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Bevezetés

Az ¢életet a Nap fénye taplalja. A fénynek az €let minden teriiletén Iényeges szerepe van,
mert végsdsorban az ¢€letfolyamatokhoz sziikséges szabadenergiat szolgaltatja, és a latasnak,
mint az egyik érzékelési forméanak a legfontosabb informacidhordozdja. A mélytengeri
kéregrepedésekben a Fold hdenergidjat felhaszndldo mikroorganizmusoktol eltekintve a
fotoszintézis az egyik legfontosabb bioldgiai folyamat a F6ldon, amelynek soran az ¢161ények
a Nap energidjat hasznositjdk szabadenergia-forrasként az ¢életmiikodésiikhoz. Mivel
lényegében minden foldi élet altal haszndlt energia visszavezethetd a napenergianak kémiai
energiava vald fotoszintetikus atalakitasara, ezért tilzas nélkiil allithato, hogy a fotoszintézis a
foldi élet motorja, és tanulmanyozasa napjainkban is a tudomanyos érdeklédés kdzéppontjaban
all (Govindjee és mtsai. 2005; Eaton-Rye és mtsai. 2012; Blankenship 2014; Niederman 2017).

A fotoszintetizald baktériumokban a fotoszintetikus energiaatalakitas folyamatai
Iényegesen egyszeriibbek, mint zold novényekben. Amig a z6ld novényekben két fotokémiai
reakci6 milkodik, addig a baktériumokban csak egy. A z0ld ndvények linearis
elektrontranszport-lancaval szemben a Dbaktériumoké ciklikus, melynek soran a
reakciocentrumban fénygerjesztéssel keletkezett toltéspar szabadenergidja a fotoszintetikus
membranon keresztlil (a membran citoplazmikus oldalardl a periplazmikus oldal felé mutato)
proton gradienssé alakul at. A vektorialis protonelmozdulast a reakcidocentrum protonfelvétele
és a citokrom bci komplex protonmozgato kinon ciklusa valdsitja meg.

A szerkezet-alapu fotoszintézis-kutatasban jelents szerepe van a nemkén tipust
biborbaktériumoknak, mert reakcidcentruménak atomi szintli térbeli meghatarozasaval
(Deisenhofer ¢és mtsai. 1984) lehetévé valt egy fotoszintetikus energia atalakitdo rendszer
felépitésének és mitkddésének megismerése €s késObb modellként vald alkalmazésa. Bar az
energia atalakitdsanak részletei fajonként valtozhatnak, vannak szerkezeti €s funkcionalis
hasonlosagok. A bakterialis reakciocentrumnak igen magas (~ 100 %) a fotokémiai
kvantumhatasfoka, hiszen majdnem minden egyes elnyelt foton toltéspart hoz 1étre (Wraight és
Clayton 1974). A legnagyobb szabadenergia-veszteség a primér kinon (Qa) redukalasahoz
kapcsolddik, ami azt is jelenti, hogy fiziologias korilmények kozott ez a 1€pés teszi
visszafordithatatlannd a toltésszétvalasztast. Eppen ezért alapveté fontossagi az ilyen
allapotban levé toltéspar energetikai viszonyainak feltérképezése, és annak megallapitasa, hogy
a fehérje mely aminosavaival és milyen kélcsonhatasban hatarozzak meg a toltéspar energiajat.

A fotoszintetizald baktériumok kiemelkedden nagy hatékonysaggal és gyorsasaggal
mikddtetik, és védik az energia atalakitdo rendszeriiket. Ennek igen fontos része a fény
intenzitdsanak novelésével aranyos modon keletkezd bakterioklorofill (Bkl) triplett allapotok
megfeleld kezelése, amely elengedhetetlen a fotoszintetikus organizmusok taléléséhez. A Bkl
triplett allapot energidja ugyanis (energetikai €s térbeli okokbol) konnyedén atadodik a triplett

allapotti molekularis oxigénnek (0.), és ezzel szingulett gerjesztett allapotl oxigént (103, erds



oxidaloszert) allit el6. Ennek megakadalyozasara szamos mechanizmus mitkodhet, amelyekben

kiemelt szerepet jatszanak a karotinoid festékek.

A nagy fényintenzitas mellett a fotoszintetizal6 baktériumoknak szamos egyéb kihivassal
(stressz hatassal) is (pl.: nehézfém ionok jelenlétével) kell szembesiilniiik. A disszertaciomban
arra az alapvetd kérdésre keresem a valaszt, hogy mely tényezok teszik az intakt fotoszintetizalo
baktériumot, illetve annak reakciécentrumat kelléen robusztussa €és mégis rugalmassa ahhoz,
hogy hatékonyan tudjon kiilonb6zd koriilmények kozott is miikddni.

