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- 3-[N-morfolin]-propanszulfonsav

- 1,3-bis(tris-(hidroximetil)metilamin)-propén

- 2-[N-ciklohexilamin]-etanszulfonsav

- 3-(ciklohexilamin)-1-propanszulfonsav



1. BEVEZETES

A fotoszintetizalé organizmusok (baktériumok, algdk, magasabb rendii z6ld novények)
fényenergiat alakitanak at redoxpotencial illetve proton elektrokémiai potencialla, amelyek
kozvetleniil alkalmasak a sejt életfolyamataihoz sziikséges energia fedezésére, illetve
raktarozasara. A fotoszintetikus folyamatok alapvetéen két f6 csoportra oszthatok:
fényreakciokra és sotétreakcidkra. A fényreakcidkban a sotétreakciok energiaforrasai
képzddnek (ATP és redukalt koenzimek), amelyek lehetévé teszik, hogy a kiilonb6zo
biokémiai anyagcsere-folyamatok (sotétreakciok) lancolatan keresztiil nagy energiaértékii
szénhidratok keletkezzenek. A fényreakcidk a foton abszorpcidjat kovetéen fehérjébe
agyazott, specialisan orientalt pigmentek kozremikodésével mennek végbe. A zold
noévényekben, ahol a fotoszintézis az eddig ismert legnagyobb hatékonysaggal valosul meg, a
fényreakciok soran NADPH és ATP termelddik. Ezen folyamatban két egymastol jol
elkiilonithetd fotokémiai rendszer (PSI és PSII) vesz részt. A PSII-hoz kapcsolédo komplex
egyediilallé modoén képes a viz fényindukalt elbontasara protonokka és molekularis oxigénneé,
mik6zben redukald ekvivalensek lancolatan keresztiil az energia egy része proton
elektrokémiai potencial forrﬁéjz’lban raktarozodik. Ez a potencial az ATP szintézisének
energiaforrasul szolgal. Az energia masik hanyada atkeriil a PSI-re, ahol jabb foton
abszorpcioja révén valik a folyamat teljessé a NADP redukciojat eredményezve.

Baktériumokban a fotoszintetikus energiaatalakitas folyamatai lényegesen egyszeriibbek, mint
z6ld ndvényekben. Amig a zdld novényekben két fotokémiai reakcio mikodik, addig
baktériumokban csak egy vén. A z6ld novények linearis részben ciklikus elektrontranszport-
lancaval szemben a baktériumoké egyetlen ciklusbol all, melynek soran a reakcidcentrumban
(RC) keletkezett toltéspar stabilizalodik. (kinon redukcids ciklus). A reakcid szabadentalpia-

valtozasa proton gradienssé alakul at, amelyet vektorialis (a membran citoplazmikus oldalardl



a periplazmikus oldal felé .mutaté) protonelmozdulas épit fel a reakcidcentrum. A ciklikus
protonaramlast a reakciécentrumhoz kapcsolodo citokrom be, komplex valdsitja meg. Mivel a
protonfelvétel elofeltétele az elektrontranszfernek, és csak kolcsonhatasuk biztosithatja a
reakcidcentrum normalis miikodését, proton-aktivalt elektro.ntranszferrél beszéliink. A RC és
a citokrom bc, redoxfolyamatait a lipidfazisban kozlekedd kinon és a periplazmikus oldalon
kozlekedd vizoldékony citokrom c, teszi teljessé. In vivo korulmények kozott a baktérium
fotoszintetikus ndvekedését a fényintenzitas nagysaga hatarozza meg, azaz a fotociklus tobbi
lépése a fotokémiai reakcidnal joval gyorsabb. A RC izolalasaval, megfeleld mennyiségii
redoxekvivalensek (citokrom, kinon) biztositasaval, valamint nagy intenzitasi gerjesztd fény
alkalmazasaval elérhetd, hogy a fotociklus egyes 1épéseit a RC tobbszoros atfordulasaval
tanulmanyozzuk. Fiziologias pH és ioner6sség tartomanyban azt figyeltik meg, hogy a
citokromok kicserélédése hatarolja a folyamatot. A korabbi flash-indukalt abszorpciémérések
csak részleges valaszt tudtak adni a RC és citokrom kolcsonhatasanak részleteire. A fenti
problémakort megcélozva szamos uj eredményt sikertilt elérniink.

A citokrom atfordulds az akceptor oldali folyamatok kovetésére is alkalmas. Az
elektrontranszfer sebessége lényegesen lecsokken a Qp kornyezetében 1évd protonalhatod
aminosavak (GluL212, AspL213, SerL.223) nem protonalhatora vald cseréjével. A kozelmult
egyik legfontosabb felfedezése a bakteridlis reakciocentrum kutatasban, hogy atmeneti
fémionok szintén képesek nagymeértékben gatolni a protontranszfert (Paddock és mtsai. 1999)
és az elektrontranszfert (Utschig és mtsai. 1998). Ez egyben a RC protonaciés folyamatainak
egy Ujabb vizsgalati technikajat alakitotta ki. Habar a fémion kotShelyét pontosan
meghataroztak  rontgen-diffrakciés  vizsgalattal (Axelrod ¢és mtsai. 2000ab), a

hatasmechanizmus még nem tisztazott. Egyes kutatok szerint fémiont koordinalé protonalhato
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utakon csak kisebb sebességgel kozlekedhet (Paddock és mtsai. 2000; Adelroth és mtsai.

2000). Vizsgalataink igazoljak, hogy az elképzelés csak részben allja meg a helyét.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A bakteridlis reakciocentrum szerkezete

A reakciocentrum a bakterialis fotoszintetikus apparatus azon izolalhato fehérje egysége,
amelyben az els6dleges toltésszétvalasztas és az ahhoz tarsuld profom’tlédési folyamatok
végbemennek. Az integralis membranfehérjék koziil elsoként a Rhodopseudomonas (Rps.)
viridis RC-at kristalyositottak ki amfifil oldoszerb6l (heptan-1,2,3-triol) (Michel 1982). A
kristalyokon elvégzett rontgendiffrakciés vizsgalatok segitségével a Rps. viridis RC
szerkezetét 0,3 nm-es (Deisenhofer és mtsai. 1985), majd késébb 0,23 nm-es (Deisenhofer és
mtsai. 1995) atomi feloldasban hataroztdk meg. A Rhodobacter (Rb.) spaerodies RC rombos
(Allen és mtsai. 1988; Chang és mtsai. 1991), trigonalis (Ermler és mtsai. 1994) kristalyait
0,28, ill. 0,26 nm-es és 0,22 ill. 0,26 nm-es (Stowell és mtsai. 1997) felbontassal vizsgaltak.

A Rb. sphaeroides biborbaktérium RC-a harom fehérjealegységbdl allé pigment-
protein komplex. Az alegységeket elektroforetikus mobilitasuk alapjan becsiilt, egymashoz
viszonyitott molekulatomegeik angol elnevezésének kezdébetlijével, L, M és H-val jelolik
(light, middle és heavy). Ez az elnevezés azonban megtévesztd, mivel valojaban a H alegység
a legkisebb (27,4 kD), amelyre az RC aminosav sorrendjének meghatarozasaval derilt fény
(Williams és mtsai. 1984). A H alegység, mivel kevésbé hidrofob az SDS poliakrilamid gélen
kisebb elektroforetikus mobilitast mutatott, igy molekulatomegét nagyobbnak vélték, mint az
M és az L alegységét. Az utobbiak molekulatomege 31,3 és 34,3 kD. A Rps. viridis torzsben
egy 4 db citokrom c-t tartalmazd negyedik alegység kapcsolddik a RC-hoz a membran
periplazmikus oldaléan.

Az L és az M polipepdidek 180°-o0s forgasi szimmetriat és nagyfokit homologiat mutatnak:
mindkét polipeptid 5-5 transzmembran hélixet tartalmaz, melyek koziul 2-2 kilénbsen

szorosan kapcsolédik egymashoz (Yeates és mtsai. 1988; Feher és mtsai. 1989). Az igy
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létrejott LM komplex stabilitasat egy nem-hem tipusu Fe®” ionnak a négy hélix egy-eg
hisztidinjével (L190, L230, M219 és M266), valamint az GluM232 aminosavval, mint
kétfogl ligandummal képzett hat koordinacios kotése biztositja (Allen és mtsai. 1988). A H
alegységnek csak egy transzmembran hélixe van, globularis szerkezet(i, az LM komplex
citoplazmikus oldalahoz kotédik, a két kinon kotohelyet zarja le (2.1 abra), igy eltavolitasa
(Debus €s mtsai. 1985) elsésorban a két kinon mikodésében okoz jelentds valtozasokat

(Feher, 1992).

Membran Membran

2.1 dbra. A bakteridlis reakciocentrum-fehérje alegységeinek elhelyezkedése a membranban

A RC-ban az LM polipeptidhez kotédnek a prosztetikus csoportok: 4 bakterioklorofill,
amelyek kozul 2 dimert alkotva képezi a primer donort (P), mig a masik kettd a dimertdl a
mintegy 0.5 nm tavolsagban helyezkedik el majdnem tokéletesen szimmetrikusan (Bkla,
Bklg), 2 bakteriofeofitin (Bfeos, Bfeog), 2 kinon (Qa, Qg), a kozottiik elhelyezkedd nem-hem
tipusu vasion (Fe*") és esetlegesen baktériumtorzstél fiiggden egy karotinoid molekula. A

AT |
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és B-vel jelzett agat képeznek (2.2 abra). A szimmetria azonban nem tokéletes, amelynek
okai: a dimer aszimmetriaja (a tetrapirrol gylriik egyike nem tokéletesen sik), a szomszédos
kofaktorok elektronfelhéinek kiilonbozé mértéki atlapolasa a két agban (az A agban kozelebb
van a Bkl a P-hez és a Bkl a Bfeo-hoz), a fitil (Bkl és Bfeo) és az izoprenoid (kinon) lancok

aszimmetriaja, valamint a polaros aminosavak kiilonboz6 eloszlasa a két ag mentén.

periplazma

O O

\

zll
!

L2 Gt C) €
citoplazma

2.2 dbra. A kofaktorok elhelyezkedése Rb. sphareoides karotinoidmentes térzsének (R-26) reakciécentrumdban.
Jelolések: P primer donor, Bkl bakterioklorofill, Bfeo bakteriofeofitin, Q kinon, A és B fotokémiailag aktiv és
inaktiv 4g. Az eldreiranyulo elektrontranszfer irdnyat vékony a protontranszfer irdnyat vastag folytonos nyilak
jelolik. A pontozott vékony nyilak az elektrontranszfer visszafelé iranyulo reakcioit. a szaggatott vékony nyilak a

lipidfazisban kozlekedd kinonokat jeldlik.

Mindezek a késébbiekben funkcionalis aszimmetriahoz vezetnek. A négy Bkl kozil két kozeli
alkotja a dimert, amely elsddleges elektrondonort szerepét tolti be, egy-egy pedig athidalja a
dimer és a bakteriofeofitin kozotti igen jelent6s (1,7 nm) tavolsagot, €s ezzel megkdnnyiti
kozottiik az elektronatadast (Gunner, 1991). Az elsédleges €s a masodlagos elektron
akceptorok (Q., Qp) izoprenoid lanccal rendelkezd kinon molekulak, amelyek kémiailag

lehetnek azonosak: ubikinon-50 (Rb. sphaeroides, Rb. capsulatus), vagy kilonbozoek: Qa



kotohelyen menakinon, a Qg kétbhelyen pedig ubikinon-50 (Rps. viridis) (Shopes és Wraight,
1985). A Fe** a fotokémiai aktivités jelentdsebb megvaltozasa nélkiil helyettesithetdé mas

kétértékii fémionokkal (Debus és mtsai. 1986; Utschig és mtsai. 2000).

2.2 Elektrontranszfer a bakteridlis reakciécentrumban

A RC iltal elnyelt fény a dimert elektron-gerjesztett szingulett allapotba (P*) hozza, amelybél
az elsd jOl elkilonithetd toltéspar (P'Bfeo’) kozel 3 ps alatt képzddik (2.3 abra). Az
elektronnak a primer donorrdl a bakteriofeofitinre juttatasat a bakterioklorofill monomer
segiti a primer donor és a bakteriofeofitin, mint akceptor elektronfelhOinek atlapolasaval. Ezt
a kvantummechanikai jelenséget szuperkicserélodésnek vagy alaguteffektusnak nevezik
(Marcus és Sutin, 1985; Tanaka és Marcus, 1997). Ezt felhasznalva a Nagarajan és mtsai.
(1993) nem-adiabatikus, Woodbury és mtsai. (1994) adiabatikus kozelitésben irtak le a Bkl
monomer szerepét. Bar az A és B agban a RC prosztetikus csoportjainak tikorszimmetriaja
majdnem tokéletes, a fent vazolt aszimmetria elegendd ahhoz, hogy csak az A (aktiv) ag
mentén j6hessen létre elektronatadas. Itt fiziologias koriilmények kozott 20-szor hatékonyabb
az elektrontranszport, mint a B agban. Ezt a Bklp natrium-borohidriddel torténé redukcidjaval
tamasztottak ala, ami nem eredményezte a fotokémiai hatasfok csokkenését (Maroti €s mtsai.
1985).

A kialakult toltéspar tovabbi (egyre lassuld) elektronatadasi lépésekkel stabilizalodik: elészor
az elsOdleges kinon, majd ezt kévetden a masodlagos kinon redukalodik. A kialakult toltéspar
stabilizalodasanak legfontosabb 1épése a primer kinon redukcidja. Ez a folyamat szolgaltatja a
legnagyobb szabadenergia csokkenést (AG), ami gyakorlatilag irreverzibilissé teszi a
toltésszétvalasztast. A reakciot a RC konformacio valtozasa kiséri: Fénnyel megvilagitott RC-
ot 77 K-re hiitve az elektrontranszfer sokkal gyorsabb, mint sététben hiitve (Kleinfeld és

mtsai. 1984c). Mivel alacsony hémérsékleten a konformaciok kozotti atmenet sebessége



erésen lecsokken, a P"Q," (fényben hiitott) konformacidja eltéré a PQ, konformaciojatol. Az
egymast kovetO redoxallapotok élettartamai drasztikusan novekednek: Rb sphaeroides esetén
a toltés-rekombinacio élettartama a redukalt bakteriofeofitinrdl csupan a 12 ns, a Q-rél mar
60-100 ms, a Qgp-rél 1-1,3 s (Wraight és Stein, 1983; Kleinfeld és mtsai. 1984a; Xu és
Gunner, 2000). A Qa4 és Qg kozotti egyensulyi elektronatadas nagyjabol 100 ps alatt jatszodik

le (Shinkarev és Wraight, 1993).

-1,0 - P 3ps .
S ;\ P'Bfeo”
ot w0 B :
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L 04 - Elns ;
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= = o AR s
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- L ‘,‘.-,.-l‘ ___________
8“ 0’2 L ::": --------- direkt ut
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N 0,4 7
2 P
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2.3 dbra. Az elektrontranszfer kinetikai és energetikai jellemz6i a Rb. spharoides R-26 reakcidcentrumdban. Az
eléreiranyuld folyamatokat folytonos, a toltés-rekombinacidkat szaggatott nyilakkal jeloltiik. A nyilak mellé
feltiintettiik a reakciok élettartamat is. A P QA Qg —PQ.Qg toltés-rekombinicio 95%-a a Q,-n keresztiil

(indirekt ut) megy végbe Rb. sphaeroides RC-okban.

A gyors eléreiranyuld folyamatok egyre behatobb vizsgalata eredményeképp a monomer
bakterioklorofill szerepét is sikeriilt tisztazni, ami hossza idon at megosztotta a kutatokat. A
legijabb vizsgalatok a monomer aktiv részvételét mutattak ki az elektrontranszfer-lancban.
Arlt és mtsai. (1993) a RC-ok dominans részében (77%) 2.3 ps, a kisebb hanyadban (23%) 7

ps életideji: komponenst azonositottak a P Bkl toltésparral. Az elektron ezutan mindkét
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frakcioban 0.9 ps alatt jutott a bakteriofeofitinre. Kolbasov és Scherz (2000) az aktiv és az
inakiv 4gban 1év6 bakterioklorofill monomer és dimer kozotti kolcsénhatasi vizsgaltak, azt
talaltak, hogy az aktiv agban 3 nagysagrenddel nagyobb volt a kélcsdnhatasi energia.

Tiede és mtsai. (1996) iddfelbontott elektrokrom valtozdsok mérésébsl arra a

1 korilinek mért kinonok kozotti

kovetkeztetésre jutottak, hogy a korabban 10* s
elektrontranszfer sebessége egy atlagos értéknek tekinthet6. Szobahémérsékleten két kinetikai
komponens jelenlétét azonositottak, amelyeket a heterogénnek feltételezett RC konformacios
allapotaihoz rendeltek. Alacsony hémérsékleten (-20°C-on) komponensek sorozatat figyelték
meg, igy a Qa'Qp—QaQg" elektrontranszfer kinetikajat eloszlasfiggvénnyel adtak meg. Az
elsd elektrontranszfer komponenseinek élettartamat illetden tovabbra sem egységesek az
allaspontok. Fourier transzformacids infravoros spektroszkopiai (FTIR) vizsgalattal
Hienerwadel és mtsai. (1995) 200 ps-os komponenst azonositottak. A szemikinon 398 nm-nél
megfigyelhetd elektrokrom abszorpcidvaltozasa alapjan Li. és mtsai. (1998) 80 us-os gyors
komponenst és egy meglehetdsen variabilis 200-600 ps-os lassiu komponenst eészleltek.
Utschig és mtsai. (1998) 757 nm-nél mérték a szemikinon elektrokrom abszorpcidvaltozast, és
egy kis amplitadoju (25%) 37 ps-os illetve 10 ps-os (Utschig és mtsai. 2001), valamint egy
nagy (75%) 230 us-os komponenseket azonositottak. Kromatoforan az elektrontranszfer még
gyorsabb, egy 4 ups-os (60%) és egy 80 us-os (40%) komponenst irtak le (Tiede és mtsai.
1998).

In vitro kérilmények kozott a masodlagos elektrondonor hidnyzik a RC-bél, igy a
toltés-rekombinacié valoszinlisége megnd. A P'Qg—PQp toltés-rekombinacio a PTQu’
—PQ.-hoz viszonyitva lényegesen lassibb folyamat (1 s, pH = 8,0-nal; Wraight és Stein,
1983; Kleinfeld és mtsai. 1984a). Pusztan a kinonok elhelyezkedését tekintve meglepé ez az
eltérés, hiszen mindkét kinon koézel azonos tavolsigban (3 nm) van a dimertdl a RC

. M 7 ’ ’ r” TR B ’ , ’ . .)‘ lu,,\

citoplazmikus oldalan. Valészinlileg a Qg korili nagyszami polaros csoport és/vagyt:.
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toltésvezetésre alkalmas ut hidnya géatolja meg a fehérje matrixon keresztiili kézvetlen
rekombinacidt, igy a toltés-rekombinacié 95%-ban Qa-n keresztiil az Gn. indirekt Uton

kovetkezik be (Wraight és Stein, 1983; Kleinfeld és mtsai. 1984a; Labahn és mtsai. 1994).

