugy Allitottuk be, hogy optimdlisan tanulmédnyozhassuk a
késleltetett fluoreszcencia nagyon gyors komponensét eredményez6 P*X" éllapotot. Az

elektronitadds sebességi 4llandéja (=100 s™') nagyobb volt, mint a P*Q, —>PQ, -~
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toltésrekombinacioé (~10 s'), igy stabil PQ,  redox allapot tudott felhalmozddni,
ugyanakkor viszont kisebb volt a P*I"—PI toltésrekombindcié sebességi dllanddjanal (k,
= 6-10" s7"), és a P*X" dllapot eltlinésének a késleltetett fluoreszcencia nagyon gyors
komponense mérésével meghatarozott sebességi dllandojanal (=~10° s™') is, vagyis ez
utobbi folyamatokat csupdn elhanyagolhaté mértékben akaddlyozta.

A nagyon gyors komponens amplitidéjanak homérsékletfiiggésébdl megprobaltuk

megbecsiilni a P*X" allapotnak megfelel6 szabadenergiaszintet (5.4 dbra).
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5.4. dbra. A milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia kiilonboz6 komponensei
amplitidéinak (4) van’t Hoff -féle abrdzoldsa, a fiziologids homérséklet tartomanyban. Az
egyenesek meredekségeibGl meghatdrozott entalpia véltozasok rendre a kovetkezék: —-112 meV
22 °C alatt és +3100 meV 22 °C felett (A, nagyon gyors fizis), -828 meV (o, gyors fizis), €s
-932 meV (, lassi fazis). A mérési kortilmények azonosak az 5.3 dbranal emlitettel.

Altaldban az varhatd, hogy a magasabb hdmérséklet felé haladva megnévekszik a P"X"
allapotbdl a P* allapotba valé termikus repopuldcié esélye, ami a késleltetett fluoresz-
cencia intenzitisanak novekedését eredményezi (Id. a (26) egyenletet és az 5.4 abran a
gyors és lassi komponens van't Hoff abrazolasait). Az dbran viszont jol lathat6, hogy a
nagyon gyors komponensre a fiziologids homérséklet tartomdnyban (5-35 °C) nem a
szokvanyos van't Hoff-fiiggést kaptuk. Szobahdmérséklet (22 °C) alatt kis meredekségu

(-112 meV) egyenest kaptunk, amely arra utal, hogy a P*X" allapot entalpidja kozel van
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a P* -éhoz. A 22 °C feletti homérséklet tartominyban azonban a nagyon gyors
komponens drasztikusan lecsdkken, igy a formalis van't Hoff analizis nagy pozitiv
entalpiavaltozast ad (+3100 meV). A hOmérséklet valtozdsinak a nagyon gyors
komponens amplitddéjdra gyakorolt hatdsa reverzibilisnek és reprodukalhaténak
bizonyult; a komponens lecsengési id6allanddja nem fiiggdtt a hdmérséklettdl.

A prompt és a késleltetett fluoreszcencia integrdlt intenzitdsainak
Osszehasonlitisival meghatiroztuk a nagyon gyors komponens kvantumhatisfokat,
értékét pH 8,0 -nil, 6,4 107° -nek taldltuk. A prompt fluoreszcencia kvantumhatisfokat
ehhez 4- 107 -nek vettitkk (Zankel és mtsi, 1968), mert ez az érték osszhangban van az
ijabb mérésekkel: 3,2-10™* (Woodbury és mtsi, 1985), ill. 1,2-10™* (Nowak és mtsi,
1998).

5.4. Gyors komponens: a primér kinonnal kapcsolatos folyamatok

A P*Q,  illapot szerepét a késleltetett fluoreszcencia gyors komponensének
kialakuldsdban szdmos vizsgilat timasztja ald (Arata és Parson, 1981a; McPherson és
mtsi, 1990a). Amikor a fényfelvillanist megel6zGen (kémiailag) redukdltuk a primér
kinont, ez a komponens eltint (5.3 dbra, 1 -es gorbe). A gyors komponens kvantum-
hatisfoka a prompt és a késleltetett fluoreszcencia integrilt intenzitdsainak ardnydbdl
méréseink sorin pH 8,0 -ndl 2,2-107 -nek adddott, vagyis kb. 5 nagységrenddel
alacsonyabb, mint a prompt fluoreszcencidé. A gyors komponens érzékenyen reagdl a
pufferoldat fizikai-kémiai tulajdonsigaira, a primér kinon kémiai természetére (kinon-
helyettesités), és a fehérje kornyezetre (mutinsok). A tovdbbiakban kiilén fejezetekben
fogom tirgyalni a pH, a hmérséklet, az ionerdsség és a kiilonb6z6 kinonszdrmazékok e

komponensre gyakorolt hatdsat.
5.4.1. Az elsd stabil toltéspar szabadenergia szintje

A prompt és a késleltetett fluoreszcencia intenzitisok ardnyinak ismeretében meg
tudtuk 4llapitani a P*Q,~ 4llapot abszolit szabadenergia szintjét a P* -€hoz képest. A
késleltetett fluoreszcencia gyors komponensének amplitidéja sokkal kisebb mint a

prompt fluoreszcencia amplitiddja: A,y /Apomy = 2,3-107'%, ami a (20) egyenlet alapjin
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jelentds szabadenergia csékkenést ad: pH 8,0 -ndl AG,° = -910 £+ 20 meV (5.6 4bra).
Arata és Parson (1981a) az amplitidék arinyira 4,4-10° -t, mig a szabadenergia
értékére -860 + 20 meV -ot kaptak, pH 7,8 -ndl. A két eredmény kozotti eltérés pontos
okét nem tudjuk. Az a lehetséges magyarazat, hogy az RC prepardlds sordn a mintinkban
esetleg megjelend szabad pigmentek miatt tilbecsiiltiik volna a prompt fluoreszcencia
intenzitdsat kizarhatd, mert a prompt és a késleltetett fluoreszcencia intenzitisa a
gerjesztési energia fiiggvényében a kisérlet hibahataran beliil azonos értéknél telitddott.
Ha a minta szabad (vagy funkciondlisan lecsatolddott) pigmenteket tartalmazott volna,
amelyek 4atforduldsi sebességillandéja (=~1-10° s™') sokkal gyorsabb az RC fotokémidjanil
(~ 10 s™), akkor emisszidjuk sokkal nagyobb gerjesztési energidnil telit6détt volna, mint

a késleltetett fluoreszcencia.
5.4.2. A P*Q," illapot szabadenergia-vailtozidsa protonfelvétel hatisira

A Késleltetett fluoreszcencia kb. 100 ms -os id6allandéji };yors komponensét (pH
8,0, 100 mM NaCl) olyan RC -k esetében figyeltik meg (5.3 édbra, 2 -es gorbe),
amelyekben meggatoltuk a primér kinonrél a masodlagos kinonra irdnyulé elektron-
transzfert. A gatlast a masodlagos kinon eltavolitisaval (Id. 4.5. fejezet, egykinonos
minta) értik el, vagy ugy hogy inhibitor (terbutrin) segitségével kiszoritottuk a
mdsodlagos kinont kétGhelyérdl. |

A gyors komponens idddllandéja alig fiiggdtt a pH -tol, pH 6,5 és 11,0 kozott 126
ms -r6l 105 ms -ra csbkkent. A késleltetett fluoreszcencia gyors komponensének
(integralt) intenzitisa viszont a nagyobb pH -k felé haladva er§sen névekszik (5.5 dbra),
vagyis a protonicié erdsen befolydsolja a toltésstabiliziciét. E tapasztalat azzal
magyardzhatd, hogy a nagy protonkoncentraciok (alacsony pH) felé megndvekvs mértékil
protonicié stabilizdl6 hatdssal van a P*Q,” toOltésparra, azaz szabadenergia- szintjét
csOkkenti, ami a P* dllapothoz képest noveli a szabadenergia-kiilonbséget. Eziltal a P*
allapotnak a P*Q,” dllapotbél valé termikus repopulicidja kisgbb mértékd, igy a
késleltetett fluoreszcencia gyengébb lesz (Id. a (26) egyenletet).

51



FENYZAR

zarva
nyitva nyitva

pH 8.2

sgel)

.egysége

fény- T
felvillanas

F, (rel

L L ) | 1 L ) |

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

t (s)

5.5. dbra. A Kkésleltetett fluoreszcencia gyors komponensének pH -fiiggése, olyan RC -k
esetében, amelyekben terbuirin segitségével meggatoltuk a primér kinonrdl a madsodlagos
kinonra irdnyulé elektrontranszfert. Mérési korilmények: 1,5 uM RC, 5 mM Tris, 0,03 %
Triton X-100, 100 mM NaCl, 100 puM terbutrin, és T = 294 K. A kinetikdkat 256 jel
atlagolasaval kaptuk (az ismétlési frekvencia 1 Hz ).

A Kkésleltetett fluoreszcencia intenzitasdnak ido- és szabadenergia fliggését kifejezo
(26) egyenlet amplitidéra vonatkozo tagjabol kozvetlenil meghatirozhatd a P7Q,
allapot szabadenergidjdnak pH-fiiggése. Felirva az egyenletet két kiilonb6z6 pH -ra,
megkapjuk a két pH -nak megfeleld allapot kozotti szabadenergia-kiilonbséget (a &, €s az
RC -k kezdeti koncentracidja ([RC,]) -a prompt fluoreszcencia hatasfokanak kisérletileg
tapasztalt pH -érzéketlensége (1d. (7) egyenlet), ill. a telitési gerjesztés miatt- fliggetlen a
pH -t6l): ?

FA(PHw)
AG,(pH,)—AG,(pH,) = kgT - In| —2-——2= ; 29
(pH,) (pH,) n[FA(le)j (29)

A késleltetett fluoreszcencia intenzitasokat altaldban a pH 7 -nél mért késleltetett
fluoreszcencidhoz viszonyitottuk (ezért ezeket a méréseket relativ méréseknek neveztik).
Az 5.6 abrdn lathaté (iires karikdk), hogy ha a pH -t 5-t6] 11-ig noveljik (vagyis

csokkentjiik a H™ -ion koncentraciét), a P*Q,~ dllapot szabadenergidja 65 meV -tal

n
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kozelebb keriil a P* dllapot szabadenergia szintjéhez, egy jellegzetes inflexiés ponttal a

lugos tartomanyban (100 mM NaCl).
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5.6. dbra. A P*Q,” (+terbutrin) (O) és a P*Q™ (®) tdltésszétvilasztott dllapotok (a gerjesztett
dimér (P*) szabadenergia szintjéhez viszonyitott) szabadenergidjinak pH -fliggése. A folytonos
vonalat a (30) egyenlet alapjin szdmitottuk ki, figyelembe véve, hogy a szemikinon négy,
egymastol fiiggetlen protondlhat6 csoporttal van elektrosztatikus kolcsonhatasban (a pK értékeket
az 1. tdblazat tartalmazza, és magas pH -nil AG® = —858 meV). A szaggatott vonal az integralt
protonkotés alapjan kiszamitott AG® pH -fiiggését jeloli ((39) egyenlet; a jellemzd pK -értékeket
az irodalombdl vettiik (Mardti és Wraight, 1988)). Mérési korilmények: 2 uM RC, 0,03%
Triton X-100, 100 mM NaCl, 5 mM puffer a pH-tdl fiiggben, 7 = 294,3 K, 100 uM terbutrin
(Qp -aktivitds hidnya) vagy 100 uM ubikinon-10 (Qg -aktiv RC).

Az a tény, hogy az oldat protonkoncentrici6ja befolydsolja a P"Q,  toltéspar
szabadenergia szintjét, bizonyitja a fehérje protondlhaté oldallancainak szerepét a primér
kinon fényindukalt redox/toltés allapotdaval valé kolcsonhatdsban (Mar6ti és Wraight,
1988a). Emiatt célszerliinek tartottuk Osszehasonlitani a késleltetett fluoreszcencias
mérésbol kapott szabadenergia pH -fiiggését azokkal a szamitasokkal, amelyek a
szemikinon elektrosztatikus kélcsonhatasat veszik figyelembe négy, egymastol fliggetlen,
protonalhat6 csoporttal.

A szabadenergia pH -fliggése kifejezheté a kofaktor (esetiinkben Q,) kdzépponti
redoxpotencidljanak pH -fliggésével is (5.6 abra, folytonos vonal). A redox-centrum
redukalasa megndveli annak negativ toltését, melynek hatdsara nagyobb lesz a kornye-

zetében taldlhatd sav/bazis csoport protonaffinitdsa, ill. pK -ja. Ennek megfeleléen a

-
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csoport pK -ja kisebb lesz, amikor a kofaktor oxidalt dllapotban van: pK,, < pK,.,. A
kolcsonhatas eredményeképpen a kofaktor kozépponti redoxpotencidlja -60 mV/pH-
egység meredekséggel csokken a pK,, és pK,., kozotti pH tartomanyban, és a pH -tdl
fliggetlen lesz ezen a tartomanyon kiviil. Amikor a kofaktor oxidacidja ill. redukcidja
tobb (N) egymastol fliggetlen sav/bazis csoport protondlddasahoz kapcsolodik, akkor a

kozépponti redoxpotencidl pH -fiiggése a kovetkezd kifejezéssel adhaté meg:

.H+.
RT N l+-1<red.

