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Bevezetés

Autotr6f é161ények a Nap 4lial kibocsétott fényenergia segitségével CO,-bol €s vizbdl
szerves molekuldkat szintetizilnak, ezt a folyamatot, amely voltaképpen egy bonyolult
biofizikai-biokémiai eseménysor, fotoszintézisnek nevezziik. A fotoszintézis biokémiai
folyamataiban kulcsszerepet jitszik az ATP és a NADPH: el6bbi mint dtmeneti energia-
tirold, ut6bbi pedig mint redukilészer. Mindkét vegyiilet képzddése az un. fotoszintetikus
elektrontranszporthoz kapcsolédik, aminek hajtereje a fény. A fotoszintetikus elektron-
transzport a novényi sejiek kloroplasztiszainak tilakoid membréanjdba 4gyaz6d6 hdrom nagy
fehérjekomplexumon: a misodik fotokémiai rendszeren (PS II), a citokrém b/f komplexen,
az elsd fotokémiai rendszeren valamint mobilis redox-aktiv komponenseken keresztiil zajlik.

A fény az energetikai vonatkozdsokon til mas pontokon is hat a fotoszintézisre, pl.
fontos szerepet jitszik a novények életében mint jelforrds és szabalyozé faktor. Fény
sziikséges a fotoszintetikus pigmentek szintéziséhez és a fotoszintetikus oxigénfejlesztésért
felelGs katalitikus hely, a PS Il lumen oldalan elhelyezkeds vizbont6 rendszer mikddGképes
osszedllitbdasdhoz, a fényaktivilishoz is. Ez a folyamat lejatsz6dik mind frissen
szintetizdl6d6, mind kiilonféle stresszhatisok utdn regenerdlodd PS II esetén. Tdlzott
mennyiségd fény a fotoszintetikus funkci6k (reverzibilis) csokkenéséhez majd a fotoszin-
tetikus apparitus (irreverzibilis) sériiléséhez, az un. fénygitlishoz vezet. A fénygatlis
elsGdlegesen szintén a méisodik fotokémiai rendszert érinti.

A tézisek alapjaul szolgilé dolgozat a fotoszintézis-fény kapcsolat két fontos
aspektusardl: a fényaktivilasrél és fénygatldsrol sz6l.

Tudomadnyos el6zmények

A fényaktivélds

A PS II vizbonté rendszerének legfontosabb része egy négymagvi Mn-centrum,
amely funkciondlisan aktiv formdban csak fény jelenlétében tud &sszedllitédni. A
fényaktivdlidsnak nevezett jelenség legjobb indikdtora a fotoszintetikus oxigénkibocsatis
megjelenése és novekedése a folyamat sordn. Az oxigénfejlodés Mn/fényfiiggs aktivalodasat

a kisérleti objektumok széles vélasziékdn tanulminyoztdk: PS [I-részecskéktdl intakt
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novényekig és algakig. A Mn-tetramér dsszedllitodasahoz (csakigy mint mikodéséhez) Ca**-
és Cl-ionok jelenléte is sziikséges. A fényaktivilds kulcsiépései két fényfiiggd és egy
kbzéjilk ékeldd6 fényfiiggetlen 1épés. Miller és Brudvig a fényfiigg6 lépéseket Mn** + hy
- Mn** + e oxiddci6nak, a kozbensé fényfiiggetlen lépést pedig egy Mn** ligici6janak
azonositotta [1]. Ujabb adatok szerint [2] az Gn. fényfiiggetlen 1épés két részre bonthaté:
egy Ca®*- és egy azt kovetd Mn**-kotGdésre.