2.3 A kinonok (Q4 és Qp) eltéro viselkedése

AI fotoszintetikus RC-ban és két kinon (Qa és Qgp) szdmit olyan redox centrumoknak,
amelyekhez redukalt allapotban protonok kétddhetnek, és ezzel az iranyitott (vektorialis)
protonmozgéas részeseivé valnak. A fehérjekornyezetik kiilonbozOésége miatt a két kinon
redox- és kotési tulajdonsagai gyokeresen eltérnek (Prince és mtsai. 1983). A Qa erdsen
hidroféb koérnyezetbe ékelddik, a legkozelebbi polaros aminosav 0,5 nm-nél nagyobb
tavolsagban van téle. A H alegység gy helyezkedik el, hogy a Qa- kétohelyet még jobban
elszigeteli a vizes fazistol, ahonnan protonfelvétel torténhetne. Fizioldgids korilmények
kozott a Qa csak egyszeresen redukalhato, csak extrém magas fényintenzitds €s erOsen
redukalé korilmények kozott figyelheté meg kétszeresen redukalt formaja (Okamura és
mtsai. 1979). Szemikinon alakja meglehetésen stabil: a redukcid szabadentalpia-valtozasa
lényegesen pozitivabb a Qa- kotdhelyen, mint apolaros szerves oldészerben (Crofts és
Wraight, 1983; Woodbury és mtsai. 1986). Erosen kotédik a RC-hoz, onnan csak drasztikus
eljarassal (1-4 % LDAO és 1-10 mM o-fenantrolin) tavolithatd el (Okamura és mtsai. 1975).
Az erds kotddésben néhany aminosav jatszik szerepet: az AlaM260—Tyr mutans
rontgendiffrakcids vizsgalata alapjan megallapitottak, hogy a Qa nem kotédott a RC-hoz
(McAuley és mtsai. 2000). Az oldatokban megfigyelhetd viselkedéstdl valo eltérés oka a
fehérjével vald lokalis (hidrogén-hidakkal) vagy nagy hatétavolsagii (a transzmembrén
hélixek dipélmomentumaival) valé kolcsonhatas lehet. A masodlagos kinon ezzel szemben,
noha kémiailag teljesen azonos, lazan ko6tddik a RC-hoz, konnyen levalaszthato vagy

inhibitorral helyettesithetd (Sinning, 1992). Szemikinon formaja szintén nagyon stabil, 10'2-
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szer hosszabb élettartami a RC-ban, mint oldatban (Crofts és Wraight, 1983). In vivo
korilmények kodzott a Qp/Qg” par kdzépponti redoxpotencialja 60 meV-tal pozitivabb, mint a
Q./Q.a" paré (pH=8.0). Kozvetlen kornyezetében szamos protonalhaté és polaros csoport
helyezkedik el (GluL212, AspL213, AspL210, ArgL217 és SerL223), igy teljes redukcidja a
RC-ban is végbemegy, amely két elektron és ehhez csatolva két proton felvételével torténik.
Az igy képz6dott kinol kénnyedén levalik, helyébe a membran szabad kinonjainak egyike lép
(Crofts és Wraight, 1983; McPherson és mtsai. 1990). A Qa-hoz és a Qg-hez iranyuld
elektrontranszfer sebességének eltérése is a kilonboz6 fehérjekornyezettel magyarazhatd. A
Qa felé iranyulé elektrontranszfernek gyorsnak kell lennie, hogy a toltésszétvalasztas
energiija csapdazddjon, ne kovetkezzen be toltés-rekombindcié. A P kdrnyezetében szamos
olyan aminosav mutilhaté, amelynek kovetkeztében a P*/P kozépponti redoxpotencialja és
egyben a toltés-rekombinaciés sebességallandok (kap, ksp) megvaltoznak, aminek
kovetkeztében az elektrontranszfer reorganizacids energidja is lényegesen modosul (Allen és
mtsai. 1998). A reakcio szabadentalpia-valtozasanak és a reorganizacids energianak az
egyezése esetén varhatdo maximalis sebességli elektrontranszfer (Marcus és Sutin, 1985). A
reorganizacios energiat viszont a polaros aminosavak jelenléte noveli, ami az optimumtol valod
eltavolodast, ezzel kisebb kinon redukcids sebességet hoz létre, tehat az optimalis
energiacsapdazddashoz és protonszallitishoz kilénbozd kornyezet szikséges. Valdsziniileg
ez a magyarazata a bakterialis (és a PSII) RC-okban talalhato két, eltéré viselkedésii kinon

jelenlétének (Okamura és Feher, 1992).

2.4 A kinon redukciés ciklusa
A foton abszorpciodjat kévetden pillanatszeriien képzoédik a primer toltéspar (P°Q.). /n vivo
koriilmények koézott az oxidalt dimert a RC fehérjéhez kapcsolddo citokrom alegység (Rps.

viridis) vagy diffuzié Gtjan odakeriil6 és bek6tddott vizoldékony citokrom ca (Rb. sphaeroides
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és Rb capsulatus) gyorsan. (1 ps) képes redukalni (2.4. 4dbra (1) l1épése). Ezzel a toltés-
rekombinaci6 valdsziniisége elhanyagolhatova valik fiziologias korilmények kozott. A P*Qy
toltéspar kialakulasaval a citoplazmikus oldalon pH-t6] fliggéen a RC tértmennyiségili protont
kot meg (Mardti és Wraight, 1988a,b; McPherson és mtsai. 1988; Kalman és Maro6ti, 1997)
(2. 1épés). A Qa'Qe—QaQp" elektrontranszfer hatasaira a RC ujabb kismennyiségii (0.1
H'/RC) proton kot meg (3. 1épés). A protont a Qp kornyezetében elhelyezkedd GluL212-es
veszi fel (Nabedryk és mtsai. 1998b; Adelroth és mtsai. 2000). A Q4 oxidacidja utan a RC
egy része Ujabb toltésszétvalasztasra valik alkalmassa, miutan funkcionalis Qg jelenlétében az
elektron eljut a masodlagos kinonra. A RC-ok masik részében az elektron a Qa-n marad. A
Q. és Qp kozotti elektronmegosztast az egyelektronos egyensulyi allandd (K.) adja meg, €s
mivel ez semleges pH-n igen nagy (K. = 10-15; Shinkarev és Wraight, 1993), a RC-ok
tobbségében a masodik fényfelvillanast kévetd citokrom oxidacid utan két elektron kertl a
kinon-akceptor rendszerbe (Q.i'Qg’) (4. lépés). A masodik elektron csak a szemikinon
protonaldodasa utdn megy végbe (Graige é€s mtsai. 1996), in vivo koriilmények kozott a
aktivalt elektrontranszfer (Graige és mtsai. 1999; Di Donato és mtsai. 2000; Peluso és mtsai.
2000)]. A RC a protont a citoplazmikus témbfazisbol (bulk) veszi fel (5. lépés). A Qp a
masodik protonjat viszont nem a témbfazisbol veszi fel, mint azt sokaig gondoltak, hanem a
GluL212 altal a 2. és 3. 1épés soran megkotott proton jut a Qp-re (Adelroth és mtsai. 2000) (6.
1épés). Ezzel a lépéssel a RC eredeti toltéseloszlasa helyreall. A reakcid eredményeképpen
kinol (QgH.) keletkezik, amely 1ényegesen lazabban koétddik a RC-hoz, mint a szemikinon,
levalik és helyét a kinon raktarbdl egy masik kinon tolti be (7. 1épés) (McPherson és mtsai.
1990). A kinon fotokémiai redox ciklusanak ideje igen révid (1 ms), amelyet a mobilis
kofaktorok (citokrom) pH-fliggd redox ciklusa jelentésen befolyasol (Osvath és Maréti, 1997,

Larson és mtsai. 1998; Van Rotterdam és mtsai. 2001). A Qg’ altal felvett masodik elektron és
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az ezzel csatolasban allo protonfelvétel részfolyamatai sokaig tisztazatlanok voltak. Korabban
agy vélték, hogy elészor QaQp” allapot alakul ki, és ezutan kovetkezik mindkét proton
felvetele (Kleinfeld és mtsai. 1985). Késobbi eredmények mar ramutatnak arra, hogy a Q.
QgH allapot bizonyos koérilmények kozott energetikailag stabilabb (Takahashi és Wraight,
1992). A kérdést végill Graige és mtsai. (1996) hibrid reakciocentrumok (Q. helyen
naftokinon szarmazékok, Qg helyen ubikinon) vizsgalataval (driving force assay) dontottek el,

az utobbi javara.

2.4 dbra. A kinon redukcios ciklusa Rb. sphaeroides reakciécentrumdban (Adelroth és mtsai. 2000). A cit ¢
donor fénygerjesztést kovetden redukdlja a bakterioklorofill dimert (D) (1. Iépés). A 2. és 3. Iépésben a RC
redoxdllapotatol fiiggden tort mennyiségili proton kot meg. Egy jabb gerjesztést kovetéen (4. Iépés) a Qg a
citoplazmaboél felvesz egy protont, aminek hatdsdra a 2. elektrontranszfer végbemegy (5. Iépés). A Qg masodik
protonjat a GluL212-t6] veszi el, ami a 2. és 3. lépésekben ujra potlodik (6. 1épés). Végiil a keletkezd kinol

levalik és egy 11j kinon kot be (7. 1épés).

A felsorolt folyamatok egymast kovetd fényfelvillandsokra a szemikinon (Qa vagy Qg)

felhalmozodasat (paratlan fényfelvillanas), ill. eltGnését (paros felvillanas) okozzak.



Veszteségi tényezOk miatt (egy-€s két-elektronos egyensuilyi allandok, kinonkészlet nagysé.ga,
kinonbekotédeés, kinollevalas, proton-hozzaférhetdség) az oszcillalod csillapitott (Kleinfeld és

mtsai. 1984b).

2.5 Protonalodaisi reakciék a bakteridlis RC-ban

A RC-ban lejatsz6do elektrontranszfer-folyamatokhoz protonacids reakcidk is tarsulnak. A
két kinon (Qa és Qp) szamit olyan redoxcentrumnak, amelyek redukalt allapotban
protonmozgasok aktiv kézremiikodéi vagy kivaltoi lehetnek. A masodlagos kinon, ellentétben
Qa-val maga is képes protonalédni: két elektron és két proton felvételével hidrokinonna
alakul, és ezzel az iranyitott (vektorialis) proton-transzlokacié részesévé valik (McPherson és
mtsai. 1993). A RC-ban a Qg-hez a protonok 3, vizmolekﬁlzikbél és protonalhaté
aminosavakbol all6 csatornakon keresztul jutnak el (Abresch és mtsai. 1998). A vizmolekulak
és protonalhaté aminosavak magszakitas nélkil, hidrogénhid-koétések lancolatan keresztil
kotik ossze a fehérje felszinét a Qg-vel (Ermler és mtsai. 1994). Breton és mtsai. (1998) FTIR
vizsgalattal nagymértékben polarizalt hidrogén-kotésekrdl, valamint a kofaktorokat,
protonalhaté aminosavakat és vizmolekulakat korilvevd polaros koétésekbol allo haldzatrol
szamoltak be. Azt feltételezték, hogy a proton a haldézaton képes kozlekedni a fehérje felszine
és a Qp kozott. A Qa és Qp kornyezetében harom erdsen kotott viz klasztert azonositottak
Fritzsch és mtsai. (1998), amelyek szintén fontos szerepet jatszhatnak a protonfelvételben. A
lanc magszakadasa csokkenti a protonfelvétel és a masodik elektrontranszfer sebességét
(Baciou és Michel, 1995).

A RC protonalhaté csoportjai koziil néhany a proton Qg-hez térténd tovabbitasaban is fontos
szerepet jatszik. Ezek koziil elészor a GluL212 keriilt a figyelem kdzéppontjaba, elsdsorban a
Qg-hez val6 kézelsége (0,5 nm) miatt. Iranyitott mutacioval (GluL212—Gln) megallapitottak,

hogy részt vesz a masodik proton Qg-hez szallitasaban (Paddock és mtsai. 1989, 1997,
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Takahashi és Wraight, 199.2; McPherson és mtsai. 1994; Valerio-Lepiniec és mtsai. 1997,
1999; Adelroth és mtsai. 2000). Hasonld modén Rhodopseudomonas viridis-ben
GluL212—Lys mutacioval mutattdk meg a GluL212 protontranszferben jatszott szerepét
(Albert és mtsai. 1994).

Az iranyitott mutansokon végzett mérések tapasztalatai alapjan Rb. sphaeroides RC-ban a Qg-
hez az els6 proton az AspL213 és SerL223 (Paddock és mtsai. 1990, 1995) aminosavakon
keresztul (2.5 abra), mig a masodik proton az AspL213 és GluL212 utvonalon jut el
(Okamura és Feher 1992; Paddock és mtsai. 1997). Bar az AspL213 aminosavnak igy
koézponti szerepet tulajdonitanak, az AspL213—Asn aminosav-csere kovetkeztében a
fotoszintetizald képességét elvesztett mutinsban egy masodik mutacié (AsnM44—Asp)
helyreallitotta a Qp-hez iranyuld proton-szallitast (Rongey és mtsai. 1993). Ha ez a masodik
mutacié az ArgM233—Cys aminosav-csere, a fotoszintetikus aktivitas szintén visszaallt a
vadtipus szintjére (Okamura és Feher, 1992). Az ArgH177—His Ggynevezett szupresszor
mutacioval hasonloan helyreallithaté a nativ funkcié, a masodik elektrontranszfer (kas®)
sebessége 1000-szeresére (pH 7,5), a toltés-rekombinacid reakcid sebessége 30-szorosara nd
az AspL213—Asn mutanshoz képest (Paddock és mtsai. 1998). Nabedryk és mtsai. (1998a)
megvizsgaltdk a szupresszor mutacio, okozta szerkezeti valtozast Fourier transzformacios
infravoros spektroszkopiaval. Azt tapasztaltak, hogy csak az ArgM233—Cys szupresszor
mutansnal csokkent az AspL213— Asn mutici6 kovetkeztében megnovekedett 1728 cm™ sav
kovetkeztettek, hogy a GluL212 protonfelvétele és a protontranszfer feléledése kozott nincs
szoros Osszefliggés. Erds elektrosztatikus kolcsonhatds van az ArgM233, GIluH230 és
GluH122 aminosavak, ill. ez utobbi és a proton-csatorna egy vizmolekulaja kozott (Lancaster
és mtsai. 1996; Lancaster és Michel, 1997), valamint az AspL213, AspL210, Argl217,

SerL223 és GluH173 ionos aminosavak kozott (Shinkarev és Wraight, 1993). A
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GluH173—GIn mutacid (bar tavolabb van a Qp-t6l) az elektrosztatikus kélcsonhatas miatt
nagyban gatolta az elektron- €s protontranszfert (Takahashi és Wraight, 1996, Nabedryk és

mtsai. 1998b).

His H1ZG%

Zn2+or (';d2+ ‘\/_:7/\

His H128

2.5 dbra. A proton Utja a citoplazmatél a Qg-hez. A folytonos vonal a mar ismert, a szaggatott vonal a lehetséges
protonutat jelli. Az abran lithaté néhany fontosabb vizmolekula és a Cd*, Zn™" kotéhely is (Okamura és mtsai.

2000).

Atmeneti fémionok hatdsa a RC protonfelvételére: Az atmeneti fémionok korabban az
elektronspin-rezonancia (ESR) vizsgalatoknal jatszottak fontos szerepet, mivel a RC nem-
hem tipisa Fe*™ ionja az ESR spektrum nagy tartomanyat elfedte. A Fe*" mas fémionnal
helyettesithetd (Zn**, Cu®"), igy az ESR mérések végzése az elfedett tartomanyban is
lehetséges (Isaacson €s mtsai. 1995; Utschig és mtsai. 2000). A vizsgalatok kozben egy nem
vart effektus jelentkezett:

Imidazol és mas szerves komplexekhez fémionok kotédése a szerves kémia széleskoriien
tanulmanyozott és dokumentalt teriilete. Szamitasokat is végeztek arra vonatkozoan, hogyan
befolyasolja a fémion a protontranszfer sebességét imidazol és ecetsav kozott (Yazal és mtsal.

2000). Fehérjékben a fimionok tdmadaspontja elsdsorban a His imidazolcsoportja €s a savas
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aminosavak (Asp, Glu) karboxilcsoportja. A bakteridlis RC flash-indukalt els
elektrontranszfer (kap™’) sebességét a Zn** csokkentette: A gyors komponens idéallandéja 37
ps-ré6l 50 ps-ra, a lassi komponens 233 us-r6l 3.2 ms-ra novekedett pH 8,0-nal (Utschig és
mtsai. 1998). A kap® sebessége (1000 s, pH 8.0) még drasztikusabban csokkent: Zn®*
esetében 120 s, Cd** esetében 60 s' (Paddock és mtsai. 1999). Idékézben ujabb
protontranszfert gatlo fémionokrol szamoltak be (Ni**: Paddock és mtsai. 2000; Beatty és
mtsai. 2000, Co®*: Paddock és mtsai. 2000, Cu®*: Utschig és mtsai. 2001). Fémion-komplexek
rontgenkrisztallografias vizsgalataval Axelrod és mtsai. (2000a,b) kideritették, hogy a Cd** és
a Zn** 3 vizmolekula, valamint harom protonalhaté aminosav, két hisztidin (HisH124,
HisH126) valamint egy aszparaginsav (AspH128) altal koordinalédik. A Ni** 2
vizmolekulaval és 2 protonalhaté aminosavval, egy aszparagir;sav (AspM17) karboxil
csoportjaval és egy hisztidinnel (HisH124) koordinalédik tetraéder alakban a fémion ké}n‘il
(Axelrod és mtsai. 2000a,b). A fémion kotbhely és a Qp kornyezetében 1€vd aminosavak
kozott a proton az AspL210 vagy az AspM17 aminosavakon keresztil jut el Az
AspL210—Asn vagy AspM17—Asn egyedi mutansok esetében a kas® sebessége nem
csokkent jelentésen (500 s™') (Paddock és mtsai. 2000), viszont az AspL210-AspM17— Asn-
Asn kettésmutans esetén sebessége 4 s™'-re csokkent (Paddock és mtsai. 2001). Ez azt jelenti,
hogy a két aminosav koziil legalabb az egyik részt vesz a protontranszferben. Az izolalt RC-
hoz hasonléan kromatoféran a protontranszfer erds gatlasardl szamoltak be (Keller és mtsai.
2001). Szamos mas fehérjén tapasztaltdk az atmeneti fémionok gatlé hatasat a
protontranszferre: Aagard és Brzezinski (2001) Rb. sphaeroides citokroém oxidaz, Kannt és
mtsai. (2001) Paracoccus denitrificans citokrom oxidaz és Ahlbrink és mtsai. (2001) PSII
estében.

Az aminosav oldalléncok fényindukalt protondlodasa. Spektroszkopiai mérések kimutattak,

hogy a szemikinonok (sem Q4" sem Qg’) nem protonalddnak kozvetleniil, hiszen a 450 nm-nél



megjelend redox—abszorpcic;Jvéltozés csak az anionikus szemikinonokra jellemzé (Swallow,
1982). Ennek ellenére megfigyelhetd protonfelvétel a RC-ban a Q4" vagy a Qg™ keletkezését
kovetden, amely a szemikinon és a kérnyezo ionizalhat6 csoportokkal rendelkezé aminosavak
elektrosztatikus kolcsonhatasabdl szarmazik (Wraight, ]'979; Maroti és Wraight, 1988b;
McPherson és mtsai. 1988, Kalman és Maroti, 1994). A kolcsonhatas mértékétdl fiiggben a
csoportok pK értékei megemelkednek, igy a (tortmennyiségi) H'-iont ezek az aminosavak
koétik meg a Qu'-val és/vagy Qp’-vel vald kolcsonhatasukkal aranyos mértékben.
Foszfatidilkolin vezikulaba csomagolt RC protonkotés sztochiometria és kinetikai paramétefei
megegyeznek a detergens oldatban diszpergalt RC-on mért értékekkel (Mardti, 1991).
Természetesen a donor oldalon a P* megjelenését kovetden (kiilsé elektrondonor hidnyéban),
ellentétes iranyu elektrosztatikus kélcsonhatas eredményeként proton leadas torténik. (Mardti
és Wraight, 1988b; McPherson és mtsai. 1988). Mivel a Coulomb-kolcsonhatas a toltések
tavolsagaval forditottan aranyos, igy a protonfelvétel foként a kinonok kozvetlen
kérnyezetében talalhatod ionizalhaté aminosavak részvételével magyarazhaté (Sham és mtsai.
1999).

Az GluL212 ionizal6 allapotanak pH-fuggésérdl megoszlanak a vélemények. Paddock
és mtsai. (1989, 1997) Rb. sphaeroides, Maréti és mtsai. (1994) Rb. capsulatus térzsekben a
protonfelvétel mérése soran kapott magas pK-ju (9,8, ill. 10,1) csoportot azonositottak az
GluL212-vel. Hienerwadel és mtsai. (1995) Rb. sphaeroides GluL212—Gln mutanson
elvégzett idéfelbontott Fourier transzformacids infravoros spektroszkopiai mérések alapjan
valészinlsitik, hogy a GluL212 nem a szokasos moédon, hanem elnyujtott, Henderson-
Hasselbalch &sszefiiggéssel le nem irhato pH-fuggéssel ionizalodik. Ezt a feltevést
elektrosztatikus szamitasok is alatamasztjak (Beroza és mtsai. 1995; Alexov és Gunner, 1999;

Rabenstein és mtsai. 1998, 2000). Rbh capsulatus ugyanezen mutansaban a protonkotést

kozvetleniil mérve azonban nem tapasztaltak az alacsonyabb pH tartomanyban (pH<S8.5).

