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1. Tudomanyos ebzmények, bevezetés

A fotoszintézis az alapvétanyagcsere-folyamatok egyike. A fotoszintetizald
organizmusok (baktériumok, algak, magasabb rend( zdlemgek) fényenergiat
alakitanak at a szabadenergia egyéb (redoxpotencialé®proton elektrokémiai
potencidl, valamint foszfatpotencial) formaiva, amely@kzvetlenil alkalmasak a
sejt életfolyamataihoz sziikséges energia fedezésémmwulraktarozasara. Ezek
a szervezetek nem csupan magukat latjak el energiavalphaméket fogyaszto
organizmusokat is. Ezzel tovabbbények szamara is taplalékforrasul szolgalnak,
egészén a taplaléklanc végét jefeasicsragadozokig. A fotoszintetikus folyamatok
alapveben két 6 csoportra oszthatdk: fényreakcidkra és sotétreakciékfanyre-
akcidkban a sététreakciok energiaforrasai Kk (ATP és redukalt koenzimek),
amelyek lehdivé teszik, hogy a kulénbézbiokémiai anyagcsere-folyamatok (s6-
tétreakcidk) lancolatan keresztiil nagy energiaértéktilsiziratok keletkezzenek. A
fényreakciok a foton abszorpcitjat koben fehérjébe agyazott, specialisan orientalt
pigmentek kdzremiikddésével mennek végbe. A zdld novdmgrelahol a fotoszin-
tézis az eddig ismert legnagyobb hatékonysaggal valosg) enfenyreakciok soran
NADPH és ATP termeidik. Ezen folyamatban két egymastdl jol elkiilonithteto-
kémiai rendszer (PSI és PSII) vesz részt. A PSII-hoz kapdsdkomplex egyediil-
allé modon képes a viznek protonokka és molekularis oxigémhd fényindukalt
elbontasara, mikdzben redukalé ekvivalensek lancolatéeskztiil az energia egy ré-
sze proton elektrokémiai potencial formajaban raktardzdtz a potencial az ATP
szintézisének energiaforrasaul szolgdal. Az energia niéilyada atkeril a PSl-re,
ahol Gjabb foton abszorpcioja révén valik a folyamat taea NADP redukciojat
eredményezve.

A fotoszintetikus energiaatalakitas folyamatai baktédltban Iényegesen egy-
szer{ibbek, mint a magasabbrend(i zold névényekben. Bakigkban, a zéld no-
vények®bl eltéden, csak egyetlen fotokémiai rendszer (benne a fény@ygifitenna
és a reakciécentrum fehérje-pigment komplex) mikodik ol névények linearis,
részben ciklikus elektrontranszportlancaval szembenkééhiamoké egyetlen cik-
lusbdl all, melynek soran a reakciécentrumban keletkedéitispar stabilizalodik.
A biborbaktériumok reakciocentruma a z6ld névények PSbKémiai rendszeré-
vel mutat nagy mértéki hasonlésagot. A fényabszorpcid®@n a reakcidcentrum
bakterioklorofill dimérje (P) gerjesztett szingulett @itdba keriil (P). Az alapal-
lapot és a gerjesztett allapot kozoétti energiakiilonbségeayezik az elnyelt foton
energidjaval. ERhodobacter sphaeroides esetén 1380 meV [1]. Az elektronnak a
primér donorrdl a bakteriofeofitinre (Bfeo) juttataséat &teaioklorofill monomer
segiti a primér donor és a bakteriofeofitin, mint akceptekebnfelldinek atlapola-



saval. Ezutan az elektron alaguteffektussal jut at azdédges kinonra, a peptidvaz
magrezgései, illetve az athidalé molekulak (az M252-gs¢dfan és az M218-as me-
tionin [2, 3]) segitségével. A fotont abszorbealo reakeiiumok tdbb, mint 98%-a
eljut ebbe az allapotba, vagyis a fotoszintézis kvantuéagiaka majdnem egység-
nyi. Ezzel szemben a fényfelhasznalas energia-hatasfoih kisebb, mindéssze
30-40 %-o0s, mivel az energia 60-70 %-a elvész az elektroanaém fehérje ter-
mészetli kofaktorok kdzotti vandorlas soran. A legnagyardrgiaveszteséggel jaro
folyamat az elddleges kinon (Q) redukalodasa, ezzel egyutt ez a [épés sziikséges
in vivo kérilmények kozott a toltésszétvalasztas irreverzasligteléhez.

A Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium reakciécentruma azédteges ki-
non mellett egy masik kinonmolekulat is tartalmaz (masgoskinon, ). A két
kinon kémiai szempontbdél azonos (W), mégis a redox- és a kotési tulajdonsagaik
eltérést mutatnak [4]. Ennek oka a fehérjekdrnyezetikikiddsége [5]. Az eld-
leges kinon ébsen hidrofob kdrnyezetben helyezkedik el, és a reakctaomregyik
fehérjealegysége (H-alegyséq) elszigeteli a vizes fiziEmiatt a kinon nem tud
protont felvenni a redukciot (elektronfelvételt) koédien. Fiziologias korilmények
kozott a Q egyszeresen redukéalhatd, csak extrém magas fényintegatabsen
redukalo kortlmények kdzott figyellemeg kétszeresen redukalt forméja [6]. A
kdrnyed aminosavakkal és szerkezeti vizekkel t6bb hidrogénhiéstdud kiala-
kitani, és ezaltal igen ésen kobdik a reakciécentrumhoz, onnan csak drasztikus
eljarassal tavolithat6 el [7]. Szemikinon alakja meglékehn stabil: a redukciéval
egylttjaré szabadenergia-valtozas |ényegesen pozitavgh kétbhelyen, mint apo-
laros olddszerben [8, 9]. A QQ, redox par kbzépponti redoxpotencialjat nemcsak
a fehérjekdrnyezettel kialakitott sztérikus és elektimtiaus kdlcsdnhatas befolya-
solja, hanem a reakciécentrum-fehérje és a lipid-membdaiitki kdlcsénhatas is.

