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1. Tudomanyos eldzmények, célkitiizések

A fotoszintézis a foldi élet kulcsfontossigi folyamata, amelynek sorin a
Nap fényenergidja, a szerves anyagok felépitéséhez nagy bdségben, hosszabb ideje
rendelkezésre illé egyediili szabadenergia-forma, az €16 szervezetek életmikodéséhez
sziikséges energidva alakul 4t. A fotoszintetizilé szervezetek (fotoszintetizdlé baktéri-
umok, algdk, z6ld novények) nemcsak onmagukat litjdk el energidval, hanem a
tipldléklanc egészét: az Oket fogyaszté szervezeteket, az utébbiakkal tdplalkozé
él6lényeket, és igy tovdbb. JelentGségiik energiainséges korunkban az emberiség
szempontjibél is felbecsiilhetetlen, mivel tiszta, folyamatosan regenerilédé energia-
forrést jelentenek, és modellként szolgilnak a mesterséges napenergia-hasznositishoz.

Az iltalunk vizsgdlt fotoszintetizdlé biborbaktériumok (Rhodobacter (Rb.)
sphaeroides é€s Rb. capsulatus) reakci6eentruma (RC) a fotoszintézis kutatisban
kozponti szerepet jitszik, a fotoszintetiz4lé rendszerek modelljéiil szolgil, mert ez a
legegyszeribb olyan integrlis membranfehérje, amely a fotoszintézis alapfunkci6inak
elvégzésére képes, és szerkezete atomi feloldédssal ismert. A biborbaktériumok a
fotofizikai és fotokémiai alapfolyamatokat tekintve ugyantigy végzik fotoszintézisiiket,
mint azok a hirommillidrd évnél is régebben élt Gseik, amelyek elsként fejlesztették
ki a napenergia hasznositdsinak képességét. Az elnyelt foton energidjit elektrosztati-
kai illetve elektrokémiai energidv4 alakitjik, amely redoxpotencidlként, kiilonb6zd
ionok elektrokémiai gradienseként, vagy foszforiliciés potencidlként raktarozédik
(ezek mind a Gibbs-szabadenergia kiilénb6z6 megnyilvanulisi formdi). Az igy tirolt
energidt hasznilja fel a sejt alapvetS folyamatainak miikodtetéséhez.

A bakteridlis RC -ben végbemend folyamatok (Id. az dbrit) koziil az elmiilt
évtizedekben a fotoszintetikus energiahasznositds szempontjibél kulcsfontossdgi
elektrontranszportot és protonilodasi folyamatokat vizsgiltdk a legintenzivebben.
Kideriilt, hogy mig az RC-ben elnyelt majdnem minden foton t6ltéspart hoz létre,
vagyis a fotokémiai kvantumhatisfok kozel 1, addig a fényfelhasznilds energia-
hatdsfoka jéval kisebb, mindossze 30-40% -os, mert az energia 60-70% -a elvész az
elektronoknak a kofaktorok kozotti véndorlasa kdzben. A legnagyobb szabadenergia-
veszteség a primér kinon (Q,) redukildsdhoz kapcsolédik, ami ugyanakkor azt is
jelenti, hogy fiziol6gids kortilmények kozott ez a 1€épés teszi visszafordithatatlanna a
toltésszétvalasztist. A kutatdsok sorin igen hamar viligossd vilt, hogy a fény-
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hasznositds energiahatdsfoka és az elektronvindorlds kinetikdja nagymértékben fiigg a
keletkezett stabil toltésparok energetikai viszonyait6l, ezért az ut6bbiak felderitése

alapvetd fontossagii.
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A bakeeridlis reakciécentrumban fényfelvillands (2v, hullimos vonal) hatisira végbemenS
folyamatok logaritmikus idGsk4ldn, valamint a PQ alapéllapot és a tdltésszétvalasziott
4llapotok (P*I- és P*Q~) szabadenergia szintjei a gerjesztett dimér energiaszintjéhez képest.
Folyamatok: elektrontranszfer (vékony, folytonos vonalak) a bakteriofeofitinhez (I, k.
sebességi 4lland6), a primér (Q,) és a misodlagos kinonhoz (Qgp); fehérje relaxdcié
(drnyékolt terilet); toltésstabilizdcié a konformdciés heterogenitds kiovetkeztében
(egyméshoz kozeli vastag vonalak); fényindukslt protonfelvétel; toltésrekombindcié
(vékony vonalak, k, sebességi 4lland6), miésodlagos kinon-aktivitds hidnydban a
toltésrekombindci6é a P*Q,— 4llapoton keresztiil térténik (pontozott vonalak pH 10 és 11-nél).
Az RC fényemisszi6ja (2 PQ 4llapot felé mutaté hullimos vonal, sugérzisi 4lland6ja ko)
kétféle lehet: prompt- ill. késleltetett fluoreszcencia. A késleltetett fluoreszcencia a P*
dllapotnak a P*Q," 4llapotbdl valé termikus repopuléci6jabé! szdrmazik.