24



valtozast a vad tipus protonfelvételéhez képest (Maréti és mtsai. 1995; Miksovska és mtsai.
1996), ami viszont ellentmond az GluL212 szokatlan protonaldodasanak. Rb. capsulatus
mutans torzseibdl izolalt RC-okban is kimutattak, hogy a kézeli (0,5 nm) aminosavakon kiwviil
a tavolabbiak (1,5 nm) is szerepet jatszanak a proton-szallitasban nagytavolsagh
elektrosztatikus kolcsénhatas révén (Mar6ti és mtsai. 1995). Pl. az GluL212-AspL213—Ala-
Ala kett6s mutans nem képes fotoszintetikusan novekedni, mivel nagy valosziniiséggel a Qg™-
hoz vezeté protonvezetésre alkalmas utvonala sérilt meg (Mardti €s mtsai. 1994). De ha
tovabbi szupresszor mutacidkkal (ArgM231—Leu vagy AsnM43-—-Asp) negativabb
elektrosztatikus kérnyezetet alakitottak ki az adott RC régioban, a protonk&tés helyreallt, azaz
a harmas mutans fotoszintetikusan névekedett. Ez a jelenség azzal magyarazhat6, hogy a
negativ és pozitiv téltésii aminosavak egy halozatot alkotnak, bérmélyikuk valtozasa kihat az
egész rendszerre (Sebban és mtsai, 1995).

A nagytavolsagi elektrosztatikus kolcsonhatasok megfigyelhetok a kevésbé
tanulmanyozott Q.  létrejottét kisérd fehérje-protonfelvétel vizsgalata soran is, mivel a
legkozelebbi protonalhaté aminosav Qa-t6l 1,2 nm-re helyezkedik el. Rb. capsulatus
mutansok (GluL212—Gln, GluL212—Ala, GluL212-AspL213—Ala-Ala, GluL212-
AspL213-AsnM43— Ala-Ala-Asp) protonkotési sztochiometriai a GluL212 kulcsfontossaga
szerepét tamasztjak ala. Bar ez az aminosav a Qa gyirijének kozéppontjatdl 1,65 nm-re
helyezkedik el, mégis hidnyaban nem tapasztalhaté protonfelvétel a vad tipus esetében 10,1
pK értékkel protonalddo csoport helyén (Mardti és mtsai. 1995; Miksovska és mtsai. 1996).

A protondlhato csoportok hozzdférhetdsége a RC fehérjében. A RC szerkezete alapjan
rendelkezésre allo 166 protonalhatd aminosav (Allen és mtsai, 1987) koziill csak néhany
csoport vesz részt a fehérje fényindukalt protonfelvételében. A szerkezeten alapuld
elektrosztatikai szamitasok tovabbi csoportok hozzajarulasat is feltételezik (Beroza és mtsai.

1995; Lancaster és mtsai. 1996, Alexov és Gunner, 1997, 1999). Valamely csoport



fényindukalt protonfelvéte.lét a kovetkezok befolyasoljak: 1) a csoport tavolsiga a
szemikinontdl; 2.) a csoport kornyezetének dielektromos allanddja, amelyet a fehérje lokalis
hidrofil/hidrofob tulajdonsaga hataroz meg és 3.) a csoport hozzaférhetdsége a vizes fazis
szamara, amit a fehérjét diszpergalo detergens micella olddszerrel és a fehérjével kialakitott
kolcsonhatasa befolyasol. A protonalhaté aminosavaknak mintegy 50 %-a a laza globularis
szerkezetli H alegységben helyezkedik el, a membran citoplazmikus oldalan. Az LM komplex
(Chang és mtsai, 1991), igy elméletileg a vizes fazis szadmara, ahonnan a protonok érkeznek,
hozzaférhetok.

A detergens micellak azonos elhelyezkedése ellenére szamos folyamatban lényeges
kiillonbségek tapasztalhatok az alkalmazott diszpergalé detergens mindségétdl fuggden: A
masodik elektron atadasa Q,’-ro6l Qg’-ra, ami erGs csatolasban van a protonfelvétellel 6tszor
gyorsabb deoxi-kolat (DOC) detergensben pH =7,5 -nél, mint a LDAO-ban (McPherson €s
mtsai. 1993). A P*Qg'—PQj toltés-rekombinacio6 kinetikaja pH = 8-nal szintén eltéré LDAO-
ban és TX-100-ban. A lassu komponens részaranya LDAO-ban kisebb, mint TX-100-ban. Ez
kisebb masodlagos kinon aktivitast fejez ki. Tiede és mtsai. (1996) ugyanezt a folyamatot
vizsgaltak B-OG-ban diszpergalt RC alkalmazasaval, de a masodlagos kinon aktivitasat mas
detergensekben (1 % LDAO, 10 % TX-100) diszpergalt UQ o—zel allitottak helyre. A toltes-
rekombinéaciét pH=7,8-nal mérve ugyancsak a detergenstdl fliggd to6ltés-rekombinaciot
kaptak. A kinetikai paraméterek eltérésének a magyarazata valosziniileg a detergenseknek a
vizes fazis kiterjedt hidrogénhid hal6zatara gyakorolt eltéré mértéki torzit6d hatasa.

A proton valddi vizes oldatban 5-6-szor nagyobb moléris vezetOképességgel (mobilitassal)
rendelkezik, mint a t6bbi kis mértéki egyértékii ion. A kiilonlegesen magas proton-
mozgékonysig egy specialis vezetési mechanizmusnak (Grotthus mechanizmus) készdnthetd.

Az erdsen hidratalt proton (H;O™) a proton donortdl az akceptorig nem hagyomanyos
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diffizioval jut el, hanem a vizmolekulak kozott kialakuld hidrogénhid-kétések
itrendezédésével. A H' aktivitasi egyitthatéja (fy) szoros kapcsolatban van a proton-
vezetOképességgel, amelyet azon folyamat sebessége hatiroz meg, amelynél az adott
vizmolekula a proton donor vagy akceptor iranyaba képes fordulni, illetve a proton a
hidrogénhid-kotés egyik végébdl a masikig jut. A detergens behatol a vizmolekulak kiterjedt
halézataba és felszabdalja a hidrogénhid-kotéseket. A kialakuld struktira az eltorzult
hidrogén-kétés modellel irhat6 le. Valamennyi vizmolekula tovabbra is H-hidak kialakitasara
torekszik a kornyezetével, de ezek a kotések meghajlanak és megnyulnak, mig végil el is
szakadnak. Az igy kialakuld vizhalozat rendezetlen és valtozd geometridji lesz. Az ilyen
rendszerben a proton-vezetés specialis mechanizmusa nem képes miikédni, igy a proton a

tobbi ionnal szemben mobilitasi elonyét elveszti (Chen és mtsai. 200b).

2.7 A citokrém és a RC kolcsdnhatisa

A reakciocentrum akceptor oldali bonyolult konformacios, protonatrendezddési 1épésekkel
kisért protonfelvételi és elektrontranszfer reakciokhoz képest elsé pillantasra a donoroldal
mikodése egyszeriinek tinik. Egy vizoldékony citokrom c,; kozlekedik a membran
periplazmikus oldalan a citokrém be; és a RC kozott. A citokrom be; komplex redukalja a
citokrom c,-t, ami azutan RC-hoz diffundal és fénygerjesztést kovetden keletkezd oxidalt
dimer a citokromot oxidalja. A RC izolalasaval a citokrom be; mikodését kiiktathatjuk, majd
kiilséleg hozzaadott citokrom és kinon készlettel elérhetd, hogy a citokrom oxidacidja a RC
miikodését jellemezze. Az elsé vizsgalatokat viszonylag tomény (2%) LDAO detergensben
szolubilizalt RC-on végezték, flash gerjesztést kovetden 550 nm-nél figyelték meg a citokréom
oxidaciojat. (Prince és mtsai. 1974). A kapott kinetikat monoexponencialissal illesztették, és a

reakcidpartnerek kozotti bimolekularis iitkozési reakcioként értelmezték. Megfigyelték, hogy

cyas
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linearisan valtozik, ami a bimolekularis reakciora jellemzé. A RC flash-indukalt
redoxvaltozasat 604 nm-nél kovetve szintén meghatarozhatd a citokrém oxidacié sebessége:
Nagy ionerdsségnél (50 mM) a citokrom a P*-t 5-8*10° M™'s™! sebességgel redukalta (Zhu és
mtsai. 1983). Alacsony ionerdsségnél és nagy citokrém—kbncentréciénél Overfield és mtsai.
(1979) egy gyors komponenst (2 ps) is azonositottak, az ionerésség novelésével a komponens
amplitddoja fokozatosan csokkent. Mivel kis citokrom koncentracional nem volt
megfigyelhetd, ezért azt feltételezték, hogy a RC-ok egy részéhez a citokrom mar a gerjesztést
megel6zden koétodik, és igy a gyors komponensre mért reakcioidé a fehérjematrixban
végbemend elektrontranszferre jellemz6. A citokrom kotddésére 0.8-3*10° M latszdlagos
kotési allandd allapitottak meg a gyors komponens amplitiddjanak valtozasa alapjan
sebesség allandodja egy hatarérték felett mar nem né tovabb (pszeudo-elsérendli hatarérték
200-400 ps). PH, ionerdsség és detergens fluggésébdl arra kovetkeztettek, hogy a
komplexképzddés a kolcsonhatd fehérjék csak egy kis feliiletének elektrosztatikus hatasa altal
iranyitott (Rickle és Cusanovich, 1979). Foszfolipid vezikulaba csomagolt RC-on a citokrom
oxidacio6 kinetikaja szintén egy gyors (10 ps) és egy lassa (,)=1.7*10° M's™") komponensbdl
allt. A gyors komponens amplitutdjanak citokrém koncentraciofiiggése alapjan a citokrom
latszolagos kotési allanddja (10° M) megegyezett az oldatban diszpergalt RC-on mért
értékkel. Mind a citokrém-RC komplexképz6dés, mind a bimolekuléris reakcié érzékenyen
fuggott az oldat ionerdsségétél: 180 mM KCl esetén a gyors komponens nem volt
megfigyelhetd, a bimolekularis sebességallandd pedig 4=7*10° M''s’ értékre csokkent
(Venturoli és mtsai. 1990). Az elsérendli hataroldé reakciot, a komplexképzodést kovetd
konformacios, atrendezédési lépésnek gondoltak, aminek alapjan feltételezték, hogy a
citokrom két kiildnbdzd pozicidban is lehet a kotShelyen (proximalis, disztalis pozicio)

(Overfield és mtsai. 1979). Emellett egy masik elsérendli reakciot is feltételeztek, amelyet az
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elektrontranszfernek tulajd;)nitottak. Az elektrontranszfer sebessége és a redoxpartnerek
(citokrom, flavin-mononukleotid) redoxpotencialkiilonbsége kozott Marcus exponencialis
egyenlettel (Marcus, 1968) kifejezhetd osszefliggést talaltak Meyer és mtsai. (1984).
Rhodopseudomonas viridis nativ RC-on az elektrontranszfer nagyon gyors komponense (190
ns) 190 K alatt eltiint, a TyrL162—Thr mutans esetében a sebesség fliggetlen volt a
hémérséklettdl (8 K-294 K). A kiilonboz6 viselkedést a vizmolekulak héalozatanak valtozasa
okozza, mutans esetében a citokrom oxidaciot kovetd atrendezddés alacsony homérsékleten
sem gatolt (Mathis és mtsai. 1994; Dohse és mtsai. 1995; Van Rossum és mtsai. 1997; Ortega
és mtsai. 1997, 1998, 1999).

Iddkozben felmerilt a kérdés, hogy a RC egy adott citokrom kotohellyel, vagy esetleg tobb
killonboz6 affinitasti kothellyel rendelkezik. A korabbi vizsgalatokkal szemben, amelyek
egészen eltérd citokréSm/RC aranyt hataroztak meg, el6szor Bowyer és mtsai. (1979)
hataroztak meg 1:1 sztdchiometriat. Méréseiket Rhodopseudomonas sphaeroides, és
Rhodopseudomonas capsulatus térzsekbdl izolalt kromatoforan végezték. A ciklikus
elektrontranszfert antimicin vagy UHDBT hozziadasaval gatoltak meg. Tobbszor egymas
utan adott flash-gerjesztés hatasara vizsgaltak a keletkezett oxidalt citokrom mennyiségét 550
nm-nél, valamint az oxidalt dimer mennyiségét 870 nm-nél. A sol;adik flash utan a steady-
state abszorpcidvaltozasok aranyara 0,97 kaptak. Izolalt RC-on vizsgaltak a kérdést Rosen és
mtsai. (1980). Egy olyan féligateresztd membrant hasznaltak, amely a RC-okra nézve nem a
citokrémok szamara viszont atjarhaté volt. A RC-ot tartalmaz6 oldattér-részben az egyensily
beallta utan a citokrom disszociacios allandéja (Kp) és n db fuggetlen, homogén citokrém-

kotohely kozotti 6sszefliggést a 2.1 egyenlet irja le:

Co _p-_Ses g @.1)
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ahol Cp a kotott, Cr a szabad citokrom és Ry az §sszes RC koncentracidja. Ha Cp/Ry
abrazoljuk Cp/(R1*Cp) fuggvényében az n és Kp megkaphatd a tengelymetszet és a

meredekségbdl (2.6 abra).
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2.6 dbra. A citokrom kotShely szimdnak meghatdirozdsa egyensilyi dializis moddszerével. Az egyenesek
meredeksége a disszocidciés dllandot (Kp), tengelymetszete a kotdhelyek szamdt (n) jellemzi. Az oxidailt €s

redukalt formdk azonos paraméterekkel rendelkeznek (Rosen és mtsai. 1980).

Az abrardl jol leolvashato, hogy a citokromok redoxallapottol fliggetleniil 1:1 aranyban
kotddnek a RC-hoz. A fenti eljarast egyensulyi dializisnek nevezik. Habar a fenti eredmények
meggyozOen igazoltak, hogy csak egy dominans kotohely van, viszont nem tudtak teljesen
kizarni egy kiilonbozo affinitastt masodik kotdhely 1étezését. Overfield és Wraight (1986) egy
masodik nem-funkcionalis erds kotohelyet is azonositottak egyenstlyi kizarasi
kromatografiaval. Azt feltételezték, hogy az erds kotohelyrdl a citokrom levalasa gyors
elsérendt reakcioval irhatd le, szemben a gyengébb kotdhelyrol levalo citokrom és egy masik
odadiffundal6 RC masodrendl reakciojaval. Wachtveitl és mtsai. (1993) azt tapasztaltak,
hogy a fotooxidacid sebessége nagy citokrom koncentracid esetén is tovabb novekszik, az
ekvimolaris koncentracioknal megfigyelt pszeudo-elsérend(i hatarértéket is tallépi.

Eredményiiket kiilonbozdé affinitast kotdhelyek bevezetésével probaltak értelmezni. Amint a
W



citokrom koncentracidja novekszik, a gyenge affinitasa koétohely telitddik, mivel utina a
reakcio tovabb gyorsul a gyenge kothelyen kotott citokromnak gyorsabban kell donélnia,
mint az erds kotohelyen lévOnek. Eredményeiket késobb méasok nem erdsitették meg, a
masodik kotohely létezése ma is kérdés. A legujabb vizsgalatok a flash-indukalt
elektrontranszfer redoxtitraldsa alapjan az oxidalt citokrom 4-szeresen erGsebb kotési
affinitasat mutattak ki a redukalt citokrommal szemben (Larson és Wraight, 2000b).

Tovabbi kisérletek a dominans kotohelynek a RC felilletén valé lokalizacidjara
iranyultak. Keresztk6té molekulakkal rogzitették a citokromot a RC-hoz, majd a komplexet
izolaltak affinitas kromatografidval és megmérték az elektrontranszfer sebességét. A cit c;
esetében ugyanakkora sebességet kaptak, mint nem-keresztkotott citokrom esetén, azonban a
mitokondrialis c-nal 1 nagysagrenddel lassabb volt az elektrontr;mszfer (Rosen és mtsali,
1983). Mivel a citokrom ¢ az LM komplexhez keresztkotéssel kapcsolodva is hasonlod
sebességgel donalt, a kotdhely az L és M alegységen, legnagyobb valdszinliséggel a két
alegység altal alkotott arokban van. Eredményeiket meger0sitették az alegységekhez
specifikusan k6t6do és az elektrontranszfert gatlo antitestek alkalmazasaval. Foszfatidil-kolin
vezikulaba csomagolt RC-on végzett linearis dikroizmus (LD) vizsgalatok alapjan a citokrom
kinetikaja két komponenst tartalmazott: Mig a gyors komponenst erds, addig a lassu
komponenst nem jellemezte dikroizmus. Mivel a gyors komponenst 320 ps-os pszeudo-
elsdrendi reakcié hatarolta, ami megegyezik a flash-kisérletek alapjan azonositott proximalis-
disztalis atmenettel, ugy vélték, hogy a gyors donalas a specialis orientacionak tulajdonithato.
A reakcidpartnerek kozotti elektroszatatikus kolcsonhatas vizsgalataban a kovetkezd 1épés az
volt, hogy ionizilhaté aminosavak lecserélésével a kolcsonhatdé domént prébaltak
meghatarozni. A citokrom felszinén 1évd pozitiv téltésii lizin aminosavakat negativ toltési

karboxi-dinitrofenil (CDNP) lizinekre cserélték, a reakcidtermékeket ioncserélé-oszlopon
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atfuttatva valasztottak el frakcidkra (Margoliash és Bosshard, 1983). Ha a frakcién mért
citokrom fotooxidacid sebessége kisebb, mint a nativ citokrémé, akkor az adott lizin
meghatdrozé6 a RC-cit kolcsonhatasban. A Rhodobacter sphaeroides RC és citokrém c,

s s e

kozotti kolcsonhatasban a citokrom c; 35, 88, 95, 97 és 105-6s pozicidju lizinjei, mig
mitokondrialis citokrém c esetén 8, 13, 27, 72, 79 és 87 pozicidju lizinek vesznek részt a
kolcsonhatasban (Hall és mtsai. 1987a). Erdekes modon ugyanezen aminosavak jatszanak
szerepet a citokrom bc;-el valé koélcsonhatésban is (Hall és mtsai. 1987b). Késébb CDNP-
citokrom c; és citokrom bc; komplex reakcidjanak Michaelis-Menten paraméterinek
(Vimax/Km) valtozasabol arra kovetkeztettek, hogy a 97 és 106-os poziciok kozétti lizinek
hozzajarulasa a legnagyobb (Hall és mtsai. 1989). Kiilonb6z6 fehérjékkel kialakitott
elektrosztatikus kolcsonhatasban a citokrém ¢ konzervativ, ugyanaéon lizinjei vesznek részt:
Azt tapasztaltak, hogy Rhodospirillum rubrum RC és citokrom bc, esetén a citokrom c 8, 13,
25, 27, 72, 79 és 87 pozicidju lizinjei jatszanak szerepet a kolcsonhatasokban (Hall és mtsai.
1987¢c,d). Rieder és mtsai. (1985) tricium (CH) savanhidrid kezeléssel jelslt citokrom c;
kolcsonhatasat vizsgaltak Rhodospirillum rubrum citokrom bci-en, és azt talaltak, hogy a
Lys109, Lys112 és Glul aminosavak jatszanak fontos szerepet a kotddésben. A kiilonbséget
részben magyarazza, hogy az utobbi modszert kis ionerdsségnél végezték, de egyben ez azt is
jelenti, hogy az ionerOsség valtoztatasaval az egyedi aminosavak hozzajarulasa is modosulhat
a kolcsonhatasban. Long és mtsai. (1989) a Rhodobacter sphaeroides RC és citokrém c;
kolcsonhatasat vizsgaltak, és azt figyelték meg, hogy alacsony ionerésségen a 10, 88, 97, 99,

7

komponenst, ami jelzi a redoxpartnerek kozotti lecsokkent elektrosztatikus kolcsénhatast.
Mas kutatok Rhodobacter capsulatus citokrom c; 12, 14 és 32 pozicidju lizinjeit protonalhato

amisavakra cserélték (Asp, Glu), és azt észlelték, hogy alacsony ionerdsségen a megjelent

negativ tdltések az oxidalt format toltésenként 11-14 mV-al stabilizaltak, ugyanakkor nagy
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ionerdsség esetén a toltések nagymértékii arnyékolasa miatt csak a kettds mutansnal (Lys14-
Lys32—Glu-Glu) valtozott a redoxpotencial (Caffrey és Cusanovich, 1991; Caffrey és mtsai.
1992). Egy masik megkozelités szerint a citokrom hidrogén kotés rendszere révén biztositja a
mitkodéséhez megfeleld redoxpotencialt. A Rhodobacter capsulatus citokrém ¢, 75-6s
pozicioji Tyr hidroxil-csoportjat tavolitottak el, ill. cserélték le egy nagy hidrofob csoportra.
Azt tapasztaltak, hogy a citokrom standard kdzépponti redoxpotencialja (Eg) mindkét esetben
lecsokkent a nativhoz képest (Caffrey és mtsai. 1991). A redoxpotencial cs6kkenésével a
fotooxidacio sebessége aranyosan csokkent, ami egyértelmien jelzi a hidrogén kotések
meghatarozo szerepét a fehérje mitkodésében.

