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TUDOMANYOS ELOZMENYEK

Az él6lények az élettevékenységiikhdz felhasznalt energidt kozvetleniil vagy
kozvetett médon a fotoszintézis termékeibdl szerzik. A fotoszintézis soran a Nap
fényenergidja redoxreakcidkat kovetSen kémiai energidva alakul 4t szénhidritok
képzddése révén. Ez a bonyolult folyamat sok fehérje 6sszehangolt mikodesét feltételezi.
Az elsédleges fényreakcidk a reakciécentrumnak (RC) nevezett fehérjekomplexben
jatszodnak le. Ez a membranba dgyazddott paranyi "napelemnek" foghaté fel, amelyben
kozel egységnyi kvantumhatasfokkal fényindukalt toltésszétvalasztas megy végbe: az
elsédleges elektrondonor (klorofill vagy bakterioklorofill dimer (P)) egy foton
elnyelésével gerjesztédik, majd réla elektron valik le, ami kozbiilsé akceptorokon
keresztiil a végsé elektronakceptorra keriil. Ennek kiilonb6z8 tipusai ismertek, ami
szerint a RC-ok két osztalyba sorolhaték:

— vas-kén centrumot tartalmazé (I. tipusd),
- a nem-oxigéntermelS kén zdldbaktériumok és a heliobaktériumok RC-ai;
— az oxigéntermeld szervezetek elsd fotokémiai rendszere (PS1).

- a kinon-akceptor komplexben stabil szemikinonokat létrehozé (IL. tipusd):

— a kén- és nem-kén biborbaktériumok RC-ai;

— a nem-kén zoldbaktériumok RC-ai;

— az oxigéntermeld szervezetek masodik fotokémiai rendszere (PS2).

A 1L tipustt RC-okban mind a fehérjealegységek (L és M, ill. D1 és D2), mind a
kofaktorok (kinonok és egyéb redoxaktiv pigmentek) kozotti hasonlésag mar régéta
ismert. A biborbaktériumok RC-anak kikristilyositisa lehetdvé tette szimmetrikus
szerkezetének atomi felolddsti meghatirozasit. Ez a magasabbrendd névények fotoszin-
tézisének megismerésében is nagy el8relépést jelentett, mivel a fent emlitett hasonlésigok
alapjan a bakterialis RC-ot a PS2 RC (szerkezeti) modelljeként hasznaltik fel.

A kinonok az elektrontranszport-lanc kiilénleges "épit8kévei". Viszonylagosan
nagy koncentracidjuk, lateralis és transzverzalis mozgékonysaguk a membranban lehet8vé
teszik, hogy kiemelt elektron- és protonhordozé szerepet jitsszanak a membrinhoz
kotote elektrontranszfer komponensek kozétt mind a 1égzési, mind a fotoszintetikus
energia-atalakitasban.

A kinonok azon tulajdonsagai, amelyek kiiléndsen fontosak az elektrontranszfer



komponensekkel valé kslcsdnhatisokban, j61 szemléltethetdk a szerkezetiikben azonos,
de mikédésiikben eltérd két kinon molekuldval egyes bakteridlis RC-okban. Az
elsédleges kinon-akceptor (Q,) helyhez kétdtt, mig a masodlagos kinon-akceptor (Qg)
a helyét elhagyva végzi a fehérjekomplexek kozotti elektron- és protonszallitast. Az a
tény, hogy a Qg-kétéhelyhez a kinon lazan kotddik, egyes molekuldk szamara lehet8vé
teszi annak kiszoritasat. Ezek kozé tartozik szamos gyomirtészer, pl. a triazin-, urea- és
fenol-tipusti PS2 herbicidek, amelyek a kinonnal versenyeznek a Qy-kotShelyért. A
baktériumok elektrontranszferét mind a triazin (atrazin, terbutrin) mind az urea (diuron)
tipust herbicidek gatolhatjak.

A masodlagos kinon-akceptor miikddését redox, protondcids és kitési sajatsigok
jellemzik. Ezeket egyrészt a Qp-kotShelyre beépiilt kinon kémiai természete, masrészt
a Qp-kotShelyet kialakité aminosav-oldallancok tulajdonsagai hatirozzik meg, amit
kiildnb6z6 RC-on belili (fajra jellemzd vagy mutacié kovetkeztében kialakult) vagy
kérnyezeti tényez8k (pH, UV-sugarzas, lipidkdrnyezet) befolyasolhatnak. A Qg szerepe
és jelentdsége (beleértve a protonacidt, a herbicid-, és kinonkétést) elsésorban a ktéhelye
kozelében talalhaté aminosavak mesterségesen kivaltott mutacidjaval vizsgalhatd, de
kapcsolatba hozhaté makroszképikus (kérnyezeti) hatasokkal is.