Az elektrontranszportlinc dllapotainak energetikai vizsgilatira az egyensi-
lyi redox titrdlds, a fotoakusztikus spektroszképia, a késleltetett fluoreszcencids
moédszer és -protoniciés folyamatok esetén- az integrilt protonkotés mérése
hasznilhaté. Koziilik sok szempontb6l kiemelkedik a késleltetett fluoreszcencids
mddszer, mivel a bakterioklorofill dimér késleltetett fluoreszcencidjinak lecsengésébsl
kozvetleniil meghatdrozhat6k az elektrontranszportldnc reakci6inak termodinamikai
jellemz6i, figyelembe veszi a kialakuld toltéspdr tagjai koz6tti, redox titrdldssal nem



detektdlhat6é elektrosztatikus kolcsonhatdst, tipikus kinetikus modszer, vagyis -
szemben az 9sszes tobbivel- lehetdséget kindl a szabadenergia szinteknek az elektron-
transzport folyamatok alatt varhaté gyors viltozdsainak detektilisira., valamint
gyorsan elvégezhetd, ezért sorozatmérésekre is alkalmas, ami mutinsok vizsgdlatinal,
ill. biotechnol6giai alkalmazisokban komoly elony). A késleltetett fluoreszcencia
emisszifja a fotoszintetikus elektrontranszport melléktermékeként minden fotoszinte-
tizdl6 novényben, minden koériilmények kozott fellép, igy méréséhez a vizsgdlt
rendszeren semmiféle kiilsG beavatkozist nem kell végezni, emellett igen kis
hatdsfokd, tn. szivdrgdsi folyamat, igy a belGle szirmazd veszteség a fotoszintézis
hatékonysagit csak elhanyagolhaté mértékben rontja.

Ezek a megfontoldsok késztettek arra, hogy a fotoszintézis elektrontranszport-
folyamatai energetikdjanak felderitéséhez bakteridlis reakcidcentrumok késleltetett
fluoreszcencidjdnak vizsgilatival prébaljak \j ismereteket szerezni. Célul tdztem ki,
hogy részletesen jellemzem a fotoszintézis energiahatisfokit leginkdbb cstkkentd
milliszekundumos folyamatokat tiikr6z6 késleltetett fluoreszcencia kinetikdjit, és
annak segitségével az egyes dllapotok szabadenergidit. Fontosnak tartottam nyomon-
kévetni a reakci6centrum egyes allapotaihoz tartoz6 masik két termodinamikai allapot-
fiiggvény, az entalpia és az entr6pia valtozisait, mert ezek felvildgositdst adhatnak e
két allapotfiiggvénynek a toltésstabiliziciéban jétszott szerepérdl és az RC fehérje
szerkezeti atrendezGdésének mértékérdl a toltésstabilizdcid sordn. A késleltetett
fluoreszcencia pH-fliggésének tanulményozasa segithet a protonmegkotésnek az egyes
toltésparok stabilizici6jdban jatszott szerepe és az RC fehérje részei kozti
kolcsonhatdsok tisztdzdsdban, az igy kapott adatok pedig GsszevethetGk az egyéb
mérések (pl. protonkotés) és a modellszdmitisok eredményeivel. Az RC nativ primér
kinonjdnak maés kinonra val6 kicserélésével vizsgiltam, hogyan befolyisolja a Q,
szabadenergidja az elsG stabil toltéspar stabilizici6jit. Az ioner(sség viltoztatisit
azért tartottam fontosnak, mert a késleltetett fluoreszcencidra gyakorolt hatdsa
adalékot szolgéiltathat a sék és az RC kozti elektrosztatikus kolcsonhatds médjainak
megértéséhez.