A szerkezeti vizsgalatok is szamos 0 informacioét szolgaltattak. Benning és mtsai.-nak
(1991) sikeriilt a Rhodobacter capsulatus citokrom c, szerkezetét 2.5 A° feloldassal
meghatarozni. A fehérje 5 a-hélixe a hemcsoport koéril egy zsebet formal, gy hogy, a
hemcsoport egyik éle a bulk felé nyitva marad. Rhodobacter sphaeroides citokrom c; és RC
komplex helyzetét probaltak meghatarozni elektosztatikus szamitasokkal: A legnagyobb
pozitiv potencialt a 95, 97, 99, 103 pozicioja lizinek kornyezetében talaltak, amelyek a
citokrom megkozelitd forgastengelyével azonos iranyu erds dipolust alkotnak (Tiede €s mtsai.
1993). A Rb. sphaeroides citokrém c,-RC komplexet sikerult kristalyositani és szerkezetének
nagy részét (82 %) 3,5 A° atomi feloldassal meghatarozni (Adir és mtsai. 1996). Feldolgozas
kdzben az adatok kis részénél (18 %) a feloldas romlott (4,5 A°). A citokrom a RC M
alegysége periplazmikus oldalan helyezkedett el, magymértékii egyezést mutatva a korabbi
elektrosztatikus szamitasok altal kijelolt pozicidval. A ko-kristalyban a P*-t 0,9 ps alatt
redukalta, ami megegyezik az oldatban mért kotott citokrom gyors komponensével.
Feltételezhetjiik, hogy oldatban a komplex szerkezete megegyezik a ko-kristaly szerkezetével.
A RC pariplazmikus oldalan az AspM184 és AspL155 aminosavak mutécidjaval a citokrom

affinitasa lecsokkent, a P* lecsengés az AspM184—Lys muticid esetén csak a bimolekularis
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rekciot jellemz6 lassi komponenst tartalmazta (Adir és mtsai. 1996). A ko-kristaly atomi
feloldasat késobb javitottak (Axelrod és mtsai. 1998; Axelrod és mtsai. 1999). Id6kozben a
Rb. sphaeroides egy masik citokrémjanak (citokrom c ) kristalyositasa is elkezdédétt (Eldred
és mtsai. 1997). Larson és Wraight (2000a,b) redoxallapottol fiiggd kinetikai komponenseket
kiilonboztetett meg oldatban vizsgalt Rb. sphaeroides RC-citokrom komplexen. Az oxidalt
citokrom erdsebben kotoédott a RC-hoz, és igy a P* kinetik4jat moédositotta. Kinetikailag
mtsai. (2000), azt talaltdk, hogy a ko-kristalyhoz hasonléan a komplex 1:1 aranyban
tartalmazta a fehérjéket. Vizsgalataik megerdsitik a korabbi eredményeket, hogy az oldatbeli
komplex szerkezete megegyezik a ko-kristaly szerkezetével. A RC periplazmikus feluletén
savas aminosavak lizinre cserélésével a komplex disszociacios é’lland()jét hataroztak meg
(Tetrault és mtsai. 2001). A mutansok koziil az AspM184—Lys mutéci6 esetében tapasztaltak
a legnagyobb novekedést (Kp=0,5 uM-r6l Kp=250 pM-ra). Sikeriilt olyan muténst is

létrehozni, amely nagyobb affinitast mutatott a nativ RC-nal (Tetrault és mtsai. 1998).
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3. CELKITUZESEK

A RC miikodését vizsgaltam folytonos megvilagitas kdzben. Célom az volt, hogy a
fotociklust hatarolé lépéseket azonositsam, és azok kinetikai és energetikai jellemzését
megadjam. Tovabba célom volt, hogy tisztazzam, vajon a fémion deprotonacidés vagy
elektrosztatikus hatasa géatolja a RC miikodését. Az alabbi kérdések inditottak el a részletes
Ivizsgélatokat:

a.) A citokrém atfordulasanak ionerdsség-fiiggésének vizsgalataban:

Hogyan hat az ionerdsség a citokrom atfordulasanak sebességére?

Milyen hatast valtanak ki kiilénb6z6 kationok?

Hogyan befolyasolja a citokrom oxidacid sebességét, ha az ionerésség mellett mas
paramétereket (pH, viszkozitas, citokrom koncentracio) is valtoztatunk?

b) Atmeneti fémionok alkalmazasakor:

Mi a fémion hatas tényleges mechanizmusa?

Miért van kiilonbség a kiilonb6z6 fémionok hatasa kozott?

A disszociaciés allandé pH titralasaval milyen aminosavak azonosithatok a fémion
kotésében?

Hogyan tudja gatolni egyszerre az elsé és masodik elektrontranszfert is, ha azok egészen
kiilonb6z6 reakciodk altal hataroltak?

Egyezik-e a citokrom atfordulas sebessége a masodik elektrontranszfer sebességével? Mi a
fotociklus hatarol6 lépése?

A protontranszfer gatlasa megegyezik-e a fényindukalt protonfelvétel gatlasaval?
Kompenzalhato-e a gatlas gyenge savak alkalmazéasaval?

Milyen hatasa van a fényindukalt protonk6tés sztochiometriajara?

(95}
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalatainkat Rhodobacter sphaeroides biborbaktériumokbdl izolalt reakciécentrumokon
végeztiik. A Rb. sphaeroides torzsbdl az R-26-os mutanst hasznaltunk, amelybdl hidinyoznak a

lathat6 spektrumtartoményban (500 nm koriil) erésen abszorbeald karotinoidok.

4.1 A baktériumok tenyésztése

A Rb. sphaeroides biborbaktériumokat fotoheterotr6f modon, leveg6tdl elzarva Sistrom-
tapoldatban neveltik. Az R-26 mutans esetében, az atoltast kovetben, a megvilagitas el6tt a
sejteket 5-8 dran keresztil s6tétben tartottuk, hogy a tapoldatban oldott oxigén a sejtlélegzés
soran felhasznalédjon (Mardti és Wraight, 1988a). A biborbaktériumok novekedéséhez
szitkkséges megvilagitast wolfram szalas izzok szolgaltattak, amelyek emisszidja a kozeli
infravoros szinképtartomanyba esik, ahol a baktériumok jol abszorbealnak. A megvilagitas
erOsségét az alkalmazott izzok teljesitményének és geometriai elrendezésének
megvalasztasaval 90-100 umol-m™s™ értékre allitottuk be. A tenyésztést 1 liter tirtartalmu
uvegballonokban végeztilk. A szuszpenzié tulzott mértéki felmelegedését ventillatorok
alkalmazasaval gatoltuk meg. A tenyészet homérsékletét 29°C-on stabilizaltuk. A sejteket
novekedésiik késoi logaritmikus fazisaban 8000 g gyorsulassal 10 percig centrifugéltuk, majd
tobbszori Tris pufferrel (10 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 8,0) torténd atmosas és ujboli

centrifugalas utan, tovabbi felhasznalasig —20°C-on taroltuk.

4.2 A reakcidocentrum izolalisa
Mintegy 100 g lefagyasztott sejtet kiolvasztas utan Tris-pufferrel 160 ml-re higitottunk, majd
hidraulikus dugattyts présben (French press) 140-150 MPa nyomason a sejteket feltortiik.

Sajtolas utan azonnal proteazgatlot alkalmaztunk. Az EDTA (10 mM, pH 8) a jel’e_n'lbé&éi _
. ".\._’\'_'._‘\- daer
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fémionokkal kelatokat képez, jelentGsen lecsékkenti azoknak a protedzoknak az aktivitésﬁt,
melynek miikodéséhez bivalens kationok sziikségesek. A feltoretlen sejteket és a sejtfal
darabjait centrifugélassal (20000 g, 15 perc, 4°C) ﬁlepi'tettuk le. A feliilaszot 200000 g
gyorsulassal 90 percig ultracentrifugaban centrifugaltuk. Az iledéket, amely lényegében a
szamunkra értékes kromatoforat tartalmazta, Ovatosan, minimalis Tris pufferrel
felszuszpendaltuk, elkeriilve a sziirke kozponti magot, amely szervetlen szennyezéseket és
tovabbi sejtfalmaradvanyokat tartalmazott.

A fentiek szerint elkészitett kromatofora optikai denzitasat 860 nm-nél, 1 cm-es kivettaban
mérve, pufferrel torténd higitassal 50-re allitottuk be. Szobahémérsékleten, gyenge fényben,
alland6 keverés mellett annyi 30 %-0s LDAO oldatot csepegtettiink a kromatoférahoz, hogy
az LDAO koncentracioja 0,45 % legyen. Mintegy 30 perces sfatétben torténd keverést
kévetben ismételt ultracentrifugalas (240000 g, 90 perc, 4°C) kovetkezett. A
reakcidcentrumok mintegy 90 %-a a feliliszoban halmozodott fel. A feltaras hatékonysagat
optikai Giton ellendrizhettiik a monomer bakterioklorofill 802 nm-es csucsénal (=318 mM™
cm’, McPherson és mtsai. 1994). Amennyiben a preparalas hatasfokat nem talaltuk

kielégitének, gy az LDAO-val torténd kezelést és az ultracentrifugalast megismételtik.

4.3 A reakciécentrum tisztitisa

A Rb. sphaerovides-bdl izolalt reakcidcentrumot tobb lépésb6l allé ammoénium-szulfatos
pellet stabilabbnak bizonyult. Els6 1épésben az oldat pH-janak allandé értéken tartasa mellett
(pH 7.0), fokozatosan szilard (NH,),SOs-ot adtunk a reakciocentrumhoz (0,27 g/ml), majd
8000 g gyorsulassal 15 percig centrifugaltuk. A pelletet az LDAO koncentracio csokkentése
érdekében, LDAO nélkiili pufferben (Tris) felszuszpendaltuk, majd egyenlé térfogati AS

pufterben (0.5 g/ml (NH,).SO4, 10 mM Tris, 0.03 % LDAO, pH 8.0) ismételten kicsaptuk.



Centrifugalas utan (8000 g, 10 perc) a RC ismét a feliiliszdban talalhatd, amelyet a TL-
pufferben (10 mM Tris, 0.03 % LDAO, 1 mM EDTA, pH 8,0) szuszpendaltuk fel. Ezt
kovetden a sO-koncentraciot alacsonyabbra allitottuk be (0,12 g/ml), igy a RC oldatban
maradt €s kilonb6z6 sziirkészold fehérjék csapodtak ki, amelyeket ismételt, az el6z6 1épéssel
megegyez$ paraméteri centrifugalassal véalasztottunk el. A reakciocentrum tisztasagat az
egyes tisztitasi fazisok utan az abszorpciés spektrum két jellemz6 savjanak (280 és 800 nm)
extinkci6é aranyabodl hataroztuk meg. A 280 nm-re centrélt sdv az aromas aminosavakra (Trp,
Tyr, Phe) jellemz6, amelyek szdma a RC szerkezetébdl ismert. Az abszorpcios egytitthatok
felhasznalasival meghatarozhatd, hogy a tiszta fehérje esetében mekkora lehet ennek a
csicsnak az intenzitasa a 800 nm-nél abszorbealdé monomerikus bakterioklorofill
mennyiségéhez viszonyitva, amelyb6l 2 van a RC-ban (Bkly és Bkig). A fenti arany
tokéletesen tiszta preparatum esetén 1,2 koriil van. Meg kell emliteni, hogy ezek az értékek a
masodlagos kinon aktivitasanak helyreallitasa nélkiil (a preparélas soran a Qg-nak mintegy 50
%-a elvész) mérhetd aranyok, hiszen a kinonoknak is van 280 nm kérul abszorpcids savjuk,
amely ezt a viszonyszdmot kb. 1,26-ra emeli. A kisézasos technikaval elérhetd tisztasag
legfeljebb 2. Ha ezt az értéket az eddigi frakcionalt kicsapasokkal nem sikeriilt elérni, akkor
az els0 3 lépést megismételtik. Ha kellden tisztanak talaltuk a preparatumot, akkor az
ammoénium-szulfat  koncentracidjat ismét 0,25 g/ml-re emeltik. A  kicsapodott
reakciocentrumot lecentrifugéltuk és minimalis TL-pufferben felszuszpendaltuk. A
tisztasagon kiviil a masik lényeges preparalasi paraméter a mar emlitett masodlagos-kinin
aktivitas (kinonko6td képesség). Ezt a sztéchiometrikus mennyiség 10-20-szoros értékével
tudtuk 90-95 %-os valdszinliséggel visszaallitani. Ennek egyik ellendrzése lehet egyetlen
telitési fényfelvillanast kovetd toltés-rekombinacidé komponensanalizise (ld. Abszorpcids
kinetikak c. fejezetet), ahol a lassi komponensnek a teljes jel nagysagahoz viszonyitott aranya

jellemzi a masodlagos-kinon aktivitast (Wraight és Stein, 1983).
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A kiilonb6z6 reakciécentrumokat anion-cseréld kromatografiaval tisztitottuk tovabb.
Ezt megel6z6en a minta s6-koncentricidjanak csokkentése érdekében a 12 oras dializist
(Visking 5/32 dializal6 membréan, Serva) alkalmaztunk, a dializalé fiirdd (TL-puffer) gyakori
cseréjével biztositva a kelld6 hajtoerét a folyamatho.z. A kromatografidhoz hasznalt
oszlopanyagot (DEAE Sephacel, Sigma) felhasznalas el6tt 1 M-os NaCl-oldattal aktivaltuk,
majd kb. 2 liter TL pufferrel atmostuk. A TL puffer mennyiségét az hatarozza meg, mikor
lesz az oszlopra felvitt oldat pH-ja megegyezd az onnan lecsepegével (pH 8,0). Ezt kovetden
a dializalt és higitott RC-ot felrétegeztiik az oszlopra és a szennyezddéseket (elsGsorban
antenna maradvanyokat) 60 mM NaCl-ot tartalmaz6 TL-pufferrel az oszlop térfogatanak
tobbszorés mennyiségével kimostuk. Ekkor a RC is lassan halad az oszlopon lefelé. Az oszlop
hosszanak helyes megvalasztasival elérhetd, hogy a szennyezddések eltavolitasa utan a RC az
oszlop als6 harmadaban legyen. A f6 savot 150 mM NaCl tartalmu TL-pufferrel tavolitottuk
el az oszloprol, mintegy 20, egyenként 5 ml térfogati frakcidkat gyijtve. Az egyes frakciok
tisztasagat a korabban mar emlitett abszorpcids savok aranyabol hataroztuk meg. Rb.
sphaeroides-bol izolalt reakcidcentrumoknal pedig 1,2 —1,6 kozotti tisztasagh preparatumokat
tekintettik tovabbi felhasznalasra alkalmasnak. Az oszlopon maradt erGsen szennyezett
reakciocentrumot 400 mM sé-koncentracidval tavolitottuk el. A tiszta frakciokat
Osszegyljtottik, ultrasziiréssel (Whatman 100 membran, 0,16-0,2 MPa) toményitettik
(altalaban 50 uM koncentraciora), majd a masodlagos kinon fotokémiai aktivitasat allitottuk

vissza 2 ubikinon-50/RC hozzaadasaval. Az igy preparalt RC-ot —20°C-on taroltuk.

4.4 Az LDAO lecserélése mas detergensre
A protonfelvétel mérésekor zavaré lehet, hogy a preparélas soran a membran helyettesitésére,
a reakci6centrum szerkezetének megtartasira hasznalt micelldkat alkotd ionos sajatsagu

LDAO molekuldknak is van protonalhaté csoportja, igy protonalddasi/deprontonalddasi
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reakciokban vesznek részt. Mas detergens alkalmazasa a preparativ munkaban jelenté')éen
lecsokkentené a kinyerhetd reakcidcentrum mennyiségét, ha egyaltalan alkalmas lenne a
membranbol kioldani azt. Ezért a RC preparalasat kévetden kellett a nem kivant protonécids
sajatsagl detergenst mas, nem ionos detergensre cserélni. Ezt a folyamatot dializissel vagy
tobbszori higitast kovetd ismételt ultrasziiréssel valdsitottuk meg. Az el6bbi moddszer
hasznalatakor az LDAO micellaba dgyazott RC-ot dializalé6 membréanba helyeztiik, és a masik
detergens (0,03 % Triton X-100, Serva) micellaris oldataba, mint fiirdobe (detergens a fenti
koncentracidban, 10 mM NaCl, pH 8,0) meritettiik. A furdé gyakori cseréjével 24, esetenként
48 oras dializist kovetden elértik, hogy a RC-ot koriloleld LDAO micellak 95 %-ban
kicserélodtek az U detergens micelldira. A dializalas soran az oldat ionerGsségét 1 mM-ra
allitotuk be, mivel a citokrom atfordulas sebessége érzékenyen ﬁiggﬁtt az ionerdsségtol. Az
az atmeneti fémek vizsgalatat ne befolyasolja.

Ultrasziirésnél hasonldéan jartunk el, az 0 detergenssel vald tobbszori higitas és ultrasziirés
utan atvittilk a reakcidcentrumot az U detergens micellaiba. A fent vazolt mindkét médszer
alkalmas a RC puffer-mentesitésére is. A protonacios méréseknél zavaré pufferek (els6sorban
az eredendden jelenlévd Tris) kis molekulatomegik révén, mindkét membran pérusain
atjutnak, igy lecsokken a RC-ot tartalmazd minta puffer-kapacitasa, lehetdévé téve kicsiny

protonjelek detektalasat is.

4.5 A citokrém c; izolilisa és redukaliasa

A Rb. sphaeroides R-26-0os mutansa kis mennyiségii citokrom c,-t tartalmaz, ezért célszerii az
izolalasat az ATH 2.4.1.-es mutans sejtjein végezni, amelyben egy mutacié kovetkeztében a
citokrém c, fehérje expresszidja sokkal erételjesebb (Meyer és Cusanovich, 1985). A sejtek

feltorése és centrifugalasa utan, a felilisz6t 200000 g gyorsulassal 90 percig
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ultracentrifugaban cent,riﬁJgéljuk. Az iledék tartalmazza a kromatoforat, a feliilasz6 pedig a
membran periplazmikus oldalahoz lazan kététt citokromokat. A kromatéforat 11, 100 mM-os
foszfat pufferrel (pH 7,0) atmossuk, és a feliiluszot az eredetihez ontjiikk. A nyert feliiluszot
DEAE- celluléz-oszlopra rétegezziik fel, majd 200 mM-os foszfat pufferrel (200 mM NaCl
100 mM foszfat pufferben) elualjuk. Az eluatumot, amely mar nem tartalmazza a bakterialis
ferredoxint, hozzaadjuk az oszlopon leszaladt oldathoz, majd Sephadex G-25 gélszliré
oszlopra tessziik, vagy specialis ultrafiltrilé membrannal ultrafiltraljuk. A sotalanitott oldat
pH-jat s6savval pH 5-re allitjuk, majd 30000 g gyorsulassal 10 percig centrifugaljuk, hogy a
maradék kromatoforat eltavolitsuk. A felulisz6 pH-jat 1 mM Tris pufferrel pH 7,3-ra
visszaallitjuk. A pH 5-6s csapadékot Tris pufferrel (pH 7,3) atmossuk, és a feliluszéhoz
ontjik. Majd ismételten DEAE-celluléz oszlopra rétegezziik az oldatot. A citokrom c; 20
mM-os elualast kovetéen a 40 mM-os foszfat puferrel (40 mM NaCl 100 mM foszfat
pufferben) eludlhat6. A tisztasagi fokot nagymértékben javithatjuk, ha az elualast 2mM-os
lépésekkel végezziikk. A tisztasagi fokot a redukalt citokrom Soret savja és 280 nm-es
abszorpci6 aranya adja meg (0,23). Mas koncentraciétartomanyban a Rb. sphaeroides
kiilonb6zd citokromijai elualhatok: A c, mellett a ¢, az SHP (sphaeroides heme protein), a c-
551.5 és c-554 mar régota ismertek (Bartsch, 1971; Meyer €s Cusanovich, 1985). Némrégiben
fedezték fel a cy-t (Jenney,Jr és Daldal, 1993; Jenney,Jr és mtsai. 1996; Myllykallio és mtsai.
1999; Daldal és mtsai. 2001), az oxigén-hem kot6 fehérjét (Klarskov és mtsai. 1998) és egy
alacsony redoxpotenciali két hemcsoportot tartalmazé (dihem) fehérjét (Vandenberghe és
mtsai. 1998). Mas baktériumtorzsekben: (1) Methylophilus methylotrophus-ban a c -t
azonositottak (Klarskov és mtsai. 1999), majd a szerkezetét is meghataroztak (Brennan és
mtsai. 2001). (2) Rhodocyclus tenuis-ban egy masik, a sphaeroides alacsony redoxpotenciali

citokromjatdl kilonbozé dihem fehérjét azonositottak (Devreese és mtsai. 2000). (3)
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Chlorobium tepidum-ban az oxidalt P840-t két kiillonbozo citokrom redukalja (Oh-oka és
mtsai. 1995).