Szamos laboratérium allitott mar el6 2-, 3- és 4-magvi Mn-komplexeket a vizbont6é
rendszer modellezése céljabol. A vizsgilatok sordn dltaliban az elGillitott vegyiiletek €s més
Mn-tartaimi fehérjék mégneses paramétereit vetették dssze a PS II megfeleld jeleivel és a
taldlt hasonlésigok alapjdn modellezték a Mn-tetramér szerkezetét. Allakhverdiev és mtsai
binukleiris Mn-komplexeket hasznéltak fotoaktivaciés kisérleteikhez [3]. Eredményeik
szerint az alkalmazott két vegyiilet sokkal nagyobb hatékonysdgot mutat az oxigénfejlodés
visszadllitdsanil és sokkal konnyebben donél elektronokat a P680 felé, mint a MnCl, [3,4],
amit \igy magyaréznak, hogy a vizbontdshoz minddssze 2 Mn/PS 1I elegendd, a fennmarad6
kené mis fémionokkal is helyettesithets. Mivel ez ellentétben 4ll a jelenleg elfogadott
képpel, érdemesnek lattuk tovdbbi polinukledris komplexek kiprébéldsat fényaktivalasi

kisérletekben.
A fénygdtlds

Noha a fény a fotoszintézis abszolit el6feltétele, - paradox médon - a névényeket
ér6 egyik fO stresszhatds is. Két tipusat kiilonboztetjik meg: donor- ill. akceptor oldali
fénygétlasrol szokds beszélni att6l fiiggGen, hogy az elektrontranszport primér gitldsa a PS
Il elsGdleges elektrondonordnak (P680) a donor- vagy akceptor oldaldn jitszédik le.
Akceptor oldali fénygatlas esetén a P680 t6bb elektront pumpil az elektrontranszportlancba,
mint amennyit a metabolikus folyamatok hasznositani tudnak, ezért az akceptor oldal kiredu-
kélédik, amit az elsGdleges kinon akceptor (Q,) teljes (kétszeres) redukcidja, protondlédisa
és kikotGdése kovet. Ujabb elektron ezutdn mar csak a feofitinig juthat, a negativ toltés nem
tud stabilizdlodni, igy a P680*Pheo’ (5ltésrekombindcié kénnyen bekdvetkezhet. Ennek
eredményeként a P680 triplett allapotba keriil, mely forma kozonséges (triplett) oxigénnel
reagilva reaktiv szingulett oxigént eredményez. A szingulett oxigén ezutdn a D1 fehérje

sériilését okozza. Részben vagy teljesen inaktiv vizbonté rendszer esetén pozitiv tdltések
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halmozédhatnak fel a donor oldalon, ami szintén reaktiv termékek képzddéséhez és a D1
sériiléséhez vezet.

Ha a ténygétlas elsS lépéseit kivinjuk tanulményozni, akkor praktikus megkozelités
a jelenség anaerob koriilmények kozotti vizsgdlata, igy ugyanis a szingulett oxigén (€s egyéb
reaktiv oxigénformak) karosité hatisa nagyrészt kikiiszobolhetS €s az egyes elektrontransz-
port-komponensek latsz6lagos csokkenése nagyrészt a primér gatldssal hozhatd osszefiig-

gésbe. Ezzel a megkozelitéssel sikeriift kimutatni a Q4 kdzponti szerepét a PS I fény okozta

elsGdleges hat6helye a misodlagos kinon akceptor ires kotShelye [5,6].

Egymdstdl elkionitve vizsgdlhaték a fotoszintetikus elektrontranszportlinc
komponensei elektronspin rezonancia (ESR) spektroszkdpia ill. termolumineszcencia (TL)
médszer segitségével. Az eredmények értelmezésénél problémét jelent, hogy a fényaktivalas-
ban kulcsszerepet jatsz6 Q,-hoz mind ESR-ben (g=1,82 és g=1,9 Fe?*Q," jelek), mind TL-
ben (Q- és C-sdvok) tobb kiilonbozd jel tartozik. A g=1,9 jelhez a non-hem vas bikarbonét-
iont koordindl6, a g=1,82 jelhez bikarbonit-mentes allapotdt rendelik. Valdjiban, mivel a
jel/zaj viszony javitisa érdekében mindig formiitot adtak a mintidhoz, amely kiszoritja a
bikarbonét-iont kotGhelyérdl, csak a g=1,82 ESR-jel fénygitlis okozta csokkenését
vizsgdltdk [5]. A TL-vizsgélatokndl tovdbbi problémdt jelent, hogy a sdvok egy részénél
bizonytalan, hogy milyen donor-akceptor pér tartozik hozzd. Mivel mindkét médszerrel a
fotoszintetikus elektrontranszportlinc fénygétlis szempontjab6! fontos komponenseirl
nyerhetiink informdcidkat, ezért - a bizonytalansigok csokkentése ill. a jelenség djabb
oldalrél valé tanulminyozisa céljab6l - osszehasonlité TL és ESR vizsgilatok végzését,

tovibbd a kérdéses TL-sdvok ESR-mérésekkel t6rténd azonositisat hatdroztuk el.
Célkitizés