E =E_,+—-) In ‘ : 30

m = Se t oo ; o (30)
b b
KlOX

ahol E_ a kozépponti redoxpotencidl értéke nagyon magas pH -n (amikor az Osszes
sav/bazis csoport deprotonalt allapotban van), [H*] a protonkoncentracio, K ill. K™ az
i-edik sav/bdzis csoporthoz vald protonkotés disszocidcids dllanddja a kofaktor redukalt
ill. oxidélt allapotaban, a kofaktort n elektron redukélja, T az abszolut homérséklet, R az
egyetemes gazédlland6 és F a Faraday-allandé. A pK,, és a pK, értékeket, amelyeket a
gorbe (5.6 dbra, folytonos vonal) formdlis felbontdsival kaptunk, az 1. tablazat
tartalmazza. Ldithatd, hogy ez a gorbe jol egyezik a késleltetett fluoreszcencids
adatokkal, és a legnagyobb pK viltozas (ApK = 0,8) a legmagasabb pK -val rendelkez6

csoportnal észlelhetd.

Q=Q, +terbutrin Q=0Qp
csoport
pKox pKred ApK p Kox pKred ApK
1 4,87 4,90 0,03 3,50 5,30 1,80
2 6,87 6,90 0,03 6,55 6,85 0,30
3 8,35 8,60 0,25 8,30 8,70 0,40
4 9,70 10,50 0,80 9,10 10,60 350

1. tablazat. A feltételezett négy protonélhaté aminosav pK és ApK (= pK,, — pK,,) értékei, az
RC PQ (oxidélt kinon) és P"Q" (redukalt kinon) allapotaiban, amelyeket a mérési pontokhoz
legjobban illeszkedd gorbék ((30) egyenlet) formdlis felbontdsdbdl hatdroztunk meg.
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Meghatéroztuk a P*Q,~ allapot szabadenergidjanak pH -fiiggését 10 mM NaCl és
500 mM NaCl sokoncentracio esetében is (5.7 dbra). Megfigyelhetjiik, hogy az ion-
er0sség novelése a gorbék alacsonyabb pH -k felé vald eltolodasat okozza, és lecsokkenti

a 6 -os €s 10 -es pH kozott észlelhetd szabadenergia-valtozas mértékét.

AG
0

P'Q,

500 mM NaCl

A(AG) (meV)

5.7. dbra. A P*Q," toltésszétvalasztott illapot, P*Q, édllapothoz viszonyitott szabadenergidjanak
megvaltozasa (A(AG)) a pH -fiiggvényében, kiilonbozd sdkoncentracioknal. Folytonos vonallal
jeloltik az integralt protonkdtésbdl kapott szabadenergia-véltozas pH -fliggését ((39) egyenlet).

c s,

és —20 meV -al (a pK -értékeket az 5. tdbldzat tartalmazza). A bekeretezett kiegészité dbra a
szabadenergia-valtozds eldjelét mutatja. Mérési koriilmények: 2 uM RC, 0,03 % Triton X-100, 2-
5 mM puffer a pH -tdl fiiggéen, 100 mM NaCl, 100 uM terbutrin, 7 = 295 K.

5.4.3. A gyors komponens ionerdsség-fiiggése

Magasabb sdOkoncentraciok felé haladva a késleltetett fluoreszcencia gyors
komponensének intenzitisa novekszik, vagyis a sok destabilizdljdk a P7Q,  toltés-
szétvalasztott allapotot (5.8 dbra). Ez a hatds éppen ellentétes a protonkoncentracid
novelésekor megfigyelt hatissal, hiszen -mint azt az el6z$ fejezetben lattuk- a névekvs
H™ -koncentracidval (kisebb pH), a késleltetett fluoreszcencia intenzitdsinak csokkenése

jart egytitt.
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5.8. dbra. A P*Q, éllapot A(AG) -je (a s6 (CaCl,) nélkiilihez viszonyitva) az ionerdsség
fliggvényében, két kiilonbozé pH -ndl. A szaggatott vonalat a Debye-Hiickel modell ((40)
egyenlet) alapjan illesztettiik a mérési pontokra. A(AG),., = 17 meV (pH 7,5) ill. 40 meV (pH
9,0)ésr = 2,4 nm (pH 7,5) ill. 1,1 nm (pH 9,0). Mérési koriilmények: 2 uM RC, 2 mM Mops
(pH 7,5) vagy 2 mM Caps (pH 9,0), 0,03% Triton X-100, 100 uM terbutrin és 7 = 295 K.

Az 5.8 abran lathat6, hogy a szabadenergia-véltozds novekedése fiigg a pH -tél és a
séban 1év6 ion tipusatdl, mig az 5.9 dbra szerint a bivalens kationok (Mg>") hatdsa a AG
pH -fiiggésére nagyobb, mint a monovalens kationoké (Na®), még akkor is, ha

ionerdsségeik megegyeznek (/ = 100 mM).

33 mM MgCl, * s

A(AG) (mev)

T T ¥ T T i

5 7 9 11

5.9. dbra. A A(AG) pH -fiiggése mono- (Na®) és bivalens (Mg**) kationok jelenlétében,
azonos ionerdsségeknél (/ = 100 mM). Az integralt protonkdtésbdl szamitott gorbét folytonos
vonallal jeloltik. A pK -értékeket az 5. tablazat tartalmazza. A mérési koriilmények azonosak a
5.8 abranal leirt korilményekkel.
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A bivalens kation jobban lecsokkentette a magas pH -ju protondlhaté csoportok pK -
értékeit, mint a monovalens kation, €s a protonfelvételhez kotott teljes szabadenergia
valtozas valamivel kisebb volt a bivalens kationt tarlamazé oldatokban. Ez utébbi

effektus hasonl6 Maroéti és Wraight megfigyeléseihez (Mardti és Wraight, 1997).

5.4.4. A P'Q,—»P"Q, toltésszétvilasztis termodinamikai paraméterei

A késleltetett fluoreszcencia amplitiddjanak hémérsékletfiiggésébdl meghatiroz-
hatjuk a P*Q,—P"Q," toltésszétvalasztas fontos termodinamikai jellemzdit, az entalpia
€s az entrépia valtozasat (5.4 abra). Az 5.2.2. fejezetben levezetett (28) egyenlet alapjén,
ha a késleltetett fluoreszcencia amplitidéjanak logaritmusat dabrazoljuk az 1/(kg7)
fiiggvényében (van’t Hoff-féle abrizolas), egyenest kapunk, amelynek meredeksége a
folyamathoz tartozé (hOmérséklettdl fiiggetlen) entalpiavaltozast (AH,") adja meg. Az
entropiavaltozast (AS,") a (27) egyenlet segitségével hataroztuk meg, ismerve a

szabadenergia valtozasat (AG,").

11F 4 T terb.
ok pH:
£)
g 7 10.0
K 8.0
st 6.0
=,
SR \\&:-N\\

1 5
8. o
s P 0041 0.043
1/kyT (1/meV)

5.10. abra. A milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia van’t Hoff -féle dbrdzoldsa, a
fiziologids homérséklet tartomanyban (5-35 °C), masodlagos kinon-aktivitds hidnyaban (iires
szimbdlumok) és jelenlétében (telt szimbélumok), kilonbozé pH -kndl. Az amplitidé helyett a
késleltetett fluoreszcencia lecsengése alatti teriiletet (F,° /k,) vettik, és ezt normdltuk a fotoaktiv
RC -k koncentricidjaval (ez utobbit a 430 nm -nél mért flash-indukdlt abszorpcidvaltozasbol
(AOD) hataroztuk meg). Mérési korilmények: 2 uM RC, 0,03% Triton X-100, 100 mM NaCl,
5mM puffer a pH -t6l fiiggden és 100 puM terbutrin (Qy -aktivitds hidnya) vagy 100 uM
ubikinon-10 (Qy -aktiv RC).



A gyors komponens fizioldgids hGmérséklettartomanyban (5-35 °C) felvett van't
Hoff-féle dbrazolasabdl (5.10 abra) kapott meredekség pH 8 -nidl -820 + 40 meV -nyi
entalpiavaltozast adott, amely jellegzetesen nagy érték a primér kinonon t6rténd
toltésstabilizaciéra, hiszen eziltal vélik irreverzibilissé a fotokémiai dtmenet. A pH 6 -
nal ill. pH 10 -nél meghatarozott entalpiavaltozis: —802 + 40 meV ill. -861 + 40 meV.
Az ebbdl ad6dd entrOpiavaltozdsokat a 2. tdbldzat tartalmazza. Lathatd, hogy az

entrépikus tag alig 5-10% -at teszi ki a szabadenergia véltozasnak.

Q=Q, +terbutrin Q=Q;

termodinamikai

paraméterek

pH=6,0 pH=8,0 pH=10,0 pH=8,0 pH=9,7

AG’ (meV) —921+20 | -910+20 | -882+20 | -970+20 | -904 +£20

AH® (meV) -802+40 | -820+40 [ -861+40 | -920+60 | —877 %60

AS° (meV/K) | +0,40+0,13 | +0,30+0,13 | +0,07+0,13 | +0,17+0,21 | +0,09+0,21

2. tablazat. A van’t Hoff -féle 4brizolisb6l meghatirozott, a P*Q->P*Q  toltés-
szétvilasztashoz tartoz6 entalpia- és entropia viltozdsok, masodlagos kinon-aktivitdssal
rendelkezG és nem rendelkezd RC -k esetében, kiilénb6z6 pH -knal (" = 294,3 K).

Megemlitem, hogy bir mérési pontjaink nagyon jol illeszthetGk egyenessel,
mégis a kiilénb6z6 kisérletekb4l meghatdrozott entalpia- ill. entrépiavéltozds hibaja
meglehetGsen nagy, + 40 meV ill. + 0,13 meV. Kis entrépiavéltozisok esetén e

bizonytalansag akkora is lehet, hogy még a viltozds elGjelében sem lehetiink biztosak.

5.4.5. Kinonszarmazékok a Q, -kotéhelyen

A nativ kinon (ubikinon-10) durokinonnal ill. menadionnal valé helyettesitése (az
eljards leirdsit Id. a 4.4. fejezetben) szignifikdnsan megviltoztatta a P*Q,” toltéspar
rekombiniciéjdnak sebességi 4illanddjit. A rekombindciés iddallandokat Kinetikus,
egysugaras spektrofotométerrel hatiroztam meg (ld. 4.6. fejezet). Ezt a viltozist a
késleltetett fluoreszcencia lecsengésének iddallandjdban is észleltem: mig UQ-10
esetében 113 ms -ot mértem, addig MD -vel a primér kinon helyén 131 ms -ot, DQ -val
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pedig 478 ms -ot kaptam pH 7 -nél. A Q,—Qp kozotti elektrontranszfert inhibitorral
(terbutrin) gatoltam meg, hogy a Qp -nek megfeleld lassi komponens ne zavarja a
méreést.

A prompt €s a késleltetett fluoreszcencia intenzitdsainak Osszehasonlitdsaval
pH 7 -nél meghataroztuk a P*Q," allapot szabadenergidjat a gerjeszett diméréhez képest:
ubikinon-10 -et, menadiont ill. durokinont tartalmazé mintdk szabadenergidja rendre
-918 meV, -902 meV és -942 meV. Az MD -t és DQ -t tartalmazé RC -k késleltetett
fluoreszcencia amplitiddjanak a nativ kinont tartalmaz6 minta késleltetett fluoreszcencia
amplitidéjahoz viszonyitott pH -fiiggésébsl meghataroztuk a P*Q,” allapot szabad-

energidjanak pH -fiiggését is (5.11 abra, iires korok, telt korok és haromszogek).

-800
A
e 850 -
:
900
Q
<
o SRR N
= 950
-1’000 1 1 1 | 1 1 | 1

GO BT RO e R ) T

5.11. dbra. A prompt- és a késleltetett fluoreszcencia intenzitisainak Osszehasonlitdsabol
meghatdrozott P*Q,~ allapot szabadenergidjinak, a gerjesztett dimér (P*) energiaszintjéhez
viszonyitott pH -fiiggése. A primér kinon helyén nativ kinon (ubikinon-10, UQ (O)) vagy
mesterségesen beiiltetett kinon-analégok (menadion, MD (@) ill. durokinon, DQ (A)) voltak. A
masodlagos kinon helyét terbutrin (100 uM) foglalta el, amely meggétolta a Q,—>Qp kozotti
elektrontranszfert. Folytonos vonallal jeloltik a Henderson-Hasselbalch tipusu titraldsi gorbékbol
kiszamitott integralt protonkotést (a pK és a ApK értékeket a 6. tablazat tartalmazza).

A DQ -val val6 helyettesités, pH 7 és 11 kozott 45 meV szabadenergia valtozast okoz,

pH -fiiggése jellegében (pK-eltoléddsok) hasonlit a nativ RC szabadenergia véltozasahoz,
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de anndl kb. 30 meV -tal negativabb szinten helyezkedik el. Ha MD van a primér kinon
helyén, akkor a nativ kinont tartalmaz6 allapot szintjéhez képest nincsen nagy viltozis,
viszont a szabadenergia pH -fiiggése jelentGsen eltér a nativ mintdétdl: a ligos pH -
tartoméanyban alig észlelhetd pK eltolodas, a szabadenergia csak 13 meV -ot valtozik pH

7 és 10 kozott.