Az eredményeimhez elsdsorban a fotoszintetizald baktériumbol (ill. reakcidcentrumbol)
fénygerjesztés hatasara kivaltott Bkl fluoreszcencia sokirdanya mérésével jutottam. Ez magédban
foglalta a prompt és a késleltetett fluoreszcencia hatasfokanak kinetikai mérését, valamint a
prompt fluoreszcencia relaxacidjanak, anizotropidjanak és spektrumdnak vizsgalatat.
Megmutattuk, hogy mindezek a Bkl fluoreszcencia megfigyelésére alapozott moddszerek
egylittesen képesek a baktérium ill. egyes fehérje-komplexek (reakciocentrum, fénybegyiijtd
rendszerek) allapotaban bekdvetkezd fiziologiai valtozdsok nyomon kovetésére.
Célkitiizések

A fotoszintetizald biborbaktériumok kitiind modellként szolgalnak a fényindukalt szerkezeti
valtozasok, az elektron- és protontranszfer, az elektrosztatikai folyamatok valamint az olyan
kéarositd hatasok elleni védelem tanulméanyozédsidra, mint a magas fényintenzitds és a
nehézfémion-szennyezés. Emiatt a vizsgalataimat intakt fotoszintetikus biborbaktériumokkal
és 1zolalt reakciocentrum fehérjével végeztem.

1. A bakteridlis RC-ban néhany kulcsfontossagii aminosav modositasaval kozelebbrol
feltarhatjuk a fehérjematrixnak az elektrontranszferben jatszott szerepét. Ezért munkdm
soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

1.1. Milyen energetikai valtozasokat idéznek el6 a RC donor oldalan a dimernek a Pa és a
Pe 2-acetil- és 9-ketocsoportjaihoz kozeli pontmutacioi, amelyek a hidrogénhid-
kotések modosulasaval jarnak?

1.2. Hogyan befolyasoljak az akceptor oldalon a Qa termodinamikai tulajdonsagait a
kozelben ¢€s a vas ligandumban létrehozott aminosav mutaciok?

1.3. Hogyan médosul a tripla mutansban (LH“'3! — LHM0 _ FHMISTy 5 BKI prompt
fluoreszcencidjanak hatasfoka, anizotropidja €s indukcidja? Az erre adott valaszbol a
RC fehérjén beliili, a Bkl dimer és Bkl monomer kozotti energiatranszfer jobb
megértését varjuk.

A fenti kérdések megvalaszoldsara a bakterioklorofill szelektiv gerjesztésével (kvazi)
steady-state (fluoreszcencia anizotropia) és kinetikai (fluoreszcencia indukcio, késleltetett
fluoreszcencia) spektroszkopiai méréseket végeztem. Ezek a moddszerek bizonyitottan
megfeleld és érzékeny eljarasok a bakteridlis fotoszintézis kinetikai és termodinamikai

jellemzdinek tanulméanyozasahoz.



2. A nehézfém-ionok ¢és koziiliik is a két vegyértékii higany-ion kiillonosen kartékonyak az
¢lovilagra, €s ezen beliil a fotoszintetizald baktériumokra. Az utobbiak egyszeriiségiiknél
¢s molekularis részletességgel feltart miikodésiiknél fogva (mint modellek) elsédlegesen
alkalmasak a roncsold hatasok tanulményozasara. Altalanos célként tiiztem ki a bakterialis
RC fehérjéhez kotott Hg?* ion altal kivaltott hatasmechanizmusok felderitését, ezért arra az
altalanos kérdésre keresem a valaszt, hogy milyen szerkezeti és funkcionalis valtozasokat
idéz eld, és ha azonosithato ezen vizsgalatok alapjan, melyek a specifikus timadasi helyek?
2.1. Maga utin von-e energetikai véltozasokat, ha a RC donor oldaldhoz Hg?* ion kotddik?

Befolyasolja-¢ ¢z a masodlagos elektron donornak, a redukalt citokromnak a RC-hoz
val6 kotddését és az elektronnak az oxidalt donorhoz valo atadasat?

2.2. Milyen hatéasokat valt ki a Hg?* ionnak a RC akceptor oldalahoz val6 kotédése? Hogyan
moédosul a kinon-akceptor rendszer energetikdja, a kinonok kozti elektrontranszfer
kinetikdja és a proton-felvétel? Ezek mindegyike alapvetd fontossigi a RC
alapmiikbdéséhez.

3. A nehézfémion-szennyezés mellett az erds fényintenzitds is a gyakori kdrnyezeti
(stressz)hatasok kozé tartozik. A mechanizmusuk megértése és az elleniik valdé védelem
tanulmanyozasa ¢és kidolgozéasa napjainkban kdzponti jelentdséglivé valt.