A fénygdatlds és fényaktivalds tanulmédnyozésa nagyban hozzijarult a fotoszintézis ill.
azon belil a masodik fotokémiai rendszer és vizbontd apparitus megismeréséhez. A
felmeriil6 Gj kérdések tovabbi igéretes kutatdsi perspektivit nyijtanak. Munkank kezdetén

ezért hirom idevago6 részteriilet tanulmanyozasar tdztilk ki célul:
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1. Osszehasonlité elektronspin rezonancia és termolumineszcencia mérések segitségével
a Q és C TL-sivok eredetének tisztazasat. Kisérleteket végezni annak megallapitdsira, vajon
a Q, kinon akceptor g=1,9 vagy g=1,82 formaja vesz-e részt ezen t5ltésrekombindcidkban.

2. A TL-sivok eredetének tisztdzdsa utin Osszehasonlité ESR- és TL-vizsgélatokkal,
anaerob koriilmények kozott tanulményozni a fénygétlas primér folyamatait. Meghatdrozni
a tdbbféle allapoual leirhatd elektrontranszport-komponensek kiilonbdz6 formdinak

fénygétlissal szembeni érzékenységét.

3. Vizsgilni szintetikus Mn-komplexek elektrondonéldsi és fényaktivasi képességét.
Osszefiiggéseket keresni a Mn-komplexek szerkezete, a komplexeket alkot6 Mn-ionok
szdma, vegyértékillapota, a Mn-ionokkal koordinativ kotést kialakité atomok (O vagy N)

milyensége és az elektrondonélas/fényaktivalds hat€konységa kozott.
Anyagok és modszerek
Kisérleti anyagok

A tilakoid membrinok és PS II részecskék izoldldsdhoz haszndlt fiatal borsé (Pisum
sativum L. c.v. Rajnai torpe) novényeket iiveghdzban neveltiik, a spenét (Spinacea oleracea
L.) leveleket piacr6! szereztik be. A fényaktivilds soran felhasznilt 13-féle Mn-komplexet
kiilf6ldi partnereink éllitottdk el a Department of Chemistry, University of Poona (India)

laboratériumaiban prof. Subhash Padhye irfnyitisaval.
Tilakoid membrdnok és PS II membrdnrészek izoldldsa

A megmosott bors6- v. (Osszedarabolt) spenétlevelekett turmixgépben 10 s-ig tortiink
0,4 M NaCl / 2 mM MgCl, / 20 mM Tricin (pH 8,0) pufferben. A nyert szuszpenziét két
réteg sajtruhén dtsziirtik és 1000 g értéken egy percig centrifugédliuk. Az iiledéket kidobtuk,
a feliildszot 7 percig centrifugdltuk 3000 g-n. Az igy kapott pelletet 150 mM NaCl / 5 mM
MgCl, / 20 mM Tricin (pH 8,0) pufferben felszuszpendiltuk, amit djabb 7 perces 3000 g-n
végzett centrifugilds kovetett. Az iiledéket végol 0,4 M szacharéz / 15 mM NaCl / 5 mM
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MgCl, / 20 mM MES (pH 6,5) pufferben (= A oldat) szuszpendiltuk. Az A oldatban
szuszpenddlc tilakoid membrdnokat Triton X-100 jelenlétében (Triton/Chl = 25:1 wiw;
[Chl] = 2 mg/mi) 30 percig inkubdituk 0°C-on. A granum régié membranjait 40 000 g-s
30 percig tart6 centrifugdldssal dlepitettiilk. A méréseket zavaré keményits-szennyezGdéstsl
8000 g-s centrifugéldssal szabadultunk meg, majd a feliiliszt tovdbbvive ismét egy 40 000
g-s lilepités kovetkezett. A mintikat -80°C-on téroltuk a felhasznalisig.