5.4.6. Osszefiiggés a szabadenergia szintek és a rekombindcios

sebességi allandok kozott (magas potencidli kinonok esetén)

Miar sok tanulmidny foglalkozott a kinonok in situ szabadenergidja (AG,°)
véltozdsdnak az RC -ben zajlé elektrontranszfer tulajdonsdgaira gyakorolt hatdsai
vizsgilatival (Gunner és mtsi, 1986; Gunner és Dutton, 1989; McComb és mtsi, 1990;
Schelvis és mtsi, 1992). Woodbury és mtsi (1986) a Q, -kotShely nativ kinonjat eltérd
redoxpotenciald kinonokkal helyettesitették, és Osszehasonlitottdk a mintdk késleltetett
fluoreszcencidjit a nativ kinont tartalmaz6 RC késleltetett fluoreszcencidjaval. Gunner és
Dutton (1989) empirikus Osszefiiggést allapitott meg a kinon nativ ubikinonéhoz
viszonyitott szabadenergidja (AG," — AGy’) és a toltésrekombinicié sebességi dlland6ja

(kp) kOzZOtt, pH 7,3 -nil:
AG — AGY, =56,6meV -log(k,p(s™')—7,0)+53,1meV . (31)

Ezt a kifejezést gyakran haszniljak alacsony potencidld kinonok relativ in situ redox
potencidljanak becslésére (Graige és mtsi, 1996; Schmid és Labahn, 1998).

A kinonhelyettesitésekkel kapott sajit eredményeink és az ezzel kapcsolatos,
nemrég ko6zolt tanulmanyok arra késztettek benniinnket, hogy mi is megvizsgaljuk a
szabadenergia és a toltésrekombinécid kozotti Osszefiiggést.

A P*Q,—>PQ, visszreakcid, amelyhez aktiviciés energia sziikséges, kétféle-
képpen mehet végbe: a P*Q,” illapot szabadenergidjatol fiiggéen direkt médon (alagit-
effektussal), vagy indirekt {iton, a termikusan gerjesztett P*I" allapoton keresztiil (1d. 5.2
abra, 5.2.1 fejezet). Woodbury és mtsi (1986) szerint a direkt it a meghataroz6, ha
AG,° < -800 meV. Attekintettiik az irodalomban fellelhetd olyan kinonhelyettesitett

RC -kre vonatkozd adatokat, amelyek e feltételnek eleget tesznek, vagyis a visszreakcio
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direkt modon zajlik le benniik. A kiilonb6z6 magas potencidld (benzo- ill. nafto)kinont
tartalmazo RC -k tOltésrekombindcids sebességi allandoit dbrazoltuk (5.12 dbra; telt,
szamozott koérok) a P*Q,” dllapot késleltetett fluoreszcencids mérésekkel meghatirozott
szabadenergidjanak fliggvényében, majd harom gorbét illesztettiink az adatokra. A

(G) -vel jelolt gorbét a (31) empirikus kifejezés alapjan szamitottuk ki.

4 30
x~
420 B
@,
4 10
40
-1,000 -900 -800
AG L (meV)

5.12. abra. A P*Q,—PQ, tdltésrekombinicio sebességi dllanddja (k.p) a AG,° fiiggvényében,
“magas potencidli” kinonok esetében, pH 7 -nél. 1-3 -as mintak (pontok az abran): UQ,,, MD
és DQ (Turzé és mitsi., 2000); 4-8 -as mintdk: 2-diizoprenil-1,4-NQ (NQ,), 2-metil-1,4-NQ
(MQy), 2-tetraizoprenil-1,4-NQ (NQ,), 2,3,5-trimetil-1,4-NQ (TMNQ) és 2,3,6,7-tetrametil-1,4-
NQ (TEMNQ) (Li és mitsi., személyes kozlés); 9-13 -as mintak: 1,4-benzokinon tetrametil, 1,4-
NQ, 1,4-NQ 2,3-dimetil, 1,4-NQ 2,3,5-trimetil és 1,4-NQ 5 metoxi (Gunner és Dutton, 1989);
14-17 -es mintak: MQ,, 2-metil-3-tetraizoprenil-1,4-NQ (MQ,), TMNQ és TEMNQ (Graige €s
mtsi., 1996); 18-25 -6s mintdk: DQ, 6,7-dikloro NQ, 2-metiltio NQ, UQ, 2,3-dimetil NQ, 5-
metil NQ, 2,3,5-trimetil NQ és S5-metoxi NQ (Woodbury és mtsi., 1986). A kiilénbozo
(legfoképpen relativ) mérésekre, Gyo® -t -918 meV -nak vettiik. Illesztett gorbék: T: (33)
egyenlet (vastag vonallal jeldlt egyenes; r.° = 9,90); M: Marcus gorbe, (32) egyenlet,
(pontozott vonal, Ky = 50 s' és 1 = 850 meV; x.° = 10,89); G: Gunner kifejezés, (31)
egyenlet, (Gunner és Dutton, 1989, vékony vonal; z,.* = 20,83 ).

Ebben a viszonylag sziik szabadenergia-tartomanyban, lathatéan nem illeszkedik tul jol a
mérési pontokra (., = 20,83), vdrhatéan inkabb alacsony potencidli kinonok esetében
haszndlhaté. A masodik, (M) -mel jelolt gorbét az alagutazdsos elektrontranszferre

vonatkoz0, altalanosan elfogadott Marcus-elmélet alapjan hataroztuk meg:
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(32)

-AG® —1380meV +A)?
kAP = kmax -exp(—( 8 4}\.]( T ) )
B

Ez a gorbe akkor illeszkedik a legjobban az adatokra (z,’ = 10,89), ha a maximilis

-y

sebességi dlland6 k,,, = 50 s™', a reorganiziciés energia pedig A = 850 meV. Az
abrazolt szabadenergia- tartomiany messze van attdl az értékt6l (-530 meV), ahol a
sebességi dlland6 eléri a maximumat, ezért a gérbe ebben a szabadenergia tartominyban
kevéssé gorbiil, igy az illesztés nem til érzékeny a paraméterek valtozdsaira. Az
illesztett értékek még igy is j6l megkézelitik a kiilsG elektromos teret hasznild mérések
eredményeit (Feher és mtsi, 1988), és a mutdnsok segitségével kapott adatokat (Allen és
mtsi, 1998).

Ebben a szabadenergiatartomdnyban mi egyenes (T) illesztését tartottuk a
legmegfelelobbnek, mert egyrészt a pontok erds szérdéddsa miatt nincs alapunk arra,
hogy ne a legegyszerdbb, linearis fliggvénykapcsolatot feltételezziik, masrészt az
optimalis illesztésre kapott, a mérési pontok illeszkedését jellemzé relativ y,,” érték a T
egyenesre kisebb volt (> = 9,90), mint a Gunner- ill. Marcus-gorbék esetén, dacdra
annak, hogy ez utébbi fiiggvények bonyolultabbak, mint az Aaltalunk feltételezett

egyenes:
AG, =-987meV +8,77TmeV -s-k,, . (33)

Ezzel magas potenciald kinonokra elfogadhaté kozelitést nydjté, 0j empirikus
Osszefiiggést kaptunk a direkt toltésrekombinéacié sebességi dllandéja és a primér kinon
szabadenergidja kozott. Ennek segitségével egyszerden meg lehet becsiilni a P*Q,"
allapot in situ szabadenergidjat a kénnyen mérhet6. rekombinacidés id6allandokbél olyan
RC -k esetében, amélyekben a nativ kinont magas potenciali kinonokkal helyettesitettiik.

A (33) kifejezés szerint a direkt rekombinicié sebességi illandéja viszonylag
gyengén fligg a szabadenergiatdl. Az alagutazis sebességi dlland6ja minden 60 meV -os
szabadenergia-ndvekedésre csupin 6,8 s™' -nel névekszik. Ezzel szemben az indirekt
rekombinici6 sebessége szobahdmérsékleten egy nagysdgrendnyit emelkedik, ha a P*Q,"

illapot szabadenergidja 60 meV -tal ndvekszik.



5.5. Lassi komponens: a masodlagos kinonnal kapcsolatos folyamatok

A masodlagos kinonnal helyreallitott reakcidcentrumok (kétkinonos RC) késlelte-
tett fluoreszcencidjanak lecsengésében egy nagy élettartami (1 s koriili), kis intenzitdsi
komponens figyelhetG meg (Arata és Parson, 1981a), amelynek idGéillanddja a P*Qy"
illapotnak a P*Q," dllapoton keresztiili, indirekt toltésrekombinacidval torténd kitirilését
tikrozi. E lassi komponenst mi is megfigyeltiik (5.3 dbra, 3 -as gorbe), id6dllanddjara
pH 8,0 -nil 865 ms -ot kaptunk.

A lassi komponens kvantumhatisfoka pH 8,0 -nil a prompt- és a késleltetett
fluoreszcencia integrilt intenzitdsainak ardny4abdl méréseink szerint 2,6-107°, 6t

nagysagrenddel kisebb a prompt fluoreszcencia kvantumhatdsfokéanal.
5.5.1. A masodik stabil toltéspar szabadenergia szintje

A (20) egyenlet alapjin kozvetleniil (vagyis a P*Q,” éllapot szabadenergia
szintjének felhasznildsa nélkiil) meghatiroztam a P*Qg~ és a P°Q; szintek szabadenergia
kiilonbségét (pH 8,0 -ndl), feltételezve, hogy a sugdrzisos dtmenet sebességi allanddja
k. = 8-107 s™' (a Strickler-Berg 6sszefiiggés alapjan (Strickler és Berg, 1962)), a prompt
fluoreszcencia hatidsfoka 4-10™* (Zankel és mtsi, 1968) és a ko sebességi dllando
(865 ms)™' (a toltésrekombinicié kinetikdjabol). Ismerve a késleltetett fluoreszcencia
lassti komponensének amplitidéjat és idddllandéjat, ill. a prompt fluoreszcencia
intenzitisat a szabadenergia kiilonbségre —970 + 20 meV -ot kaptunk (5.6 abra).

Ha nem sziikséges a P*Qy,” éllapot szabadenergidjit a P°Q, 4llapotéhoz képest
megadni, hanem elegendG e szabadenergia valaminek hatdsira bekovetkezd véltozédsait
kiszamitani, akkoryegyszen’ibb, és egyéb feltételezéseket (Id. pl. a fenti k; €5 7yomp
értékeket) nem igényldé mddszerhez folyamodhatunk.

Mivel a Q, -aktivitds helyreallitdsa iltaliban nem tokéletes (max. 95%) (1d. 4.3.
fejezet), a mdsodlagos kinon aktivitdssal rendelkez6 RC -k késleltetett ﬂuoreszcenéié—
janak lecsengése -akircsak a t6ltésrekombinicié fényindukilt abszorpci6valtozasbol
meghatdrozhat6 kinetikija- jellegzetesen két komponensi lesz, a kétféle mérés nagyjabol

ugyanazokat az idGallandékat adja. A gyors komponens (100 ms kdriili idédllandéval) a
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Qg nélkiili RC -kbdl, mig a lassi komponens (1 s koriili iddallandéval) masodlagos
kinonnal is rendelkezd RC -kbdl adddik.