3.1 Ennek jegyében feladatul tliztem ki, hogy a Bkl fluoreszcencia mérésére alapozva
érzékeny modszert dolgozzak ki a gerjesztett triplett allapoti Kar-ok és/vagy Bkl-0k
mérésére. Elsdsorban a fény-indukalt karotinoid triplettek (*Kar) keletkezésére és
¢lettartamdnak mérésére  koncentraltam, hogy ezzel feltérképezhessem a
kornyezetiikkel kialakitott dinamikus kélcsonhatasukat.

3.2 Célnak tekintettem, hogy a fotoszintetizal6 baktériumok minél szélesebb korét
vizsgalhassam, ¢és allapithassak meg minél altalanosabb Osszefiiggéseket. Ennek
érdekében a kisérleteinkbe az alabbi baktériumokat vontuk be: Rubrivivax (Rvx.)
gelatinosus (anaerob és semianaerob), Rhodospirillum (Rps.) rubrum, Thiocapsa (Thio.)
roseopersicina, Rhodobacter (Rba) sphaeroides 2.4.1 valamint karotinoid és citokrom
modositott mutansokat: Rba. sphaeroides Ga, R-26 és cycA.

3.3 Mivel intakt sejtekben a ®Kar fényvédd funkcidja nem csak a RC-ra korlatozodik, ezért
logikusan adodik a kérdés, hogy a 3Kar fotoprotektiv miikddése leirhato-e egy olyan
modellel, amelyben a karotinoidok nem csupan a RC-ban (vagy annak kozvetlen
kozelében vannak), hanem kiterjednek a Bkl pigmentek altal meghatarozott pigment-
rendszerre (antenna-rendszerre)?

3.4 Az intenziv fénygerjesztés hatasara keletkezé °3Kar koveti-e a fotokémidt
(toltésszétvalasztast) vagy azzal parhuzamos ¢€s attol fliggetlen folyamat eredménye?

3.5 Meghatarozhato-e a bakteridlis torzsben kiilonb6z6é szamu konjugalt kettds kotéssel
eléforduld karotinoidok ismeretében a megfigyelt *Kar élettartam?

3.6 Megfigyeltiik, hogy a fénygerjesztés alatt mért *Kar élettartama 1ényegesen rovidebb,
mint a s6tétben mért *Kar élettartama. Mi lehet ennek az oka?
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Anyagok és modszerek
Baktériumtorzsek tenyésztése

A munkam soran Rba. sphaeroides bibor nemkén fotoszintetikus baktériumokat Sistrom-féle
tapoldatban (Sistrom 1960) neveltiink. A fotoszintetikus novekedésre képes torzsek (Rba.
sphaeroides, Rsp. rubrum, Rvx. gelatinosus, Thio. roseospicina) tenyészeteit teljesen feltoltott
iivegedényekben tartottuk oxigén nélkiili kornyezetben, 40 W-os wolframszalas izzok fénye
mellett. A megvilagitas erdsségét 13 W/m? —re 4llitottuk. Az Rba. sphaeroides R26 karotinoid
mentes mutdns esetében az atoltast kovetden a megvilagitas elott a sejteket 5-8 dran keresztiil
sotétben tartottuk (Mardti és Wraight 1988b). A Rvx. gelatinosus torzset André Verméglio
(CEA Laboratoire de Bioenergétique Cellulaire, Saint-Paul-lezDurance, France), a Thio.
roseospicina torzset pedig Bagyinka Csaba (MTA-SZBK, Biofizikai Intézet) laboratériumabol
kaptuk (Bagyinka és mtsai. 1981). A fotoszintetikus novekedésre képtelen, citokrom c2 mentes
Rba. sphaeroides cycA torzset (Timothy J. Donohue -t6l, University of Wisconsin, Madison,
Wisconsin USA) razdasztalon (1 Hz), s6tétben, Erlenmeyer lombikokban neveltiik ugyanabban
a tapoldatban kanamycin és spectinomycin antibiotikumokkal kiegészitve, szemianaerob

kdrnyezetben.
Fluoreszcencia indukcio

Biborbaktériumok bakterioklorofill fluoreszcencidjanak (fluoreszcencia indukciojanak)
méréséhez 804 nm + 0,5 nm hulldmhossza 1ézer diddat hasznaltam (Roithner Laser Technik
LD808-2-TO3, 2 W), hiszen ez a hullimhossz nagyon kdzel van a LH2 antenna 800 nm-es
abszorpcidos maximumahoz (B800), illetve a RC monomer bakterioklorofill abszorpcids
maximumahoz, igy optimdlis a gerjesztés. A mérésekhez hasznalt gerjesztd 1ézerfény
profiljanak fel/lefutasi ideje ~100 ns volt, maximaélis intenzitasa: 2,1 einstein/m?/s, mely
intenzitast kalibralt szlir6kkel csokkentettem. A Bkl fluoreszcencia hatasfokanak és
kinetikajanak meghatdrozasdhoz IR-806 (Sigma) fluoreszkalo festéket alkalmaztam
referenciaként. A detektalast a gerjesztés iranyara merdlegesen elhelyezett lavina fotodiddaval
(APD; model 394-70-72-581; Advanced Photonix, Inc., USA), ill. vords-érzékeny fotoelektron
sokszorozoval (PMT) (Hamamatsu R3310-03) végeztem. Az APD detektort 850 nm felett
ateresztd szirével (Schott RG-850) a PMT-t monokromatorral (Jobin-Yvon H-20) védtem a
szor6do 1ézerfénytdl. A méréseket intakt baktériumok esetében 3 mm x 3 mm-es kvarc
kiivettdban, RC esetén 1 cm x 1 cm-es kvarc kiivettdban végeztem, amit hémérséklet-
szabalyozott mintatartoba helyeztem.