2. Anyagok és modszerek
Baktériumtorzsek:

- Rb. sphaeroides 2.4.1. vad tipusti és R-26 karotinoidmentes mutansa
- Rb. capsulatus vad tipusi és RQrev4A félrevertins mutinsa.



A Rb. sphaeroides reakciécentrumédnak izolildsdndl és tisztitisindl standard
fehérje-tisztitisi médszereket alkalmaztam: sejtek feltorése French press -szel, ultra-
centrifugilds, a kromatoféra feltirisa LDAO -val, amménium-szulfitos kicsapis és
DEAE-Sephacell ioncserélé oszlopkromatogrifia. A kinon-helyettesitést az Okamura
és misi (1975), Liu és mtsi (1991), illetve Kilmin és Mar6ti (1994) altal kidolgozott
mddszer szerint végeztem el. A kinonmentesitett reakciécentrumok primér kinon-
kotGhelyének fotokémiai aktivitdsit vizoldékony menadionnal (MD, Sigma), vagy
abszolit etanolban 0ld6d6 durokinonnal (DQ, Sigma) éllitottam helyre.

A kinon-kornyéki muticiék vizsgdlatihoz a Rb. capsulatus vad tipusi és
RQrev4A félrevertins mutinsainak reakci6centrumait tisztitott dllapotban, lefagyaszt-
va kaptuk, Dr. Pierre Sebban csoportjit6l (CNRS, Gif-sur-Yvette).

Az abszorpcidviltozds mérése:

Kisérieteim sorin gyakran meg kellett hatirozni a minta aktiv
reakcidcentrum-koncentrici6jét, ill. a toltéspirok rekombindciés kinetik4jit. Ezeket a
méréseket az oxidilt ill. redukalt Allapoti primér donor kiilonbségi abszorpcibs
spektruma 430 nm-nél jelentkézé cslicsdndl végeztem, hdzi készitésd, Kinetikus,
egysugaras spektrofotométerrel.

A késleltetett- és a prompt fluoreszcencia mérése:

Az RC bakterioklorofill dimérje 4ltal emittélt milliszekundumos késleitetett
fluoreszcencia kinetikdjinak felvételére egy specidlisan erre a célra tervezett mérg-
berendezést épitettiink. A mérési nehézségeket a késleltetett fluoreszcencia rendkiviil
alacsony intenzitisa (kvantumhatisfoka kb. 107°), kedvezdtlen spektrilis
elhelyezkedése (az infravorosben, 920 nm koriil mérhetS) €s a gerjesztés alatt a minta
dltal kibocsatott erSs prompt fluoreszcencia okozza. A mintit Q-kapcsolt Nd:YAG
1ézer frekvencia kétszerezett fényimpulzusdval (hulldmhossz 532 nm, energia 100 mJ,
félértékszélesség 5 ns) gerjesztettik. Az RC -t tartalmazé mintit alacsony
fluoreszcencidji kvarckiivettdba helyeztilk, homérsékletét termosztilhaté kiivettatart6-
val dllitottuk be és termoelemmel mértik. A mintdb6l szdirmazé késleltetett
fluoreszcenciit bikonvex lencse képezte le a gerjeszté fényre merGlegesen, infravords
feliiliteresztd sziirn 4t az infravorés-€rzékeny fotoelektronsokszorozéra. A rendkiviil
intenziv prompt fluoreszcenciatél a fotokatédot elektromechanikus fényzir védte,
amely a gerjesztés alatt zirva volt, de a 1ézerfelvillands utin kb. 3 ms alatt Kinyilt. A



jel/zaj viszonyt a fotoelektronsokszorozé -30 °C -ra val6é hitésével és a mérések
itlagoldsdval noveltiik. Altaldban 256 kinetikit dtlagoltunk digitdlis oszcilloszkép
segitségével, 1 Hz -es (olyan reakciécentrumoknil amelyekben hidnyzott a méasodlagos
kinon-aktivitds), ill. 0,24 Hz -es (Qg -t is tartalmazé mintik esetében) ismétlési
frekvencidval. Az igy kapott jelet szimit6gépben téroltuk és kiértékeltiik.