A masodlagos kinon fehérjekdrnyezete ezzel szemben szdolér®s aminosa-
vat tartalmaz, ezek elektrosztatikus tere csokkenti Ig;a&@ergiajat. A kinon forma
lazan kobdik a reakciécentrumhoz, kdnnyen levalaszthatd, vagwitdiral (pl. o-
fenantrolin, terbutrin, stigmatellin) helyettesitt¢10]. Szemikinon formaja szintén
nagyon stabil, 1&-szer hosszabb élettartamu a reakciécentrumban, mintbalda
[8]. Invivo korulmények kozott a @/Qp par kbzépponti redoxpotencialja 60 mV-tal
pozitivabb, mint a Q/Q, paré (pH=8.0) [11]. A masodlagos kinon teljes redukci-
0Oja a reakciocentrumban is végbemegy, amely két elektr@soshhez csatoltan két
proton felvétele jarul. Az igy ké@mott dihidro-kinol kénnyedén levalik, helyébe a
membran szabad kinonjainak egyike lép [8, 12].

A gerjesztett dimér, a fotokémiai reakcio mellett, fotobdgsatasaval is vissza-
juthat az alapdllapotba. A bakterialis reakci6centrunyéénisszioja kétféle lehet:
prompt és késleltetett fluoreszcencia. Mivel mindkettP gerjesztett allapot, és a



P alapallapot kozotti atmenetbered, igy spektralisan nem lehet megkiilonbdztetni
egymastol. Intenzitasuk ésideni lecsengésiik ellenben alagiest kiilonbozik: mig

a prompt fluoreszcencia a gerjesztés utan néhany nanosizekon beliil lecseng,
addig a késleltetett fluoreszcencia mindaddig megfigyé|meig a visszreakciok ( a
PtBfeo” — P*Bfeo,aP Q, — P*Q ésaP Qg — P*Qp) taplaljak [13], ésinten-
zitdsa nagysagrendekkel kisebb a prompt fluoreszcencidrdsleltetett fluoresz-
cencia lecsengésének sebességallanddja megegyeziéssiélivalasztott allapotok
toltésrekombinacids folyamattal val6 eltinésének ssdggillanddjaval, ami azt bi-
zonyitja, hogy a késleltetett fluoreszcencia szivargésbéiimazik [14]. A millisze-
kundumos tartomanyba @skeésleltetett fluoreszcencia és a prompt fluoreszcencia
intenzitasviszonyai alapjan meg tudjuk hatarozni'@QR toltésszétvalasztott alla-
pot abszol(t szabadenergia-szintjét a gerjesztett dinadraslenergia-szintjéhez ké-
pest [15]. Ezt mas mddszerrel csak kdzvetve és sokkal kipebtossaggal lehet
megtenni. Mivel a disszertacioban a @7, redox par kézépponti redoxpotencialjat
befolyasolo ténydik feltérképezését és megvizsgalasat tliztem ki célulaiggk-
terialis reakciocentrum altal kibocsatott késleltetstpéompt fluoreszcencia mérése
az altalam alkalmazott kisérleti spektroszképiai modsz&bzil kozponti szerepet
kapott.

2. Célkitlizések

A legfontosabb célom az volt, hogy az @&leges kinonhoz kozeli aminosa-
vak mutacidjaval olyan reakciécentrumokat hozzunk léarmelyekben a @ ter-
modinamikai tulajdonsagait befolyasolo, a fehérjekomeytel kialakitott sztérikus
és elektrosztatikus kdlcsdnhatasokat meghatarozhagsgellemezhessem. Ehhez
a primér donor altal kibocsatott prompt és késleltetettrisncencia intenzitasainak
dsszehasonlitasaval meg fogom hatéarozri éa P Q, allapotok kdzotti abszoldt
szabadenergia-kilénbséget vadtipusu és mutans reaktridm@kban. Ennek segit-
ségével meghatarozom ay@@, redox pain situ k6zépponti redoxpotencialjat adott
reakciocentrum-fehérjében.

A réntgenkrisztallégrafiai adatok alapjan meghatarozotmafeloldasu reakcio-
centrum szerkezet lelitéget nyljt a mutacidk okozta valtozasok termodinamikai
jellemzbinek szamitbgép-szimulacidval valé nyomon kdvetéséokkbDlasi szimu-
lacidval meg fogom adni a kinon- és egyszeres negativ gdtésndelked szemiki-
nonmolekula kotési szabadenergiajat vadtipusu és mutaksivcentrumokban, és
ennek segitsegevel becslést fogok adnid@), redox par kdzépponti redoxpoten-
cidljara. Emellett a szabadenergia perturbacié médsekrgggitségével modellezni



fogom az elédleges kinonmolekula redukalédasanak folyamatat vasifiggs mu-
tans reakciécentrumokban.