Feényindukalt abszorpciovaltozasok

A fényindukalt abszorpciovaltozast egy hazilag épitett spektrofotométerrel (Maréti és Wraight
1988a) illetve annak kissé modositott valtozataval mértem. Az optikai gerjesztés Xe
villanolampéval (EG&G FX200, félélettartama 8,5 us) vagy szabalyozott dramgeneratorrol
mukodtetett 1ézerdiodaval (Roithner LaserTechnik LD808-2-TO3, 808 nm, 2 W) tortént. A



villanolampa fényét 1 cm atmér6jii fényvezeté plexirad segitségével vezettem a mintat
tartalmazo 1 cm x 1 cm-es kvarc kiivetta oldaldhoz (RC esetében), hogy a telitési gerjesztést
biztositsam. A lézerdidda fényét kollimator lencsével parhuzamositottam, hogy a mintat
tartalmazd 3 mm x 3 mm-es kvarc kiivettdban 1évé mintat homogén modon gerjesszem (egész
sejtek esetében). A membran energetizalt allapotara utald fényindukalt elektrokrém jelet 510-
600 nm es hulldmhossztartomanyban vettem fel. A detektalashoz Hamamtsu R928 tipusu
fotoelektron-sokszorozot hasznaltam. A nem gerjesztd intenzitasi mér6fényt egy stabilizalt
aramforrasrol taplalt halogén izz6 szolgaltatta (12 V, 100 W). Az izz6lampa fényét kondenzor
lencsével egy monokromator (Jobin-Yvon H20 VIS ill. VIS-IR) belépd résére fokuszaltam, mig
a kilépd rést a mintatartoban elhelyezett kiivettan keresztiil egy mésik monokroméator (Jobin-
Yvon H20 VIS ill. VIS-IR) belépd résére képeztem, majd a kilépd rést a fotoelektron-
sokszorozo fotokatodjara képeztem le. Izolalt RC esetében a toltésrekombinaciot a 430 nm-nél
vagy 865 nm-nél, az elsO elektrontranszfert 402 nm-nél és a masodik elektrontranszfer
kinetikdjat 450 nm-es hullamhosszon fényindukalt abszorpciovaltozassal kdvettem nyomon,

egy hazilag épitett spektrofotométerrel (Mar6ti és Wraight 1988a).
Spektrofotometria

A mintak abszorpcids spektrumat Helios vy tipusu spektrofotométerrel vettem fel. A méréseket
1 cm optikai thosszu kiivettakkal végeztem. A spektrumok felvételekor referenciaként minden
esetben a vizsgalt anyagot (fehérjét, fluorofort) nem tartalmazd puffert hasznaltam. Intakt
baktériumok esetén a sejtek altal keltett fényszorasra korrigaltam a tdvoli vords tartomanyban
(ahol méar nincs a pigmenteknek szamottevd elnyelése) észlelt (latszolagos) abszorpcio-
csokkenés menetének felhasznalasaval.

Késleltetett fluoreszcencia

Izolalt RC esetében, amennyiben gatldszer segitségével blokkoljuk a masodlagos kinon
kotohelyet, a RC altal kibocsatott késleltetett és prompt fluoreszcencia integralt intenzitas
viszonyai alapjan meg tudjuk hatdrozni a P* és a P*Q, allapotok kozotti abszolut
szabadenergia-kiilonbséget (Turzé és mtsai. 2000; Filus és mtsai. 2004; Maro6ti és Wraight
2008; Asztalos és Mar6ti 2009). Erre az ad lehetOséget, hogy a toltésszeparalt PTQj és a P*
gerjesztett allapotok kozott mindig termikus egyensuly all be, ezért a szintek populacioit
Boltzmann eloszlassal lehet leirni. Ezt tartalmazza az Arata és munkatarsai. altal megadott

Osszefiiggés (Arata és Parson 1981):