A késleltetett fluoreszcencia lecsengése tobb exponencidlis komponens
linedris kombindciGjaként irhaté le, akidrcsak a toltésrekombindcids kinetika. A
nemlinedris legkisebb négyzetes illesztés is ugyanigy tortént, de ennek sorin
rogzitettiik az abszorpcidviltozassal mért toltésrekombinaciés kinetika felbontisdbol
kapott idG4llandokat, mivel azok szérésa kisebb.

Az RC iltal kibocsétott késleltetett ill. prompt fluoreszcencia integrilt
intenzitisdnak Osszehasonlitdsakor a prompt fluoreszcenciit ugyanolyan optikai és
elektronikai (er{sités, sziirés) koriilmények kozott mértiik, mint a késleltetett fényt,
csak a gerjesztés energidja volt eltérg: ilyenkor 0,77 mJ + 5% volt a késleltetett
fluoreszcencia mérésekor (ez az érték a telitési gorbe linedris tartominydba esik),
illetve 16,2 nJ + 10% a prompt fluoreszcencia detektildsakor; ez utébbi esetben a
fényzir természetesen nyitva volt. A Iézer energidjét kalibrilt piroelektromos energia-
mérGvel hatiroztuk meg.

3. Uj tudoményos eredmények

1. Kifejlesztettem egy olyan késziiléket amely alkalmas a bakteridlis reakciécentrum
késleltetett fluoreszcencidjénak kb. 107° kvantumhatdsfoki, kb. 1 ms-tél a
szekundumos tartomdnyig terjedo élettartami komponenseinek mérésére 10 Hz/n
(n = 1,2,...,99) alakban felirhat6 tetszoleges ismétlési frekvencidndl, valamint a
késleltetett és a prompt fluoreszcencia integrdlt intenzitdsainak dsszehasonlitdsdval
képes dz elektrontranszportldne dllapotai szabadenergidinak abszolit meghatd-
rozdsdra is. A Q -kapcsolt, frekvenciakétszerezett Nd:YAG lézer impulzusdval
gerjesztert  késleltetett  fluoreszcencidt a gerjesztés alatt  elektromechanikus
Jényzdrral védett, hitétt infravords fotoelektronsokszorozo detektdlja, és digitdlis
oszcilloszkop dtlagolja. (1, 11, IV)

2, Kérdllapoti tranziens rendszer modelljével pillanatszerii gerjesztést kovetGen anali-
tikus formdban megadtam a fluoreszcencia idébeli lecsengését. A folyamatban
résztvevé minden tranziens dllapotnak a késleltetett fluoreszcencia 1-1 komponense



Jelel meg. A fazisok idddllandéi a tranziens dllapotok kizitti eldre irdnyulo
reakciok idddllandoit és a toliéstdrolo dllapotok kiiiriilési idejét tikrézik.
Amplitiddik a visszreakciok sebességeitdl, ezen keresziiil az egyes dllapotok
szabadenergia-szintjeitol fiiggnek. (IV, VII)

A bakteridlis reakciécentrumok késleltetett fluoreszcencidjat a gerjesztett
bakterioklorofill dimér (P*) emittilja. Ez a fluoreszcencia fotokémiai eredeti,
mert a primér fotokémiai termékek visszreakciib6l keletkezik. Lecsengése tébb
exponencidlis komponensre bonthatd, ami arra utal, hogy a téltésstabiliziciéban
tobb tranziens illapot is részt vesz. A milliszekundumos és a szekundumos
idotartoményban -a kinon-akceptor komplex redox éllapotitél és helyreillitott-
sdgitél fliggben- harom exponenciilis fizist tudtunk felbontani, amelyek kozil a
két lassabbat koribban mir mis csoportok is megfigyelték, de még egyik
tanulmédnyban sem dolgoztak ki olyan egységes modellt, amely megmagyarizni
keletkezésiiket. A késleltetett fluoreszcencia kinetikdjat ill. a prompt- és a
késleltetett fluoreszcencia kozotti kiilonbséget elGszor egy olyan egyszeri (két
tranziens dllapoti) rendszerben irtam le, amelyben a gerjesztett pigment
energidjinak egy része 4dtmenetileg egy t6ltésszétvilasztott allapotban (P*Q7)
tirolédik. Az egyszerii modell eredményeit a késdbbiekben 4ltalinositottam, és

. glkalmaztam egy tdbb (négy) tranziens é&llapottal rendelkez bonyolultabb

rendszerre, a reakciécentrumra.

A milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia lecsengésében hdrom exponencidlis
Jdzist taldltam; a nagyon gyors, a gyors és a lassi komponens élettartama pH 8 -
ndl rendre 1,5 ms, 102 ms és 865 ms volt. A nagyon gyors komponens
valdszindsit-hetben azon triplett dllapotok kézonti dtalakuldsokbol szdrmazik,
amelyek hosszi élettartamiak, a P* -éhoz kizeli szabadenergia szinten vannak, és
a P*Q, dllapontal pdrhuzamosan képesek a gerjesztett dimérrel termikus
egyensilyba keriilni. A gyors komponens az elsédleges kinon (Q,), a lassi pedig a
mdsodlagos kinon (Qp) energetikai és kinetikai valtozdsait tikrézi. Meghatdroztam
a késleltetett fluoresz-cencia fdzisainak kvantumhatdsfokait, értékeik pH 8-ndl:
6,4-10” a nagyon gyors, 2,2-10” a gyors, és 2,6-10" a lassii komponens
esetén; kb. 5 nagysdgrenddel alacsonyabbak, mint a prompt fluoreszcencidé. (IV)
A gyors komponenst olyan RC -k esetében figyeltik meg, amelyekben
(inhibftor hozzdadédsdval, vagy a méasodlagos kinon eltivolitisival) meggitoltuk a
primér kinonrél a mésodlagos kinonra irdnyuld elektrontranszfert, és érzékenyen
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reagdl a pufferoldat fizikai-kémiai tulajdonsigaira, a primér kinon kémiai
természetére, €s a fehérjekornyezetre. Sebességi dllandja megegyezik a P*Q,~
illapot tdltésrekombindcidval térténé eltinésének (abszorpcidviltozds-mérésekkel
meghatdrozhaté) sebességillanddjival. A lassii komponenst masodlagos kinonnal
helyreillitott RC -kben figyeltiik meg, melynek id64llanddja a P*Q,™ dllapotnak a
P*Q,” dllapoton keresztiili, indirekt toltésrekombiniciés folyamattal valé
eltinésének idGillanddjdval egyezik meg. E kisérleti tapasztalatok alapjin a gyors
és a lassti komponens eredete tisztizottnak tekinthetS, eredményeink 6sszhangban
vannak mind az irodalmi adatokkal, mind pedig a késleltetett fluoreszcencia
keletkezésére vonatkozd, részletesen Kkifejtett elméletiinkkel. A nagyon gyors
komponensre az irodalomban t5liink fiiggetien adat nem taldlhat6. Noha a nagyon
gyors komponens kiilonleges homérsékletfiiggése még tovdbbi vizsgilatokat
igényel, sok megfigyelésre magyarizatot tudunk adni az RC -ben végbemeng,
ismert reakciék alapjén.

A bakterioklorofill dimér késleltetett fluoreszcencia és prompt fluoreszcencia
intenzitdsainak dsszehasonlitdsdval meghatdroztam az els6 és a mdsodik stabil
toltés-pdr energiaszintjét a P'Q szinthez képest pH 8-ndl. A P*Q,” és a P'Q,
szintek kozotti szabadenergia kiilonbséget (mdsodlagos kinon hidnydban)
—910 + 20 meV -nak, mig a P*Q, és a P°Q, szintek szabadenergia kiilonbségét
—970 + 20 meV -nak taléltam. (1, VI)

A P*Q,” és a P*Qydllapotok (P* -éhoz viszonyitott) abszolit szabadenergia-
szfntjeinek meghatirozdsinil felhaszniltuk a sugédrzisos dtmenet Strickler-Berg
oOsszefliggésb8l meghatdrozott sebességi 4lland6jat (¢, = 8-10" s™), a prompt
fluoreszcencia irodalombdl vett hatisfokdt (4-107%) és a méréseinkbSl (a
t6ltésrekombindcié kinetik4jibol) ad6do k, sebességi Alland6t (865 ms)™.