A kardiolipin (difoszfatid-glicerol), mint modell-lipidelhasznalasaval a reak-
ciécentrum-fehérje és a lipidkdrnyezet kdzotti kdlcsdbafogom vizsgalni. Ta-
nulmanyozni fogom, hogy milyen hatast fejt ki a téltésrekamdcios folyamatokra,
valamint hogyan befolyasolja a kialakult toltéspar (P,) szabadenergia-szintjét a
gerjesztett primér donor energiaszintjehez képest.

Membréan fragmentumba (kromatofora) agyazott reakciGoenkésleltetett flu-
oreszcenciajanak vizsgalataval tovabbi informacidkgbfogydijteni a reakcidcent-
rum-fehérjének és a lipid-membrannak a-@ gyakorolt hatasarol. Emellett jelle-
mezni fogom az izolalt kromatofora altal kibocsatott késtett fluoreszcencia le-
csengeés Osszetett kinetikajat, valamint az Uj kinetikaigonens tulajdonsagait.

3. Anyagok és mdadszerek

”eM265

AlaM260

Az elsddleges kinon (Q) fehérjekornyezete az 1AI1J jel( struktira [16] alapjan.
A MetM?18 g5 az 118729 reziduumokat kiemelve abrazoltam, az M259-M262-
es reziduum-csoportot, pedig vonalabrazolassal mutagom b



Baktériumtorzsek:

¢ Rhodobacter sphaeroides R-26 karotinoidmentes (kék-zold) térzs, mint vadti-
pus

e Rhodobacter sphaeroides GA karotinoidot tartalmaz6 (zéld) térzs, mint vad-

Ve

készitett mutans torzsek:

- M265IV  11eM?2% _, val apolaros muténs.
- M265IS  1leM?%5 _, Ser polaros muténs.
- M265IT  11eM2%5 — Thr polaros mutans.

- M218MA MetM218 _, Ala mutans.
- M218MG MetM?8 _, GIn mutans.

e CYCAL Rhodobacter sphaeroides2.4.1, mint vadtipusbél készitetett citokrém
Cy-mentes mutans.

A Rhodobacter sphaeroidesreakciocentrumanakizolalasanal és tisztitasanal stan-
dard fehérje-tisztitasi modszereket alkalmaztam: alssijtdtrahanggal tértem fel,
a membran-fragmentumokat (kromatoforat) ultracentéfagsal nyertem, végul a
reakciécentrumot LDAO detergenssel oldottam ki, és ammérszulfatos kicsa-
passal, valamint DEAE-Sephacell ioncsérészlopkromatografiaval tisztitottam.

Az elsbdleges kinon akceptor kdzépponti redoxpotencialjanaggélataihoz a
Rhodobacter sphaeroides Ga vadtipusbdl készitett Qkdzeli mutansokat hasznal-
tam, melyeknek reakciécentrumait tisztitott allapotbesf RColin A. Wraight (Uver-
sity of lllinois, Biophysics and Plant Biology Center fordgihysics and Computati-
onal Biology, Urbana-Champaign, Amerikai Egyesiilt Alldhosoportjatol kaptuk
lefagyasztott allapotban.

Fényindukalt abszorpciévaltozas mérése:

A minték aktiv reakcidcentrum-koncentraciojat és a toetksmbinéacio kinetika-
jat abszorpciévaltozas alapjan hataroztam meg egy haiikéé egysugaras spekt-
rofotométerrel 430 nm-nél (detergensben feloldott reaemtrum), illetve 605 nm-
nél (természetes membranba agyazott reakcidcentrum) [17]

A késleltetett és a prompt fluoreszcencia mérése:

A reakciocentrum bakterioklorofill dimérje altal kibocs#itmilliszekundumos
késleltetett fluoreszcencia kinetikajanak felvételéng gecialisan erre a célra épi-
tett méBberendezést hasznaltam [18]. A mérési nehézségekeedtétt fluoresz-



cencia rendkiviil alacsony intenzitasa (izolalt reakanbaen esetében a kvantumha-
tasfoka kb. 10°), kedvedbtlen spektralis elhelyezkedése (az infravoros tartomany
ban, 920 nm koérul mérh@}, és a gerjesztés alatt a minta altal kibocsatés erompt
fluoreszcencia okozza. A reakcidcentrum-fehérjét tadathmminta pillanatszer( és
telitési gerjesztését Q-kapcsolt Nd:YAG lézer frekverd@tszerezett fényimpulzu-
saval (Qauntel YG 781-10) értiik el: a gerj@sitzerimpulzus hullamhossza 532
nm, iddtartama 5 ns és energidja 100 mJ. A Iézer fényét néhany mmeéssel Gt
utan vezettik be a z6ld savaterésiatregszivvel (Schott BG-18) lezart és nagyon
gondosan sotétitett dobozba, hogy a térszég csokkentésiimalizaljuk a |ézer
villanélampainak sz6rt fénye éaltal gerjesztett promptiiiszcenciat. A gerjeszté-
zerfény a mintan val6 athaladas utan egy fénycsapdaba keréinyebdik. Mindez-
zel minimumra csokkentettik a kdldattérfénynek a dobozba keriilését, az intenziv
lézerfénynek a falakon valo reflexiojat, és az azaltal getgt foszforeszcenciat. A
reakciécentrum-fehérje tartalmd mintat egy 1 emicm méretl, alacsony fluoresz-
cenciaju kvarckivettaba (Thermal Syndicate Ltd., "far Yn&lyeztem, Bmérsékle-
tét termosztalhato kuvettatartdval allitottam be, ésgdi (NiCr-Ni) termoelemmel
(Vermer VE 305K) elledriztem.