(o TP Ot ko ny
IFpp(t)dt Ko Mo

AG.. =k,T

P Qa

1)

ahol AGp- , - két allapot kozotti szabadenergia-kiilonbség, [FoL (t) dt és [Fer (t) dt a késleltetett
¢és prompt fluoreszcencia integralt intenzitisa, ugyanabban a mintiban mérve, ks — Boltzmann
allando, T - homérséklet, 7pn — fotokémiai csapdazodas hatasfoka (= 1, (Wraight és Clayton
1974)), nn — a gerjesztett dimer prompt fluoreszcenciajanak hatasfoka RC-ban (4,0-107°%,
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(Woodbury és mtsai. 1985)), kn a bakterioklorofill sugarzasi sebességi 4llanddja (810" s7%, a
Strickler-Berg 6sszefliggés alapjan, (Arata és Parson 1981; McPherson és mtsai. 1990)), kg —
késleltetett fluoreszcencia sebességi allanddja, késleltetett és prompt fluoreszcencidhoz tartozo
A amplitido és 7 élettartam (indexben D és P), tsis a prompt fluoreszcencia mérése soran

alkalmazott mikroszkop targylemezek és sziirke-szir0 transzmisszidja.
Cirkularis dikroizmus

A cirkuléris dikroizmus (CD) spektrumokat 500 nm-t6l 900 nm-ig terjedd spektralis
tartomanyon mértem JASCO 815 spektropolariméterrel. A RC-ot tartalmazd mintakat TL-
pufferben (10 mM Tris, 0,03% LDAO, pH 8) oldottam fel. A RC koncentracidja minden
esetben 3 uM volt (RC abszorpciospektruma 802 nm-nél ~1 OD). A méréseket

szobahdmérsékleten 1 cm-es optikai Gthosszu kvarc kiivettaban végeztem.
Elektrokémiai redox-titrdlas.

A spektroelektrokémiai cella (SEC) egy haromelektrodos polimetil metakrilat anyagbol
hézilag késziilt elektrokémiai cella (Méntele 1993). A SEC feladata kettds: egyrészt biztositja,
hogy a minta redoxpotencialja a potenciosztaton (PGSTATI10 - Metrohm-Autolab) beallitott
értéket vegye fel, masrészt, hogy a benne 1évé oldat abszorpcids spektrumanak valtozasait
nyomon lehessen kovetni. A munkaelektroda egy hozzéavetdlegesen 55 %-o0s transzmisszidju
aranyfolia, mely a cella akril falara simul ra ugy, hogy elektromos kontaktusban van egy korben
meghajlitott platina szallal. Az optikai uthossz, vagyis a mintatér rétegvastagsaga kortilbeliil 50
um, térfogata 200 uL. A SEC-ban hasznalt referencia elektréda egy Ag/AgCl elektroda,
potencialja 208 mV a standard hidrogén elektrodhoz képest. A RC-ot tartalmazé oldat redox
aktiv molekulat (redox mediatort: KaFe(CN)e kalium ferricianidot) tartalmazott 150 puM
koncentracidban, valamint felilletmodositoként bipyridint  (4,4’-Bipyridine) 1 mM

koncentracioban. Az ellenelektrodot ugyanabba az oldatba meritettiik, mint amibe a RC keriilt.



Tézispontok

1. Rhodobacter sphaeroides reakciécentrumaban donor- és akceptor-oldali célzott
aminosav mutaciokkal a P* é P*Qj, allapotok Kkozotti szabadenergia-kiilonbség
szisztematikus megvaltozasat lehet eléidézni [1].

Az abszorbedlt fényenergia fotokémiai hasznositasat a RC-ban a P*Q} primer stabil toltéspar
Szabadenergia-éllapota szabélyozza. A toltésszétvalasztas szabadenergia szintje jelentOsen
oldalan. Ennek bizonyitdsara a RC fehérje kiilonb6z6é helyein, célzottan alakitottunk ki
aminosav mutdciokat. A dimer késleltetett fluoreszcencidjanak kinetikajat kiilonb6zé mutans

reakciocentrumokon vizsgaltam.

g 107 SRR —— 1. abra. A donor oldali szimpla (LH"**), dupla
o 10 :;;\ LH Lt ; (LHU3L — L HM180) & ripla (LHM3L - LHMIS0
% 10’ -l‘ m 5;11 tipus 1 FHM197) hisztidin mutans késleltetett
g 10! ﬂ E fluoreszcencidjanak  kinetikdja  logaritmikus
g 10° mm w .m ‘]l p M ||| 3 abrazolasban. A mutaciok szamanak
é 107 i “M\ ol \ ﬁ 3 novekedésével a DL novekedése figyelhetd meg a
g 102 N ““*' i .(nf i 3 vad tipust RC-hoz képest. Feltételek: 2 uM RC;
£ | ] 100 mM NaCl; 10 mM Tris; 0,03% LDAO, 120
%), 1 \ Mm w ' ; UM terbutrin, pH 8. A fluoreszcencia megfigyelési
?d) 1 0 0,3 0,4 hullamhossza 915 + 10 nm.
1d0 (s)

Megfigyeltem, hogy valamennyi kivalasztott mutans esetében (LHM3; HLM202, | {131 .
L HM160; | HLIST _ ) M202; | |LIST | |4M160 _ FyMIoT. | TM265, p|M234. | M234. F AM234. ERM234)
nétt a P* és P*Qj, allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbség a vad tipust RC-hoz képest. Az
energia novekedés a donor oldali mutaciok esetében — a hidrogén kotések novekedéseével —
1épcsdzetes: a tripla mutans kortlbeliil kétszer akkora ndvekedést mutat a vad tipushoz képest,
mint a dupla muténs.