A kérnyezeti tényezdk koziil az utébbi években el8térbe keriilt az UV-B-sugarzas,
mivel az 6zonpajzs vastagsiganak csokkenése miatt egyre nagyobb intenzitassal éri el a
Fold felszinét. A megnovekedett intenzitast UV-sugdrzas az dsszes éldlényre karos lehet,
de kiilsnésen az a fotoszintetizal6 szervezetekre (pl. algak, magasabbrendd névények),
amelyek szamara a napfény az egyetlen energiaforras. Ezzel magyarazhaté a fotoszintézis-
kutaték tdrekvése az UV-sugarzas névényekre gyakorolt hatdsinak tisztdzésira. Biofizikai
és biokémiai vizsgalatokkal valtozasokat figyelhetiink meg a névény életmiksdésében:
cs6kken a CO,felvétel, az oxigénleadas, a szaraz-témeg, a keményitd és a teljes klorofill
mennyiség, ATPaz- és Rubisco-inaktivicié kévetkezik be. A vizsgalatok azt bizonyitjak,
hogy a PS2 elektrontranszportja az egyik legérzékenyebb pontja a névénynek, mivel az
UV-abszorbeilé redoxkomponensek - a kinonok, a tirozinok és a vizbonté-komplex -
valamilyen mértékben mind kirosodnak. Az UV-B-sugirzas {8 tamadaspontjara tgy
kovetkeztethetiink, hogy &sszehasonlitjuk a bakterialis és a PS2 RC-ok UV-sugarzassal
szembeni érzékenységét. Az esetleges kiilonbség abbdl adédhat, hogy bar aII. tipusi RC-

ok akceptor oldalai hasonléak, a donor oldalaik nagyon kiilénbozdk.



CELKITUZES

Célom az volt, hogy az elektrontranszfert, a proton- és kinonkdtést magaban
foglal6 tobbszords egyensilyi folyamatokat elemezzem olyan RC-okban, amelyekben a
Qgp-kot8hely mutacié vagy UV-B besugarzas hatasara jelentdsebb valtozasokat szenvedett.
Ezeket a valtozasokat a kinon-akceptor komplexben a kinonkatési allandék, a proton
sztochiometria és az elektron egyensulyi allandok meghatarozasaval jellemeztem.

A részletes vizsgalatokat elindité alapkérdések:

A Rb. sphaeroides R-26 1.2291le - Met mutansa esetén:

— Hogyan befolyasolja a mutacié a kinonkétést?

— Hogyan hat a szerkezetvaltozas a fehérje aminosav-oldallincaira valamint a kinon
szubsztituenseinek és fejcsoportjanak kolcsénhatasara (induktiv és mezomer hatasok)?
— Mennyire viltoztatja meg az aminosavcsere a Qg-vel (ill. Qg”) kdlesénhaté csoportok

pK-jar?

A Rb. capsulatus 1212Glu - Gln mutansa esetén:
— Van-e a termikus energiatél (25 meV) jol megkiildnboztethetd kolcsonhatis az

L212Glu és a Q,~ kozdtt a nagy tavolsig (1,7 nm) ellenére?

UV-B-besugarzas alkalmazasakor:

— Hogyan befolyasolja a Qg jelenléte vagy hianya, ill. redoxallapota az UV-B-sugarzas
hat4sit az elektrontranszferre, a kinon- és herbicidkotddésre, valamint a RC fehérje
sszetételére?

— Mi az UV-B-sugarzas {6 tamadaspontja a RC-ban?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Baktériumtorzsek:
— Rbodobacter (Rb.) sphaeroides R-26
— Rb. sphaeroides L2291le - Met (R/89) atrazinrezisztens mutans
— Rb. capsulatus L212Glu - Gln mutans



A fotoszintetikus RC izolalasa
Az alkalmazott standard fehérjetisztitdsi médszerek: a sejrek feltérése French
press-szel, ultracentrifugalas, a kromatofora feltirisa LDAO-val, amménium-szulfitos

kicsapas, DEAE-Sephacell ioncserél§ oszlopkromatogrifia.