A detergensbe agyazott reakciécentrum esetében 256, wrigaknfora memb-
ranba agyazott reakciécentrum esetében 128 kinetik&ddtdan digitalis oszcillo-
szkép segitségével. Az igy kapott jeleket szamitégépeitaan, és értékeltem ki.

A P* és a PrQ, allapotok kozotti abszolut szabadenergia-kiilonbség kisketi
meghatarozasa:

Izolalt reakcidcentrum esetében, amennyiben gatloszgtsggével blokkoljuk
a masodlagos kinon kéhelyet, a reakciocentrum altal kibocsatott késleltedstt
prompt fluoreszcencia integralt intenzitds viszonyai jalapmeg tudjuk hatarozni
a P ésaPQ, allapotok kdzotti abszollt szabadenergia-kiilonbségéiasznalva
Arata és mtsai. altal megadott dsszefiiggést [15], valarha&z integralt intenzi-
tasokat a késleltetett és prompt fluoreszcencia lecsemgiédesztése soran kapott
élettartam és amplitido értékek szorzataval kézelitjikpaa kdvetked kifejezést
kapjuk:

¢ Ad-Td )
kf . ¢p Ap . Tp Szupo /s
aholAG p« 4 a két allapot k6z6tti szabadenergia-kildnbségeg Boltzmann-allan-
dét, T a lomérsékletetp; a gerjesztett dimér prompt fluoreszcencidjanak hatasfokat
reakciécentrumban (4,8 1,5- 10~%), ks a bakterioklorofill sugarzasi sebességi al-
landéjat (8 107s~!, a Strickler-Berg dsszefliggés alapjam),a toltésszétvalasztas

AGp-a = kpT - In( 1)



kvantumhatésfokat (0,9& 0,04), A az amplitadét;r az élettartamot, migszas @
prompt mérés soran alkalmazott Giveg targylemezek és szith@ transzmisszidjat
jeloli.

A szamitogép-szimulaciok soran alkalmazott médszerek égaftverek:

A mutans reakciocentrum-fehérje szerkezeteket az 1 Aldztiallografiai adatok
alapjan megadott) struktdra, mint vadtipus felhasznatsa PyMol szoftvercso-
mag [19] mutagenezis moduljanak segitségével készitettem

Az ubikinon-4 molekula parcialis atomi téltéseit a Mopag@&®gramcsomag-
ban [20] implementalt Mulliken-féle populacié-analizeggtségével hataroztam meg
AM1 szemiempirikus kvantumkémiai szinten, kinon és egysz@egativ toltéssel
rendelked szemikinon allapotokra.

Molekuladinamikai futtatasokat, valamint a szabadermepgiturbacié szimula-
cidkat a Johan Aquvist és mtsai. altal készitett Q-packaggramcsomag [21] segit-
ségével végeztem.

Az automatikus dokkolasi szimulaciékhoz az AutoDock 3.pr8gramcsoma-
got [22] alkalmaztam, a bemenenti fajlok elkészitését amBackTools szoftverrel
hajtottam végre.

4. Uj tudomanyos eredmények

1. A bakterioklorolfill dimér késleltetett és prompt fluozesncia intenzitdsanak
0sszehasonlitasaval (az Anyagok és modszerek fejezestipentétett médon)
meghataroztam az ésstabil t6ltéspar (RQ,) szabadenergia-szintjét & P
szinthez képedRhodobacter sphaeroides GA vadtipusu, és az dldleges ki-
non akceptor kdzeli mutans reakcidcentrumoknal a fizidi®gH tartomany-
ban. A GA vadtipus esetében a két allapot kdzotti szabagenkillénbségre
-890+ 5 meV-ot kaptam pH = 8,0-nal. (Il)

2. Az M265IV apolaros mutansnal a GA vadtipushoz hasonléekétett fluor-
eszcencia intenzitdsokat mértem a fiziol6gias pH tartoma@nyA PFQ, és
P* allapotok kdzotti szabadenergia-kulénbsédgi{p- 1) értéke pH = 8,0-nal
-890+ 10 meV, amely megegyezik a vadtipusu reakciécentrumnétkap
redménnyel. Az M2651V mutansra meghatarozott »- 4 (ellentétben a vad-
tipussal) pH = 10-ig nem mutat pH-fliggést. Az eit@H-fliggés miatt pH =
10,5-nél a szabadenergia-kilénbségre (a GA vadtipusbaamnyitva) mar 20
meV-tal negativabb értéket kaptam. (II)



3. Az M265 polaros mutansainal (M265IS, M265IT) a GA vadsipoz képest
nagyobb késleltetett fluoreszcencia intenzitasokat mesieegész fizioldgias
pH tartomanyban. Ennek megféieh ennél a két mutansnal 4 & a P Q,
allapotok kozétti szabadenergia-kiilonbség lecsokkendéipiashoz képest.
A AGp-~4 értékére pH = 8,0-nal M265IS mutansra -&80L0 meV-ot, mig
M265IT mutansra -775- 5 meV-ot kaptam. Osszehasonlitva a GA vadtipusu
reakcidcentrumnal kapott értékkel ez azt jelenti, hogylsidteges kinon ko-
zépponti redoxpotencialja M265IS-nél -60 mV, mig M265@-AL15 mV ér-
tékkel eltolodik.