A kinon-oldali mutaciok (11eM?®° ¢s a GluM?* helyen) latszélag modositjak a fényindukalt
protonfelvételt, mely protonfelvétel a Qg kozelében 1€vo savas klaszterbdl torténik, melyben a
protonalhato csoportok kozotti kapcsolat antikooperativ. A P* és P*Qj, allapotok kozotti

TM265

szabadenergia-kiilonbség pH-fiiggd valtozasat vizsgalva megfigyeltem, hogy az | mutans

RC nagyfoku analogiat mutat a vad tipussal. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a Qa

kornyezetében 1év6 hidrogénhid halézat és a savas klaszter nem valtozik az ITM?265

mutacidval.
Azonban az EXM%* (ahol X = H, L, A és R) mutansok jelentds hatast gyakorolnak a vas
ligandumra és a hidrogénhid-kotések halozatdra, tovabba nem mutatnak stabilizalodast

(helyette enyhe destabilizaciot) a pH csokkentésével.



2. A Rba. sphaeroides reakciécentrumaban az LH-3! - L HM160 . FHMIS7 hirmas mutacié
a monomer bakterioklorofill fluoreszcencia hatasfokat nagymértékben csokkenti, és a
dimerét kétszeresére noveli, ugyanakkor dimer prompt fluoreszcencia tulajdonsagait

nagysagat —nem modositja [2].

A Rba. sphaeroides bibor fotoszintetikus baktérium reakciécentrumaban a helyspecifikus
mutacio modositja a dimer energetikdjat és destabilizalja a P*Q, primer toltéspart, mindezek
kovetkeztében megvaltozik a kolcsonhatas (csatoltsag) a monomer (B) és a dimer (P) Bkl
kozott.

L0 ‘ ' ‘ ' 1 2. abra. Rba. sphaeroides vad tipusu és tripla

¢" ®  Rba. sphaeroides RC, vad tipus

i 40 mM ferriCN , -
-~ i rY e e e | mutans (LHY3! - LHM160 - FHMI97) RC fluoreszcencia
o 0,8 %'.l
= i indukcid spektralis valtozasai 808 nm-es hullamhosszu
S o06f poou 1 . . . , A
% ’f’ '.f,:\ Iézerdidda gerjesztéssel. A vad tipusu (fekete pontok)
§ 0.4} _,1"' .\!‘l;:"’“u'ﬂ . és a mutans (zold pontok) RC fluoreszcencia

» . , 7
g o __,‘1f ., "'\‘ spektruma, ahol a dimer redukalt allapotban van,
= / ’*-.__ Y valamint a RC fluoreszcencia spektruma a dimer
g - L, a1, , .
0.0, ‘ ‘ . ‘ MARh kémiailag oxidalt allapotéban (piros pontok).
825 850 875 900 925 950 975

Hullamhossz (nm)

A 800 nm-es abszorpcid sav szelektiv gerjesztésével két jol kivehetd fluoreszcencia sav
jelenik meg 850 nm-nél és 910 nm-nél, amelyek a *P* és 1B* allapotokrol alapéllapotra torténd
atmeneteinek tulajdonithatéak. Ezeken a hullamhosszakon megfigyelt fluoreszcencia indukcio
kinetikdja figyelemreméltod valtozasokat mutat. A 910 nm-nél és 850 nm-nél megfigyelhetd
fluoreszcencia kinetikak ellentétes alakja, de megegyezd esési és emelkedési ideje egyértelmii
bizonyitéka a 1B*-rdl a dimérre torténd elektrongerjesztési energia atadasanak.

A 865 nm-es sav direkt gerjesztésével elért dimer fluoreszcencia anizotrdpiaja mind a vad
tipusu, mind a mutans RC-ban magas (~ 0,4) és nem mutat hullimhosszfiiggést. A B és P_
gerjesztése 808 nm-es lézerdiddaval a megfigyelt hulldimhossztartomanyon a fluoreszcencia
hulldmhosszfiiggd depolarizacidjat eredményezi 0,35-rdl 0,24-re a vad tipus esetében és 0,3-
6l 0,24-re a tripla mutans esetében. A Bkl fluoreszcencidjanak anizotropidja keveredik a dimer
direkt és nem direkt gerjesztésével kapottal. A 'B*-r6l a 'P_-re torténé gerjesztési
energiatranszfer depolarizalja a nem kozvetleniil gerjesztett dimer fluoreszcenciat.