A gyors és a lassi komponens relativ amplitid6éi azonban jelentGsen fliggnek
attél, hogy a késleltetett fluoreszcencias, vagy pedig az abszorpciévaltozasbdl kapott
toltésrekombindcds kinetikdk felbontdsdbdl kaptuk-e Oket. E kiilonds tény magyariza-

tdhoz bevezetjik a fényindukalt abszorpcifvaltozas lassi komponensének relativ

amplitiddjat:
R
S abs = [ C]B ’ (34)
[RC], + [RC]B
és a késleltetett fluoreszcencia lassi komponensének relativ amplitidéjat:
F(t=0
S delay = B( ) (35)
F,(t=0)+F3(t=0)
Figyelembe véve a (25) és a (26) egyenletet (5.2.1. fejezet), az
1
S (36)

delay = ° °
Snbs kBT

Osszefiiggést kapjuk. Ez azt jelenti, hogy a késleltetett fluoreszcencia modszerével
meghatdrozott lassi komponens részarinya (relativ amplitidéja) kisebb, mint az
abszorpcids kinetikiban mért megfeleld részarany (5.13 abra, kdzépen). Lathatd, hogy
mig a Q, - ill. a Qg -aktiv RC -k hozzdjirulasa az abszorpciés kinetikdhoz aranyos a
koncentricijukkal, addig a késleltetett fluoreszcencia kinetika ezt a Boltzmann-faktorral
stilyozza, amely tartalmazza a két toltéstarolé allapot kozotti szabadenergiakiilonbséget.
Ennélfogva az aktiv Qg -t is tartalmazé RC -kb6l szdrmaz6 késleltetett fluoreszcencia (a
lassi komponens) amplitidéja e centrumokat szdmaranyukndl kisebb mértékben

reprezentilja a csak Q, -t tartalmazé RC -khez viszonyitva.
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5.13. dbra. A P*Qy dllapot szabadenergidjanak pH -fiiggése (nativ RC -kben), melyet
kétféleképpen hatdroztunk meg: a sebességi allandokbol és a késleltetett  fluoreszcencia lassi
komponensének relativ amplitidéib6l. Az dbra fenti része: a tranziens abszorpcidvéltoziasbol
meghatdrozott toltésrekombinacids sebességi dllandok pH -fiiggése masodlagos kinon-aktivitds
hidanyaban (k,p (%)) és masodlagos kinon aktivitdssal rendelkezé RC -k esetében (kgp (A)). Ezek
a sebességi dllandok megegyeznek a késleltetett fluoreszcencia sebességi allandodival, de az
elobbi modszerrel sokkal pontosabban meghatirozhatok. Kozépen: a tranziens abszorpcio-
valtozas lassi komponense relativ amplitidéinak (S,,, (®); (34) egyenlet), és a késleltetett
fluoreszcencia ugyanazon komponense relativ amplitidoinak pH -fiiggése (S, (H); (35)
egyenlet). Az abra lenti része: a (37) (+) és (36) (A) egyenletek alapjan meghatarozott P*Qg”
allapot, és a P*Q," dllapot szabadenergidjanak pH -fiiggése (O) (Id. 5.11 abra).
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5.5.2. A P*Qg™ dllapot szabadenergidjinak pH-fiiggése

A fényindukalt abszorpcidvéltozas lassi komponensének relativ amplitidéja (S,,)
semleges pH -kndl nagy (> 90%) volt (5.13 abra kozépen), viszont magasabb pH -knil
lecstkkent. Valdszind, hogy a magas pH hatranyos volt a masodlagos kinon aktivitds
szdmdra: vagy a latsz6lagos kinonaffinitds csokkent le, vagy kevesebb kinon jutott el a
masodlagos kinonkétGhelyre. A késleltetett fluoreszcencia lassi komponensének relativ
amplitidéja (Sy.,,) kb. 25% -os volt, és ebben a tartominyban a pH -tdl fiiggetiennek
bizonyult (5.13 abra, kdzépen).

A P*Q,” és a P*Q, ™ illapot kozotti szabadenergia kiilonbség (AG,° - AGy)
pH -fiiggését a késleltetett fluoreszcencia lassi és gyors komponenseinek amplitidé-
aranyaib6l hatiroztam meg a (36) egyenlet segitségével, majd -ismerve a AG,°
pH -fuggését- megdillapitottam a mdsodik stabil toltéspir szabadenergiaszintjének
pH -fiiggését (a gerjésztett dimér szintjéhez képest) (5.13 dbra, alul, telt hdromszdgek).
A P*Qg" allapot szabadenergidja 175 meV -tal keriil kozelebb a P*Q, allapot szintjéhez,
ha a pH -t 5 -t6l 11 -ig n6veljiik, a fiiggvénygorbe két inflexiés ponttal rendelkezik, a
lagos ill. a savas tartoménybén (1d. még 5.6 abra).

A P*Qg dllapotnak a P*Q," éllapotéhoz viszonyitott szabadenergia .szintjét
altaldban, a fényindukilt abszorpcibviltozis mérésébl meghatirozott lassi (kgp) €s
gyors (k,p) komponensek sebességi. dlland6inak arinydbél szoktdk megéllapitani, a

kovetkez6 Osszefiiggés alapjan (Wraight és Stein, 1983; Kleinfeld és mtsi, 1984):

AGy = AGy —kgT - h{%ﬂ - ] : 37

BP

Erdemes osszehasonlitani a két kiilonb6zé médszerrel ((36) és (37) egyenletek)
kapott szabadenergia kiilonbségeket. A gyors komponens sebességi dllandGja (K,p),
amelyet olyan RC -k toltésrekombindcids kinetikdjabol hatdroztuk meg, amelyekbdl a
masodlagos kinont eltivolitottuk (4.5. fejezet), csak enyhe pH-fliggést mutatott (5.13

dbra fent, csillagok). A lassii fazis sebességilland6jit (kg) a mdsodlagos kinonnal
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rendelkez6 RC -k biexponencidlis toltésrekombindcios kinetikdjanak felbontasabol
dllapitottuk meg. Ez jelentGsen fiigg a pH -t6l: id6alland6ja 1046 ms -t6l 242 ms -ig
csOkken pH 6,5 és 10,6 kozott (5.13' abra fent, ilires hiromszdgek), ami 6sszhangban van
Kleinfeld és mtsi (1984) eredményeivel.

A sebességi dlland6k aranydbdl meghatirozott AGy° szabadenergidk (5.13 édbra
alul, keresztek) jol egyeznek a késleltetett fluoreszcencia amplitid6ib6l meghatarozott

értékekkel (5.13 abra alul, telt haromszogek).
5.5.3. A P’'Qp—>P*Qy tiltésszétvilasztds termodinamikai jellemzdi

A misodlagos kinon aktivitissal rendelkezd RC -k késleltetett fluoreszcencidja-
nak lecsengése két komponensi (Id. el6z6 fejezet). Sem a gyors, sem a lassi komponens
idGdlland6ja nem viltozik szignifikinsan a hOomérséklettel a fiziologids homérséklet
tartomanyban (5-35 °C), amplitidéik azonban névekednek magasabb hémérsékletek
felé.

A Kkésleltetett fluoreszcencia lassi komponensének van't Hoff féle dbrazolasiabol
(az amplitidé logaritmusa az 1/(k,T) fliggvényében) a (25) egyenletet (5.2.1. fejezet)
felhasznilva, és figyelembe véve, hogy szobahOmeérsékleten a kinonok koézti szabad-
energiakiilonbség nagyobb, mint 25 meV, meghatiroztuk a P'Qa—>P*Q,” toltésszét-
vilasztashoz tartozé entalpia- és entrépia valtozasokat. A mérési adatok az 5.16 ill. az
5.4 4bran lathat6k. A két kiilonbozd pH -n végzett analizisbdl kapott entalpia-valtozasok:
pH 8,0 -nidl -920 + 60 meV, pH 9,7 -nél pedig -877 + 60 meV. Ezeket az értékeket és
az entrépia valtozdsokat a 2. tiblizat tartalmazza (5.4.4. fejezet). Eszrevehetjik, hogy
akdrcsak a P*Q,” dllapot stabiliziciéjandl, ebben az esetben is az entalpia véltozis

domindl a szabadenergia valtozasban, az entrépikus tag igen kicsi (5 %).
5.6. Kinon-kérnyéki mutansok vizsgilata

Intézetek kozotti egylittmikddés (francia-magyar Balaton-program) keretében
lehetSségiink nyilt vad tipusi és mutins Rb. capsulatus reakciécentrumokat vizsgalni
késleltetett fluoreszcencias médszerrel.

Mir az els6 muticids vizsgalatokat is e baktérium reakcidcentruman végezték, mert
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genetikai szempontb6l nagyon jol ismert. Nagy elonye, hogy nem-fotoszintetikus mddon is
képes névekedni aerob és anaerob korilmények kozott, dimetil-szulfoxidot haszndlva
elektron-akceptorként. Ez kiilondsen a mutinsok tenyésztésénél jelent el6nyt, mert a
baktérium fotoszintetikus RC -jében eldidézett, a fotoszintetikus apparatust mikods-
képtelenné tevd muticiés valtozasok ellenére is életképes marad.

A Rb. capsulatus RC -jének hidromdimenziés szerkezete még nem ismert (nem
sikeriilt még kristalyositani), de azt mar tudjuk, hogy hasonlit a Rb. sphaeroides RC -
jéhez, mivel az L, M és H alegységek rendre 78%, 76% és 64% -os homol6giit mutatnak.
Mindkét kinonja ubikinon-10, akarcsak az utébbinak, de vannak kéztik szignifikdns
kilonbségek is, pl. a bakterioklorofil monomerek és a bakteriofeofitinek
aszimmetrikusabban helyezkednek el, mint a Rb. sphaeroidesben; az inaktiv idgban (M
alegység) 1évé Bkl és I korili tartomany szerkezete jobban eltér a mdsik baktérium
ugyanazon tartomanyat6l, mint az aktiv dgban (L alegység) (Foloppe és mtsi, 1995).

A mutansokat elsGsorban azzal a céllal hoztdk létre, hogy segitségiikkel fényt
deritsenek a két kinonkotGhely funkciondlis aszimmetridjara. Annak ellenére, hogy a Q, és
a Qg kotdhelyen a kinonok azonosak (UQ-10), a Q,7Q, és a Qg /Qg redoxparok in vivo
kozépponti redoxpotenciil értékei pH 8,0 -ndl kb. 65 mV -tal eltérnek egymastol. Ezért
olyan helyspecifikus mutidnsokat készitettek (3. tabldzat), amelyek a szimmetridt modositd
csoportokat érintik: a Qg oldalon a Glu L212 és Asp L213 aminosavakat, mig a Q, oldalon
az Ala M246 és Ala M247 aminosavakat (Hanson és Schiffer, 1998). '

Q, oldal Q; oldal
RC

M246 | M247 | M260 | L212 | L213 L217 M5 M43

vad tipus | Ala Ala Met Glu Asp Arg Asn Asn

RQ Glu Asp Met Ala Ala Arg Asn Asn

RQrev4A Glu | Al Met Glu Asp Arg Asn Asn

3. tablazat. Rb. capsulatus baktérium két fenotipus-revertins mutinsa. Kévér betiitipussal jeloltiik
a vad tipusban 1évGtdl eltérd aminosavakat.
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Az ilyen muticiok némelyike megsziinteti az oldalak aszimmetridjat, masok akir meg is
forditjak azt, vagyis segitenek abban, hogy jobban megértsiik a fehérje-zseb szerepét a
funkciondlis aszimmetria kialakuldsdban. A helyspecifikus mutdnsok kozil egyik sem
képes fotoszintetikus novekedésre (fenotipusuk PS™, pl. az RQ mutdns), de izolaltak olyan
mutansokat is (pl. az altalunk is vizsgalt RQrev4A), amelyekben visszaallt a fotoszintetikus
fenotipus (PS™). Ezeket a mutdnsokat fenotipus-revertdnsoknak nevezik.

A késleltetett- €s a prompt fluoreszcencia intenzitdsainak dsszehasonlitisaval Rb.
capsulatus vad tipusi RC -ben meghatiroztam az elsd stabil toltéspar energiaszintjét a
gerjesztett diméréhez képest: pH 7 -nél =920 + 20 meV és a késleltetett fluoreszcencia
intenzitdsanak pH-fiiggésébsl megdllapitottam a P*Q,” és a P'Q, dllapotok kozotti

szabadenergia valtozasat: pH 6 és 11 kozott 51 meV (5.14 dbra).

80 -
S RQrev4A
60 =
ot
E - .
g 20 -
< 4
"20 | | | 1 1
-860 =
®
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<P}
=
c‘-’ -900 =
<
% -920 =
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5.14. abra. A P*Q,~ és a P'Q, dllapotok kozotti szabadenergia viltozas pH -fliggése RD.
capsulatus vad tipusi (WT) és RQrev4A félrevertins mutdns reakciécentrumdban. A mutins
esetében a pH 7 -nél mért késleltetett fluoreszcencia intenzitast tekintettiik referencidnak, az
abszolut szabadenergia szintet (elegendd minta hidnydban) nem tudtuk megallapitani.
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A mérési pontokra j6l illeszkedS folytonos gorbét az integrdlt protonkétésbdl
szamitottam ki ((38) és (39) egyenlet). Négy protonilhat6é csoport jelenlétét feltételez-
tem, a 4. tdblazatba foglalt pK értékekkel. A legnagyobb pK-viltozis (0,6) a legmagasabb
pK -ju csoportnal jelentkezik.

Vad tipus RQrev4A
csoport
pKox pKred ApK pKox pKred ApK
1 5,10 5,30 0,20 - - -
2 6,65 6,80 0,15 6,85 7,20 0,35
3 8,40 8,62 0,22 8,25 8,80 0,55
4 9,90 10,50 0,60 9,80 10,15 0,35

4. tablizat. A protonilhaté aminosavak pK és ApK értékei. Az értékeket a mérési pontokhoz
legjobban illeszked6 integralt protonkétés formalis felbontdsiabél hatiroztam meg.

A késleltetett fluoreszcencia van’t Hoff-féle 4brazoldsiabol a vad tipusi RC
entalpia-valtozasdra —840 + 40 meV -ot kaptam (5.15 4bra).