Mn-kivonds és fényaktivdlds

A PS II membréndarabok Mn-mentesitése 30 perces 5 mM hidroxil-amin (a
szuszpendil6 pufferben feloldva) inkubéciéval tortént 0,5 mg/ml Chi-koncentricié mellett
sotétben, jégen. A mintdkat ezutin lecentrifugiltuk, kétszer mostuk és az A oldatban
szuszpendéltuk. A Mn-mentes PS II-részecskéket 100 uM MnCl,-dal ill. ekvivalens
mennyiségd Mn-komplexszel fényaktivéltuk 0,4 M szacharéz / 110 mM NaCl / 20 mM
CaCl, / 20 mM MES (pH 6,5) pufferben, 10 uM DPIP jelenlétében. A fényaktivilas 20
egymdst kévet6 20 s idGtartamii vords, gyenge fényd megvildgitissal (Walz 102L) tortént
szobah6mérsékleten, 20 s-os (sotét) sziinetekkel, 0,125 mg/ml Chl-koncentricié mellett.
Anyagainkat ezutdn lecentrifugéltuk, kétszer mostuk és az A oldatban szuszpendaltuk.

Fénygdtlds

A fénygétlds-kisérleteknél alkalmazott anaerob kérilményeker gy értiik el, hogy az
elGillitote PS II prepardtumokat - higitds nélkil - ESR-csGbe toltoitiik és 2 6ran keresztiil
szobahdmérsékleten s6tétben allni hagytuk. Megfigyeléseink szerint ezek a nagy tdménységil
minték - ismeretlen m6don - spontin oxigénmentessé vilnak, igy semmilyen tovibbi kémiai
adalékra nincs sziikség. A mintdk fénygétldsat kiilonboz6 ideig tartd, szobahSmérsékleten
végrehajtott, 800 W/m? intenzitdsii, ESR-cs6ben végzett megvilagitdssal értik el. A
fénygatlds altal indukalt, méréseket zavaré dtmeneti viltozdsokat 2 h idStartami sétét-

adaptiléssal kiisz6boltik ki.

Biofizikai médszerek
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Az oxigénfejlGdés sebességét Clark-elektroddal (Hansatech) mértiik szobahGmérsék-
leten, telitési fehér fényen, 30 ug/ml Chi-koncentricionil, exogén elektronakceptorok
jelenléében. A flash-indukalt oxigénfejlodés mértékét egy sajit készitésii Joliot-tipusd
elektréddal mértiik. 100 pl mintdt az elekirdd feliiletére rétegeztiink €s 6t perc sététadaptdlds
utdn rovid fényimpulzusokkal vildgitottunk meg, mikézben mértiik a felszabadulé oxigén
mennyiségét.

A fluoreszcencia indukciét PAM (Waliz) spektrofluoriméterrel mértiik. 10 ug/ml Chl-
koncentriciéji mintit modulalt vords vagy fehér fénnyel vildgitottunk meg és mértik a
kibocsitott fluoreszcens fény intenzitisit. Elektrondondldsi kisérleteinknél 10-1000 pM
MnCl, ill. ekvivalens mennyiségi komplex hozzdadisa utin mértikk a fluoreszcencia
felfutdsat. A mérések vezérlése, a fluoreszcencia tranziensek kiéri€kelése egy erre a célra
kifejlesztett gyari szoftverrel (FIP) tortént.

A termolumineszcencia méréseket hazi épitésd berendezésekkel végeztiik. A mintikat
10 W/m? intenzitdsi fehér fénnyel viligitottunk meg 30 s-ig alacsony (-40° v. -80°C)
hémérsékleten. Megvildgitds utdn a mintdkat 20°C/min sebességgel +80°C-ig melegitettiik
mikozben a homérséklet fiiggvényében kibocsatott termolumineszcencia-fény intenzitdsit
fotoelekiron-sokszorozéval (EMI 9558 A vagy Hamamatsu R 2228) mértiik. A Q- és C-sdv
lecsengésének mérésekor a fiitést -25°C ill. +25°C-on kiilénbdz6 ideig megéllitottuk, majd
a spektrumokat tovibbmérve mérési pontonként hatiroztuk meg az adott sivhoz és
homérséklethez tartozé kinetikat.

