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IRODALMI ATTEKINTES

A fotoszintézis olyan bioldgiai reakciélinc, amelyben a szintézishez sziikséges
energiat a fotokémiai reakcidk sorin stabilizilt fény—gerjesztési energia szolgltatja.
A fénybdl szirmazd energia felvételét és elektrokémiai potencialkiilonbséggé alakitdsit
membranhoz kététt pigment—fehérje kompléxek egyiittese katalizalja. A fényenergia
kémiai energidvi valé dtalakitdsinak els§ lépése a fotoszintetikus reakciécentrum
fehérjékben (RC) megy végbe, ahol a gerjesztési energia ellentert eljell toltések
szétvalasztasira forditddik.

A fényindukalt téltésszétvilasztas kovetkeztében a fotoszintetikus membrin két
oldala k6ztt = 100 mV elektromos potencialkiilénbség jon létre. A reakciécentrum a
fotoszintetikus membranban irinyitottan helyezkedik el. Zart membranvezikulumokban
a nemtelitési fényimpulzus aszimmetrikus tdltésszétvalasztast hoz létre, ami a minta
makroszképikus elektrodikkal mérhetd polariziciéjit eredményezi.

Michel, Deisenhofer és Huber rontgen diffrakcidval megillapitottdk a
biborbakterialis reakcidcentrum atomi feloldist szerkezetér, Grt6r§ munkajukat
1988—-ban a Nobel dijjal jutalmaztik. A Rhodobacter sphaeroidesbdl és Rhodobacter
capsulatusbol izolalt reakciécentrum harom fehérjealegységbdl és a hozzi kapcsolédd
kofaktorokbél all. A kofaktorok: egy dimert alkoté bakterioklorofill-a par (P), két
bakterioklorofill - a monomer (Bkl), két bakteriofeofitin (Bfeo), két ubikinon —50 (UQ,q),
egy nem—-hem tipusi magas spini Fe’* és baktériumtdrzst8] fiiggen egy karotin. A
pigment molekulak keét, megkozelitdleg tiksrszimmetrikus A —val illetve B—vel jelsle
agban nemkovalensen kdtédnek a fehérjéhez.

Izolalt biborbaktérialis reakciécentrum klorofill dimerjét gerjeszive, a kozel
egységnyi valdszindséggel toltésszérvalasztas mellert veszteségi folyamatok is fellépnek.

Egyik ilyen folyamat a dimer 910 nm korétti széles sivban megfigyelhet§ fluoreszcencia
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emisszidja. A fluoreszcencia kvantumhatasfoka igen alacsony (= 4.10-%) Ssszevetve a
kromatoféra antenna - pigmentjeinek fluoreszcencia hatisfokaval (2.10-2-1.10"") és fiigg
a reakcidcentrum kofaktorainak redox allapotatdl.

A dimer az elsédleges elektrondonor a redox folyamatok lincolatiban.
A fényindukalt elektrontranszfer a fehérje és a kofaktorok litszélagos szimmetridja
ellenére csak az A ag mentén torténik. A bakterioklorofill dimer pillanatszerti gerjesztése
(P—P") utan az elsé tisztin elkiilonithetd redox—par a P*Bfeo~ koriilbeliil 3 ps alatt
képzSdik. A monomer bakrerioklorofillnak a dimer és a bakteriofeofitin kézti elektron
atadas el6segitésében van fontos szerepe. Valészind, hogy a monomer bakterioklorofill
maga is részt vesz az elektrontranszferben és redukalédik, ez azonban még vitatott.
A Bfeo"Q,>BfeoQ,~ elektrontranszfer félideje koriilbelill 200 ps, é a P*Bfeo-
keletkezéséhez hasonléan nem igényel termikus gerjesztést. Habar a Q, Bfeo~ 4ltali
redukciéjat tovabbi elektrontranszfer 1épések kévetik, itt a legnagyobb a redox potencial
csokkenése, ami a tSltésszétvalasztist gyakorlatilag irreverzibilissé teszi. Tovabbi
stabiliziciét eredményez az elektronnak 20200 us alatti 4tadésa a Q, - rél a mésodlagos
kinon akceptorra.