Meghatdroztam a fentebb emlitett dllapotok kozétti szabadenergia kiilénbségek pH-
fiiggésér. A P*Q, dllapot szabadenergidja -65 meV -ot viltozik pH 11 és 5
kozott, egy jellegzetes inflexios ponttal a ligos tartomdnyban. Az elsédleges
Szemikinon és a mdsodlagos kinon kozelében lévé Glu L212 aminosav korili
protondlhaté csoportok kozétti kb. 50 meV -os kélcsonhatdsi energia a két
kinonkdtdhely kozotti funkciondlis kapcsolatot bizonyitja. (1, 11, IV)

A P*Q, allapot szabadenergidjanak ligos tartoménybeli jelentds eltoloddsa (pH
8 folott majdnem 50 meV-nyit véltozik) és az a tény, hogy a legnagyobb pK -



viltozis (ApK = 0,8) a legmagasabb pK -val rendelkezd csoportnil észlelhets, arra
utal, hogy a Qg kozelében taldlhaté Glu L212 kériili csoportok protonfelvételének
jelentGs szerepe van a P*Q,” toltéspdr szabadenergidjinak véiltozdsdban. A Q, és a
Q, oldalak kozotti kélcsonhatds tipusa és \tja még nem tisztazott, mivel a koztiik
1év6 tdvolsig (kb. 1,7 nm) til nagy ahhoz, hogy elektrosztatikus kélcsonhatdsrél
lehessen sz6. Feltételezik, hogy a funkciondlis kapcsolatot a kinonok kozti vas-
hisztidin komplex segiti €l6. A szabadenergia pH 7 alatt gyakorlatilag fiiggetlen a
pH -t6l, ami azt jelenti, hogy a Q; ill. a Q, koriili tébbi (savas) csoport érzéketlen
a Q, redox valtozisaira.

6. Madsodlagos kinon jelenléiében a késleltetert fluoreszcencia lassi és gyors
komponenseinek amplitidéardnydb6l meghatdroztam a mdsodik stabil toltéspdr
szabadenergia-szintjének pH-fliggését a gerjesztett dimér szintjéhez képest:

-175 meV -ot vdltozik pH 11 és 5 kazott, két inflexiés ponttal, a ligos ill. a savas
tartomdnyban. Ezek az amplitidéardnyok kisebbek voitak, mint az abszorpcio-
vdltozdsndl kapott megfelelé amplitidok ardnyai. (I, V, IV)

A P*Qy 4llapot szabadenergidjinak viltozdsa a pH fliggvényében dsszetettebb
(egy helyett két inflexi6s pont), &s nagyobb (65 meV helyett 175 meV), mint a
P*Q,” 4llapoté, ami arra utal, hogy val6szindleg tébb protondlhaté csoport reagél
a Qg keletkezésére, és ezek a mésodlagos kinonhoz kézelebb helyezkednek el. Ez
Osszhangban van azzal, hogy a Qg kotShely kozelében tébb protondlhaté csoport
taldlhat6, mint a Q, kétGhely szomszédsdgaban.

7. A szabadenergia pH-fliggése széles pH tartomdnyban, kiilonboz0 ionerdsségeknél és
kinonokkal is jol egyezik az integrdlt protonkotés alapjdn kapott eredményekkel, és
azokkal a szdmitdsokkal, amelyek a szemikinon elektrosztatikus kolcsénhatdsat
veszik figyelembe négy, egymdstol fiiggetlen, protondlhaté csoporttal. (I, 1, IV)

A P*Qy" éllapot esetében a kozépponti redoxpotencidl pH-fiiggésén alapuld
illesztés nagymértéki pK -eltolodist mutatott ki a legalacsonyabb és a
legmagasabb pK -jii csoportndl (ApK = 1,8 ill. 1,5), és ezek az eltolédisok
nagyobbak, mint a P*Q," 4llapot esetén kapott legnagyobb pK -eltolédis (0,8).
Irdnyitott mutinsokon végzett tanulminyok sorin szdmos olyan protonilhat6
aminosavat azonositottak a Qg kotGhely kozelében, amelyek fontos szerepet
jatszanak a Qg protonilddisiban. A fentebb emlitett, legalacsonyabb pK -ji
csoportot az Asp L213 aminosavval azonositjdk, mig a legmagasabb pK -ji



csoport a Glu 1212, A Q, koézelében mds aminosavak is vannak (Asp L210, Asp
M17, Asp H124, Asp H170 és Glu H173), amelyek savas csoportosuldst (clustert)
alkotnak az Asp L213 -al, de ezek kevésbé fontosak a szemikinonok
protonialoddsiban, amint azt az FTIR mérések is mutatjdk. A két Kinon
szabadenergidjinak pH -fiiggése kozotti kiilonbség abbdl szarmazik, hogy a
fentebb tdrgyalt protonilhaté csoportok szignifikinsan kisebb (dielektromos)
tivolsigra vannak a Qg~ -t6l, mint a ‘Q,” -t6l, és/vagy a szemikinonok mis
csoportokkal is elektrosztatikus kélcsénhatdsban lehetnek.