A mutinsok koéziil az RQrev4A félrevertins mutinst vizsgaltuk, amelybén a Q,
oldalon 1évé Ala M246 aminosavat cserélték ki glutaminsavra (3. tdbldzat). A mutins RC -
ben a P*Q,” és a P'Q, éllapotok kozétti szabadenergia véltozdsa pH 7 és 11 kozdtt 60
meV (5.14 abra). Mivel pH 6,3 alatt nincs mérési adatunk (az oldat beopalosodasa miatt);
hirom protonilhaté csoport feltételezése elegendGnek bizonyult az integralt protonkdtés
kiszamitdsira, amelyek pK értékei a 4. tdblazatban lithatok. A vad tipushoz képest
megfigyelhet6 eltérés, mivel a 8,5 koriili pK -val rendelkezG csoporthoz tartozik a
legnagyobb pK—véltqzés (0,55). A [Kkésleltetett fluoreszcencia hOmérsékletfiiggése
—895 + 40 meV -nyi entalpiaviltozast adott (5.15 4bra), kb. 55 meV -al tobbet, mint a
vad tipusnil. Az RQrev4A mutins fotoszintetikus novekedésére jellemzd kétszerezOdési
id6 (5,9 6ra) hasonlé a vad tipuséhoz (5 6ra) (Hanson és Schiffer, 1998), és a
P*H, Q,—P*H,Q,  elektrontranszfer sebességi dllanddja a vad tipusi és az RQ mutans
sebességi dllanddja kozott van (P.D. Laible és D.K. Hanson, még nem Ko6zolt
eredmények). A mi eredményeink is megerdsitik azt a megfigyelést, hogy ez a mutici6
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nem okoz til nagy valtozast az RC miikodésében. Minthogy azonban a késleltetett
fluoreszcencia mddszere elég érzékeny ahhoz, hogy kisebb viltozdsokat is kimutasson,

érdemes mas mutdnsokat is vizsgalni vele.
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5.15. dbra. A Rb. capsulatus vad tipusi és RQrev4A mutinsinak reakcidcentrumédban mért
késleltetett fluoreszcencia van’t Hoff -féle dbrdzolasa, a fizioldgids homérséklet tartoményban
(5-35 °C), pH 8 -nil. Az amplitidé helyett a késleltetett fluoreszcencia lecsengése alatti tertiletet
(F° Iky) vettiik, és ezt normaltuk a fotoaktiv RC -k koncentricidjaval (ez utébbit a 430 nm -nél
mért flash-indukalt abszorpcidvéltozasbél (AOD) hatdroztuk meg). Mérési korilmények: 1-1,5
uM RC, 0,03% Triton X-100 (vagy 0,05% LDAO), 100 mM NaCl, SmM Tris és 100 uM
terbutrin.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. A milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia komponenseinek

eredete

A milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia lecsengésében hirom exponen-
cidlis fazist kiilonboztettiink meg a kinon-akceptor komplex redox allapotatdl és helyre-
allitottsagatol fliggben: egy nagyon gyors, egy gyors és egy lassi komponenst, pH 8,0 -
nal rendre 1,5 ms, 102 ms és 865 ms idGallandokkal (Id. 5.3 4bra).

A gyors fazis a redukalt primér kinon energetikai ill. kinetikai valtozasait koveti,
lecsengésének sebességillandéja megegyezik a P*Q,” dallapot téltésrekombindcidval
torténd eltinésének (abszorpcidvaltozas-mérésekkel meghatdrozhatd) sebességillandéja-
val. A lassi komponens a masodlagos kinon energetikai ill. kinetikai valtozasait tiikr6zi,
kinetikdjinak idGillandéja a P*Q,~ dllapotnak a P*Q,” allapoton keresztiili, indirekt
toltésrekombindciés folyamattal valé eltinésének idddllandGjaval egyezik meg. E
kisérleti tapasztalatok alapjdin a gyors és a lassi komponens eredete tisztidzottnak
tekinthetd, eredményeink Osszhangban vannak mind az irodalmi adatokkal (Malkin,
1977; Arata és Parson, 1981a; McPherson és mtsi, 1990a), mind pedig a késleltetett
fluoreszcencia keletkezésére vonatkozd, az 5.1. és 5.2. fejezetekben részletesen kifejtett
elméletiinkkel.

A nagyon gyors komponensre az irodalomban t6liink fiiggetlen adat nem
taldlhat6. E fazis valoszinsithetden olyan triplett allapotok kozotti éatalakuldsokbdl
szdrmazik, amelyek hosszi élettartamiak, a P* energiaszintjéhez kézeli szabadenergia
szinten vannak, és a P7Q,” 4llapottal pirhuzamosan képesek a gerjesztett dimérrel
termikus egyensilyba keriilni. Noha a nagyon gyors komponens kiilénleges
homérsékletfiiggése még tovabbi vizsgilatokat igényel (Id. az 5.3. fejezetet), sok
megfigyelésre magyardzatot tudunk adni az RC -ben végbemend ismert reakcidk alapjan
(5.2 ébra). A redukdlt primér kinonnal rendelkez RC -ben ugyan létrejon tranziens
toltésszétvdlasztdis a dimér és a bakteriofeofitin kozétt (P—P*—P*I7), de a kinon
redukalt volta miatt tovdbbi toltésstabilizdlédds nem lehetséges, igy az egyéb

reakciéutak, a gyok-par (radical pair) mechanizmus és a triplett-képzddés ( *P*1") és °P)
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(Id. Volk és mtsi, 1995 dsszefoglalgjat), vilnak kedvezményezetté. Ennek oka az, hogy
a Q, eld-redukalt dllapotdban a P*1” dllapot élettartama lényegesen, 200 ps -rél 15 ns -ra
novekszik. A nagyon gyors komponens amplitidéjinak ilyenkor tapasztalt erds
megnévekedése arra enged kovetkeztetni, hogy e fizis forrdsa, a P*X™ éllapot a P*I”
tranziens éllapoton keresztiil t6ltodik fel. Igen valészininek tartjuk, hogy a még
ismeretlen P*X" allapot a fentebb emlitett triplett allapotokkal hozhatdé kapcsolatba. A
dimér-triplett 4llapot elektromos és magneses modszerekkel mért élettartama
szobahOmérsékleten 54 us (Volk és mitsi, 1995), vagyis rovidebb a késleltetett
fluoreszcencia Aaltalunk mért nagyon gyors komponensénél (=1,5 ms). Az eltérés
azonban, valGszinfileg magyardzhatd6 azzal a -szakirodalomban sok oldalr6l
aldtamasztott- tapasztalattal, hogy a statikus heterogenitds, és/vagy a relaxécids
folyamatok kovetkeztében az RC fehérje energetikai szempontbél heterogénné vilik
(Peloquin és mtsi, 1994; Woodbury és Allen, 1995; Volk és mtsi, 1995; Ogrodnik és
mtsi, 1999; Turzé és mtsi, 1999). Ezek a hatisok és a gyok-pir mechanizmus
mellékfolyamatai eredményezhetnek olyan hosszi élettartami bakterioklorofill triplett
dllapotokat, amelyeket -alacsony koncentricidjuk és spektrilis megkiilonboztethetetlen-
ségilk miatt- rutin abszorpciés technikival nem lehet érzékelni. Az ezekbll az
dllapotokbdl szdrmazé késleltetett fluoreszcencia viszont a kinon-komplexbdl adédéval
OsszemérhetS, vagyis késleltetett fluoreszcencids technikdval kénnyen detektdlhat6 lehet

(a kvantitativ analizist illetGen ld. a (36) egyenletet).
6.2. A P*Q,  és a P*Q, dllapot stabiliziciéja

A Kkésleltetett fluoreszcencia gyors komponensének mérésével felvettik a P*Q,"
llapot szabadenergidjanak pH -fiiggését (5.4.2. fejezet; 5.6 dabra, Ures Kkarikak).
Eredményeink azt mutatjidk, hogy ha a protonkoncentricié névekszik (a pH csokken),
akkor a_P*Q,” dllapot mind jobban stabilizilédik, a P*Q,~ dllapot végiil 65 meV -tal
tivolabb keriil a P* dllapot szabadenergia szintjétol. A pH -fliggésnek egy jellegzetes
inflexiés pontja van a Iligos tartomdnyban. Mérési eredményeink helyességét a
késleltetett fluoreszcencia intenzitdsibdl kapott adataink, és a P*Q,” édllapot flash-
indukilt protonfelvételének sztdchiometridjabol kapott (modellfiiggetlen) eredmények

Osszehasonlitisa bizonyitja a legjobban, mivel a két mddszer eredményei j6l egyeznek.
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A reakciécentrum fényindukélt protonkotésének pH -fiiggését (AH*(pH)) -ahogy
azt mar a "Fényindukilt protonilodds" cimid részben (2.1.2. fejezet) tirgyaltuk- a
redukilt kinon és néhdny (dltaliban négy) protondlhaté csoport kozétti kdlcsénhatdssal
(azok pIE -inak eltoléddsaval) szoktdk modellezni. Altalinos esetben a protonktés i
szamu, Henderson-Hasselbalch-tipusi Osszefiiggés segitségével szdmithaté ki (Mar6ti és

Wraight, 1988a; McPherson és mtsi, 1988):

N 1 1
AH* = - , 38
Z"T(l +10" R 1410 P ] e

ahol pKjo- ill. pK;, az i-edik csoport pK értékét jelenti a Q,” ill. a Q, éllapotokban. A
csoportok pK értékei a toltésszétvilasztott allapotban nagyobbak.

A P*Q,” illapot szabadenergidjanak pH -fiiggése meghatirozhat6 a PQ,—»P*Q,”
folyamathoz kotétt protonfelvétel (AH*) integrilasival, mivel a P*Q,” 4llapot szabad-
energidjdnak véltozésait a primér kinon kornyezetében 1évé aminosavak protonal-
disénak tulajdonitjdk (Okamura és Feher, 1992; McPherson és mtsi, 1988; Beroza és
mtsi, 1995):

pH
AG°(pH) - AG°(pH,) = kT In10- [AH*(pH")-dpH' 39)

pH,

ahol k; a Boltzmann-dlland6, T az abszolit homérséklet, és AG°(pH,) integrildsi
konstans, amelyet gy valasztottunk meg, hogy a fenti egyenlet alapjan kapott gorbe (5.6
abra, szaggatott vonal) pH 8,0 -ndl a legjobban illeszkedjen a mérési pontjainkhoz.
Esetiinkben négy protondlhaté csoport létezését feltételeztiik, vagyis négy Henderson-
Hasselbalch-tipusi ‘gorbe Osszegével szamoltunk. A protondlhaté csoportok sdtétben
(PK,p) ill. fénygerjesztés utin (pK,,-) jellemzd pK -értékeit az irodalombdl vettik it
(Maréti és Wraight, 1988a). Az 5.6 4brin lathat6, hogy a két fiiggetlen moddszerrel
kapott eredmények jol egyeznek. Az alacsony pH -knil megfigyelt pir meV -os eltérés
valészinfileg annak tulajdonithat6, hogy a késleltetett fluoreszcencia intenzitisa alacsony
pH -n nagyon kicsi, ezért kevésbé pontosan hatdrozhaté meg.

A Kkésleltetett fluoreszcencids mérésekb6l és az integrilt protonkétés
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eredményeibll kapott ilyen gorbék analizisét (pK -eltolédds és szabadenergia-valtozis
meghatdrozasa) Osszevetve az iranyitott mutdnsokon végzett tanulminyokkal, szamos
olyan protondlhat6 csoportot lehetett azonositani, amelyek koélcsénhatisban vannak a
redukalt primér kinonnal (Maréti és mtsi, 1995; Miksovska és mtsi, 1996; Kdlman és
mtsi, 1998). A P*Q," dllapot szabadenergiijinak ligos tartomédnybeli jelentds valtozisa
(pH 8 folott majdnem 50 meV-nyit viéltozik), és az a tény, hogy a legnagyobb pK -
véltozis (ApK = 0,8) a legmagasabb pK -val rendelkezd csoportnil észlelhetd, arra utal,
hogy a Qg kozelében taldlhaté Glu 1212 koérilli csoportok protonfelvételének jelentds
szerepe van a P*Q,” toltéspar szabadenergidjinak véltozisiban. Ez a megfigyelés a Q, és
a Qg oldalak kozotti funkciondlis kapcsolatot bizonyitja (Wraight, 1998). Kolcsdnhatasuk
tipusa és Utja még nem tisztdzott, mivel a koztik 1évd tavolsdg (kb. 1,7 nm) til nagy
ahhoz, hogy elektrosztatikus kolcsonhatasrol lehessen sz$. Feltételezik, hogy a
funkcionilis kapcsolatot a kinonok koézti vas-hisztidin komplex segiti el6.

A szabadenergia pH 7 alatt gyakorlatilag fiiggetlen a pH -t0l, ami azt jelenti, hogy

a Qg vagy Q, kortili tobbi (savas) csoport érzéketlen a Q, redox valtozasaira.