A dimer kornyezetében kialakitott mutacio (LH3! - LHM160 - FHMI97y hem valtoztatja meg
a RC kozeli infravords abszorpcids spektrumat, de jelentdsen modositja a fluoreszcencia
spektrumat ¢és indukciods kinetikajat. Mig a 850 nm-nél levé Bkl fluoreszcencia hatasfoka
dramaian csokken, addig a 910 nm-nél megfigyelhetd dimer fluoreszcencia hatasfoka
kétszeresére no.



3. Rhodobacter sphaeroides izolalt reakciocentrumahoz kotédé Hg?* ion megvaltoztatja a
dimer Kkoriili hidrogén Kkotések halozatat, de ennek nincs hatasa a citokrém
dokkolasara, valamint gatolja az elektrontranszfert és a protonfelvételt a RC akceptor
oldalan [3].

Megfigyeltem, hogy a RC abszorpcié spektruménak dimer savja (865 nm) a Hg?* kezelés
hatasara (~100 [Hg*]/[RC]) 30 nm-rel eltolodik a kék tartoméany felé (835 nm-re), az
abszorpcido maximumanak csokkenése nélkiil. Mig a monomer Bkl (802 nm) és a Bfeo (760
nm-en) abszorpcid savjainak pozicioi €s amplitadoi valtozatlanok maradnak, a dimer sav

eltolodasa jol felismerhetd izoszbesztikus pontot mutat.

0.3
. 3. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 RC dimer steady-state
8 024 | abszorpci6  savjanak  kékeltoloddsa a  Hg?*
o 100 M He™ 0 uM Hg” koncentracié novelésének hatasara. Feltételek: 1 pM
Q : - .
2 o1l RC TL-pufferben, HgClI, 0-100 uM-ig titralva.
5 0
N
3
< 0,0

700 ' 750 ' 860 ' 8%0 ‘ 960 ' 950
Hulldmhossz (nm)

A RC 100 [Hg?*)/[RC]-mal valo kezelése utan a RC P/P* kdzépponti redoxpotencialja Em
~545 mV-ra tolodott el. Azaz a vad tipusit RC P/P* kozépponti redoxpotencialjahoz képest (Em
~500 mV) a dimerhez kozel kotott Hg?* ion elektrosztatikus hatasa kovetkeztében Em 47 + 12
mV-tal emelkedett, mely a varakozasoknak megfelel, hiszen a P/P* és a P*/P* energiaszintje
kozotti kiilonbségnek koriilbeliil 49 meV-tal kell nénie a megfigyelt 30 nm-es kékeltolodas
miatt. Ez a donor oldali (elektrosztatikai) hatis nem modositja a redukalt cit ¢c®* kotési
tulajdonsagait, hiszen a kiilonbdzé Hg?* és cit ¢®*/RC koncentraciok mellett megfigyelt
kinetikak nagyon hasonl¢ viselkedést mutattak a Hg?* ion jelenlétében és hianyaban.

Kisérleti eredmények alapjan megallapitottam, hogy a Hg?" ionnak a citoplazmikus oldalon
a protonkapuhoz a legnagyobb affinitisa (K ~ 0,2 (uM)™?), melynek eredményeképp gatolja a
protonfelvételt. Megfigyeltem, hogy a masodlagos kinonhoz kozeli kot6helyhez kisebb
affinitasal (K ~ 0,05 (uM)™) kotddik a Hg?" ion, és a kinonok kozti elektrontranszfert gatolja
feltehetéen a Qg konformacios allapotanak megvaltoztatasaval.

A Hg?" ion 4ltal okozott, a primer akceptor kinon energetikdjaban bekovetkezd valtozasokat
a dimer 4altal emittalt késleltetett fluoreszcencia mérésekkel is nyomon kovettem és
megallapitottam, hogy a P*/P* szabadenergia szintje sokkal enyhébb valtozast mutatott a
dimer P/P* kozépponti redoxpotencidljahoz képest. Tovabba a Q,/Q, energiaszintje sem
mutatott nagyfoku érzékenységet a Hg?*-ra. A fiiggetlen energetikai mérések egyértelmiien
mutatjak, hogy a Hg?* ion sokkal nagyobb energetikai véltozasokat idéz el a RC donor oldalan,

mint az akceptor oldalan.



4. Intakt fotoszintetizalé baktériumsejtekben a fénnyel kivaltott fotokémiai és karotinoid

triplett kioltok nem egymast kovetéen (nem soros modon), hanem egyidejiileg

(parhuzamosan) keletkeznek [4,5].