A rendelkezésre all6 szerkezeti adatokbdl és a korabbi FTéRsek eredmé-
nyei alapjan a megfigyelt jelenségre a kovetkermgyarazatot adom: a pola-
ros mutansoknal valtozas kovetkezik be a kinon karbontjémjei és a kor-
nyezd aminosavak kdzotti hidrogénhid tavolsagokban (lasd aatalA sze-
rin és a treonin hidroxil csoportja hidrogénhid kotést état ki a Thi/261-
es reziduum peptid karbonil oxigénjével, és ezzel az M25%BRreziduum
csoport peptidvazat megfesziti, és eltolja a kinon kérey&bl. Eltavolo-
dik az Ala™?% is, mely hidrogénhid tavolsagon beliil helyezkedik el awati
ubikinon-10 G=0 karbonil csoportjahoz képest. A megvaltozott kérnyézet
a stabilizalé hidrogénhid kotések atrendléese feldls az elédleges kinon
redox-tulajdonsagainak megvaltozasaért. (Il)

4. Az M218MA és M218MG mutansoknal a GA vadtipushoz képeastéa na-
gyobb késleltetett fluoreszcencia intenzitasokat mérteraggsz fizioldgias
pH tartomanyban. AAG p- 4 értékére pH = 8,0-nal M218MA mutansra -835
+ 20 meV-ot, mig M218MG mutansra -805 10 meV-ot kaptam. Ezeket
az értékeket dsszehasonlitva a GA vadtipusra kapott eredreémegallapi-
tottam, hogy az efadleges kinon kézépponti redoxpotencialja az M218MA
mutansnal -55 mV, mig M218MG-nél -85 mV értékkel eltoloddk AG p. 4
pH-figgésének lefutdsa hasonlé, a GA vadtipushoz és az fd2 @tutansok-
hoz.

Az M218-as mutansok esetében a@, allapotbdl tortéd toltésrekombi-
nacié (M218MA) = 27 st éska(M218MG) = 38 s'!) szignifikansan
gyorsabb, mint a vadtipusu reakcidcentrumnigl(GA) = 9.5 s'1). Nativ
ubikinon-10-nél, és vadtipusi reakciécentrumnal a tidtésmbinacié alag-
utazassal torténik a Qrol a P -ra [23]. Ha azonban a mutacié hatasaraa Q
redoxpotenciélja alacsonyabbd (negativabba) valik, m&k®" Bfeo, -on ke-
resztili termikus aktivaciés rekombinécios Ut is meghy# PTQ, allapot-
bdl tortérd toltésrekombinacié sebességének felgyorsulbga égyértelm



jele a termikus aktivacios ut bekapcsolodasanak.

Az atomi szerkezetet alapul véve a tapasztalt valtozasedadnbi magyara-
zat adhat6 (lasd az abrat). A helyettesitett alanin ésnghianinosavak sok-
kal kisebb térkitdltésliek, mint a vadtipus metioninjaghma Bfeq, és a Q4
kozott helyezkedik el, és az elektronok Bfefl-0 4-ra tortérd alagutazasa-
ban jatszik kulcsszerepet. Az elektronoknak a metionoadaiili Gt mellett a
Trp™?252-0n &t vezdh Gtvonal is rendelkezésére all, és koZatiy azonos va-
l6szinliséggel veszik igénybe a primér kinon redukalaga€ helyen nativ
ubikinon-10-nek antrakinonnal vald helyettesitéséndll@srekombinaciok-
b6l meghatarozott redoxpotencial eltolédas kisebb ménéit az M218-as
mutans reakciécentrumnal, igy a kisebb térkitoltésl asamak miatt tébb
vizmolekula helyezkedik el az éldleges kinon kdrnyezetében. Ezzel meg-
valtozik annak sztérikus és elektrosztatikus kélcsordzedickornyezetével. Az
antrakinon, mivel jobban kitdlti a rendelkezésre allé tekevesebb plusz viz-
molekula bejutasat engedi a megndvekedett térbe, igy tkisebtékl a ko-
zépponti redoxpotencialjanak az eltol6dasa. (11)

. Megfigyeltem, hogy ha a detergenssel izolalt reakcidoertioz kardiolipint
adtam, akkor a masodlagos kinonrdl todéoltésrekombinacié (PQ; —
PQg) nagymértékben lelassult. Az effektus a fél telitési altap 10-20uM
kardiolipin hozzaadasa esetén érte el. Mivel izolalt r&sentrum esetében
a toltésrekombinécié a masodlagos kinontkédnt a P Q,-on keresztil in-
direkt modon torténik [24, 25, 26], igy emiatt 8,Qp — Q,Qj elektront-
ranszfer egyensulyi alland6ja megnovekszik. Ez a lassi08s:M kardioli-
pin hozzaadasa esetén pH = 8,0-nal korilbelul haromszamisy Q, és Qs
szabadenergia-szintek kdzotti kiilonbség 30 meV-os nilédére utal. Ez a
novekedés a két allapot kdzotti szabadenergia-kilonleségh egész fiziold-
gias pH tartomanyban (pH = 6-t6l 10.5-ig) allandé marad.di@ipin hoz-
zaadasa esetén a lassu fazis relativ amplitidéja 70%-#6tr@0emelkedik a
toltésrekombinacio kinetikajaban, ami a;@ely betdltéttségének névekedé-
sét jelenti.