Az izolalt citokrém c,-t vagy a mitokondrialis citokrom c-t (Sigma) kétféle modon is
percig hidrogén gazt buborékoltatunk at. (2) Kis lépésekben, vizben feloldott Na-ditionitot
adunk a citokréom oldathoz és spektrofotométerrel kovetjiik a citokrom abszorpciovaltozasat.
Ha az 550 nm-es csucs nem novekszik tovabb, akkor az 6sszes citokrom redukalt allapotban
van. Az esetleg feleslegben jelenlévd Na-ditionit kiredukalja a mintaban 1€évé kinont, igy azt
el kell tavolitani Sephadex G 25 oszloppal. A redukalt citokrom —20 °C-on tarolva 2 hétig

hasznalhato fel. Mérések elott a citokromot redoxkiivettaban, Ni atmoszféra alatt tartottam.
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4.1 dbra. A mitokondridlis 10sziv citokrom c oxidalt és redukdlt formdjanak abszorpcios spektruma.



4.6 Optikai médszerek

4.6.1 Abszorpcioméré késziilékek
Az abszorpcios €s a kilonbségi abszorpcids szinképeket szamitogép vezérelt
spektrofotométerrel (ATI, Unicam) vettiik fel.

A fényfelvillanas (flash) okozta abszorpciovaltozast hazi készitésii egysugaras
kinetikai fotométerrel vizsgaltuk (4.2 abra) (Mard6ti és Wraight, 1988a). A nem gerjesztd
intenzitasi méréfényt egy stabilizalt aramforrasbol taplalt halogén izzo szolgaltatta (12 V,
100 W). Az izzélampa fényét kondenzor lencsével a monokromator (Jobin-Yvon H20 VIS)
belépd résére fokuszaltuk, mig a kilépd rést a mintatartoban elhelyezett kiivettan keresztiil a
foto-elektronsokszorozé (Hamamatsu R-928) fotokatodjara képeztuk le. A kiivettaban
elhelyezett oldatot a mintatarto ala épitett magneses keverdvel kevertiik. Az optikai gerjesztés
Xe villanolampaval (EG&G FX200, félidé 6 us) 1 kV toltofesziltség és 4 pF kapacitasa

kondenzator hasznalataval tortént.

| M M = &
Ry B =] B

4.2 dbra. Egysugaras kinetikai spektrofotométer vizlata. Jelolések: L-mérofényt szolgdltatd fényforrds, M-
monokromdtor, SH-fényzar, K-mintatartd, F(k) és F(v)-kék ¢és voros optikai sziirék. PM-foto-

elektronsokszorozo, <-er6sit6, C-szamitogep, Xe-villanolampa.



A telitési gerjesztést fényvezetdé plexirid alkalmazisival biztositottuk. A foto-
elektronsokszorozot keresztezett optikai sziirék védték: a Xe lampa fényét 750 nm felett
atengedd sziiron (Kodak zselatin) vezettik keresztil (a megmaradé vérds sav elegendd a
telitési gerjesztéshez), mig a fotokatod elé széles sava kék sziirét (Corning 4-96) helyeztiink.
A foto-elektronsokszorozé DC-szintjét 200 mV-ra allitottuk be, amit a méréfény hatasara a
véltoztathatd munkaellenéallason (10-100 kQ) fellépd fesziiltséggel a fényfelvillanis el6tt
kiegyenlitettik. A detektor jelét egy Advantech PCL818 analdg/digitalis atalakit6d
kozbeiktatasaval egy IBM PC/386 AT szamitogéppel dolgoztuk fel.

A RC atfordulasat folytonos megvilagitas mellett a citokrom 550 nm-nél mért
abszorpcidvaltozasaval mértem. A folytonos fényforras egy 796 nm-nél emittalo szaloptikas
lézerdidda volt (Opto Power, OPC-A002-796-FC/150, 1,2 W, 3 nm-nél kisebb savszélesség),
amelynek fényét egy 3*3 mm-es kiivettara fokuszaltuk. A lézerdidda és a tébbi miiszer
(oszcilloszkop, szamitogép) mikodését impulzusgeneratorral szinkronizaltuk
(Hiradastechnika, TR 0360). A méroberendezés optikai része egyébként megegyezett a 4.2

abran bemutatott késziilékkel. A méréseket szobahGmérsékleten (296 K) végeztiik.

4.6.2 Abszorpcios kinetikak

Meéréseink talnyomé tobbségét abszorpcidos vizsgalatok alkottak: (1) Masodlagos
elektrondonor (citokrém) hidnyaban mértik RC-on (1 pM) egyetlen telitési fényfelvillanast
kovetd toltés-rekombinaciot 430 nm-nél (Kleinfeld és mtsai. 1984a; Labahn és mtsai. 1994;
Ortega és mtsai, 1996; Schmid és Labahn, 2000). A kinetika két jo! elkilonithetd
komponensbd! allt, amely nativ, masodlagos-kinon aktivitassal rendelkez6 RC-okban abbol
szarmazik, hogy a Qg kot6helyek betoltottsége nem teljes (a gyakorlatban maximalisan 95 %-
os Qp aktivitassal szamolhatunk). A maximalis Qg betoltottség eléréséhez legalabb 20 uM

UQo kellett hasznalnunk. fgy a RC populacidja heterogén, léteznek csak Qa-t tartalmazé RC- ~.
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ok is, melyek rekombinacidja mintegy 10-szer gyorsabb (kap=10 s, pH 8,0), mint a tokéletes
funkciondld6 RC esetén megfigyelheté érték (kgp=1 s, pH 8,0). Ha a detergens
rekombinécié idéallandéja novekszik (kgp=1,2-1,5 s™), mivel a micellak kozotti kinoncsere
sebessége hatarolja a toltés-rekombinaciot (Shinkarev és Wraight, 1997). Az
abszopcidvaltozas amplitddoja alapjan hataroztam meg a fotoaktiv RC-ok koncentraciojat
(e=26 mM'cm™). Folytonos gerjesztést hasznalva a primér toltéspar (P*Qa) a fotokémiai
sebességgel (kp) keletkezik, amely egy exponencialissal jol illeszthetd. (2) A toltés-
rekombinaci6 még jobban detektilhato 865 nm-nél (e=120 mM’'cm™), ahol az
abszorpcidvaltozas ellentett eldjeli. Folytonos gerjesztés alatt a P* felhalmozddasanak
nyomon kovetése csak 865 nm-nél lehetséges, ahol a citokrdm mar nem abszorbeal. (3) Az
elsd elektrontranszfert a szemikinon 398 nm-nél megfigyelt abszorpciévaltozasaval kovettiik
nyomon (Li és mtsai. 1998). A rendkiviil kis jelet 64 vagy 128 atlagolas utan, lehetdség
szerint mono- vagy biexponencialissal illesztettiik. A jel/zaj viszony novelése érdekében nagy
koncentracidban hasznaltam a RC-ot (2-3 uM). (4) A szemikinonok (Qa és Qgp) masodik
flash utani élettartamait hataroztuk meg 450 nm-nél (Kleinfeld és mtsai. 1985). A masodik
flash 0,5 s mulva kovette az elsdt. Ahhoz, hogy a masodik flash PQ, allapotd RC-ot
gerjeszthessen citokromot (20 uM) kell hozzaadnunk, amelynek abszorpcidvaltozasa egy
konstans része a kinetikdnak. A mérés elott 10 percig sotétben kell tartani a mintat, hogy a
gyenge fényen is kialakuld kinon heterogenitas megsziinjon. A kinetika szobahomérsékleten
j6l illeszthetd egy exponencialissal. (5) A protonkotés sztochiometriajat és kinetikajat a P*/P
kilonbségi szinképének izoszbesztikus pontjanal (A=586 nm) 40 uM pH-indikator festék
jelenlétében hatiroztam meg. (Mardti és Wraight, 1988a; ld. a kovetkezd fejezetet). A
protonké&tés sztochimetriaja €s kinetikaja eltérd a Qp mentes (Qg inaktiv) RC-on. Terbutrin

(100 uM) hozzaadasaval elérhetd, hogy a RC-ok kevesebb, mint 1-2 %-a tartalmazzon Qg-t.



Az els6 flash utan mért.protonkbtés kis abszorpcidvaltozassal jar, ezért 64 atlagolas
szilkséges. A kinetika Qp aktiv RC-on jol, Qg inaktiv RC-on kevésbé jol illeszthetd
monoexponencialissal. A masodik flash utan mért protonkétésnél, nem hasznalhatunk
citokromot, mivel annak protonacidja thlsagosan elbonyolitand a kiértékelést. A nem
protonalédo, 586 nm-nél nem abszorbeald ferrocén idealis donornak bizonyult. A donécids
ideje viszont kisebb (1 ms), mint a citokromé, ezért a nagyon gyors protonkinetikak
bifazikussa valnak, ahol a lassi komponens a ferrocén donalasanak tulajdonithatd. A mérést
ebben az esetben is a minta 10 perces sotétadaptalasa elézte meg. (6) A citokrom redox-
abszorpciovaltozdsa legjobban 550 nm-nél figyelhetd meg. Mivel a P*-nak 540 nm-nél

1zozbesztikus pontja van, ezért a tényleges citokrom abszorpcidvaltozast az 550 nm-nél és az

“ sy

sy

normaljuk. Ha folytonos gerjesztés alatt mérjik a RC atfordulasat nagy mennyiségl citokrém
ill. kinonkészletet kell biztositani. Az UQj¢-et elézetesen 30 %-os Triton X-100 detergensben
szonikaljuk, hogy a kinon a RC-ot 6vez6 detergensben kelld sebességgel kozlekedhessen. Az
UQq alkoholban és lipidekben is jol oldodik, ezért nem szikséges elézetes szonikalasa. A
stacionarius citokrom atfordulasahoz a kovetkezd kinon koncentraciokat hasznaltam: 25 pM
UQ¢ vagy 500 uM UQ;¢. A kapott kinetika egyenes, amelynek meredeksége a citokrom

oxidacio sebességét eredményezi.

4.7 A protonfelvétel mérése
a) pH-indikator festékkel: A pH-indikator festékek gyenge szerves savak, illetve bazisok
1évén vizes oldatban az oldat pH-jatdl fliggden részlegesen disszocialnak. Mivel a protonalt és

deprotonalt formak szine eltérd, igy alkalmazasukkal a lathato tartomanyban, az
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elektrontranszfer ~ folyamatok  tanulményozdsira  hasznlt  egysugaras  kinetikai
spektrofotométerrel a fehérjékben lezajlé protonaciés folyamatok jé felbontassal nyomon
kovethetok (Mardti és Wraight, 1988a,b). A festék kivalasztasanal kérultekintden kell eljarni,
mert bizonyos festékek eloszlasa nem egyenletes, kt‘)té’)dl.letnek a micellahoz, a fehérjéhez
vagy a membranhoz, st adott esetben at is hatolhatnak a membranon. Ez a kalibralast
meglehetdsen bonyolultta teheti, mert a festék-micella, festék-fehérje vagy a festék-membran
kolcsonhatasok megvaltoztathatjadk a festék spektralis jellemzoit. Ionos detergens
alkalmazasaval a festékek pK-ja, a fellépd elektrosztatikus kolcsonhatas miatt eltolodik.
Tovabbi nehézségként jelentkezik a RC kromoférjainak redoxvaltozasabol szarmazoé
elektrokrom hatas. Ennek f6 oka lehet, hogy a protondetektor a RC hidrofob tartomanyaihoz
adszorbealodik. Ez az elektrokrom hatas az altalunk hasznalt nagy iénerésségeknél (100 mM)
learnyékolhaté (Mar6ti é€s Wraight, 1997). Mindezek figyelembevételével a nettod
protonvalaszt nem a + festék kiilonbségi jel, hanem a + festék + puffer jel szolgaltatta,
tekintve, hogy a protonalédasbdl szarmazé jel érzékeny az oldat pufferkapacitasara.

A pH-indikator festék valaszjelének kalibralasa két modszert hasznaltam:

- belsé kalibracio: Qgp aktivitassal rendelkez6 RC-ok minden paros szamu telitési
fényfelvillanasra 2 protont vesznek fel kornyezetiikbol (Qg + 2H —QpHy).

- kiilsé kalibrdcio: ismert mennyiségi savat (HCI) adtam a mintdhoz allandé keverés mellett,
savval megegyez0 térfogatG desztillalt viz hozzéadasaval korrigaltam a néhany ezrelékes
higitasra. A spektroszkOpiai mérések soran kettds kovetelményt kellett teljesiteni: a
kivalasztott hullamhosszon ne legyen zavar6 a lényegesen nagyobb toltés-rekombinacidobol
szarmazo jel, valamint a festék valaszjele ezen a hullimhosszon még kellden nagy legyen. Az
elébbi kovetelménynek a P/P* kiilonbségi spektrum izozbesztikus pontjan (A=586 nm)

elvégzett méréssel tehetiink eleget. Az altalam hasznalt festékek alkalmazhatésaguk pH
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tartoméanyai: brom-krezolbibor (BKB, Reanal, 5.5 < pH < 7.5), o-krezolvérés (OKV, Reanal,
7.0 < pH < 9.0), o-krezolftalein (OKF, Reanal, 8.7 < pH < 10.1). Az alkalmazott pufferek:
MES (Sigma, 5.5 < pH < 6.7), Bis-Tris (Sigma, 5.8 < pH < 7.2), Hepes (Calbiochem-Behring,
7.0 < pH < 8.0), Tris (Reanal, 7.8 < pH < 8.8), Bis-tris-propan (BTP, Sigma 6.5 < pH < 9.5)
€s CAPS ( Sigma, 9.7 <pH < 11.1).

b.) pH-érzékeny iivegelektroddal (McPherson és mtsai. 1988): Az elektrod tivegmembranjan
atdiffundalo vagy ahhoz adszorbealodd H -ionok egyensulyi, membranon keresztiili
potencialt valtanak ki. Vizsgalatainkhoz Ag/AgCl referenciaelektroddal egybeépitett szemi-
mikro kombinalt elektrodot hasznaltunk (Corning No. 476540, d = 6 mm), amelyet az 1x1
cm-es kiivettdba merithettiink. Az elektrod érzékenységének novelésére (107 pH egység) és
valaszidejének (2 s) csokkentésére az eredetileg telitett KCl-dal feltoltott

referenciaelektrédban a KCI koncentraciojat 500 mM-ra csokkentettiik.

4.8 Modellek

4.8.1 A kinetikak illesztése
A vizsgalt reakciok altalaban elsérendi folyamatként kezelhetd, igy exponencialis
fuggveénnyel irhatd le. A kinetikak tobb fazist is tartalmaznak (tobb exponencialis linearis

kombinaciojaként kezelhetd):

A=Y 4 e (4.1)

i=]
Ahol A, a koncentracioja a t idopillanatban, A; az adott komponens amplitidoja k; pedig, a
sebességi allanddja. Az illesztést Marquardt nem linearis legkisebb négyzetek modszerével

végeztem, az esetek tilnyomo tobbségében két komponens figyelembevételével (n = 2).
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4.8.2 A disszociacios allandé (Kp) meghatarozasa
Ha a RC-hoz egy masik molekula vagy ion kotddik, amelynek kovetkeztében valamilyen
reakcio sebességallandoja lényegesen megvaltozik, akkor a heterogén RC populaciot
kétfazisu kinetika jellemzi. A komponensek amplitidojanak analizisével a disszociacios
allando  meghatarozhat6. Mivel a  szemikinon abszorpciovaltozasa nagy  és
monoexponencialissal illeszthetd idealisnak bizonyult. Tegylk fel hogy egy atmeneti fémion
(M) kotodik a RC-hoz és a kotodés disszociacios allanddjat akarjuk meghatarozni. A
mintaban 1évo teljes RC és a hozzaadott fémion koncentracio ([RC]; ill. [M],) kifejezhetjik a
szabad ([M]s, [RC]y) és kotott ([M-RC]) formakkal:
[M], = [M]; +[M-RC] (4.2)
[RC], =[RC]; +[M-RC] (4.3)
A disszociacios allando definicid szerint:

K :wj. (4.4)

P [M-RC]
Mivel [M-RC] a lassu fazis amplituddjaval, [RC]; pedig a teljes amplitidoval aranyos, ezért a

4.2, 4.3, 4.4 egyenletek alapjan:

[M], +[RC], + K, —+/(M], +[RC], + K, ) —4-[RC], -[M],

A

slow  __

A

(4.5)

t

4.8.3. A Kp pH fiiggésének modellje
A RC 6 kiillonbozo allapotanak bevezetésével probaljuk a Kp pH fliggését meghatarozni

(séma). A proton disszociacios allandok:

, = RG] “6
L _[RC)) T
: [RC,]
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. _[M-RC,]-[H']

4.8
PR (48)
. M - [H”
< _M RCJ (H'] (4.9)
[M-RC,]
A disszociacios allandoé nagyon magas pH-n:
e L (4.10)
[M-RC,]
A RC 6 kulonbozo allapotban lehet:
[RC], =[RC,]+[RC,]+[RC,]+[M-RC,]+[M-RC,]+[M-RC,] (4.11)
A fémion vagy szabad, vagy a RC-hoz vagy az oldat OH csoportjahoz kétddik:
[M]‘:[M],.+[M-RC0]+[M-RC1]+[M—RC2]+M (4.12)
M-OH
A disszociacios allando tetszdleges pH-n definicid szerint:
([RC,]+[RC,]+[RC,])-([M], = (M- RC,]+[M -RC,]+[M - RC,])) ;
K, = - (4.13)

[M-RC,]+[M-RC,]+[M-RC,]]
A viz ionszorzataval [OH]-t kifejezzik (Kw=[H J*[OH]=1*10""), és a 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10,
4.11, 4.12 egyenleteket a 4.13 egyenletbe helyettesitjiik, a megfigyelt disszociacios allando a

pH fuggvényében:

o lome“PH 1 10131\'01‘PK1:‘3'PH ) (1 + ]OPK.\(-UH *PH~14>

1=k lol’k"ox‘PH o IOPK'm*PK'l:‘Z'PH (4 14)

K :KDO(

A komplexképzodés kovetkeztében felszabaduld protonok a modell alapjan a
kovetkezoképpen szamolhato ki: A fémion hozzaadasa utan kialakult egyensuilyi allapot
protonacios allapotainak protonszam szerinti sulyozott 6sszegébdl kivonjuk a megfeleld

eredeti allapotot és osztjuk a RC-al.

[H"] - ([M -RC, ]+ [RC, 1+2- ([NI -RC, ]+ [RC:]))_ ([RCI ].\l:n +2- [RCZ].\I:O) . (4.15)
[RC], [RC],




Az adott allapotok koncentracidi a 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12 egyenletek alapjan

kifejezhetOk és a 4.15 egyenletbe hellyettesithetok.



5. EREDMENYEK

5.1 citokrém oxidaci6 kinetikaja
A gerjesztd lézerfény bekapcsolasakor a RC-ban toltésszétvalasztas révén oxidalt
bakterioklorofill keletkezik. Az oxidalt dimer a citokromot oxidalja, amely azt kovetden

levalik a kotohelyrél és egy redukalt citokrom helyettesiti.