A fényindukilt toltésszétvilasztis soran keletkezd P*—t in vivo egy gyors
citokrém ¢, donor redukalja. Izolalt reakciécentrumon folytatott kisérleteknél a cit c,
vizoldékony citokrém c—vel pétolhaté. A P*—-nak a citokrém c altali redukcidja
tobbfazist. A reakcibcentrum fehérjéhez két6dd redukalt citokrém gyorsan (= 1 ps)
visszaredukalja a P* egy részét. A kdvetkezd lassabb fazisban azon reakcidcentrumok
oxidlt dimerje redukal6dik, amelyekhez kordbban nem kapcsolédott citokrém. Ezekhez
a citokrom c a két fehérje kozotti elektrosztatikus kdlesdnhatas altal iranyitott médon
diffundil = 10° M~'s~! bimolekularis sebességallandéval.

A reakci6centrum a citokrémrol szarmazé elektronokat egy membrin - oldott
kinon raktar redukalisara hasznalja fel. Fénygerjesztés hatdsira a reakcidcentrumban

elektron tovabbitédik a kinon akceptor komplex felé, és redukalja a kinon raktirbdl a
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Qg helyre bekdtotr kinon molekulikat. A Qg zsebben keletkezett sesikinen koriilbeliil
10°—szer erGsebben kétédik a fehérjéhez mint a kinon és a PQ,Q;" élettartama akir
t6bb perc is lehet. Ebben az allapotban a reakciécentrum Gjabb tsltésszérvalaszrasra
képes, és fénygerjesztés hatdsira a fotokémiailag inaktiv P*Q, Q™ allapotba keriil.
A P* -t a citokrom c raktar redukalja, a két kinon kézti mésoc'iik elektrontranszfer és
a vele csatolt protontranszfer pedig a Qy zsebben (QgH)~ 4llapotit kétszeresen redukalt
kinont hoz létre. Ez a citoplazmikus vizes fizisbdl protont felvéve dihidrokinont képez.
Az igy keletkezert dihidrokinon kivlik a Qg zsebbdl és helyét a kinon raktar més kinon
molekuldjinak adja at. A reakciécentrum egy kinonredukcids fotociklus befutisa utan
visszakeriilt a kiindulasi allapotba.

A reakciécentrum a fotociklus alact egy kinon molekula dihidrokinonna
redukalisa kézben két citokrém molekulit oxidal. Kihasznalva a citokrém c redukalt
(cit**) és oxidalt (ci’*) formdinak abszorpcidja kozti kiilonbséger, a citokrém
redox allapotanak viltozisai j6l mérhetdek. A citokrém fotooxidicidjanak sebességébdl

a fotociklus lépéseinek sebességére leher kivetkeztetni.

MODSZEREK

A reakciocentrum izolaldsa standard fehérjepreparalasi és tisztitasi eljardsokkal
toreént Rhodobacter sphaeroides és Rhodobacter capsulatus biborbaktériumokbdl.

A reakciécentrumban lejatsz6dd redox lépések lancolatit fluoreszcencia— és
abszorpci6valtozas méréssel kévettem nyomon. A dimerbdl szirmazé alacsony hatasfoku
infravorés fluoreszcencia tanulmanyozasira nagy érzékenységl spekerofluorimétert
épitettem. Az abszorpciévaltozas mérésére kinetikai spektrofotométert allitottam 8ssze.
A fotociklus sebességmeghatarozé lépéseinek megallapitasa érdekében intenziv lézerdiéda
gerjesztést alkalmaztam, amellyel sikeriilt elérni, hogy a fotokémiai reakcié sebessége

elérte, vagy (sok esetben) meghaladta a termikus aktivalasi reakcidk sebességér.
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CELKITUZES - .