A P*Q," éllapot szabadenergidjinak pH -fiiggése nemcsak 100 mM NaCl
s6koncentricié jelenlétében egyezik meg az integralt protonkétésbGl  kapott
eredményekkel, hanem az ionerdsség viszonylag széles, 10 -t61 500 mM -ig terjedd
tartomanyaban mindeniitt (5.7 dbra). 10 mM NaCl és 100 mM NaCl sokoncentricioknal
a pK,, és a pK_, értékek ismeretében (Maréti és Wraight, 1988a) a AH" integralasival
((39) egyenlet) a késleltetett fluoreszcencia intenzitisdbol kapott mérési pontokhoz jol
illeszkedd gorbéket (folytonos vonalak) kaptunk. A fényfelvillanissal kivaltott
protonfelvétel pH -fiiggését harom Henderson-Hasselbalch-tipusa gorbe 6sszegével ((38)
egyenlet) szamitottuk ki. 500 mM -os ionerdsség esetére az irodalomban nem taldltunk
pK,. és pK., -re -vonatkozé adatot, ezért a késleltetett fluoreszcencids méréseinkre
legjobban illeszkedd értékeket hatdroztuk meg. E pK -értékeket az 5. tébldzat
tartalmazza. Az 5.7 4bran lathatd, hogy az ionerdsség novelése nemcsak a gérbék
eltoléddsit okozza az alacsonyabb pH -k felé, hanem a pH 6 és 10 kozott észlelhetd
szabadenergia-viltozds mértékét is lecsOkkenti. A nagy sdkoncentricié éltal okozott
valtozasokat a protondlhaté csoportok csokkend pK,, és ApK ( = pK.y - pPK,,) értékeinek

tulajdonitottuk.
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10 mM 100 mM 500 mM 33 mM
NaCl NaCl NaCl MgCl,

pK,, | 7,20( 8,90 | 10,00| 6,80 | 8,35| 9,70 6,60 | 7,80 | 9,10 | 7,35 | 8,65

pK.. | 7,40| 9,50 | 10,80} 6,90 | 8,60 | 10,50 6,70 | 8,05 | 10,00 7,55 | 9,45

ApK | 0,20 0,60} 0,80 0,10 0,25 0,80} 0,10 | 0,25} 0,90| 0,20 | 0,80

5. tablazat. Az RC hirom ill. két protonilhat aminosavjénak pK,, és pK., értékei, kiilonbozo
s6koncentrici6k és sok esetében (a primér kinon helyén nativ kinon, mig a masodlagos kinon
helyén terbutrin volt). Az értékeket a mérési pontokra legjobban illeszked integralt protonkotés
((38) &s (39) egyenlet) formilis felbontdsabol hatdroztam meg.

Az 5.4.2. ill. 5.5.2. fejezetekben tirgyalt eredményeink alapjin lathatjuk, hogy a
P*Qg" dllapot szabadenergidjanak véltozisa a pH fiiggvényében (AGg®) Osszetettebb (egy
helyett két inflexios pont ), és nagyobb (65 meV helyett 175 meV), mint a AG,° esetén
(5.6 ill. 5.13 4bra), ami arra utal, hogy valésziniileg t6bb protonilhaté csoport reagil a
Qg keletkezésére, és ezek a masodlagos kinonhoz kozelebb helyezkednek el. Ez nem
meglepd, hiszen az RC szerkezetébdl tudjuk, hogy a Qg kotbhely kodzelében tobb
protonilhaté csoport van, mint a Q, kotéhely szomszédsiagaban. A-

A P*Qyg éllapot pH fiiggvényében mért szabadenergidjit dsszehasonlitottuk az
integrdlt protonkotésbdl ((39) egyenlet) kapott eredményekkel (5.6 édbra, szaggatott
vonal), és azokkal a szdmitdsokkal, amelyek a szemikinon (Qg~) elektrosztatikus
kolcsOnhatasat veszik figyelembe négy, egymastdl fiiggetlen protonalhaté csoporttal
((30) egyenlet; 5.6 4bra, folytonos vonal). Az integrilt protonkotés esetében a pK
értékeket Mardti és Wraight (1988a) cikkébdl vettiik, ezekkel a pH-fiiggés a semleges
ill. a higos tartomanyban jol egyezik méréseinkkel. A savas pH -kndl mutatkozik némi
eltérés, mert itt lecsokken a késleltetett fluoreszcencia intenzitisa, emiatt a lassd
komponens amplitidéja nem hatdrozhaté meg pontosan. A kozépponti redoxpotenciil
pH-fliggésén alapulé illesztés az 1. tablazatba (5.4.2. fejezet) foglalt pK, és pK,q
értékeket adta. Nagymértékd pK -eltolodds észlelhetS a legalacsonyabb és a legmagasabb
pK -jii csoportndl (ApK = 1,8 ill. 1,5), és ezek az eltolédisok nagyobbak, mint a P*Q,~
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allapot esetén kapott legnagyobb pK -eltolddés (0,8).

Irdnyitott mutinsokon végzett tanulminyok sorin szdmos olyan protonilhatd
aminosavat azonositottak a Qg koétShely kozelében, amelyek fontos szerepet jitszanak a
Qg protondléddsiban (Takahashi és Wraight, 1994; Okamura és Feher, 1995; Sebban és
mtsi, 1995). A fentebb emlitett, legalacsonyabb pK -ji csoportot az Asp L213
aminosavval azonositjdk, mig a legmagasabb pK -ji csoport a Glu L212. A Q; kézelé-
ben més aminosavak is vannak (Asp 1210, Asp M17, Asp H124, Asp H170 és Glu
H173), amelyek savas csoportosuldst (clustert) alkotnak az Asp L213 -al, de ezek
kevésbé fontosak a szemikinonok protonidléddsiban, amint azt az FTIR mérések is
mutatjdk (Nabedryk és mtsi, 1998).

A két kinon szabadenergidjanak pH -fiiggése kozotti kiilonbség abbdl adddik,
hogy a fentebb targyalt protondlhaté csoportok szignifikinsan kisebb (dielektromos)
tdvolsdgra vannak a Qg -t6l, mint a Q,~ -t6l, és/vagy a szemikinonok mas csoportokkal
is elektrosztatikus kdlcsénhatisban lehetnek (Kidlman és Maréti, 1994; Beroza és mitsi,

1995; Lancaster és mtsi, 1996; Alexov és mtsi, 1997; Rabenstein és mtsi, 1998).

6.3. A primér kinon in situ szabadenergidjinak szerepe a P*Q,”

toltéspar stabilizacigjaban

Az 5.4.5. fejezetben ismertetett kisérleti eredményeink azt mutatjdk, hogy a
primér kinon in situ szabadenergiija (AG,°) jelentGsen befolydsolja a P*Q,  toltéspér
stabilizacidjat (5.11 4bra). Amikor a nativ kinont méds kinonnal (durokinonnal ill.
menadionnal) helyettesitettiik, a t6ltésrekombindcids kinetikib6l megéllapitott rekombi-
nicioés sebességi allandd (k,,) €s a késleltetett fluoreszcencia amplitidjabol meg-
hatirozott szabadenergia pH-fiiggése szignifikinsan megvéltozott, vagyis a P*Q,"
allapot szabadenergidjat befolydsolja a primér kinon szerkezete és redoxpotencialja.

Az 5.11 4brin lathat6, hogy a mérési pontjainkra legjobban illeszkedd goérbék
(folytonos vonalak) az integrdlt protonkotésbdl adédtak ((39) egyenlet), amelyet
Henderson-Hasselbalch tipusi titrdldsi gorbékbdl szdmoltunk ki ((38) egyenlet). A
g6rbék formadlis felbontisakor 4, 3 ill. 2 protondlhaté csoport jelenlétét feltételeztiik, €s a

6. tibldzatba foglalt pK -kat ill. pK -eltolédasokat (ApK) kaptuk.
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uQ DQ MD

csoport | PK,, | PK.s | APK | pK,, | pPK.4 | APK | pK,, | pPK.4 | APK

1 | 487 | 49 | 003 | - - - - - -

2 6,87 | 6,90 | 0,03 { 6,80 [ 7,10 | 0,30 - - -

3 835 | 860 | 0,25 | 885 | 89 | 0,05 | 7,80 | 7,82 | 0,02

4 9,70 | 10,50 | 0,80 | 9,70 | 10,35 | 0,65 | 9,60 | 9,75 | 0,15

6. tablazat. A feltételezett protonilhat6 aminosavak pK értékei, az RC Q, -kotShelyét betoltd
kinonok (ubikinon, durokinon és menadion) oxidalt (pK,,) és redukilt (pK,,) allapotaiban. Az
értékeket a mérési pontokra legjobban illeszked6 integralt protonkotés ((38) és (39) egyenlet)
formalis felbontisdbdl hatdroztam meg. '

Megfigyelhetjiik, hogy a DQ -val vald helyettesités nem okoz nagy véltozast a
szabadenergia pH-fiiggésének jellegében, de a szabadenergia szint a nativ kinonéhoz
képest kb. 30 meV -tal alacsonyabb, §sszhangban azzal, hogy a durokinon kdzépponti
redoxpotencidlja kb. 30 mV -tal eltér az ubikinonétél (~20mV ill. =50 mV). A MD -os
mintdk esetében alig észlelhetd pK-eltoloddst ill. csekély szabadenergia viltozast

kaptunk, ugyamigy, mint Kidlman és Mar6ti (1994) proton-felvétel méréseik soran.

6.4. A reakcidcentrum elektrosztatikus koélcsonhatdsai az oldatban lévo

ionokkal

A sétitrilds sordn tett megfigyelésiink, hogy a soékoncentricié ndvelése
destabilizdlja a P*Q," allapotot (5.4.3. fejezet, 5.8 4bra), éppen ellentétes azzal, amit a
protonkoncentricié emelésekor tapasztaltunk, minthogy a pH csokkenése stabilizaciot
eredményezett. Ez igen meglepd, hiszen a H* ionoknak és a s6-kationoknak (Na*, Ca**,
Mg?*) virhatéan hasonléképpen, elektrosztatikus kolcsonhatdsok révén kellene
kompenzilniuk a fényfelvillands hatdsira keletkezett (extra) toltéseket, vagyis a toltéspar
stabilitdsit ugyamigy kellene befolydsolniuk. Az ellentétes hatds magyarazata a kationok

specifikus drnyékolasi és bek6todési tulajdonsdgaiban keresendd.
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Ionok dltal okozott drnyékolds

A fényfelvillands hatasdra keletkezett toltések kompenzaildsaban az elektrosztati-
kus arnyékolds az egyik legfontosabb jelenség. Az oldatban 1évd ionok learnyékoljik a
Q. -onés a P* -on megjelend toltések kolcsonhatdsit mind a protonalhaté csoportokkal,
mind pedig a rogzitett (negativ) feliileti toltésekkel. A két effektus szétvilasztasa
bonyolult feladat, és a jelenséget -szerkezeti koordinitik ismeretén alapulé elektro-
sztatikus szdmitdsok hidnyaban- csak kvalitativ médon tudjuk tirgyalni. A Debye-Hiickel
elmélet szerint a mobilis ionok arnyékolé hatdsa az I ionerdsséggel ardnyosan csdkkenti
az elektrosztatikus potencialt, és fiiggetlen a s6 mindségétSl, mivel teljesen hidratalt
ellenionok kozvetitik (Adam és mtsi, 1988). Feltéve, hogy a kofaktorokon és a
protondlhaté csoportokon 1évé ponttoltésekhez a mobilis ionok korldtozas nélkiil
hozziférhetnek, az egymdst6l r tdvolsigban 1évé két ponttdltés koélcsdnhatasanak .

arnyékoldsa a mérhetd AG szabadenergiat a kdvetkezGképpen viltoztatja meg:

A(AG) = A(AG), . — [1 - exp(— _sr\/izfr NI D , (40)

ahol, F, g,- ¢ és R rendre a Faraday-, a dielektromos-, és az egyetemes gizillandé.
A(AG),,. az a lehetd legnagyobb elektrosztatikus koélcsdnhatdsi energia, amelyet a
mobilis ionok le tudnak arnyékolni. Az Osszefliggés szerint az arnyékolds alacsony
ionerGségeknél linedrisan fligg az ionerdsség négyzetgyokétSl, és magas sokoncentra-
ciékndl telitésbe megy. A s6 hatdsa kiilonb6z6 pH -knil erdsen eltérd (5.8 abra), amit
azzal magyarizunk, hogy a protonilhaté csoportok és a Q,~, ill. a P* toltései kozti
tdvolsidg kiilénb6zd, és/vagy a protondlhatd csoportok hozziférhetOsége a sok és a
vizmolekuldk szémﬁra eltérd (Shinkarev és mtsi, 1992, 1993). Eszerint a pH 9 -nél
miikodé csoportok jobban ki vannak téve az ionikus arnyékoldsnak, mint a pH 7,5
koriiliek. A (40) egyenlet r paraméterének kisérleti adatainkhoz vald illesztésével az r
tavolsigra pH 9,0 -ndl, ill. pH 7,5 -nél kapott 1,1 nm ill. 2,4 nm értékeink,
alatdmasztjdk azt a varakozasunkat, hogy a protondlhaté csoportokra a Q, és a P
egyarant hatnak. Noha esetiinkben a Debye-Hiickel elmélet csak kozelitésnek tekinthetd,

igy ezek a tavolsdgok csak becslések, arra mégis kovetkeztethetiink, hogy a protondlhat6
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csoportok egyike sem helyezkedhet til kézel a kofaktorokon 1évs toltésekhez.