5 ON higat OFF
e I e e a
5 OSp| o B )
2 00 b

time (msj

5.1 d4bra. Osszehasonlité kinetikai vizsgalatok két kiilonboz6 gerjesztd fényintenzitisnal kiilonbozé: Széréanyag
jelenlétében a gerjeszté lézerfény téglalap alaku abszorpciovaltozast idéz el (a) Fotokémiai reakcio
monoexponencialis Kinetikdja gerjesztett RC-ban 865 nm-nél (b). kiilsé donor (citokrém) hozzdaddsival a
keletkezett P™ mennyisége lecsdkken (c). az oxidalt citokrom staciondrius felhalmozodasat 550/540 nm-nél
figyelhetjilk meg. Feltételek: 1.0 uM RC, 25 uM UQs. 0.03 % Triton X-100, pH 5.7, 40 mM NaCl. 57 (M cit™*

(c, d).
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Igy a citokrébm és a dimer megfigyelt fotooxidaciéja a reakcidpartnerek molekularis
kolcsonhatasat tiikrozik. Az 5.1 Abra 6sszegzi az emlitett kinetikai folyamatokat. A gerjesztd
lézerdioda iddbeli lefutasa téglalap alaki, ami nagymértékben egyszeriisiti a kinetikak
kiértékelését (5.1 abra a). A minta kis feliileten torténé megvilagitasa biztositja a homogén
gerjesztést, ugyanakkor a jel/zaj viszonyt kismértékben csokkenti. A lézerfény
bekapcsolasanak pillanatdban megfigyelt 865 nm-es abszorpciévaltozas a redukalt citokrom
hianyaban mért RC fotokémiai reakciéjanak (PQ—P*Q’) kinetikajat mutatja (5.1 abra, b). A
reakcio sebességi éallandojat a kinetika monoexponenciéli.s illesztésével kaphatjuk meg. A
folyamat fotokémiai jellege a reakcié sebességallanddjanak lineéris fényintenzitas fliggésébol
nyilvanvaloan kovetkezik. A gerjeszt6fény intenzitasa folytonos mégvilégitésnél 0,8 W/cm?,
amely mellett a toltéspar 0,1 ms idballandéval keletkezik. Flash gerjesztés esetén a fény
intenzitasa akkora, hogy a toltéspar kialakulasat gyakorlatilag a flashlampa kondenzatoranak
feltsltési ideje hatarolja (1-5 ps). Kils6é donor jelenlétében kevesebb oxidalt dimer keletkezik,
hiszen ekkor a citokrom visszaredukalja a dimert. A gerjesztofény kikapcsolasa utan nyomon
kovethetd a P* lecsengése, ami a citokrém-donacié kovetkezménye. A folyamat lényegesen
gyorsabb (1000 s), mint a P*Qy —PQ toltés-rekombinacié, igy azt figyelmen kiviil
hagyhatjuk (5.1 abra c). Nagy mennyiségli citokrom és kinonkészlet esetén a RC tobbszori
stacionarius atfordulasa figyelhetd meg (Osvath és Mar6ti, 1997, Larson, és mtsai. 1998) Az
alkalmazott fényintenzitas nem mutat linearis 6sszefliggést a citokrom atfordulas sebességével
(a fényintenzitas 3-szorosara k,;=1500 s™'—rdl k,=4500 s™'-ra torténd novelésével az atfordulasi
sebesség csak 1,8-szorosira novekedett (ki=1300 s'—r6l k4=2300 s'-ra.) (5.1 é&bra d).
Osvath és Maro6ti (1997) a fotooxidacio és fényintenzitas dupla-logaritmikus abrazolasabdl, a
citokrom atfordulas elméleti maximalis sebességére 2000 s értéket hatarozott meg.

Meéréseiket nagy citokrom készlet (200 uM) és alacsony ionerdsség mellett végezték, a
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paraméterek valtoztatasival viszont mas elméleti maximumérték adédik. A késébbiekben
kiilon megvizsgaljuk a paramétereknek a fotooxidacidban jatszott szerepét. A megfigyelt
atfordulasi sebesség flggetlen volt a kinon koncentracidjatdl (természetesen egy minimalis
értek felett), ami jelenti, hogy a kinoncsere sokkal gyorsabb, mint az atfordulasi sebesség. A
kinon tipusa sem befolyasolta a sebességet: ugyanakkora sebességet mértiink UQg, mint UQ;o
jelenlétében. A kinon izoprenoid oldallancanak hossziiséga csak kismértékben, a fejcsoport
valtoztatasa viszont nagyobb mértékben befolyasolja a kinon kotési affinitasat (McComb és
mtsai. 1990). A kinonok viselkedésének vizsgalatanal figyelembe kell venni, hogy az UQ
alkoholban rosszul oldoédik szemben az UQg-tal, ezért 30%-os Triton X-100 detergensben

kellett szolubilizalnunk, amelyben viszont mar kénnyedén a RC-hoz diffundal.

5.2 A citokrém oxidicio6 ionerdsségfiiggése

(NaCl) fuggvényében. Megfigyelhetjik, hogy a so titralasaval a sebesség eloszoér novekedni
kezd, majd egy maximumértéket elérve hirtelen lecsokken. A maximumnal (30 mM NaCl) a
sebesség akar 2-3 szorosa a kezdeti értéknek, ami elsé pillantasra rendkiviil meglepd. A
korabbi flash-gerjesztéssel végzett mérések monoton csokkend sebességrél szamoltak be
(Prince és mtsai, 1974; Overfield és mtsai, 1979; Overfield és Wraight, 1980a; Van der Wal
és mtsai, 1987; Witthuhn és mtsai, 1997). Nagy ionerdsségen (100 mM kortil) a sebesség
hirtelen lecsékken, ami 6sszhangban van a korabbi eredményekkel. A nagymértéki sebesség-
csokkenést a RC és citokrom kozotti elektrosztatikus vonzas ionikus learnyékolasaval
indokoltak. Az ionerdsség tovabbi novelésével az atfordulasi sebesség az észlelhetéség hatara
ala esik. Ekkora sd-koncentracional a citokrOm mar nem is koétédik a RC-hoz, ahogy ez a

flash kisérleteknél jol megfigyelhetd (Overfield és mtsai, 1979). Alacsony s6-koncentracional



viszont egy masik folyamatot kell feltételezniink, amely lassabb a bimolekularis asszociacios

reakcional (kon) és igy a RC folytonos atfordulasat hatarolja.
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levaldsi (k) sebességek (szaggatott vonalak), valamint a megfigyelt dtforduldsi sebesség (folytonos vonal) a 6.1
séma alapjan illesztettiik a kovetkezé paraméterekkel: £,=4500 s, ko,(I—0)=3.8%10" M's™, k,i(I—0)=4.7%10

57, kon(I—0)=6%10°> M's™,| koa(I—0)=5*10° s, ko,=1*¥10° s, Rpc=0.3 nm és R.;=0.23 nm.

5.3 Kationok hataisa

Hasonlo ionerdsség-fliggés figyelhetd meg két- illetve haromértékl kationok esetén (5.3 abra
b). A kulonboz6 kationoknal ugyanazt az aniont (CI) hasznaltuk, elkeriilve az anion esetleges
specialis hatast. Ha az ionoknak a Debye-Hiickel elméletnek megfeleléen csak ionikus
arny¢kolo hatasa lenne, akkor a kapott ionerdsség-fiiggések megfelelé reprezentacioban (a
vizszintes tengelyen az ionerdsséget kell feltiintetni, hiszen két vagy tobbértéki ionok esetén
ez kilonbozik a koncentraciotol) egymast fedo gorbéket (pontseregeket) adnanak. Mivel a
mért pontseregek ettd] eltérnek, mas hatés jelenlétével is szamolnunk kell. A Ca®" és a kobalt-
hexaamin komplex [Co(NHs)s] csak kismértékben kiilonbozott a Na™-t6l, ugyanakkor az A’
lényegesen kisebb ionerdsségnél mutatott jelentés valtozast. A fenti fémionok ioner0sség-

fuggése bar kiilonb6z6, mégis hasonldan visszaadjak a kezdeti novekvo és azt kovetd gyorsan

1% ;. 2+ . , . . ’ . . " , . ’
esO fazist. A Cd”™ ezzel szemben teljesen mashogyan viselkedik, mar kis ionerdsség-értéken
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(1-10 uM) csokkenést mutat, ami 100 pM-nal megall, majd a tobbi fémionra jellemzdé 100
mM kortl hirtelen lecsokken. Az eltéré viselkedés mogott a Cd>” RC-hoz toérténd specifikus
kotodese all, amelynek kovetkeztében az akceptor oldalon az elektron és protontranszfer
folyamatok Iényegesen lelassulnak (Utschig és mtsai, 1998; Paddock és mtsai, 1999). A nagy
ionerdsségnél a tobbi fémionhoz hasonldoan az atfordulasat a RC-citokrom kozotti
elektrosztatikus kolcsonhatas altal iranyitott asszociacioés folyamat dominal. A citokrom

atfordulas mellett mértiik az oxidalt dimer stacionarius mennyiségét is (5.3 abra a).

5.3 dbra. Az oxidalt dimer staciondrius felhalmozdddsa (a) és a megfigyelt citokrom atforduldsi sebesség (b)
kiilonboz6 kationok titralasa mellett: NaCl (m), CaCl, (A). [Co(NH3)6]Cls (A). AlICL (+) és CdCl, (m). A
feltételek ugyanazok mint, a 5.2 dbran kivéve pH 6.5. A kationok tipusatol fuggetlen illesztési paraméterek:
ko=1¥10° 57, kon(I—0)=3.8%10° M''s™, k,u(I—0)=8.5%107 5™, R4=0.23 és k,=4500 5. A kation-fiigg illesztési
paraméterck az 5.1 Tablazatban talalhatok.

crsr

Mivel a mért abszorpciovaltozasbol meghatarozott P* koncentraciot a RC koncentracidjara

normaljuk, a P értéke O ¢s 1 kozott valtozhat. A gerjesztd fény elég intenziv volt, hogy



tetszOleges ionerésség-érték mellett is jol mérhetd P* keletkezzen. Az oxidalt dimer
stacionarius felhalmozodasa és a citokrom oxidacid stacionarius sebessége forditottan
viszonyul egymaéshoz, gyors citokromatfordulasnal kevés P”, lassu citokromatfordulasnal sok
P* keletkezik. Az ionerésség-fliggésben is lathatd az inverz viselkedés (5.3 abra), ahol a

citokrém atfordulas sebességének maximuma van, ott a P*-nak minimuma.

S6 kon(I—0)(M™'s™) koni(I—0)(s™) Rrc(nm)
NaCl 1.5%10° 4*10° 0.38
CaCl, 1%10° 8%10° 0.38
[Co(NH3)6]Cls 5%10° 2*107 0.53
AICl; 1*10' 4*107 1.22
CdCl, 1#10° 4*10’ 1.22

5.1 Tiblizat. Az 5.3 dbran lathato kiilonboz6 kationok ionerdsség-fiiggésénck illesztése a 6.1 séma alapjdn a

fenti paraméterekkel.

5.4 A citokrom koncentraci6 hatisa

Az 54 abra fels6 fele a citokrom atfordulasi sebességet mutatja a redukalt citokrom
koncentracidjanak fiiggvényében. A legkisebb citokrom koncentracid (8 uM) is elég nagy volt
ahhoz, hogy a sebesség 0-tdl kiilonbozd stacionarius értéket vegyen fel. A kalénbozd
nagysagu citokrom-készlet mellett mért so-titralasi gorbék megorizték kétfazisu jellegiiket:
novekvo ionerOsséggel a sebesség lassan emelkedett, majd hirtelen lecsokkent 100 mM
kornyékén. (5.4 abra b) . A sebesség maximuma a citokrom koncentracidjanak csokkentésével
alacsonyabb ionerdsség felé tolodott: 30-40 mM-rol 20 mM-ra. Kis citokrom koncentracio
esetén a megfigyelt atfordulasi sebesség linearisan arinyos a citokrom koncentracidjaval

(pszeudo-elsérendli reakcid). A kezdeti meredekségb6l a bimolekularis sebességallandora
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kon=1.1%10" M's" kovetkeztethetiink. Nagy ioner6sség (100 mM) mellett a megfigyelt
sebesség telitodott. A korabbi flash-kisérleteknél a citokrom titralasa nem mutatott telitést
(Prince és mtsai, 1974; Overfield és Wraight, 1980a), bar meg kell jegyezni, hogy a

méréseknél a titralast csak 60 cit/RC-ig végezték.

10"53

beye (571

citokrom koncentraciondl felvett ionerdsség-fiiggés. Az ionerdsség az el6bbi esetben 100 mM (a). a redukalt

citokrom kocentracidja az utobbi esetben 57 (o), 18 (+). és 8 uM (o) volt. A feltételek ugyanazok, mint az 5.1
(d) dbran. A mért adatokat a 6.1 séma alapjan illesztettiik a kovetkezé paraméterekkel, igy hogy az oxidalt
citokrom visszak6tddését is figyelembe vettiik: ko (I—0)=3.8%10° M's" | ko (I—0)=6*10° M's™, k (I—0)=470

s", I\'(,R(I——>w)=2*105 st k=1%10° s",RRC=(),3 nm, R;=0.23 nm és k,=1500 s (a) és 4500 s (b).

Hasonlo eredmeényt hozott Rhodopseudomonas viridis torzsbol izolalt RC-on végzett citokrom
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késdbb megismételték és kifejezetten a kis koncentracio-tartomanyban (0-0,5 uM) kovették a
citokrémoxidacié sebességét (Overfield és Wraight, 1986). Erdekes modon joval gyengébb,
linearis fiiggést tapasztaltak, amelynek egyenessel valo kozelitésével 3*10° M's!
bimolekularis sebességet hataroztak meg. Eredményuket. késobb masok is megerdsitették

(Witthuhn és mtsai. 1997).

5.5 A viszkozitas-fiiggés

A meérdoldat viszkozitasat glicerol hozzaadasaval valtoztattuk 0-tol 45%-ig (térfogatszazalék).
Az ionerdsség-fliggés reprezentacioban a viszkozitds novelése a megfigyelt atfordulasi
sebesség csokkenésében (5.5 abra a) valamint a maximalis sebességérték alacsonyabb
ionerdsség felé tolodasban mutatkozott meg (5.5 abra b). Ez jol tiikkr6zi a RC-citokrom
komplex képzésének diffzié limitalt, valamint bimolekularis jellegét, amire jellemzd a
sebességnek az oldat viszkozitasatol valo forditott fliggése (Einstein-Smoluchowski egyenlet).
A flash vizsgalatok szintén forditott aranyu fliggésérdl szamoltak be (Moser és Dutton, 1988)
Az atfordulasi sebesség alacsony ioner0sségnél kevésbé fliggott a viszkozitastol, mivel ebben
ionerGsség-tartomanyban hatarolé folyamat nem bimolekularis jellegii. A kiilonbség még
jobban szembetilinik, ha a sebességet a viszkozitas reciprokanak fliggvényében abrazoljuk
dupla-logaritmikus léptékben. Alacsony (5 mM) illetve atlagos (40 mM) és nagy (100 mM)

ionerdsségnél az illesztett egyenesek meredekségének kulonbozik (0.2 illetve 1).

5.6 A citokrom adtfordulas homérsékletfiiggése

A kilonb6z0 sebesség-hatarold reakcidk nagy valdszinlséggel eltérd aktivalasi energiaval
rendelkeznek. Alacsony illetve nagy ionerésség mellett megmeértikk az atfordulasi sebesség
hémérsékletfiiggését 275 —323 K tartomanyban. A teljes tartomanyban a valtozas egyetlen

egy aktivalasi energiaval (5,7 kcal/mol 100 mM-nal és 1,5 kcal/mol 4 mM-nal) irhato le. Az



alacsony ioner0sségnél mért aktivalasi energia egy viszonylag kis aktivacios gattal rendelkezd
folyamatrol tajékoztat, mig a nagy aktivalasi energia nagy ionerésségnél a diffiiziora jellemzd.
Az 5.7 kcal/mol megfigyelt aktivalasi energia a bekotés diffuzid kontrollalt reakciojaval

hozhato 6sszefliggésbe.

Glycerol (v'v %)
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5.5 abra. A viszkozitds hatisa a fotooxidicio scbességére. A sebességet a viszkozitds reciprokanak
fiiggvényében dbrazoltuk dupla logaritmikus Iéptékben (a). Kiilénb6z6 ionerésség mellett mértiikk a viszkozitas
hatdsat 4 mM (+), 40 mM () és 100 mM (A). Az dbra also felén 3 kiil6nb6z6 glicerol koncentracional felvett so-
titrdlds lathato: glicerol koncentracio 0% (m), 10% (%) és 30% (o) volt. Az oldat viszkozitasat () a viz
viszkozitdsira (1) vonatkoztattuk. A viszkozitas fiiggést a 6.17 egyenlet alapjan illesztettiik, nagy ionerdsségnél
n=1, kis ionerésségnél n=0.2 paraméterekkel. A feltételek és az ionerdsségfiiggés illesztési paraméterei

ugyanazok, mint az 5.3 dbran.
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Overfield és Wraight (1980a) 8 kcal/mol aktivalasi energiat mért 0,1 % LDAO-ban
szolubilizalt RC-on. Venturoli és mtsai. (1993) a dimer visszaredukalasanak kinetikajat
kovették 1283 nm-nél, és igazoltak, hogy a kapott kinetika lassu komponense a citokrom c; és
RC kozotti utkozési reakcionak felel meg. A komponens aktivalasi energiajat is
meghataroztak (6,7 kcal/mol). A joval kisebb 1,5 kcal/mol aktivalasi energia a bimolekularis

utkozési reakciotol gyokeresen eltérd folyamatra utal.
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5.6 dbra. A citokrom staciondrius atforduldsanak Arrhenius dbrazoldsa alacsony [4 mM (m)] és nagy [100 mM
(+)] ioner6sségnél. Az illesztés alapjan 1.5 (w) ill. 5.7 (+) kcal/mol aktivélasi energiat kaptunk. A feltételek

ugyanazok, mint az 5.1 (d) abrin.

5.7 A pH hatasa a citokrom oxidicio sebességére

A citokrom €s a RC kozotti elektrosztatikus kolcsonhatas vizsgalataban a pH fugges rutin
jellegli vizsgalatnak szamit. A so-titralasi gorbék alakja eltérd pH értéken lényegesen nem
valtozott (5.7 ébra b). Az egyezés alacsony és semleges pH tartomanyban kiiléndsen
szembet(ing, alkalikus tartomanyban kissé eltérd. A sebesség értékekben szintén csak Kkis
eltérést tapasztaltunk. Rogzitett ionerdsségnél (20 mM) felvett atfordulasi sebesség pH

fliggése csak alacsony €s semleges pH tartomanyban mutatott valtozast (5.7 abra a). pH 8
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felett jelentkez6 (az abran nem lathatd) jelentds sebességesés nem a citokromnak
tulajdonithato, hanem a proton fliggd elektrontranszfer csokkenésével magyarazhatod
(Kleinfeld és mtsai. 1985). Azonban pH 4 és pH 5 kozott lathato esés a citokrom és a RC
kozott 1évo elektrosztatikus kolcsonhatas valtozasaval indokolhatd. A korabbi flash
vizsgalatok szintén beszamolnak a fenti pH tartomanyban megfigyelt jelentés sebességesésrol
(Prince és mtsai. 1974). A mitokondrialis citokrommal szemben a citokréom cs

fotooxidacidjanak sebessége a teljes pH tartomanyban allandé volt (Prince és mtsai. 1974).
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5.7 dbra. A staciondrius citokromatfordulds sebességénck pH fiiggése 20 mM ioner6sség mellett (a), és
ionerdsség-fiiggése 3 kiilonbozo pH értéken (b): pH 5.7 (o). pH 6.3 (A) és pH 7.4 (m). A feltételek és az illesztési
paraméterek ugyanazok a b dbran, mint az 5.3 dbran kivéve: k.g(I—0)=470 s’ (). ko(I=0)=330 s (A) és
ko(I—0)=420 s (m); ko(I—>0)=3%10° s (Q), ku(I—=0)=1*¥10" s' (A), ku(I—0)=3%10" s (m):
kon(I—=0)=6%10> M's? (). keu(I—=0)=1%10" M's? (V). k. (I—x)=2*10°> M's"' (m). Az a dbra adatait a
Henderson-Hasselbalch egyenlet (6.18 ¢és 6.19) alapjan illesztettik a kovetkezé pK értékekkel: 4.9

[hon(pH—2)=1%10% M's™ és ko (pH—0)=0,0 M"s] 5 6.6 [kox(pH—20)=2.2%10% 5 és kog(pH—0)=9%10" s'].
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A RC feliiletén a citokrom :kété')hely kornyékén 1évo 7-8 karboxil csoport protonalddik pH 5
alatt, aminek kovetkeztében a RC a megsziint negativ feliileti t6ltései miatt kevésbé tudja
vonzani a pozitiv Ossztoltésii citokromot. A pH fliggését figyelembe véve, ugyanakkor
mégsem a RC ossztoltése a meghatarozo, mivel pH 6 koriil nem lathatunk lényeges valtozast
a sebességben, annak ellenére, hogy a RC izoelektromos pontja pI=6,1 (Prince és mtsai.
1974). Valosziniileg a citokrom protonalhatd aminosavai és RC-nak a citokrom kotOhely

kornyezetében 1évo protonalhatd csoportjai iranyitjak a kolcsonhatast.