. Az ionerdsség ndvelésével nou a késleltetett fluoreszcencia intenzitdsa, mig a
protondlhaté aminosavak flash eldtti és utdni pK-értékei csokkentek, akdrcsak
[fény-indukalt ApK vdltozdsai. Ezt a reakciécentrum és a sé kozon fellépo két
meghatdrozé elektrosztatikus kélcsénhatdssal, q protondlhaté csoportok és a
Jeliileti toltések kozotti kitésekkel és az drnyékoldssal magyardztam. (1, )

A sbtitrdlds sordn tett megfigyelésiink, hogy a sdkoncentrici6 novelése
destabilizilja a P*Q," 4llapotot, éppen ellentétes azzal, amit a protonkoncentricié
emelésekor tapasztaltunk, minthogy a pH csékkenése stabilizici6t eredményezett.
Ez igen meglep6, hiszen a H* jonoknak és a sé-kationoknak (Na*, Ca’*, Mg?*)
vérha-téan hasonloképpen, elektrosztatikus kolcsonhatisok révén kellene
kompenzilniuk a fényfelvillanis hatdsira keletkezett (extra) toltéseket, vagyis a
toltéspar stabilitdsit ugyanigy kellene befolydsolniuk. Az ellentétes hatis
magyarézatit egyrészt abban kerestiik, hogy az oldatban Iév6 ionok ledrnyékoljik
a Q,” -on és a P* -on megjelend t5ltések kolcsonhatisit mind a protonilhat6
csoportokkal, mind pedig a rogzitett (negativ) feliileti toltésekkel, méasrészt pedig
abban, hogy a Kkationok specifikusan kotGdnek. A Debye-Hiickel elmélet
felhasznilasdval megbecsiiltiik a két egymdssal kolcsonhatdsban 1évG ponttoltés
kozotti tdvolsagot. Az értékekbsl arra kovetkeztettiink, hogy a protonilhaté
csoportok egyike sem lehet til kozel a kofaktorokon lévé téltésekhez. A fehérje
feliileti toltései esetiinkben stabilizdljisk a P*Q,”“dip6lt, mivel a szabadenergia
megviltozdsa magasabb ionerdsségek felé novekszik.

A késleltetett  fluoreszcencia  homérsékletfiiggésébsl  meghatdroztam a
téltésszétvdlasztdsokhoz tartozé entalpia- és entropiavdltozdsokat: pH 8-ndl
AH,= 820 + 40 meV és AH,= -920 + 60 meV. Ez az eredmény bizonyitja,
hogy a toltésstabilizalodds nagymértékben az entalpiavadltozds altal meghajtort
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Jolvamat, és a reakciécentrum-fehérje a 1ltésstabilizdcio sordn csak kis relaxdcios
mozgdsokat végez. (I, II)

Szimos tanulminy foglalkozott méir e termodinamikai paraméterek
vizsgilatival, de ennek ellenére a kiilonboz6 médszerekke! (pl. fotoakusztikus,
potenciometrikus és spektroszkopids mérések) kapott eredmények még mindig
erdsen eltérnek egymdstél. Az eltérések oka a baktériumok ill. az izoldldsuk kozti
kiilonbségekben és bizonyos médszerek hidnyossigaiban (miitermékek,
szisztematikus hibdk) keresendS. Késleltetett fluoreszcencids méréseink arrél
taniskodnak, hogy a szabadenergia megviltozisiban az entalpikus tag a
meghatiroz6, az entrdpikus rész mind6ssze 5-10%.