A feliileti potencidl ionos arnyékoldsdnak hatdsa a tOltéspar energetikdjira mir
kevésbé pontosan jésolhaté meg. Az ilyen elektrosztatikus kélcsonhatas stabilizdlhatja,
de akdr destabilizdlhatja is a toltéspart, a P*Q,~ dipdl és a fehérje feliiletének topold-
gidtol fiiggden. Esetiinkben a fehérje feliileti toltéseinek stabilizdlniuk kell a P*Q,~
dip6lt, mivel A(AG) magasabb ionerdsségek felé (vagyis kisebb feliileti toltésstirtiségnél,
5.8 abra) novekszik. Ez az effektus erfsebb lesz magas pH -kndl, ahol a (negativ)
feliileti potencidl nagyobb (Shinkarev és mtsi, 1993; Maréti és Wraight, 1997).

Kationok specifikus bekétodése

A Kkationok specifikus bekotédése is hozzdjarulhat a megfigyelt szabadenergia
valtozdsokhoz. Mig a protonok tobb, kis protondisszocidciés dllandéval (pK =~ 4-10)
rendelkez6 protondlhaté csoporthoz koétddnek, addig az ionkétShelyek szamat és
természetét kevésbé ismerjiik, és ezek disszocidcids dllandéja sokkal nagyobb kell legyen
(K = 1, Corazza és mtsi, 1992; Venturoli és mtsi, 1994). Az ionkétés és a lehetséges
szerkezeti véltozdsok kvalitativ magyardzatot adhatnak a séknak a tOltéspér
energetikdjara gyakorolt hatdsira nagy ionerOsségeknél. Az ion bekdtddése az RC
felilletén 1év6 ionkoté csoportokhoz, az RC koriili vizmolekuldk reorganizécidjdval jar
(Hofmeister-effektus; Collins és Washabaugh; 1985). Mivel a kiilonGsen magas
elektrosztatikus potencidlok tartoményira korlitozédik, a magas pH -nil l'és ion-
erGsségnél tapasztalt destabilizacié (5.8 abra) ill. az egyszerd elektrosztatikai modellt6l
val$ eltérés (5.9 abra) megérthetd. Ezek kvantitativ targyaldsa ennek ellenére komoly
nehézségbe iitkozik, mert az elektrosztatikus egyenleteket (pl. a fenti (40) egyenlet)
véltoz6 geometria esetére kell alkalmazni a s6 (és pH) titrdlds sordn. A kétértékd
kationoknak a tdltéspar szabadenergidjara gyakorolt hatdsa (5.9 dbra) a kationoknak az
RC -hez valé specifikus kotodésére utal. Ezt alitimasztja, hogy djabban izoldlt RC -kben
kétértékd fémionok olyan kotShelyet figyelték meg, amely a primér kinon vas-
kotShelyétdl kiilonbozd helyen van (Tiede és mtsi, 1997). E jelenség molekuldris
magyardzatit nagymértékben elGsegitené, ha kozvetlen moédon (pl. ionszelektiv

elektrédaval) lehetne kovetni az ionkotést.
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6.5. A toltésstabilizaciét elfsegité termodinamikai erdk

A P*P*Q" toltésszétvilasztissal jaré szabadenergia véltozdsa megadja ugyan
annak a folyamatnak a teljes energetikai leirdsit, amely a gerjesztett dimér energidjanak
a toltésszétvalasztott allapotba vald atalakulasdval jar, mégis ajanlatos tobbet megtudni a
toltésstabilizaciét meghajté erdkrdl. Ezt tettik az 5.4.4. és az 5.5.3. fejezetekben,
amikor meghatdroztuk az els6 és a masodik stabil toltéspar keletkezésével jaré entalpia-
és entrOpiavaltozdsokat (1d. 5.4.4 fejezet, 2. tidbldzat). Méréseink nagy entalpia-
valtozasrdl és minddssze 5-10% -os entrépiavaltozasrdl tantiskodnak, ami azt bizonyitja,
hogy a toltésstabilizdlodds nagymértékben entalpiaviltozds dltal meghajtott folyamat,
vagyis a reakciocentrum fehérje a t6ltésstabilizacié soran csak kis relaxaciés mozgasokat
végez.

Szdmos tanulminy foglalkozott mir e termodinamikai paraméterek vizsgédlatival
(attekintésiil 1d. Turz6 és mtsi, 1998; Edens és mtsi, 1999), és a kiilonb6z6 méddsze-
rekkel (pl. fotoakusztikus, potenciometrikus és spektroszképias mérések) kapott
eredmények gyakran er0sen eltérnek egymdstdl. Az eltérések oka sok esetben a
baktériumok kiillonbozGségében, az izoldldsuk kozti kiilonbségekben, vagy akar bizonyos
modszerek hidnyossdgaiban (miitermékek, szisztematikus hibdk) keresendd. Ilyen pl. a
potenciometrikus mérés, amelynek sordn az elektrondonort és az akceptort kﬁlé;n-kiilén
titrdljak, igy az nem veszi figyelembe a P* és Q™ kozotti (elektrosztatikus) kélcsonhatast.

A P*Q,—»P*Q,” folyamat entalpiavaltozisira —440 meV -t6l —-1330 meV -ig
terjedd értékeket taldlhatunk a szakirodalomban a mérési médszertdl, a gerjesztési
hullimhosszt6l ill. a baktérium fajtijatél fiiggen. A fotoakusztikus spektroszképia
eredményei -eddig még nem teljesen tisztizott okok miatt- jelentdsen eltérnek egymastdl.
Az egyik feltételezés szerint az ilyen méréseket ajanlatos infravords, pl. 860 nm -es
gerjesztéssel végezni, mert ha a gerjesztés a lithatd hulldamhossztartominyban, pl.
532 nm -nél torténik, akkor a foton energiija jéval nagyobb, mint a P gerjesztéséhez
sziikséges 1380 meV, igy a folosleges energia (kb. 30%) hGvé alakul, ami igen nagy,
ezért nehezen korrigdlhat6 hittérjelet ad. Ennek ellentmondani litszik az a tény, hogy
mig 532 nm -es gerjesztéssel Mauzerall és mtsi (1995) -440 meV entalpiaviltozast

kaptak, addig Puchenkov és mitsi (1995) -820 * 40 meV -ot (ez utébbi érték megegyezik
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az altalunk mért értékkel), ill. 860 nm -es gerjesztési hullimhossznil Edens és mitsi
(1999) -440 *+ 30 meV -ot allapitottak meg. A legnagyobb entalpiavaltozast (-1330
meV) Arata és Parson (1981b) kondenzatormikrofonos mérései adtak, viszont ugyandk,
késleltetett fluoreszcencids mérésekkel (Arata és Parson, 1981a) -750 £ 10 meV -ot
kaptak.

A bakteridlis reakciécentrumokban végbemend elektrontranszfer vizsgilatindl az
entropiatagot 4ltaldban elhanyagoljik (Graige és mtsi, 1996). A (27) Osszefiiggés alapjin
az 5-10% -os entrdpiavaltozds csak kis szabadenergiaviltozast okoz (kevesebb, mint
10% -ot) a fizioloégids hOmérséklettartomanyban, ahol -a van't Hoff analizisnek
megfelelen- az entalpidt és az entrdpidt konstansnak tekinthetjiik. Az entrdpiavaltozas
(pozitiv vagy negativ) az RC -hez kot6do ellenionok atrendez6désének, a protonok a
P*Q, dllapot élettartama alatti fényindukalt megkotésének és a hélixek ill. hurkok
megnovekedett vagy lecsokkent flexibilitisdb6l adédé konformdciés entrépia-
veszteségek eredményeképp johet l1étre.

Kicsi, de szisztematikus entrépiacsokkenést figyelhetiink meg a P*Q,—>P*Q,”
toltésszétvalasztds sordn, ha a pH -t 6 -t6l 10 -ig ndveljik, és egy ennél is kisebb
csokkenés mutatkozik a P*Q,—P*Q,” itmenet eredményeképpen (2. tdbldzat). Ezzel a
csokkenéssel pairhuzamosan megnévekszik a fényindukalt protonfelvétel sztéchiometridja
fiiggetleniil attél, hogy van-e kinon a Q, -kotOhelyen (Mardti és Wraight, 1988a és
1988b; Mard6ti és mtsi, 1995; Kialman és Maréti, 1997; McPherson és mitsi, 1§88). A
protontranszfer a teljesen rendezetlen kiilsd vizes fazisbol, a rendezett, feliileti sav/bazis
csoportokhoz, majd ezektGl a még rendezettebb, jégszer struktirdji, hidrogénkotéses
belsd aminosav oldallancok rendszeréhez, és az RC strukturilis vizmolekuldihoz irdnyul.
Ennélfogva a protonfelvételnek csokkentenie kellene az entrépiit, azonban mas
folyamatok megvaltoztathatjdk ezt a tendenciat. Altaliban az entrépia (pH -fiiggetlen)
ndvekedését a konformdiciés entrépidval magyarazzik, amely abbdl szdrmazik, hogy a
toltésszétvilasztds altal kivaltott fehérjerelaxdcié sordn megvaltozik az RC hurok
struktirdja. Késleltetett fluoreszcencids méréseink arra mutatnak, hogy a fehérje-
relaxicié késdi fizisiban a protonfelvételnek tulajdonithatd entropiacsékkenés a meg-

hatirozé effektus az entrépia véltozasaban.
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7. OSSZEFOGLALAS

1. Meghonositottam a tanszéken a bakteridlis reakciécentrum késleltetett fluoresz-
cencidjanak mérési moédszerét. A Q -kapcsolt, frekvenciakétszerezett Nd:YAG lézer
impulzusaval gerjesztett késleltetett fluoreszcencidt a gerjesztés alatt elektromechanikus
fényzirral védett, hiitott infravérds fotoelektronsokszorozd detektalja, és digitalis
oszcilloszkép 4tlagolja. A késziilék alkalmas a késleltetett fluoreszcencia kb. 107°
kvantumhatasfokd, kb. 1 ms-t6l a szekundumos tartoményig terjedd élettartamu
komponenseinek mérésére 10 Hz/n (n = 1,2,...,99) alakban felirhatd tetsz6leges ismétlé-
si-frekvencidndl, valamint a késleltetett és a prompt fluoreszcencia integralt intenzita-
sainak Osszehasonlitisdval képes az elektrontranszportldnc allapotai szabadenergidinak

abszolit meghatarozasara is. (I, II, IV)

2. Kétdllapoti tranziens rendszer modelljével pillanatszerd gerjesztést kovetGen
analitikus formiban megadtam a fluoreszcencia idébeli lecsengését. A folyamatban
résztvevd minden tranziens dllapotnak a késleltetett fluoreszcencia 1-1 komponense felel
meg. A fizisok idGillandéi a tranziens allapotok kozotti eldre irdnyuld reakcidk
iddalland6it és a toltéstarold allapotok kitiriilési idejét tiikrozik. Amplitidéik a
visszreakciOk sebességeitSl, ezen keresztiil az egyes édllapotok szabadenergia-szintjeitol

fiiggnek. (IV, VII)

3. A milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia lecsengésében hdrom exponencialis
fazist taldltam; a nagyon gyors, a gyors és a lassi komponens élettartama pH 8 -nil
rendre 1,5 ms, 102 ms és 865 ms volt. A nagyon gyors komponens val6szinisithetGen
azon triplett dllapotok ko6zotti dtalakuldsokbdl szdrmazik, amelyek hosszi élettartamuak,
a P* -éhoz kozeli szabadenergia szinten vannak, és a P*Q, éllapottal parhuzamosan
képesek a gerjesztett dimérrel termikus egyensulyba keriilni. A gyors komponens az
elsddleges kinon (Q,), a lassi pedig a masodlagos kinon (Qg) energetikai és kinetikai
véltozdsait tilkrozi. Meghatdroztam a késleltetett fluoreszcencia fazisainak kvantum-
hatisfokait, értékeik pH 8-nél: 6,4 - 10~ a nagyon gyors, 2,2- 10~ a gyors, és 2,6-107 a

lassi komponens esetén; kb. 5 nagysagrenddel alacsonyabbak, mint a prompt
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fluoreszcencidé. (IV)

4. A bakterioklorofill dimér késleltetett fluoreszcencia és prompt fluoreszcencia
intenzitdsainak §sszehasonlitisaval meghatiroztam az els6 és a masodik stabil toltéspar
energiaszintjét a P'Q szinthez képest pH 8-nil. A P*Q,” és a P'Q, szintek kozotti
szabadenergia kiilonbséget (masodlagos kinon hidnydban) -910 + 20 meV -nak, mig a
P*Qg” és a P'Q, szintek szabadenergia kiilénbségét —970 + 20 meV -nak talaltam. (11,
VI)

5. Meghataroztam a fentebb emlitett dllapotok kozétti szabadenergia kiilonbségek pH-
fiiggését. A P*Q,” 4llapot szabadenergidja —65 meV -ot viltozik pH 11 és S kdzétt, egy
jellegzetes inflexiés ponttal a ligos tartominyban. Az elsddleges szemikinon és a
masodlagos kinon kozelében 1évé Glu L212 aminosav kérili protondlhaté csoportok
kozétti kb. 50 meV -os kélcsénhatisi energia a két kinonk6tShely kozotti funkciondlis

kapcsolatot bizonyitja. (I, II, IV)