Az alkalmazott vizsgalati eljarasok

Spektroszképiai  és  elektromos médszerek. A fotoszintetikus RC-ok
fényfelvillanas-indukalt abszorpcidvaltozasat adott hullimhosszakon hazilag 6sszeallitott
egysugaras fotométerrel mértem (A) donor nélkiil és (B) kiilséleg hozzdadott donorral.
(A) esetében toltésrekombinacié kovetkezik be (430 nm-nél mérhetd), (B) esetén a RC
t8bbszdri dtfordulasat figyelhetjiik meg a szemikinon redukciéja (450 nm), ill. a citokrém
oxidaciéja (550 nm) nyomonkdvetésével. A sorozatos fényfelvillanisokra megjelend
szemikinon jel csillapodé amplitudéji oszcilldciét ad, amire az elektron és kinonkotési
egyensulyi allanddkat figyelembevevd szimitégépes modellt alkalmaztam. A proton-
felvételt pH-indikator festékek alkalmazisaval és elektromos (pH elektrdd) médszerrel

mértem.

UV-B-besugarzas
Az UV-B sugarforras egy VL-215M (Vilbert Lourmat) limpa volt (fényintenzitasa
312 nm-nél =50 pmol'-m=2:s~"). Az UV-B-kezeléseket jégen, 20 uM Rb. sphaeroides R-26

RC koncentracié mellett végeztem.

AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

A Qg mukddése Rb. sphaeroides R-26 és R/89 RC-ban

A Rb. sphaeroides R-26 atrazinrezisztens mutansaban (R/89) az L-alegység 229-edik
helyén lev izoleucin cserélddstt ki metioninra (L229Ile = Met). Az L2291le a Qy
kotShelyhez tartozé apolaros aminosav, de sem a Qy-re irinyulé kdzvetlen proton-
transzfer folyamatokban nem vesz részt, sem a kinonkdtésben nem jatszik meghatirozd
szerepet, hanem van der Waals kotéssel stabilizalja a kinont a Qg-két8hely vasionhoz
kozeli oldalan.

Az 1.2291le = Met aminosavcsere masképpen hat a kinonra mint a szemikinonra.

A kissé hosszabb és a kénhid miatt sokkal merevebb Met jelenléte a mutinsban



kiildnbéz48 valtozdsokat okozhat: elmozdulhat a kinon-gydrd és/vagy médosulhat a
fejcsoport szubsztituenseinek térbeli elrendezddése. Mivel a kinon semleges, a szemikinon
pedig téltdtt (anionos) molekula, és a szerkezetiik is eltérd (valtakozd egyszeres- és kettds-
kotés rendszer, ill. aromas gyird), ezért a kiilonbségek egyrészt az elektroszratikus,

masrészt a metoxi szubsztituensek mezomerikus hatasaibdl eredhetnek.

A Qg™ és kornyezete kozott kialakuld elektrosztatikus kélcsinbatdsok

A Q4 Qg és a Q,Qp allapotok kozdtti standard szabadenergia-valtozas azt
mutatja, hogy a szemikinon a kinonhoz képest kevésbé stabil R/89, mint R-26 RC-ban.
Ha ezt a valtozast kizarolag a Qg™ és a vasion kozott fellépd Coulomb-kélesdnhatas
csokkenésének tulajdonitjuk, akkor a kinon fejcsoportja UQ,, és UQ, esetén 0,13, ill.
0,03 nm-rel mozdulna el. Masik magyarazat lehet a Q™ és a kotShelye kozelében
talalhat6 negativ t5ltésd aminosavakbdl allé csoport kézétti destabilizalé kdlesdnhatas
kialakulasa.

Mindkét RC-ban a mért standard szabadenergia-viltozisban két pH-fiiggd
tartomany fedezhetd fel, ami legalabb két aminosavval valé kélesonhatast jelez: magas
pH-n az L212Glu, alacsony pH-n az L213Asp (és L210Asp) a lehetséges jeldltek. A Qp-
kotShelyen UQ,yet tartalmazé R/89 RC-ban a magas pK-ji csoport pK-ja 0,5 pH-
egységnyit eltolédott a magasabb pH-k felé (mind elektrontranszfer, mind protonfelvétel
mérések eredménye), ami azt jelzi, hogy a Qp~ és az L212Glu, ill. az L212Glu és
kézvetlen kérnyezete kdzott hatd erdk kissé médosultak. A Qg™ és az L212Glu kézotti
0,5 nm tavolsigbdl és a 329 meV kélcsdnhatdsi energiabdl ezek 0,05 nm-es kozeledése

becsiilhetd.

Mezomerikus hatdsok

A kinon fejcsoportjanak a Qg-helyre kotddését elsésorban a hidrogénhidak
kialakulasa hatirozza meg, de fontos szerepet jitszanak benne mais nem-coulombi
kolesénhatasok is, legf8képpen van der Waals erdk. Az izoprén lanc hidroféb kélcsén-
hatasokon keresztiil hat a kinonkétésre.