A P*Q,” dllapot szabadenergidjdt befolydsolja a primér kinon szerkezete és
redoxpotencidlia. A nady ubikinon-10 mds kinonokkal (durokinonnal ill.
menadionnal) valo helyettesitése szignifikdnsan megvdltoztatta e toltéspdr rekombi-
ndcidjdnak sebességi dllanddjds, vagyis a toltéspdr stabilizdcidjdban jelentds
szerepe van a primér kinon in situ szabadenergidjdnak. (IV, VI)

A sebességi dllandékat meghatiroztam a t6ltésrekombindciés kinetikdbél, és a
késleltetett fluoreszcencia lécsengésébﬁl is. A viltozdst mindkét mérés sordn
észleltem: mig UQ-10 esetében 113 ms -ot mértem, addig MD -vel a primér kinon
helyén 131 ms -ot, DQ -val pedig 478 ms -ot kaptam pH 7 -nél. A DQ -val valé
helyettesités nem okoz nagy véltozist a szabadenergia pH-fiiggésének jellegében,
de a szabadenergia szint a nativ kinonéhoz képest kb. 30 meV -tal alacsonyabb,
6sszhangban azzal, hogy a durokinon kozépponti redoxpotenciilja kb. 30 mV -tal
eltér az ubikinonétél. A MD -os mintdk esetében alig észlelhetd pK-eltol6dast ill.
csekély szabadenergia viltozdst kaptunk, amit a protonfelvétel mérések is
aldtimasztanak.

Empirikus Gsszefiiggést taldltam a primér kinon in situ szabadenergidja (G,") és a
toltésrekombindcio sebességi dllanddja (k,,) kozott, amely magas potencidlic
kinonok (ilyen a nativ kinon is) esetén jobb kizelitést ad a Gunner-Dutton
dsszefiiggésnél, és lehetové teszi a szabadenergia szintek egyszerii meghatdrozdsdt
a kénrnyen meg-mérhetd rekombindciés idédllandékbol. (IV)

A kinonhelyettesitésekkel kapott sajit eredményeink és az ezzel kapcsolatos,
nemrég kozolt tanulmanyok arra késztettek benniinnket, hogy mi is megvizsgdljuk
a szabadenergia és a toltésrekombinicié kozotti &sszefiggést. A P*Q,—PQ,



visszreakcié, amelyhez aktivicids energia sziikséges, kétféleképpen mehet végbe:
a P*Q,  dllapot szabadenergidjitdl fliggGen direkt médon (ha AG,® < -800 meV;
alagiteffektussal), vagy indirekt tton, a termikusan gerjesztett P*I" dllapoton
keresztiil. Attekintettiik az irodalomban fellelhetd, olyan kinonhelyettesitett RC -
kre vonatkozé adatokat, amelyekben a visszreakcié direkt médon zajlik le, majd
hdrom gorbét illesztettliink az adatokra: a Gunner-Dutton Osszefliggés alapjin, a
Marcus elmélet alapjin, és linedris- Osszefuggést feltételezve. Ebben a
szabadenergia tartomidnyban a pontok ers széréddsa miatt nincs alapunk arra,
hogy ne a legegyszeriibb, linedris filiggvénykapcsolatot feltételezziik, anndl is
inkdbb, mert az optimilis illesztésre kapott, a mérési pontok illeszkedését jellemz6
relativ .} érték az egyenesre volt a legkisebb, annak dacdra, hogy misik két
fiiggvény bonyolultabb, tébb lebegd paramétert tartalmaz.

12, Meghatdroztam a Rb. capsulatus vad n‘pus:i' reakcidcentruma elsé stabil
toltéspdrjénak energiaszintjét a gerjesztert diméréheg képest: 920 + 20 meV, pH
7 -nél. A P*Q,” dllapot szabadenergidja vad tipusii RC esetében pH 6 és 11 kozétt
51 meV -ot viltozott, RQrev4A (félrevertdns) mutdns esetében pedig pH 7 és 11
kozétt 60 meV -ot vdltozott. A vad tipusi RC entalpia vdltozdsdra -840 + 40 meV
-ot, mig a mutdnsra 895 + 40 meV -ot kaptam.

Eredményeink aldtimasztjdk azt a megfigyelést, hogy ez a muticié nem okoz
til nagy vdltozdst az RC milkodésében. Minthogy azonban a késleltetett
fluoreszcencia médszere elég érzékeny ahhoz, hogy kisebb viltozdsokat is
kimutasson, érdemes mds mutinsokat is vizsgilni vele.
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