5.8 Atmeneti fémionok kitddése a reakciécentrumhoz

Atmeneti fémionok (Zn**, Cd**, Ni**, Co®*, Cu®") drasztikus hatast gyakorolnak a bakterialis
RC redoxfolyamataira. A hatas mind az els$ elektrontranszfer (Utschig és mtsai. 1998, 2001;
Paddock és mtsai. 1999; Adelroth és mtsai. 2000) mind a protonfelvétellel kisért méasodik
elektrontranszfer (Paddock és mtsai. 1999, 2000; Adelroth és mtsai. 2000) sebességének
erdteljes csokkenésében jelentkezik. A kyp® sebességét a szemikinon 450 nm-nél mért
abszorpcidvaltozas kinetikajabol hatarozhatjuk meg. Ha az atmeneti fémion koncentracidja
nem elég nagy ahhoz, hogy az 6sszes RC-ot telitse, akkor a kétfazisu kinetikat kapunk. A
kevert kinetika kiilonb6z6 fazisai a fémion-kotétt illetve a fémiont nem kotétt RC-oknak
feleltethetok meg. A fazisok amplitidoinak aranya az adott frakcidk aranyat tiikrozik, a
frakcidaranybol pedig a fémion disszociacios allanddja (Kp) meghatarozhaté. (Id. 4.8.2
fejezetet). Paddock és mtsai. (1999) pH 8-nal hataroztdk meg a fenti modszerrel a Cd* és
Zn™ disszociacios allandéjat (Kp=0.5 uM). Az 5.8 abran a Ni’* hatasat lathatjuk a kap®
A Ni** koncentracié novelésével a kinetika egyre jobban lelassul (kap®=3300 s'-rél
ksg®=90 s'-re). Az abszorpciovaltozas kinetikdjat a fentieknek megfelelden két

komponensre bonthatjuk:



AA(1) = Ay, -exp(=kp" (gy) - 1)+ 4 -exp(—k 7 (1)-1) (5.1)

ahol, A, és kag®(gy) a gyors komponens, és A; és kag™(1) a lassu komponens amplitudoja

ill. sebességi allandodja.
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5.8 dbra. A szemikinon abszorpcié valtozdsinak kinetikija 450 nm-nél a masodik flash utan. Kiilénb6zé Ni*™
koncentraciondl felvett kinetikdk kétfizisuak: a gyors fizis a fémion nélkiili RC-oknak, a lassu fizis a fémiont
kotstt RC-oknak tulajdonithatd. Feltételek: 1.5 uM RC, 0.03 % Triton X-100, 20 pM cit ¢, 25 uM UQ,,, 20 mM

MES, pH 6.3 és Kp=30 uM.

A kilonbozoé pH értékeken elvégzett fémion-titralasok a disszociacios allando pH fliggését
hatirozzak meg. Az 5.9 abra a Cd*” és a Ni*" disszociacios allanddjanak pH fiiggését mutatja.
A titralas pH tartomanyat a biexponencialis illesztés megbizhatosaga jeloli ki, alacsony és
magas pH-n mar a komponensek hasonlo élettartammal rendelkeznek. (Id. 5.1 egyenletet). A
Ni*" disszociacios allandéja két nagysagrenddel novekedik, ha a pH-t 8-rol 5-re csokkentjiik.
Hasonlo, de kisebb mértékti novekedés figyelheté meg alkalikus tartomanyban. A Ccd* Kp

valtozasa kevésbé erdteljes, ezért a mérést sziikebb pH tartomanyban végeztik. Ugyanakkor
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lathato, hogy a Cd*" kotési affinitasa a teljes pH tartoméanyban erdsebb. A kip'® sebességére

gyakorolt hatas viszont forditott: (k=90 s™ Ni*"-re és k=300 s™ a Cd*"-ra, pH 6.3) (5.14 abra).
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5.9 dbra. A megfigyelt disszocidcios dllando pH fiiggése Cd**-ra (m) és Ni* -re (e). A disszocidcios allandot a
fémion titrdldsa alapjan hatdroztuk meg (Id. 5.8 dbra). Feltételek megegyeznek az 5.8 dbra feltételeivel. A
folytonos gorbéket tigy kapjuk meg, hogy az 5.2 tdblizatban Iévé illesztési paramétereket a 4.14 egyenletbe

helyettesitjiik (Cd*" esetében 4.14 egyenlet szamlaldjanak 2. tényezéje 1).

5.9 Proton felszabadulas fémion kotés hatasara

A Kp szembetlind pH fluggése a fémion-kotéssel kapcsolatos protonacios vagy deprotonacios
Iépéseket tételez fel. A protonfelvétel vagy leadas sztochiometrajat mérhetjik pH indikator
festék abszorpcié valtozasaval (Maroti és Wraight, 1988a,b) vagy érzékeny pH lveg
elektrodaval (Kalman és Mardéti, 1997, Kalman és mtsai. 1998). Az 5.10 abra az utdbbi
modszerrel mért protonjel kinetikat mutat, a proton egy atmeneti fazis utan veszi fel a
staciondrius értéket. A fenti modszerrel két kiillonbozé pH értéken meghataroztuk a Ni*’

hozzaadasara felszabaduld proton sztochiometridjat.



Atmeneti Kpo(uM) | Kpi(uM) | Kpa(uM) pKo1 PK\; PK 01 pK’12 pKyon
fémion
Ccd* 0.38 38 30.2 7.4 59 6.4 50 N.M.*
Ni* 1.0 12.6 159 7.0 7.0 5.9 5.9 5.4

5.2 Tdblizat. Atmenti fémionok disszocidcios allandoi (Kpg, Kpi, Kps), valamint a fémion-ligand és fémion-OH

komplexképzodést kiséré protonfelvételek disszocidcios allandoi (pKo, pKia. pKor. pK'ia, pKyon). A

paramétereket a 6.3 séma alapjan 5.9 dbra mérési adatainak illesztésével nyertiik. NM: nem meghatdrozhato.

A Ni*" koncentraciojanak fiiggvényében mért sztdchiometria lathato az 5.11 (a) abran. A

proton mennyiségét

Ja

sztochiometriat

ismert

oldat ionerdsségét el6zetesen S0 mM-ra allitottuk be, hogy a pH-t egy stabil allando értéken

tarthassuk (minta puffert nem tartalmazhatott).
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5.10 abra. A megfigyelt pH valtozas kinetikdja 5 pM H' hozzdadasdra. Az oldatot a mérés alatt folyamatosan

kevertetjiik. Feltételek: 1 pM RC, 0.03 % Triton X-100, 100 mM NaCl (Kalman, és mtsai. 1998).
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A pH-tol, valamint az oldat pufferkapacitasatol figgéen pH esést figyeltink meg. A
csokkenés a fémion kotés kovetkeztében a RC protonleadasanak vagy/és a Ni*"-nek az oldat

hidroxil-ionjaihoz (OH) valo kotddésével magyarazhatd. Az utdbbi ugynevezett oldathatas a

s sy
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5.11 dbra. A Ni** és RC komplexképzédése kovetkeztében felszabadult proton sztéchiometridja: két rogzitett
pH-nal a Ni** koncentricidjinak fiiggvényében (a), pH fiiggése kiilonbsz6 Ni** koncentracional (b). A felsd dbra
mérési pontjait a 6.3 séma alapjan felirt 4.14 egyenlet alapjan illesztettik az 5.2 tablizatban 1évé Kp €s pK

értékekkel. A kapott illesztési paraméterekkel kiszamitottuk a proton sztdchiometria pH fiiggését. Az alsé dbran

ellendriztiik a szamitott gorbék helyességét. Feltételek: 1.5 uM RC, 0.03 % Triton X-100. és 50 mM NaCl.
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Az abrazolt koncentracio-tartomanyban a titralasi gorbe telitési jellegli, ami eltér az
oldathatasnak tulajdonithaté linearis novekedéstél (5.11 abra a). Az effektus a Ni*©
kotodésének tulajdonithatoé proton felszabadulas elképzelését tamasztja ala. A valds proton
sztochiometria érték meghatarozasiahoz a mért gorbébdl az oldathatas Ni** koncentracio
fliggését le kell vonnunk. A protonleadas mértéke erésen pH fliggd és a pH tartomany egy
viszonylag sziik részére koncentralodik. (5.11 abra b) Telitési Ni*™ koncentracional (100 pM)

a RC-onként 1,4 H" mértiink pH 6.5-nél, mig pH 8.0-nal kb. 10-szer kisebbet.

5.10 Citokrom atfordulas gatlasa fémionnal
A fémionok gatlé hatasa, nemcsak az elektrontranszferen kovetheté nyomon. A citokrém
atfordulas ionerdsség-fuggését egyérték illetve tobbértékti fémionokra mar leirtuk (Id. 5.2 és

5.3 fejezeteket).
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5.12 dbra. Atmeneti fémionok hatisa a citokrom atfordulis sebességére [Cd™ (m)]. [Ni** (e)]. [He™" (A)]. A
hatdst az oldat ionerdsség-fiiggésében dbrazoljuk. Alacsony ionerésségnél a fémion gditolja a protonfelvétel
sebességét. mig nagy ionerdsségnél az oldoszer ionikus drnyékoldsa dltal a citokrom dondcid sebessége csokken
le. A mért adatokat 6.12 egyenlet alapjan illesztettiik a kovetkez6 paraméterekkel: az osszes fémionra
koi(T—0)=1%10° §', kxs™(nem gitolt, pH 6)=6000 s, és k,=4500 s™. A fémion fiiggd paraméterek az 5.3

tablazatban taldlhatok.
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Atmeneti fémionok jelenlétében az atfordulds ionerdsség-fiiggése lényegesen eltér a tobbi
kationtdl (5.12 abra). Az eltérés elsdsorban alacsony ionerésségnél szamottevd, a novekedés
helyett csokkenés figyelhet6 meg, ami nagy sebességnél telitddik, majd 100 mM koérul egy
jelentds csokkenést lathatunk. A Ni** és a Cd** hasonléan viselkedik, de a Hg?* ionerésség-
fiiggése minden szempontbodl rendhagyd, alacsony ionerdsségen gyakorlatilag nem valtozik a

fotooxidacio sebessége, viszont 10 mM koriil dramaian lecsokken.

Atmeneti | kon(I—0) | kon(I—) | kon(I—0) Rrc Rt kas® (i) Ko
fémion C) ™) ™ (nm) (nm) ™ (rM)
(pH=6.0)
Ni** 3.8:10° 1,000 1080 0.51 0.23 90 50
Cd*” 3.8-10° 1,000 990 0.51 0.23 170 10
Hg”* 5.0-10° 100 850 1.61 0.43 560 5

5.3 Tiblizat. A citokrom étfordulis ioner8sség-fiiggésénck illesztési paraméterei. A k(i) a fémion gitolt

elektron transzfer sebessége, a Rpc és R.; a RC és a citokrom ionkizdrdsi sugara.

5.11 Proton és elektrontranszfer kinetika és proton sztéchiometria médosulisa fémion
jelenlétében

A fémion-hatasra vonatkozo elsé eredményeket az elektrontranszfer (Utschig és mtsai. 1998;
2001, Paddock és mtsai. 1999; Adelroth és mtsai. 2000) és a protontranszfer (Pad.dock és
mtsai. 1999, 2000; Adelroth és mtsai. 2000) vizsgalataval érték el. A fenti eredmények
kizarolagosan egy pH-n jellemezték a hatast. Az effektus tisztazasa érdekében a fenti

vizsgalatokat kiterjesztettilk a telijes pH tartoméanyra. Az Osszes kisérietben a fémion

cr vz
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bonyolitsuk a vizsgalatot. A 5.13 4bra az els6 elektrontranszferre gyakorolt fémion-hatas pH
fiiggését mutatja kontroll jelenlétében. Habar a ks kinetikaja tobbfazisu (Tiede és mtsai.
1996; Li és mtsai. 1998), mégis monoexponencialissal illesztettiik, a biexponencialis illesztés
a nem megfeleld jel/zaj viszony miatt nem volt célszerli. Mig semleges és alacsony pH-n csak
kismérték(i, addig pH 8 felett drasztikus csokkenés figyelhetd meg (5.13 abra). Még
magasabb pH-n (pH 9-pH 10) a sebesség nem csokken tovabb (200 s™). Adelroth és mtsai.
(2000) a kinetikat két exponencialisra bontottak fel és vizsgaltak azok pH fluiggését. Azt
talaltak, hogy a gyors komponens idéallanddja nem fiigg a fémiontodl, viszont amplitudoja
novekvo pH-val csokken. Ezzel szemben a lassi komponens csak pH 6,5 felett jelentkezik,
idoallandoja, valamint amplitiddja novekszik a pH-val. Eredményeik alapvetden visszaadjak

az 5.13 abran lathatd, monoexponencialissal illesztett kinetika pH fuggését.

10¢ 5
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k

103-:
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5.13 dbra. A Cd™ hatdsa az elsé elektrontranszferre. Alacsony pH-n a kezelt minta () nem nagyon kiilonbozik
a kezeletlent6l (©). A Qg koriili klaszter protondloddsat leird pK=9.2 érték fémion hatisara 1.8 pH egységgel
alacsonyabb pH felé tolodik (az egyenesek metszéspontja). A 398 nm-nél felvett kinetikakat 64 dtlagolds utin

monoexponencialissal illesztettiik. Feltételek: 2.5 uM RC. 0.03 % Triton X-100, 20 uM UQ,, és 100 uM Cd.
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Ha a gorbe pH fiiggd tandményéra (-1)-es meredekségii egyenest illesztiink, akkor a Cd**
kezelt RC kb. 1.8-2.0 pH egységli eltolodast mutat a kezeletlenhez képest. Még nagyobb
azonos iranyu eltolédast (4 pH egység) figyeltek meg a k15" pH Riggésében AspL213—Asn
mutanson (Takahashi és Wraight, 1992). |

Hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkezik a masodik elektrontranszfer pH fliggése (5.14
abra). Alacsony pH-n (pH 4-pH 5) csak kis kiilonbség lathato a kezelt és kezeletlen RC-ok
kozott. Annak ellenére, hogy a Cd** a RC-hoz kétédik (komplexképzddés pH figgése alapjan,
5.9 ébra), lényegesen nem gatolja proton-aktivalt elektrontranszfert. A semleges pH
tartomanyban (pH 5-pH 8) a kiilonbség jelent6ssé valik, ami magas pH ismét lecsokken.
Habar a Ni** kisebb affinitassal kotddik a RC-hoz, mint a Cd**, mégis erésebben gatolja a RC
miikodését. Az abran az is lathatd, hogy a citokrom-atfordulas sebessége nem kisebb, mint a
kas®, ami azt jelenti, hogy a fémion annyira lecsokkentette a kag™~-t hogy az, az atfordulas
hatarolé 1épésévé valt. A kas® pH profilja joval osszetettebb, mint a kap'’-é , az
elektrontranszfert a Qg-hez iranyuld protonalhaté aminosavak altal kontrollalt protonacios
lépések kisérik. A protonalhatd, t6ltott csoportok elektrosztatikus hatasainak bonyolult
ereddje hatarozza meg a megfigyelt pH fliggést (Kleinfeld és mtsai. 1985; Graige és mtsat.
1999). Novekvo pH-val a sebesség csokkenése egyre kifejezettebb, pH S5-pH 8 kozott
kézeiitéleg (-0.5)-6s, pH 8 felett (—1)-es meredekség jellemzi. A kezelt minta pH fuggése
formalisan tekintve hasonlé a kezeletlenhez, kb. 2.0 pH egységgel a kisebb pH tartomany felé
vald eltolassal kaphaté meg (5.14 abra).

A komplexképz6édésnél lattuk, hogy a fémion koét6dése proton-felszabadulassal jar.
Mivel a mérést gerjesztés nélkiil végeztiik a RC redoxallapota nem viéltozott. Ugyanakkor
tudjuk, hogy a fényindukalt redoxvaltozast protonfelvétel kiséri (Mar6ti és Wraight, 1988a,b,
McPherson és mtsai. 1988). A fényindukalt protonkétés kiilonbségi jel (1d. 4.7 fejezetet), ezért

a mért proton a komplexképzddéstdl fliggetleniil kizarolagosan a redoxallapot valtozasara
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jellemz6. Az 5.15 abra felso fele a kezelt és kezeletlen minta PQ,—P Q" atmenethez, az alsd

fele pedig PQg—P Qg™ atmenethez tartozd protonkotés sztochiometriajanak pH fliggését

mutatja.
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5.14 dbra. A Cd®" és Ni*" hatdsa a proton-aktivalt masodik elektrontranszferre és a citokrom atfordulasara.

Alacsony €s magas pH-n a kiilonbség kisebb, mig semleges pH-n kifejezetten nagy (2 nagysdgrend). A citokrom

a0/

atfordulasat a kap” hatarolja, az dbran Ni** esetében tiintettiik fel (¢). Feltételek: 1.5 M RC, 0.03 % Triton X-

100, 20 pM cit ¢, 20 uM UQy 4, 100 uM Cd™" (m) és 800 uM Ni** (A és #).

Az elektrontranszferben tapasztalt nagyon jelentds sebességeséshez képest a sztochiometriara
a fémion kisebb hatast gyakorol: Cd*" hatasiara pH 8-nal kb. 0,1 H/RC-mal nagyobb
sztéchiometriat lathatunk Qg inaktiv RC-on, és 0,2-0,3 H'/RC-mal nagyobbat Qg aktiv RC-
on. Pontosan ugyanennyivel kisebb a sztochiometria értéke Cd*" estén pH 10 koril. A
valtozas még kisebb, ha kiils6 donort (ferrocént) is hasznalunk (m, o). A fémion hatas
formalis pH eltolodassal valo leirasa minden eddiginél latvanyosabban latszik a Qp aktiv RC
protonkotés sztochiometriajaban: 1,5 pH egység eltolassal kaphatjuk meg a fémion-kezelt
gorbét (5.15 abra b).

A fényindukalt protonkotést sztochiometridja mellett kinetikaja jellemzi (Maroti €s

Wraight, 1997). A protonfelvétel kinetikaja nagymértékben hasonlo az elektrontranszferre. Az
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els6 flash utan mért kinetika Qp aktiv RC-on kétfazisi (Miksovska és mtsai. 1997, 1999),
hasonloan az elsé elektrontranszfer kinetikajahoz, mig a Qp inaktiv RC-on a kinetika
monoexoponencialis (Mar6ti és Wraight, 1997). A masodik flash utani protonkétés kinetikéaja
némileg lassabb, mint a masodik elektrontranszfer (Maroti és Wraight, 1988; McPherson és

mtsai. 1993), de hasonlodan jol illeszthetd monoexponencialissal.

1.0 1
0.8 4

06 4

H'/RC

0.4 4

0.2 4

0.0

5.15 dbra. A fényindukalt protonkotés sztochiometridjanak pH fiiggése. A Cd™" hatdsdra a sztochiometria értéke
0,1 H/RC-mal csokken a kezeletlen mintahoz képest pH 8-ndl Qp inaktiv reakciocentrumon (a). A Qg aktiv RC-
on 0,2-0,3 H/RC viltozis lathaté pH 8-nal (b). Donor (ferrocén) jelenlétében (m) a kiilonbség rendkiviil kicsivé
valik. A pH fiiggést Henderson-Hasselbalch 6sszefiiggés alapjan 3 nem-kélcsonhatd protondlhatd csoport
fény/sotét pK-javal illesztettiik (5.4 Tablazat). A szaggatott vonal az egyedi csoportok hozzdjdruldsa az erdd
gorbéhez (folytonos vonal). A protonkétést sztéchiometridjat a kinon betdltottségre is korrigiltuk (b). Feltételek:
1.5 uM RC, 0.03 % Triton X-100, 50 mM NaCl, 40 uM pH indikator festék, 10 mM puffer (pH-tol fiiggéen, 1d.

4.7 fejezetet) , 100 uM terbutrin (a) és 30 uM UQ (b).



Az elektrogén protonmérések alapjan az elektrontranszferhez hasonlo idééllandéjﬁ
kinetikakrol szamoltak be (Brzezinski és mtsai. 1997). Az elsé protonfelvétel kinetikajat 64
atlagolas utan, monoexponencialissal illesztettitk. Az 5.16 abran elsd (felsd rész) és masodik
(als6 rész) flasht kovetd protonfelvétel sebességének pH fliggése lathaté Cd®* kezelés
hatasara. A vizsgalt pH tartomanyt a pH indikator festék érzékenysége, valamint a

sztochiometria nagysaga jelolte ki.

Protonalhatd | PQa PQa P'Qa | PQs PQs PQs P'Qs” | P'Qp”
aminosav +Cd* +Cd** +Cd** +Cd*

1 9.7 94 10.5 9.9 9.1 7.9 10.6 9.4

2 8.35 7.8 8.6 8.2 8.1 7.0 8.7 7.6

3 6.8 5.8 6.9 6.1 6.4 53 6.85 6.1

5.4 Tablizat. A RC protonkdtés sztéchiometrijinak pH fiiggését 3 nem kélcsénhatd protonalhaté aminosav pK-
inak valtozdsdval illesztettiik a Henderson-Hasselbalch egvenlet alapjin. A s6tét dllapotra (PQa, PQg) jellemezd
pK értékek gerjesztés hatasira (P*Qs~, P*Qp") alacsonyabb pH felé tolédtak. Cd™ hatisira mind a s6tét, mind a

fény altapot pK-i alacsonyabb pH-felé tolodtak el.