Egykinonos (terbutrinnal gatoltam a masodlagos kinoBkélyet) izolalt GA
vadtipusu reakciécentrumnal a késleltetett fluoreszednténzitasa 5-7-sze-
resre emelkedett kardiolipin jelenlétébenM p, 4, sSzabadenergia-kilonbség
értéke 30t 10 meV-tal csokkent a kardiolipin hozzaadaséat kdeet A P-Q
allapotbdl mérhet késleltetett fluoreszcencia intenzitasanak névekedése,
lamint a masodlagos kinonrol torténoltésrekombinacio lassulasa arra utal,
hogy a kardiolipin bekddése a reakciécentrumhoz 30 - 40 mV-tal negativ



irAnyban eltolja az efalleges kinon kdzépponti redoxpotencaljat. (I1)

. Megallapitottam, hogy megegyereakcidcentrum-koncentracié mellett két
nagysagrenddel nagyobb a késleltetett fluoreszcenciazitdsa membranba
agyazott reakciocentrum (kromatofora) esetében, mierdehs oldatban. En-
nek oka lehet, hogy a kromatofora membranjaba agyazottiégadntrum egy-
részt mas kornyezetben van, masrészt mas kolcsonhatésoddmarészt, mint
a detergenssel oldatba vitt (feloldott) reakciécentrunicdifiaris oldatban a
fehérje a korilotte lazan és kevéssé struktaralt modoryelheed detergen-
sekkel tdbbnyire csak gyenge kolcsonhatast alakit ki. Eszzmben a memb-
ranfrakciokban meghatarozé jeléségli lehet a membran lipidjeivel valé szo-
rosabb és specifikus kélcsonhatas, amelynek eredmény@dépisen elto-
I6dhat a primér kinon kdzépponti redoxpotencialja.

Az el6z6 tézispontok alapjan lathato, hogy a ®oriili aminosavak mutacidja
jelenBsen el tudja tolni a Q/Q, redox péar kbzépponti potencialjat, amely
(amennyiben a negativabb potencialok iranyaban torténikegfigyelt kés-
leltetett fluoreszcencia nagymértékii (exponencialigarlieed) valtozasat
valtja ki. Hasonlo6 effektust figyeltink meg a kardiolipin @seakciocent-
rum koélcsdnhatasaban, amely a membranbeli természetsmyisk nagyon
kodzeli modelljének tekinthét Tobb hasonlé vizsgélat is alatAmasztja azt az
elképzelést, hogy természetes membranba agyazva/@ Qredox par ko-
zépponti potencialja 100 mV értékkel is negativabb lehettargens oldatbeli
értékéhez képest. Ezeldazt a kdvetkeztetést vonhatom le, hogy a késlelte-
tett fluoreszcencia intenzitdsaban megfigyelt valtozashatégozé effektusa
a természetes membran lipidjei és a reakciocentrum reduxrureai kozotti
energetikai csatolas.

. Ikerionikus detergensnek (LDAO) kromatoforahoz valkdmatos adagolasa
soran a késleltetett fluoreszcencia intenzitdsanak dkasZ£tl-2 nagysagrend-
() csokkenését, illetve a prompt fluoreszcencia mérs€ké&tszoros) emelke-
dését figyeltem meg. A kromatoforat, szemben az izolaltgiéakentrummal,
nem csupan a reakciécentrum-membran-lipid kdlcsénhali&ésijzi, hanem a
reakcidcentrumnak az antenna-rendszerrel kialakitradtos kapcsolata is.
Mig izolalt reakciocentrumban a késleltetett fluoreszaekizardlag a dimér-
b6l eredeztethét addig kromatoforaban fennall annak a Iétséige is, hogy
a visszreakciéval éhllt P+ allapot nem dezaktivalodik késleltetett fluoresz-
cencia foton alakjaban, hanem energia-(exciton)vansoéaén az antenna-
rendszerben delokalizalédik. A fotont valamelyik antepiganent fogja emit-
talni, de ennek hatasfoka mar nem szilkségképp azonos aftlioré@szcencia
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hatasfokaval.

Az LDAO koncentracidjanak névekedése a reakcidocentrumzéangenna-
rendszer kozotti kapcsolat lazulasét, illetve teljeszZtmdasat eredményezi.
A mérési eredmények arra engednek kbdvetkeztetni, hogy eeacencia ha-
tasfoka attél figgen kulonbozik, hogy az elektron gerjesztett allapot (exgi

a reakciocentrum dimérben, vagy az antenna egyik baktermiljaban dez-
aktivalodik. Az LDAQ titralason alapulé méréseim inkabht ealoszindsitik,
hogy az antennaban kisebb hatasfoku a fluoreszcencia édjassaint a re-
akciocentrum dimérben.