Az ESR-méréseket Bruker ER 200 D-SCR ill. JEOL REI1X tipusi spektrométerekke)
végeztik. Az alacsony homérsékleti mérések a spektrométer miagnespofdi kozétt
elhelyezkedd Oxford ESR 9 kriosztdtban torténtek. Az 5-8 mg/ml Chl-koncentrici6ji mintik
gerjesztése aceton/folyékony nitrogén fiirdGben, vagy folyékony nitrogénben tértént, 1000

W/m? intenzitdsi fehér fény alkalmazisival.
Tudoményos eredmények dsszefoglalisa

Vizsgdlataink a fénygdtldsnak és fényakivdldsnak, a fotoszintézis két egymdst
kiegészitG folyamatinak a jobb megértéséhez szolgdltattak Gjabb adatokat, egyuttal értékes
informécidkat nyujtottak a PS {I heterogenitisrél és a vizbontd rendszer szerkezetérdl is.

Munkank soran a kovetkezd f6 eredményeker értiik el:
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(1) Megidllapitottuk a C TL-sdv eredetét (Y,*Q, toltésrekombinicié) és djabb

oldalrél vizsgiltuk a Q TL-sdvot okozé S,Q, toltésrekombinici6t. Kimutattuk, hogy a két

siv kialakitisdban a Q, kétféle formaja vesz részt. Adatokat nyertiink arra nézve, hogy
akceptor-oldali hatisok jelentSs véltozisokat indukélhatnak a PS II donor oldalan.

(2) Megillapitottuk, hogy az elsGdleges kinon akceptor kétféle formdjihoz eltéré
fénystressz-érzékenység tartozik. Megfigyeltiik, hogy a Q. (g=1,9) gaitlédasival azonos
iitemben gatlédik a vizbonté rendszer és a citokrém by, magas potenciéli formdja, a Q,
(g=1,82) fénygitlas okozta csokkenése pedig az Y,* és az alacsony potencidli Cyt by,
véltozdsdval azonos lefutist mutat. Kimutattuk, hogy a kétféle Q, a PS II-populici6é két

tipusat reprezentilja.

(3) Kimutattuk a bikarbonét-ion fénygatlas elleni védekezésben jatszott szerepét és
magyarézattal szolgaltunk a PS II kétféle tipusdnak eltérd fényérzékenységére.

(4) A jelenségcsoport mésik oldaldra vonatkoz6an megillapitottuk, hogy igen szoros
korrel4ci6 van a kiilonb6z6 mangéntartalmi komplexek elektrondonilasi és oxigénfejlesztést

helyreéllité képessége kozott.

(5) Megillapitottuk, hogy a nagyméreti ligandumok nem akaddlyai a fényaktivélds-
nak. A komplex mangan-vegyiiletek részleges vagy teljes beépiilése a PS II donor oldaldnak

flexibilitdsat mutatja.

(6) Kimutattuk, hogy a kiilonboz6 Mn-komplexek fényaktivdldsban mutatott
hatdsossaga fiigg a komplexet alkoté Mn-ionok szdmat6l, vegyértékallapotatél, a komplex

szerkezetéSl, a donor-atomok milyenségétol és szamatdl.

(7) Bizonyos vegytiletekkel végrehajtott fényaktivalas utin rendellenes "flash"-oxigén
mintdzatot figyeltink meg, melyet a létrejott vizbonté rendszer természetestd! elérd

sajétsagaival hoztunk Osszefiiggésbe.
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(8) Adatokat nyertiink arra vonatkozéan, hogy a vizbontds mikddéséhez a vizbontd

rendszer mind a négy mangénjinak a kooperici6ja szitkséges.
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