Az L2291le, ill. az L229Met eltérd geometriai elrendezédést kényszerit ra a
kinonokra és a szemikinonokra. A két egymas melletti metoxi-csoport (a kinon-gytiri
2. és 3. szubsztituense) taszitja egymast a kozottiik fellépd sztérikus kélesdnhatas miatt.

Torzids szogik valtozasa jelents eltéréseket okoz a kinon és a szemikinon



stabiliziciéjaban. Tehit a mutdcié kovetkeztében kialakult kedvezdtlen térbeli
elrendezddés (a metoxi szubsztituensek egymashoz viszonyitott helyzetének torzulasa)
a karbonil-oxigének részleges negativ téltéseit eltavolitva csokkentheti a kornyezettel

kialakitott hidrogénhidak erdsseget.

Az L212Glu szerepe Rb. capsulatus 1212Glu - Gln mutans RC-ban

Ha az L-alegység 212-edik aminosavja helyén nem glutaminsav van, akkor a PQ,~
allapothoz tartozé protonkdstés pH > 8,5-nél rendkiviil lecsékken a vadtipusban mérhetd
~0,2 H*/P* értékhez viszonyitva. A vadtipusban magas pH-n az L212Glu és a Q,~
direkt vagy indirekt médon kélcsdnhatisba keriilnek egymassal legalabb 30+ 18 meV
(=60meV (pKga-—pKqa)) kdlesdnhatasi energiaval. A mutinsban a magas pK-ji csoport
szinte teljesen eltiinik, tehat a glutaminsav kicserélése mas aminosavra megsziinteti ezt
a kapcsolatot. A Q4 keletkezése a nagy tavolsig (> 1,5 nm) ellenére a Qy-kotShelyhez
tartoz6 egyes aminosavak (pl. L212Glu) pK-janak eltolédasit okozza, ami segiti az
elektronatmenetet a Q,-rél a Qp-re.

Kettds mutansokban (pl. L212Glu-L213Asp — Ala-Ala), ahol mind az L.212Gluy,
mind az L213Asp valtozott, a protonkétés teljesen eltdnik, mig az L212Glu - Gln
mutansban még magas pH-n is =0,05 H*/P* értéket mértem. Ez azzal magyarazhatd,
hogy bar kirosodott az L212Glu kériil kialakulé aminosav-halézat (cluster), ami magas
pH-n meghatirozza a protonfelvételt, de az L213Asp-t tartalmazd aminosav-rendszeren

keresztiil azért bekovetkezhet egy kisebb mértékd protonkotes.

Az UV-B-sugirzas hatdsa a Rb. sphaeroides R-26 RC-ra
Kinon- és herbicidkotés

Az UV-B-sugarzis jellegzetes hatast fejt ki az elektrontranszferre, amely a
toltésrekombinicié gyorsulasiban, a szemikinon oszcillicié csillapodasinak névekedésé-
ben és kis mértékli o-fenantrolin rezisztencidban nyilvanult meg. Az UV-B-besugarzis
karosithatja magat a Qg-kotShelyet (ezt mutatja a kisebb Qp-aktivitis), vagy csokkentheti
az 4.n. Qg-hozzaférhetdséget, ami magaban foglalja a "folytonos tizem"-et (t6bbszéri
atfordulast) jellemzd paraméterek valtozasat: a kinon készlet szikiilését és/vagy a kinon
be- és kikdt8dés gatlddasat.

A kinonok mellett a herbicidek kotési tulajdonsagai is megvaltoznak. Mivel

azonban az UV-B-sugirzis okozta viltozas nem terjedt ki a teljes Qp-kétShelyre, igy



rezisztenciat csak az L190His-hez kapcsolédé o-fenantrolin esetén kaptam, mig a Q,-
kotdhely ellenkezd oldaldn az L223Ser és az L2241le aminosavakhoz kapcsol6dé terbutrin

esetén nem.

A kinon jelenléte és redoxdllapota befolydsolja az UV-B-kdrosoddst

A kiilénboz8 elektrontranszfer jellemz8k UV-B-sugirzas okozta kirosodasa Qg
hidnyaban 5-15%-ot, Qg-aktiv RC esetén 10-20%-ot, mig Q, " jelenlétében 15-30%-ot tett
ki, azaz Qg hidnyaban kisebb, szemikinon jelenlétében pedig nagyobb a valtozas. Ezt a
megfigyelést alitamasztja a kiilonbdz8 redoxallapott kinonok abszorpcids spektruma: az
UV-B-tartomanyban 306 nm-nél maximalis a szemikinon abszorpcidja, mig mind az
ubikinon, mind a plasztokinon alap és kétszeresen redukalt allapotai itt alig nyelnek el.
Tehét a szemikinonok sokkal hatdsosabb célpontok lehetnek, mint a kinonok vagy a
kinolok.