Izolalt biborbakterialis reakciécentrumok fotociklusinak altalanosan elfogadott
modellje egymas utani telitési fényfelvillanisokkal végzert kisérleteken alapul. Ezek a
dihidroknon—kinon és a cit**->cit** kicserélédést csak kvalitativan targyaljak (Paddock
és mtsi, 1988, 1994, Graige és mtsi, 1996).

Célom az volt, hogy a donor és akceptor készlet nagysaginak valtoztatisival és
folytonos gerjeszté fény alkalmazasival az in vivo allapothoz hasonlé korilmények
kozott tanulmanyozzam a biborbakterialis reakciécentrum fotociklusat. A munka soran
felmeriil§ legfontosabb kérdések:

Hogyan fiigg a Rbodobacter sphaeroides és Rhodobacter —capsulatus
biborbaktériumokbdl izolalt reakcidcentrum fluoreszcencia hatisfoka a kofaktorok
redox éallapotatél?

Milyen eltérés tapasztalhaté a két biborbaktérium térzs reakcidcentrumanak
fluoreszcencia emisszids és gerjesztési spektrumaban?

Milyen pigmentektd] szirmazik az izolilt reakcidcentrum fluoreszcencidja és
melyek a fotoszintézis szempontjabdl fontos kioltdk?

Milyen modell alkalmazhaté a reakciécentrumban folytonos fényben, donor és
akcepror jelenlétében végbemend redox folyamatok leirdsira?

Milyen gyors a reakciécentrum donor és akceptor molekulainak kicserélédése,
melyek a forociklus sebességmeghatarozé lépései, és hogyan fiiggnek a pH-tdl?

Milyen egyszeri — mutinsok Osszehasonlitasira rutinszerfien hasznilhaté -

eljarasok léteznek a reakcidcentrum sebességmeghatirozo lépéseinek és atfordulsi

sebességének jellemzésére?



EREDMENYEK

1 A biologiai mintak immobilizalisira elterjedten hasznalt poliakrilamid * a
kloroplasztiszokon végzett elektromos mérésekre nem alkalmas, helyette po!iagaréz gél
hasznilhaté. Borsobdl (Pisum sativum) izolalt, poliagaréz gélben iranyitotr és
immobilizilt kloroplasztiszokban keletkezd fotofe;zﬁluégerés orientacié - fliggést mutat.
Iranyitott tilakoid mer;xbrénokon az 580 am hullimhosszti nemtelitési lézerimpulzus
alral indukalt fotofesziiltség a membranok orienticiéjatdl fiigglen egy negativ és egy

pozitiv komponensre bomlik (1).

2 Az azonos redox illapotban 1év8 Rhodobacter sphaeroides R-26 és 2.4.1
reakciocentrumok fluoreszcencia hatisfoka a mérési hiban beliil azonos. Ugyancsak
megegyezik a Rhodobacter sphaeroides és Rhodobacter capsulatus reakciécentrum
fluoreszcencidjinak viltozd része. A valtozd és 4llandé rész ardnya a magasabb

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

3 A tanulméanyozott biborbakterilis reakciécentrumok fluoreszcencia hatasfoka a
nem fiigg a Qp redox allapotétdl. A relativ hatisfokok megallapitasinal a Rhodobacter
sphaeroides PQ, allapotban mért fluoreszcencidjat tekintettem egységnyinek. fgy a
Rhodobacter capsulatus relativ fluoreszcencia hatisfoka PQ, allapotban 2.6 + 0.2
(alacsony kinon koncentricid) és 1.9 + 0.2 (40pM UQ)) -érték kozott valtozik a kinon
koncentriciotél fiiggden. A fotokémiai kioltas hidnyaban emlxél magasabb a
fluoreszcencia hatasfok a PQ,~ redox allapotban (Rhodobacter sphaeroides 2.7 + 0.2;
Rhodobacter capsulatus 3.4 + 0.2) (2, 4).