6. Misodlagos kinon jelenlétében a késleltetett fluoreszcencia lassi és gyors
komponenseinek amplitddéaranydbél meghatiroztam a masodik stabil tdltéspar szabad-
energiaszintjének pH-fliggését a gerjesztett dimér szintjéhez képest: -175 meV -ot
valtozik pH 11 és 5 kodzott, két inflexiés ponttal, a ldgos ill. a savas tartoménybah. Ezek
az amplitidéardnyok kisebbek voltak, mint az abszorpcidvaltozdsndl kapott megfeleld

amplitidék ardnyai. (II, V, IV)

7. A szabadenergia pH-fliggése széles pH tartomanyban, kiilonbdz6 ioner6sségeknél és
kinonokkal is jOl egyezik az integrdlt protonkétés alapjan kapott eredményekkel, és
azokkal a szimitisokkal, amelyek a szemikinon elektrosztatikus kolcsonhatdsat veszik

figyelembe négy, egymastdl fliggetlen, protondlhat$ csoporttal. (I, II, IV)

8. Az ionerdsség novelésével nétt a késleltetett fluoreszcencia intenzitisa, mig a
protonilhaté aminosavak flash elStti és utdni pK-értékei csokkentek, akdrcsak fény-
indukalt ApK viltozdsai. Ezt a reakcidcentrum és a sé kozott fellépd két meghatdrozo

elektrosztatikus kélcsonhatdssal, a protondlhat6 csoportok €s a feliileti toltések kozotti
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kotésekkel és az arnyékoldssal magyardztam. (I, III)

9. A Kkésleltetett fluoreszcencia hOmérsékletfiiggésébdl meghatiroztam a toltés-
szétvalasztasokhoz tartozé entalpia- és entrépiavaltozasokat: pH 8-ndl AH,= —820 + 40
meV és AHy= -920 + 60 meV. Ez az eredmény bizonyitja, hogy a t6ltésstabilizalodas
nagymértékben az entalpiavaltozds dltal meghajtott folyamat, és a reakciécentrum-fehérje

a toltésstabilizacié sordn csak kis relaxacidés mozgasokat végez. (I, II)

10. A P*Q, dllapot szabadenergidjit befolydsolja a primér kinon szerkezete és
redoxpotencidlja. A nativ ubikinon-10 mds kinonokkal (durokinonnal ill. menadionnal)
val6 helyettesitése szignifikdnsan megvaltoztatta e t6ltéspar rekombindcidjanak sebességi
allandéjat, vagyis a t6ltéspar stabilizacijaban jelentSs szerepe van a primér kinon in situ

szabadenergidjanak. (IV, VI)

11. Empirikus dsszefiiggést taldltam a primér kinon in situ szabadenergidja (G,") és a
t6ltésrekombinadcié sebességi dllanddja (k,p,) kozott, amely magas potencidhi kinonok
(ilyen a nativ kinon is) esetén jobb kézelitést ad a Gunner-Dutton Gsszefliggésnél, és
lehetdvé teszi a szabadenergia szintek egyszeri meghatdrozasit a konnyen megmérhetd

rekombinacids iddalland6kbél. (IV)

12. Meghatiroztam a Rb. capsulatus vad tipusi reakcicentruma elsd stabil toltésparjanak
energiaszintjét a gerjesztett diméréhez képest: -920 + 20 meV, pH 7 -nél. A P*Q,~
allapot szabadenergidja vad tipusti RC esetében pH 6 és 11 koézott 51 meV -ot viltozott,
RQrev4A (félrevertins) mutdns esetében pedig pH 7 és 11 kozott 60 meV -ot valtozott.
A vad tipusi RC entalpia valtozasira -840 + 40 meV -ot, mig a mutdnsra —895 + 40

meV -ot kaptam.
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8. SUMMARY

The reaction center (RC) of purple non-sulfur photosynthetic bacteria Rhodobacter
(Rb.) sphaeroides is a membrane-bound pigment-protein complex that performs the initial
steps of conversion of light energy to chemical energy (Okamura and Feher, 1995). Light
absorption by the RC results in the formation of the excited singlet state (P*) of the
primary electron donor P (a bacteriochlorophyll dimer). A particular feature of this excited
dimer is the ability to perform charge separation by transferring an electron from P* to the
primary quinone (Q,) within 200 ps, via a bacteriochlorophyll monomer (Bchl) and a
bacteriopheophytin (I). In the absence of the secondary quinone (Qjg), the P*Q, charge
separated state is stable for about 100 ms, the lifetime of the P*Q,” —»PQ, charge
recombination. The largest free energy change during the electron transport is associated
with the reduction of Q, accounting primarily for the 30-40% loss in photochemical
energy conversion in the RC (Feher et al., 1989). If the secondary quinone is available,
then the electron transfer will continue, forming the final P*Qy” charge separated state (in
3-200 ps), which has a lifetime as large as one second at neutral pH (Fig. 2.4). H* -ions
from the cytoplasmic side will be bound by protonatable groups of the RC to stabilize the
anionic species of the quinones (Q,” and Qg"; Mar6ti and Wraight, 1988a,b; McPherson et
al., 1988), or directly by the secondary quinone to completely reduce Qg to
dihydroquinone (QzH,) (McPherson et al., 1990b). The dihydroquinone is then exported
from the RC and is replaced by an oxidized quinone from the pool (Fig. 2.3). The electron
transfer in the RC of photosynthetic bacteria is unique amongst the electron transfer
reactions in biological systems, as this charge separation is extraordinarily fast, stable and
its quantum yield is very close to 100% (i.e. each photon absorbed by the dimer evokes
electron transfer, Wraight and Clayton, 1973). The price for this high specificity and
stability of the electron transfer is the relatively large free energy loss in the process: the
final P*Qy™ state conserves only about one third of the 1.38 eV photon energy in form of
standard free energy relative to its ground state (PQg). '

To understand the early steps of bacterial photosynthesis it is important to know the
thermodynamic parameters (free energy, enthalpy and entropy change) of each transient

states associated with the reduction of the primary and secondary quinone. These
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thermodynamic parameters control the Kinetics of the electron transfer and the energy
yield of light utilization by the RC.

The energetics of electron transfer states can be monitored by the methods of redox
titration, proton uptake and delayed fluorescence. The delayed fluorescence method has
many distinct advantages over the first two: being a leakage type process, the delayed
emission is an excellent probe of intraprotein electron transfer, as it only monitors but not
influences the primary processes (it avoids the use of redox dyes), the free energy levels of
the charge separated states relative to that of P* can directly be determined from the
intensity of the delayed fluorescence, the delayed fluorescence of the RC can reveal even
slight changes in the thermodynamic parameters (e.g. due to protonation), unlike the redox
titration it does take the interaction between P* and Q™ into account, this inherently kinetic
method can, in principle, allow determination of transient changes in the free energy levels
during the electron transport, and finally, a measurement takes as short time as several
minutes. In spite of these favourable features, delayed fluorescence has not become a
routine method of free energy determination in the millisecond time domain (contrary to
that in the pico- and nanosecond ranges; see Ogrodnik et al., 1999 for a recent review)
because of technical difficulties (Woodbury et al., 1986): the extremely weak light (with a
quantum yield of approx. 10~°) must be measured in the near infrared spectral region
following an intense burst of prompt fluorescence emitted during the excitation flash that
blinds the photodetector. )

Our goal was to apply the powerful technique of delayed fluorescence in the
millisecond time range where the states of the acceptor quinones have a major impact on
the kinetics.

The delayed light from bacterial RC is emitted by the excited dimer (P*). It has
photochemical origin, resulting from the thermal repopulation of the excited singlet state
of the dimer due to the reverse electron transfer from the charge separated (P*Q") states
(Arata and Parson, 1981). Its kinetics follows that of the charge recombination
(McPherson et al., 1990a).

First we built an apparatus which is able to measure the delayed fluorescence in the
millisecond time range following a laser excitation.

To explain the kinetics of the delayed light after a flash excitation and the difference
between the prompt and delayed emission a model with two transient states have been
provided and analyzed where part of the energy of the excited dimer can transiently be
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stored in a single charge separated state (P*Q"). The results for this simple case were then
generalized and utilized in a more complex system with several transient states like in the
bacterial RC.

Three exponential components were observed in the millisecond time range: a
fastest, a fast and a slow phase having lifetimes of 1.5 ms, 102 ms and 865 ms,
respectively at pH=8.0. The quantum yields of the phases of the delayed fluorescence
were about 5 orders of magnitude smaller than those of the prompt fluorescence: 6.4-107,
2.2-107°, and 2.6-10° (pH=8.0), respectively. While the latter two phases could be related to
transient absorption changes, the fastest one, dominating when the primary quinone was pre-
reduced, could not. The fastest component is probably due to a small fraction of long-lived
triplet states of the radical pair and/or the dimer. The fast phase could be observed in the
absence of secondary quinone activity and was sensitive to pH, temperature and the
chemical nature of the primary quinone and it can be attributed to the decay of the P*Q,"
state. The slow phase monitors the disappearance of the stabilized electron on the secondary
quinone due to the indirect charge recombination with the oxidized dimer through Q,".

The free energy levels of the primary and secondary charge separated states relative
to that of the excited dimer were determined from the ratio of the amplitudes (or
intensities) of the delayed and prompt fluorescence (Arata and Parson, 1981; Turz6 et al.,
1999). The standard free energy of the primary stable charge pair relative to t{lat of the
excited dimer at pH 8 was found to be —910 £ 20 meV with native ubiquinone as Q,, in the
absence of any secondary quinone, while in the presence of native secondary quinone
—970 £+ 20 meV was measured.

The standard free energy of P*Q,” showed a —65 meV decrease upon lowering the pH
from 11.0 to 5.0 vyith a single characteristic inﬂection point in the alkaline pH range. The
interaction energy of about 50 meV) found bet\-zveen the primary semiquinone and the cluster
of protonatable groups around Glu L212 in the vicinity of the secondary quinone provides
evidence for a functional linkage between the two quinone binding pockets.

The ratio of the slow and fast components in the delayed fluorescence of quinone-
reconstitued RCs was smaller than that in the transient absorption and could be used to
determine the pH-dependence of the free energy level of the secondary stable charge pair. In
RCs containing active secondary quinone a shift of ~175 meV was found between pH 11.0

and 5.0 with two inflection points, one in the acidic and the other in the alkaline pH range.
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The pH-dependences of the free energy levels of the primary and secondary charge
separated states obtained from fluorescence data agreed well with that determined from the
integrated proton uptake (a model-independent method) and with calculations based on
interaction of quinones with four key amino acid residues in a wide pH range, at different
ionic strengths and upon substitution of the native primary quinone (UQ-10) with different
benzoquinones and naphthoquinones (DQ, MD).

Increase of the salt concentration elevated the intensity of delayed fluorescence, i.e.
destabilized the P*Q," state and decreased the pK values as well as the pK-change (ApK)
of the protonatable groups. Just the opposite tendency was found during pH titration. This
discrepancy and the dependence of energetics of P*Q,” on the concentration and
composition of mobile ions were explained in terms of binding and screening of
protonatable groups and surface charges as two dominant modes of electrostatic interaction
between the RC and salts.

The enthalpy and entropy parts of the free energy changes associated with the two
charge separation processes were determined from van’t Hoff analysis of the delayed
fluorescence: AH, = -820 + 40 meV and AH; = -920 + 60 meV, at pH 8.0. The
observed entropy cost was low and accounted for not more than 5-10% of the free energy
change. It was concluded that the charge stabilization in the RC protein (including proton
binding) is a highly enthalpy-driven process and is accompanied by only minor
relaxational movements. q

The free energy of the primary charge separated state is influenced by the structure
and the redox potential of the primary quinone. Upon replacement of the native quinone
(ubiquinone-10) with other quinones (duroquinone and menadione) changes in the rate of
charge recombination (k,,) were found indicating the significant role of the in situ free .
energy of the primary quinone in the stabilization of the charge pair. The functional
differences between the two quinones and between the native and substituted quinones at
the Q, binding site can largely be attributed to the differences in the standard free energy
levels (AG®) of the quinones.

Based on the measurements of the free energy of the P*Q," state with several high
potential quinones at the Q, binding pocket and the corresponding rates of direct
recombination, an empirical relationship was found between the in situ free energy of the

primary quinone and the rate of charge recombination (k,,) using a simpler (linear) function
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yet providing a better approximation for high potential quinones (like the native one) than
the Gunner-Dutton relationship. This has a considerable practical importance in estimation
of the free energy levels from the easily available lifetimes of the charge recombination.

The free energy level of the primary charge separated state was determined in RCs of
Rb. capsulatus wild type (WT) from the ratio of the intensities of the delayed and prompt
fluorescence: =920 + 20 meV, at pH 7.0. The free energy level of the P*Q,” state
changed by 51 meV between pH 6.0 and 11.0. In the half revertant mutant RQrev4A the
corresponding free energy change was 60 meV between pH 7.0 és 11.0. From the van’t
Hoff analysis of the delayed fluorescence at pH 8.0 an enthalpy change of: —840 + 40 meV
and —895 + 40 meV was determined for the WT and RQrev4A, respectively.
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