Kisérleteimben a fény-indukalt karotinoid triplettek (°Kar) keletkezését és élettartamat a

bakterioklorofill (Bkl) fluoreszcencia megfigyelésével vizsgaltam.
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5. abra. Fotokémiai és karotinoid triplett
képzédési  folyamatok  versengése. A
normalizalt Bkl fluoreszcencia (indukcio) és a
karotinoid triplett (3Kar) képzddésének (triplett
kioltas) egyidejli keletkezése Rba. sphaeroides
2.4.1 egész sejtben. Mindkét kinetika telitésbe
megy, valamint egymashoz képest idébeli

eltolodas figyelheté meg.

Vizsgalataim soran megfigyeltem a Bkl fluoreszcencia intenzitas 3Kar altali kioltisat a

fotokémiai emelkedés alatt €s nem csak azt kovetden, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a

reakciocentrumban (RC) a toltésszétvalasztas és a karotinoid triplett keletkezése nem egymast

kovetd, hanem parhuzamos folyamat. Bkl fluoreszcencia mérésére alapozva érzékeny modszert

dolgoztam ki a gerjesztett triplett allapota Kar-ok és/vagy Bkl-ok mérésére. Els6sorban a fény-

indukalt karotinoid triplettek (3Kar) keletkezésére és élettartamanak mérésére koncentraltam,

hogy ezzel feltérképezhessem a kornyezetiikkel kialakitott dinamikus kdlcsonhatisukat. Mivel

a sejtekben a *Kar fényvédd funkciodja nem csak a RC-ra korlatozodik, ezért a *Kar fényvédé
funkciojanak leirasara egy olyan modellt dolgoztunk ki, melyben a karotinoidok a BKI
pigmentek altal meghatarozott pigment-rendszerben (antenna-rendszerben) oszlanak el.
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5. Kiilonb6zé fotoszintetikus biborbaktériumokban meghatiaroztam a Kkiilonbozo
lanchosszisaga konjugalt kettés kotésii karotinoidok gerjesztett triplett allapotanak
lecsengési sebességét, és megfeleldo reprezentacioban linearis osszefiiggést talaltam
kozottiik [5].

A Bkl fluoreszcencia mérésére alapozott modszerrel kiilonbdzd fotoszintetikus baktériumokban
meghataroztam a fényindukalt karotinoid triplettek (*Kar) élettartamat, kdztiik Rvx. gelatinosus
(anaerob és semianacrob), Rsp. rubrum, Thio. roseopersicina, Rba. sphaeroides 2.4.1 valamint
karotinoid és citokrom modositott mutansokkal: Rba. sphaeroides Ga, R-26 és cycA.

A N=15 14 13 12 11 10 9 B

Thio. roseopersicina

s R R AR BRI
(ETUN otvtatolotetotatotonstototetototetotetatoteds!

otetatetatotetetatetaretatetetatetels
Rsp. rubrum Bporate e e tesa e tatetettetesotaterotatoletell

-

+ Rba. sphaeroides cycA
. 5
semiserabs

-K'_ 154 T [ ] 1 Rux. gelatinosus
= o

Ruvx. gelatinosus™=™"

- o

B X XXX
~. Rba. sphaeroides 2.4.1 et eata e st
20 8- e fateteete otetetotetetete! tatet
- R 5 058 o T SRR =]
Rba. sphaeroides Ga o2 4

014 016 018 020 022 024 o 1 2 3 4 5 & 7
(2N+1) I N? 1/k; (us)

6. abra. Kiilonb6z6 szamu (N) konjugalt kettds kotést tartalmazo karotinoidok triplett relaxacios sebességi
alland6i (kt) intakt fotoszintetikus baktériumban. (A) kiilonb6z6 lanchosszasagli karotinoid triplett sebességi
allandok természetes alapt logaritmusa (<) (a B panelen felsorolt kiilonbozd torzsek *Kar relaxacios idejébdl és
Kar dsszetételébdl alkotott linedris egyenletrendszerbdl szarmaztatva), valamint a ®Kar sebességi allandoinak
logaritmusa a kiilonboz6 torzsekben talalhaté kiilonbozé lanchosszisagi Kar-ok sulyozott atlaganak
fiiggvényében (H). (B) A mért és szamitott 3Kar relaxacios sebességi allanddinak sszehasonlitdsa kiilonbozd

torzsekben.

Mivel a baktériumok kiilonféle karotinoidokat, és valtozo 6sszetételben tartalmaznak, ezért
a megfigyelt karotinoid triplett relaxacié sebességi allandoja a kiilonb6z6 torzsekben a
megfeleld karotinoid frakcidval stilyozott sebességi allandok 6sszege. Ezek alapjan, figyelembe
véve a kiilonboz6 torzsek karotinoid tartalmat és a megfigyelt relaxéacios sebességekre lineéris
egyenletrendszert felirva, kiszdmitottam a kiilonb6zd lanchosszusagu karotinoidok triplett

¢letidejét.
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