. Q4 és Qs kozott gatolva az eletronatadast a kromatofora késleifhteresz-
cencia kinetikajanak milliszekundumostdrtomanyaban a'®; — PQ,
visszreakci6t tikrd lassu lecsengés«(100 ms élettartam) mellett egy gyors
(10 ms kordli élettartam() komponens megjelenését figyefteg, amelynek
nincs megfeldje sem a detergenssel feloldott (izolalt) reakciocentkdis:
leltetett fluoreszcenciajaban, sem a hasonlé koriiméngektk felvett és az
oxidalt dimérre jellema abszorpciévaltozasaban. Ez legegyszerlibben ugy ér-
telmezheb, hogy a gyors komponenssel jellemeziéimeneti allapot aFQ ,
toltésszeparalt allapot és fehérjekdrnyezetének még elaralt formaja, a-
melynek meglehésen hosszu fite van szilksége az egyensuly visszanyeré-
sére. Mivel mind a relaxalatlan, mind a relaxalt allapotargghhoz a redox al-
lapothoz tartozik, ezért kozottik abszorpciéban nem tkditonbséget tenni,
azaz a relaxalatlan allapot "csendes". A késleltetett élsmrenciaja alapjan
azonban megkulonbéztetldet két allapot.

A kromatofordban megfigyelt késleltetett fluoreszcenciargs lassu kom-
ponensei szamos kezelés hatasara hasonldan viselkedkeiponensek ki-
alakulasaért felés allapotok szabadenergiainak pH-fliggése nagy hasenlato
sagot mutat, akarcsak az LDAO detergenssel valé kdlcséshiataz aktualis
redoxpotencialtél valé fliggésik, vagy a Kiilslektron donorokkal (ferrocen,
TMPD) szembeni viselkedésiik. Mindezek a hasonlésagokkiit jhogy ko-

zeli és megegyerzalaptulajdonsagu allapotokhoz kothet két komponens.
Jelenbsebb eltérést admérséklet valtoztatasaval szembeni viselkedés muta-
tott. A van't Hoff abrazolasok egyértelmien jelezték, hé@t teljesen eltér
entalpia- és entropia-valtozas jellemzi 4@, — P* folyamatot a gyors és

a lasst komponensek esetében. A nem relaxé@ P allapotbdl nagyon ki-
csiny entalpia-valtozag{H ~ 45 meV) vezet a Pelektron gerjesztett allapot
(vissza-, illetve be-)népesitéséhez, mig ugyanez a fayamelaxalt PQ,
allapotbdlAH = 620 meV entalpia-valtozast igényel. Mivel mindkét szint
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10.

11.

gyakorlatilag ugyanabban a mélységben van, azaz koriilbgjianakkora a
szabadenergia-véltozas, ezért az entalpia-valtozasbgmatatkoz6 kiilénb-
séget az entropia-valtozas kompenzalja.

. Inhibitorral gatolva a QQp és a Q,Qj allapotok kozotti elektrontranszfert

a P allapothoz képest kisebb csapdamélységgel (és ezért blagggsleltetett
fluoreszcencia intenzitassal) rendeld? Q, allapot populaciéjanak nove-
kedését érjiuk el. Kromatofora esetében semleges pH-nak(@td) a stig-
matellin és a terbutrin inhibitorok hasonlé viselkedésgyditem meg, azaz
mindkét gatlészer hatasa telitésbe vihetegfeleben magas koncentracio al-
kalmazasa esetén.

Alkalikus pH értékeknél (pH = 10,0) ezzel szemben a két inbileltérd vi-
selkedést mutatott: mig a terbutrin hatasat telitésbamuainni, addig a stig-
matellinnél ez nem volt elérh@imég 50uM inhibitor koncentraciénal sem.
Detergensbe 4gyazott reakciocentrumnal nem tapasztekaona mértékd el-
térést a stigmatellin hatasaban, kilonbpH értékeknél.

A jelenség hatterében a reakciécentrumnak a membran-édetie! kialaki-
tott specidlis kblcsénhatasa allhat. Magas pH-n ez a kolsias deformal-
hatja a masodlagos kinon I&itely geometrigjat, amely egyes inhibitoroknal
(jelen esetben a stigmatellinnél) a stabilizaciét szdidgatirogénhid kotések
felszakadasat eredményezheti. Ez a kotési affinitas olyékigcsokkenésé-
hez vezethet, amely az inhibitorral val6 telithetg megfigyelt elmaradasat
eredményezi. (Ill)

Meghataroztam az ubikinon-4 molekula parcialis atd@téseit kinon és egy-
szeres negativ toltéssel rendeliezemikinon allapotokra Mulliken-féle po-
pulacio-analizis segitségével gazfazisban (Mopac93ranogsomag felhasz-
nalaséaval [20]), AM1 szemiempirikus kvantumkémiai szmt& kébbi szi-
muléciok soran a meghatarozott toltésértékeket hasomdéth A kiszamolt
toltések az 1AlJ struktlraban [16] felvett geometriaraat&oznak. (1)

Dokkolasi szimulacio segitségével meghataroztam #&inom-4 molekula
kotési szabadenergiajat azt@ddeges kinon kdthelyre vadtipusi és mutans re-
akciécentrumoknal, kinon és szemikinon redox allapotokreadtipus reak-
ciécentrum-fehérjének a rontgenkrisztallografiai adatalpjan készitett 1A1J
jell struktarat [16] hasznaltam fel, és a mutans reakcitfaenokat is ebbl a
szerkezetfl kiindulva készitettem.