A PS2 RC érzékenyebb az UV-B-sugdrzisra, mint a bakteridlis

ARCszerkezetében és mikddésében UV-B-sugarzasra bekdvetkezd kirosodasokat
az inaktivicibs hatdskeresztmetszet kiszdmitdsdval becsiilhetjilk meg. A bakterialis RC-
ban a fotokémiai aktivitds csokkenéséhez és az L-alegység karosodasihoz tartozd
inaktivaciés hataskeresztmetszet (=0,32 m*'mol!) egy nagysigrenddel kisebb a PS2 D1-
alegységének degradicidjara, ill. az oxigénfejlesztés karosodasara jellemz8 értékeknél (3,7
m*mol Y, ill. 11,2 m?-mol~?).

A PS2 nagy UV-érzékenysége nem eredhet a kinonok kozvetlen UV-B-
elnyelésébdl, mivel a PS2 és a bakteridlis RC-ok kinon-elektronakceptorainak spektruma
az UV-B-tartomanyban szinte egyforma. Egy masik lehetséges magyarazat a PS2 és a
bakteridlis RC Fe?*-ionjanak eltérd kotédési és redoxsajatsigain alapul, de
valészindtlennek latszik, hogy a bikarbonit Fe*-ionhoz valé kapcsoléddsa lenne a
kulcsfaktor a PS2 nagyobb UV-B-karosodasiban. Feltételezhetjiik, hogy az UV-B-
besugirzas hasonléan hat a kinon-akceptor komplexre mind a bakterialis, mind a PS2
RC-ban, és a nagy kiilénbség a kétféle RC donor oldalin megnyilvinulé eltérésekbdl
ered. Ezt timasztjak ald azok a vizsgalatok, amelyek szerint a PS2-ben az UV-B-

besugarzasra legérzékenyebb a (bakterialis RC-bél hidnyzé) vizbonté-komplex.



A DISSZERTACIO U] TUDOMANYOS EREDMENYEI

. Olyan modellt dolgoztam ki a szemikinon flash-szim fiiggvényében megfigyelhetd
csillapitott oszcillaciojara, amely figyelembe veszi mind az elektron, mind a kinon

egyensulyi eloszlast a RC kinon-akceptor rendszerében (I.).

. Az 1.2291le - Met muticié a pH-tdl fiiggben kiilonb6z8 mértékben néveli meg
a Qp-nek és a Qz~-nak a masodlagos kinonké&téhelyre vonatkoztatott disszociacids
allandéit (IV.).

. A fenti mutici6 miatt a disszociaciés allandékban bekévetkeza eltérd valtozasokat
a kiilénb6zd redoxallapotd kinonok fejcsoportjainak és szubsztituenseinek
kolcsonhatasaval, induktiv és mezomer hatdsokkal magyariztam (IV.).

. A mutansban a legmagasabb pK-ji csoport pK-ja 0,5 pH-egységgel eltolédott a
vadtipusban megfigyelthez képest, amit az L212Glu é a Qp~ 0,05 nm-es

kozeledésével értelmeztem (IV., V.).

. A Rb. capsulatus 1.212Glu - Gln mutdnsiban a PQ, " allapothoz tartozé proton-
kétés magas pH-n (pH > 8,5) nagyon lecsékkent a vadtipushoz viszonyitva, amibél

az L212Glu és a Q,~ kozott fellépd =30 meV kolcsdnhatasi energiara kévetkez-

tethetiink (VL.).

. Az UV-B-besugarzas a bakterialis RC-ban kétféle hatast valt ki:
— a RC-ok egy része a kiterjedt fehérje-kirosodas miatt elveszti fotokémiai
aktivitasat,
— a RC-ok masik részében a valtozas nem terjed ki a teljes Qy-kétShelyre, csak
a kinon, ill. a herbicidek kdtddési sajatsagait médositja (VIL.).

. Qg jelenlétében a felsorolt hatasok feler8sddnek (VIL.).

. Qg™ keletkezésekor, mivel a szemikinon forma maximalis elnyelési az UV-B-
tartomanyban, a kirosodas még kifejezettebb (VIL.).

* Indirekt bizonyitékot szolgiltattam arra, hogy PS2 RC-ban az UV-B-sugarzassal
szemben a legérzékenyebb hely nem az akceptor oldal, hanem a donoroldali

vizbonté-komplex (VIL).
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