4 P* allapotban a reakciécentrum fluoreszcencia hatdsfoka a kinon akceptor

komplex redox dllapotatdl fiiggetleniil alacsony: Rhbodobacter sphaeroides relativ



fluoreszcencia hatisfoka 0.2 + 0.1, mig Rhodobacter capsulatus esetén 1.7 + 0.2 (alacsony

kinon koncentricid) és 1.0 + 0.2 (40uM) UQ, értékek kozou valtozik a kinon

koncentraciétdl fiiggden (4).

5 Rhodobacter sphaeroides és Rhodobacter capsulatus biborbaktériumokbél izolilt
reakcidcentrum P* édllapotaban a fluoreszcencia gerjesztési spektruma a mintiban még
jelenlévd kloroﬁll;zérmazékokra utalt, amelyek a fotoszintetikus folyamatokban nem
vesznek részt. Ezekre a kiviilrdl hozziadott nagy mennyiségi (40 pM) UQ,
fluoreszcencia kioltoként hat. A reakciécentrum redox allapotatdl fiiggé (valtozd)

fluoreszcencia gerjesztési spektruma jél megegyezik a reakcidcentrum abszorpcids

spektrumaval (4).

6 A Rbhodobacter sphaeroides és Rhodobacter capsulatus biborbaktériumok
fotoszintetikus reakciécentrumanak fluoreszcencia valtozasai (mind folytonos gerjesztés,
mind telitési fényimpulzussorozat esetén) értelmezhetdek a megallapitott hatasfokok és

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

7 Uj fotociklus modellt dolgoztam ki a biborbaktériumok reakciécentrumaban
az in vivo—hoz hasonlé kérilmények kézéte (folytonos fényben elektron donor
(citokrém ¢) és akceptor (UQ,) készlet jelenlétében) lejitsz6dé redox folyamatok

értelmezésére (3, 5).

8 Rhodobacter sphaeroides R~26 reakciécentrumban folﬁonos gerjesztés alatt a
citokrém ¢ fotooxidacié erds pH fiiggést mutat. EbbSl megallapithaté a fotociklus
sebességmeghatdrozé 1épéseinek pH fiiggése. A citokrdm c kicserélddés nagymertékd
lassulasa a pH < 6 tartomanyban (k¢ = 15 + 3 57!, pH: 4.5; ke > 5000 s™', pH: 6.5)
a citokrém atfordulas draszeikus csékkenését okozza. Semleges (6 < pH < 8) pH-kon
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a sebességmeghatirozé a fotokémiai lépés, valamint a dihidrokinon/kinon kicserélédés
(kq = 900 — 2000 s~', pH: 7.0). A ligostartomanyban (pH > 8) asebességmeghatdrozo

lépés a fehérjén beliili proton-csatolt masodik elektron transzfer (3, 5, 6).

9 A modell alapjin az atfordulds staciondrius szakaszanak pH. fiiggésébdl
meghatiroztam a dihidrokinon/kinon (ko) és citokrém®*/citokrom™ (k) kicserélédés
sebességi allanddit. Az igy nyert paraméterekk;al szamolt kinetikdk és a citokrom c

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

10 Az irodalomban hasznilt fényintenzitasoknal a Rhodobacter sphaeroides R-26
reakciécentrum fotociklusaban a fényindukalt 1épés a sebességmeghatarozé a semleges
pH tartominyban. A fotociklus toltésmozgisainak jellemzésére egy jobb, a
fényintenzitastél fiiggetlen leirist ad az atfordulasi sebesség nagy fényintenzitasokra
extrapoldlt hatérértéke, ami az 4tforduldsi sebesség fényintenzités fiiggésének dupla
reciprok dbrézolésiban linearis interpolaciéval tehetd meg. A fényintenzités reciprokaban

a nem linearis tagok ugyanis elhanyagolhatéak a linearis tag mellett (5, 6).
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