AGystssi €rtékére vadtipus és kinon redox allapotra -13,11 kcalinkaip-
tam, mely érték megegyezik a kisérleti adatokkal [27]. MZBBM2651V és
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12.

M218MG mutansoknal ennél negativabb, mig M218MA és M265idt&ben
ennél pozitivabb kétési szabadenergiat kaptam kinon@tHapA kisérleti ada-
tok alapjan a pozitivabb kotési szabadenergiak voltaklaatéak. Szemikinon
allapotban és szimmetrikus téltéseloszlasnal az M265I&mnsukivételével
minden mutansra negativabb kotési szabadenergiat kaptaria vadtipusu
reakciécentrum esetébeA Gysissi = -15,29 kcal/mol).

A dokkolasi szimulaciéval kapott kétési szabadenergiagii/szemikinon al-
lapotra) felhasznalasaval meghataroztam az ubikinonzépionti redoxpo-
tencial-eltolodasat a vadtipushoz képest.akptdhelyen (felhasznalva, hogy
az ubikinon molekula k6zépponti redoxpotencialja viz sitrben -145 mV
[28]). Az eltolodasok értékei csak részben mutattak egstez&isérleti ered-
ményekkel. Az M218MA és M265IT mutansok pozitiv eltolédasig az
M265IS mutans negativ eltolédast mutatott mindegyik gétészlasnal. (1V)

Szabadenergia perturbacié modszer segitségével lexidei a kinon reduk-
ciéjanak folyamatat a fotoszintetikus reakciécentrumbaperturbacié soran
a kinon atomi parcidlis toltéseit valtoztattam meg, hogykanegfeleljenek a
kinon, illetve az egyszeres negativ toltéssel rendéliszemikinon allapotok-
nak. A perturbacié soran a két allapot kdzotti szabadeadionbség érté-
ket kbvettem nyomon. A szimulaciét kilonkbiwltéseloszlasoknal, valamint
megebzb molekuladinamikai futtatast kovin is elvégeztem.

Tekintve a kiindulasi (kinon) és végallapot (szemikinodz &tti szabadenergia-
kilénbséget, és annak eltolédasi iranyat a vadtipusnéitképgékhez képest,
a legjobb kozelitésnek a szimmetrikus toltéseloszlas,réaegetzd moleku-
ladinamikai szimulaci6 egylttes hasznélata mutatkoEtthen az esetben az
eltolodasi sor a vadtipushoz képest a kovetkedt: pozitiv irany: M265IS,
negativ irany: M2651V, M218MA és M265IT.

Megvizsgéalva a kinonmolekula metoxi-csoportjainak ngsl&g-valtozasat a
redukcié soran, szembeffieltérést csak az M265IS és M218MA mutansok
esetében kaptam, mindkét esetben a C3-O34GBetoxi-csoport nyilasszége
nétt meg a szemikinon allapotban (13-16s véaltozas). A kinon és kérnyezete
kozotti hidrogénhid kotések is megvaltoznak a redox folgasoran. Minden
esetben vagy a hidrogénhid kotések szamanak novekedéggta\meglég
kotések kotéstavolsaganak csokkenését figyeltem meg yibeed a korabbi
tapasztalattal, mely szerint az @Heges kinon allapotat stabilizalja az elekt-
ron felvétele. (V)
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RC tipus Donor atom neve Tavolsag [A]
kinon kérnyezet kinon all. szemikinon all.
Vadtipus  UQA:02 Tht222:HG1 3,31 1,48
UQA:02 TrpM2°2:HEL 3,33 2,12
UQA:05 AlaM?260:H 3,09 1,65
M265lV  UQA:02 Th222:HG1 3,38 1,77
UQA:02 HOHZ82:H2 5,48 1,79
UQA:O5 HOH!130:H2 3,38 1,65
M2651S UQA:02 Hig"219:HD1 3,17 1,77
UQA:02 Thr222:HG1 2,48 2,16
UQA:02 TrpM252:HE1 3,40 2,88
UQA:05 AlaM260:H 2,51 1,69
M265IT  UQA:02 ThiM222:HG1 1,82 1,50
UQA:02 TrpM252:HE1 2,68 3,40
UQA:05 ThrM265:HG1 5,42 1,99
UQA:05 HOH!163:H2 1,71 1,55
M218MA UQA:02 HisM?19:HD1 4,55 2,60
UQA:02 ThrM222:HG1 3,31 1,56
UQA:05 AlaM?260:H 2,65 2,50

A hidrogénhid kotések szamanak és kotéstavolsaganakzasttca FEP
szimulacioé soran, vadtipusu és mutans RC-oknal. A stuakair ebzetes
MD szimulaciot hajtottunk végre, és a szemikinonon mindssiteen szim-
metrikus a t6ltéseloszlas. A lehetséges hidrogénhidséagokat (< 3,0 A)
megvastagitassal jeldltem.
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