A Cd* és RC komplex képzodés hatasara az elsé és masodik protonkotés annyira lelassul,

hogy a proton aktivalt elektrontranszfer sebesség-meghatarozo lépésévé valik.

5.12 A Na-azid hatasa

A fémion gatlo hatasat némileg csokkenteni lehet natrium-azid (NaN3;/NaHN;) hozzdadasaval.
Az 5.17 abra jol mutatja, az azid novekv® koncentracioval mennyire gyorsitja a kap® . A Cd**
kivaltott 10-szeres sebességcsdkkenés 200 mM azid hozzaadasaval 2-szeresre csokkenthetd.
Az azonos ionerdsségli NaCl titralasa 100 mM-ig semmilyen hatast nem valtott ki, azaz az

azid gyorsitasa fiiggetlen a so-hatastol. A kap™ kinetikaja 100 mM so-koncentracid felett
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Cd**-tol fuggetleniil lassul, mivel a RC negativ felilleti toltéseinek erds ionikus

arnyekolasaval a lokalis pH novekszik (Tandori és mtsai. 1999).
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5.16 dbra. A fény indukalt proton kotés kinetikajanak pH fiiggése. Az elsd flash utan mért kinetika 100 uM Cd™*
jelenlétében lényegesen lassabb (), és megegyezik az elsé elektrontranszfer pH fiiggésével (m) (a). A masodik
flash utin mért proton kotés sebességének pH fiiggése szintén lényegesen lecsokken (e), és megegyezik a
proton-aktivalt elektrontranszfer sebességénck pH fiiggésével (m). A proton kinetikdjit pH-tol fiiggden brom-
krezolbibor. o-krezolvorgs és o-krezolftalein indikdtorfestékek 586 nm-nél megfigyelt abszorpcio valtozasival
kovettitk nyomon. Feltételek: 2.0 uM RC, 30 uM pH indikator festék, 10 mM puffer, 100 pM cd*, 0.03 %

Triton X-100. 50 mM NaCl, 100 uM terbutrin (a). és 200 uM ferrocén (b).
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5.17 dbra. Az azid proton-aktivalt elektrontranszferre gyakorolt gyorsitd hatdsa. Jol lathatd. hogy azid

)

titrdlasaval a sebesség (+) akdr a nem Cd*" kezelt RC (0) kap™ sebességének kb. feléig is novelhets. A

kontrollként alkalmazott NaCl-nak (e) semmilyen hatdsa sincs. Feltételek: pH 8.0, 1.5 uM RC, 20 pM cit, 20

M UQ,, 20 mM Tris, és 0.03 % Triton X-100.

A megfigyelt részleges gyorsitas nem magyarazhato az azid Cd*"-RC komplexre gyakorolt
hatasaval, mivel a kinetikak tetszéleges azid koncentracional monoexponencialisak voltak. A
felmeriilt kérdés megnyugtatd tisztazasa végett, azid jelenétében megismételtik a Cd**
titralast. Az 5.18 abra egyértelmiien mutatja, hogy 20 mM azid jelenlétében elvégzett titralas
teljesen megegyezik az azid nélkul végzett titralassal, azaz az azid nem gyakorol hatast a

komplexképzddési folyamatra.

5.13 RC lassu atfordulisa folytonos gerjesztésben

Korabban lattuk, hogy a citokrom atfordulas sebessége Ni** jelenlétében nem kisebb, mint a
kip? sebessége, ami azt jelenti, hogy a ki a sebességmeghatarozo 1épés a fotociklusban.
Alaposabb vizsgalat utan, azt figyeltem meg, hogy az atfordulas sebessége kisse nagyobb,

mint a kypP-é. Az els6 latasra képtelenségnek tiné megfigyelést, gondosan ellendriztem. Az
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atfordulasi sebességértékek €s a 430 nm-nél abszorpcidvaltozassal meghatarozott RC

koncentracid értékek rendkiviil kis szorast mutattak €s jol reprodukalhatok voltak.
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5.18 dbra. A mdsodik elektrontranszfer lassi komponensének amplitidohanyada a Cd®" koncentricionak
fiiggvényében. Jol 1ithat6, hogy 20 mM azid (e) hozzdadisdval a titrdlasi gérbe nem viltozik (©). A titrdlasi

gorbét a 4.5 egyenlet alapjan Kp=0.5 pM paraméterrel illesztettitk. A feltételek ugyanazok. mint az 5.17 dbrin.

Az atfordulasi sebesség emellett jelentos fényintenzitas-figgést mutatott (5.19 abra): novekvo
fényintenzitassal a sebesség linearisan novekedett. (a fényintenzitast a fotokémiai
sebességértékben adtam meg). Kis fényintenzitasnal a k. és kap™ értéke megegyezett, de
novekvo fényintenzitassal a kilonbség egyre nott. A linearis fuggés azért kilonésen meglepo,
mert az eredd atfordulasi sebessége rendkiviil kicsi (7 s™') a fotokémiai reakcid sebességéhez
(4500 s') képest. Hasonlo fényintenzitas-figaés figyelhetd meg a fotoinhibicio linearis
tartomanyaban, ahol a novekvd fényintenzitas mellett a fotokémiai aktivitas linearisan

novekedik. A fotoinhibicio elképzelését viszont kizarhatjuk, mivel kinon készlet hianyaban

nem lathatunk extra atfordulast (citokromoxidaciot) (5.20 abra).
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5.19 dbra. A citokrom dtforduldsi sebessége a gerjesztd fény intenzitisinak fiiggvényében. Mivel a
fényintenzitis a fotokémiai reakcioval egyenesen ardnyos a vizszintes tengelyen az utobbit tiintettem fel.

Feltételek: 1.0 uM RC, 0.03% Triton X-100, 25 pM UQ,. 60 uM cit, 500 M Ni*™ és pH 8.4.
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5.20 dbra. A citokrom-oxiddcio kinetikdja folytonos gerjesztés alatt. Feltételek: 1.0 pM RC, 0.03% Triton X-

100, 60 puM cit, 500 uM Ni*" és pH 8.4

A kovetkezd lépésben mevizsgaltam, hogyan valtozik a szemikinon kinetikaja folytonos
gerjesztés alatt és kikapcsolasa utan. A gerjesztd fény kikapcsolasa utan a szemikinon 7 s

idoallandoji monoexponencialissal csengett le, amibdl az kovetkezik, hogy a valtozas
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kialakulasa vagy eltiinése rendkiviil gyors folyamatotra utal. Mivel a fémion gatld hatasa a
protonfelvétel sebességeben latvanyosan jelentkezik és az esetleges mas folyamatoknak
tulajdonithatd abszorpcidvaltozast kiszlrhetjik a pufferelt jel kivonasaval, a folytonos
fényben mért protonkotés mérése igéretesnek mutatkozott. Az 5.21 abran lathatjuk, hogy a
gerjesztd fény intenzitasanak novelésével a protonkotés sebessége novekszik, méghozza
hasonlo aranyban, mint a citokrom atfordulas sebessége. Ez az eredmény egyértelmiien
mutatja, hogy a citokromatfordulas kiértékelésében nem vétettink kalibracios vagy mérési

hibat.
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5.21 dbra A protonkotés kinetikdja folytonos megvilagitas alatt. Jol lathaté, hogy novekvé fényintenzitisndl a
sebesség (meredekség) megvildgitas alatt novekszik, de a gerjesztés kikapcesoldsa utan allando értékre csokken.
Az a gorbét 4500 s, a b gorbét 1200 s fotokémiai sebesség mellett mértiik. Feltételek: pH 8.4. 2.0 uyM RC,

0.03 % Triton X-100, 25 uM UQs, 100 uM ferrocén és 40 pM OKV.

Az effektus értelmezését még nem sikeriilt megadnunk, de kizartunk szamos szobajohetd
lehetdséget. (1) Nagy intenzitasu gerjesztéfény fotonjai a fémiongatlas kovetkeztében zart

allapoti RC-okat érnek. Az elnyelt fotonok igy nem tudnak toltésszétvalasztast létrehozni,
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hanem a fényenergia ho for.méjéban tavozik. A holeadas sebességére vonatkozd szamitasaink
azonban Kkizarjak a lokalis felmelegedés kovetkeztében felgyorsulo protontranszfer
lehetGségét. Az elnyelt energia 10-100 ns alatt h6leadas forméjaban tavozik, igy jelentds
felmelegedéssel nem szamolhatunk. (2) Trivialis lehetésééként meriilt fel, hogy a fémion a
kotohelyrol egyensulyi folyamatnak megfeleléen levalik ill. bekoétodik, és folytonos gerjesztés
kozben el6fordulhatnak nem gatolt RC-ok. A fémion titralasi gorbéjét a korabbi flash
kisérletekbdl meghatarozott levalasi és bekotési sebességallandok viszonylag széles
tartomanyu valtoztatasaval sem lehetett illeszteni. (3) Elképzelhetd, hogy az atfordulas
kozben keletkezik, vagy az oldat eleve tartalmaz valamilyen oxidaloszert, amely a lassi
elektrontranszferrel parhuzamosan képes oxidalni a Qu" -t. Rhodopseudomonas viridis RC-
ban a fényindukalt Q,” ferricianid jelenlétében oxidalodott (Shopes és Wraight, 1985). Mivel
az oldat redoxpotencialjatol az atfordulasi sebesség nem fiiggétt az oxidacié lehetdsége is
kizart. (4) Fotoinhbici6 lehet6ségét protonfelvétel mérése és kinonmentes RC atfordulasi

mérése egyértelmtien kizarjak.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1 A donor oldal atfordulisinak modellje

A citokrom oxidacioval nyomon kovetett stacionarius RC atfordulast az el6zd részben
kiséletek széles spektrumaval vizsgaltuk. A kapott eredményeket a RC donor oldali
folyamatait figyelembe vevd egyszer(i modellel probaljuk meg leirni. A modellben csak azon
reakciokat séerepeltetjuk, amelyeknek szamottevdé hatasa van a citokromatfordulas
stacionarius sebességére. A modell alapgondolata, hogy a reverzibilis kompex-képzddési
lépéseket egy nagyon gyors elektrontranszfert koveti. Természetesen a valdodi reakcidséma

joval bonyolultabb.
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6.1 séma A RC donor oldali dtforduldsanak modellje. A dimer k, fotokémiai sebességgel keletkezik. amelyet
csak a kotott redukdlt citokrom tud visszaredukdlni A, sebességgel. A citokrom c bimolekuliris sebesség
allandoval (k,,) a RC-hoz kotédik, amelyrdl A.g disszocidcios sebesség allandoval valik le. Az oxidalt citokrom
levdlisdanak sebességét azonosnak valasztottuk. A kotési ¢és levdlasi sebességallandok nem fiiggnek a dimer
oxidacios allapotatol. Nagy mennyiségii citokrom készlet esetén az oxidailt citokrom bekétése elhanyagolhato,

ezért a sémabdl elhagytuk, alacsony citokrom koncentracié mellett természetesen figyelembe kell venni.
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Az elektrontranszfer idééllé.ndéja (1-2 ps) mar régota jol ismert (Overfield és mtsai, 1979). A
citokrom bekotését és a cit-P* elektrontranszfert a flash kisérletek alapjan mar j61
dokumentaltak (Id. 2.6 fejezetet). Mivel az oxidalt citokfém levalasa csak a RC atfordulasa
utan figyelheté meg, az egy-flash kisérletek eldl rejtve mé.radt, a tobb-flash kisérletek pedig
csak nagyon korlatozott valaszt adtak a disszociaci6 részleteire (Id. 2.6 fejezetet). Kézenfekvd
a folytonos gerjesztés hasznalata a RC atfordulasanak vizsgalataban. Azt gondoljuk, hogy az
alacsony ionerdsségnél megfigyelt hatarol6 folyamat a citokrom levalasa a RC-rol.

A modellben nem vessziik figyelembe a citokrom dokkolasat kévetd orientaciés reakciokat,

amelyek révén a citokrom a disztalis poziciébdl proximalis pozicioba keriil, amelyb6l mar

képes P*-t redukalni. Mivel a fenti folyamatok sebességi allandéja 10* s (Long és mtsai.

1989; Tiede és mtsai. 1993; Wachtveitl és mtsai. 1993), azaz legalabb egy nagysagrenddel

nagyobb, mint az altalunk vizsgalt lépéseké, a citokréom folytonos atfordulasiban nem

figyelhetjik meg. Ennek alapjan a kétallapotu modellt (a citokrom oxidalt vagy redukalt
allapotban van kétve) fogjuk hasznalni a 3 allapotu (disztalis ill. proximalis poziciok) helyett.

Késbbbiekben latni fogjuk, ez az egyszerlisités a vizsgalt effektust leir6 modellre nincs

kihatassal. A kovetkezd alapvetd feltevésekkel éliink:

) Citokrom a RC-hoz kotott, vagy szabad allapotban van. Nem kiilonbéztetiink meg
proximalisan és disztalisan kotott citokromot.

(ii) A citokromnak egyetlen kotOhelye van a RC feliletén, Osszhangban a koréabbi
egyensulyi dializis (Rosen és mtsai. 1980) és (citokrom c;)-RC kokristaly képzési
vizsgalatokkal (Adir és mtsai. 1996). Meg kell azonban jegyezniink, hogy néhanyan
egy masodik kotdhelyrdl is beszamoltak. Wachtveitl és mtsai. (1993) a citokrom-
oxidacié sebességének citokrom koncentraciéo fliggését probaltak modellezni. A
reakciosémajuk csak ekvimolaris koncentraciokra adta vissza a mért adatokat. Nagy

talsilyban alkalmazott citokrom esetén eredményeik csak kulonbozd affinitasa
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citokrom kotohelyekkel voltak csak magyarazhatoak. Ovefield és Wraight (1986)
szintén leirt egy masodik nagyon erds kotdhelyet (Kp<10™ M), a mar jol ismert
kotShely mellett (Kp=4*10" M) (Rosen és mtsai. 1980).

(i) A minimalis reakcioséma magaba foglalja az asszociacid masodrendi (itkozési
folyamatat, az elsérendi elektron transzfert és az els6rendii disszociaciot. Az
elektrontranszfer sebességi allanddja &= 1%10° s (Overfield és mtsai. 1979; Wang és
mtsai. 1994). Az asszociacié és disszociacio sebességi allandoja az ioner0sségtol, a
viszkozitastol, a hdmérseklettol, valamint az oldat pH-jatél is fugg. Kulon vizsgaltuk
ezen fluggéseket, amelyeket explicit formaban késobb adunk meg. A hatarolo
bimolekuléaris sebességi allandd O ionerésségnél 3.8%10° M's' | ami egészen jol
egyezik Overfield és Wraight (1980a) 6*10° M's™ valamint Moser és Dutton (1988)
altal megadott 3¥10° M™'s™! sebességi allandoval. A bekotés és levalas folyamatainak
sebességallandojat a reagens fehérjék kozotti elektrosztatikus kolcsonhatasi energia

szabja meg:

k. ()=k, (I > o) exp(- ) (6.1)

k- T

B

ks(I)=kgs(l > ©)-exp(+ T) (6.2)

I az oldat ionerdssége, kg a Boltzmann allandd, és T a homérseklet. Ha ponttoltéseket

teteleziink fel a kolcsonhatasi energia Wherland és Gray (1976) szerint:

)_K.RRC e-N.Rm ZR(’ X ZC\'I ~
=125 + . ' (6.3)
l+x- ch 1+ K - Rp et Rm

ahol k=3.29/nm a Debye inverz tavolsag, Rrc €s Reyt @ RC és citokrom ionkizarasi sugara €s
Zgc és Z. a megfelel toltésszamok. A toltésszamok kifejezhetok az asszociaciot jellemzo

hatarol¢ ionerésségnél vett sebességi allandokkal:



k()

Zre Zon | _ k(I —0) 6.4)
Rec + R, | 7.152

In kg (I > )
ZRC ) ZC“ I — /(nl'[ (l =2 O) (6 5)
Rea ¥R, | 7.152 '

Modelliink jol visszaadja az Osszes kisérleti megfigyelést, a citokrom-oxidacio ionerdsség,
pH, viszkozitas, homérséklet és citokrom koncentracié fliggését. A sémara felirt differencial-
egyenleteketbe az egyensulyi kotési mérések alapjan meghatarozott kozelitdé sebesség-
allandokat irjuk be. A citokrom stacionarius atfordulasi sebessége és a P* felhalmozddas
stacionarius mennyisége a modell alapjan kiszamithatok és az illesztéseket az 5.2 és 5.3
abrakon folytonos gorbével jeloljuk. Az adott mérésre vonatkozd illesztési paraméterek az
abra-alairasban talalhatok. Meg kell jegyezniink, hogy a paraméterek empirikus jellegiiek,
kiilon folyamatokat nem jellemeznek. A modell teljes mértékben leirja a citokrom oxidacié
tobbfazist kinetikajat, amit alacsony ionerésségnél és nagy citokrom koncentracional
figyelhetink meg. Az atfordulas kezdeti sebessége joval nagyobb, mint a stacionarius
sebesség. A kezdeti fazis a gerjesztést megel6zoen a kotdhelyre kotott citokromokra jellemzo,
amit alatamaszt a novekvd ionerdsségeknél jelentkezd csokkend amplitudd érték. A fenti
vizsgalatok Osszhangban vannak a korabbi flash-kisérleteknél kapott kétfazisa kinetikaval.
(Overfield és mtsai. 1979).

A redukalt citokrom kotési affinitasat alacsony ionerdsségnél hataroztuk meg. A
kapott (Kp=0,23 uM) érték jO egyezést mutat az egyensulyi dializisbél kapott értékkel Kp
=0,4 uM (Rosen és mtsai. 1980), annak ellenére, hogy a detergens koncentracidja némileg
LDAO) is vizsgaltak a Kp-t, és enyhe (0,3-10 uM) fliggést tapasztaltak (Overfield és Wraight,

1980a; Moser és Dutton, 1988). A kisérletek dontd tobbségében nagy redukalt citokrom
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koncentraciét allitottunk be;, hogy megakadalyozzuk az oxidalt citokrom visszakétddését a
RC-hoz. Az oxidalt citokromra ugyanazt a disszociicios allandéjat valasztottuk. A levalasi
sebesség allandokat szintén azonosnak valasztottuk. A feltevést tdbb korabbi kisérlet is
indokolja, az egyensulyi dializis kisérletekbdl az adodott, hogy az oxidalt és a redukalt
citokrom ugyanakkora affinitassal k6tédik a RC-hoz (Rosen és mtsai. 1980). Ugyanakkor,
masok azt tapasztaltdk a citokrom redoxtitralasa alapjan (a kotott citokrom kézépponti
redoxpotencialja 40 mV-al volt kisebb, mint a szabad citokromé), hogy az oxidalt citokrom 5-

sz0r er8sebben kotddik a RC-hoz, mint a redukalt. (Moser és Dutton, 1988)

6.2 Elektrosztatikus kolcsonhatis szerepe a RC atfordulisiban

A stacionarius atfordulas ionerdsség-fuggése két jol elkiilonithetd fazist mutat, ami két
killonb6z6 sebesség-meghatarozd lépéshez rendelhetd hozza (5.2 4bra). Erdekességként
jegyezziik meg, hogy a bimolekularis sebességallandd hasonlé ionerdsség-fiiggését figyelték
meg Overfield és Wraight (1980b) negativan t6ltott foszfatidil-szerin vezikulaba csomagolt
RC-citokrom komplexen. Neutralis membranban vagy detergens oldatban viszont nem
tapasztaltak az effektust (Overfield és Wraight, 1980a). Az ionerdsség-fliggést mashogyan
értelmezték: az alacsony ionerdsségen kapott kisebb fotooxidacos sebesség a pozitiv citokrom
€s a negativ membran kozotti elektrosztatikus kolcsonhatasnak tulajdonithaté, aminek
kovetkeztében a citokrom RC-hoz vald diffuizidja jelentdsen gatolt. A hatds magasabb
ioner6sségnél mar az ionok arnyékolé hatasa miatt nem szamottevd (Overfield és Wraight,
1980b). Masok késébb az értelmezést megkérdojelezték: Riegler és mtsai.-nak (1984) sikertilt
olyan feltételeket (pl. nagy citokrom/lipid arany, de alacsony citokrém koncentracio)
beallitani, amikor a citokrom a lipidmembran feliiletéhez kotve nagyobb oxidacios sebességet
adott, mint az oldatbeli 3 dimenzids diffizid esetén. Modelliinkben citokromoxidaco

ionerOsség-fliggését a Stern elektromos kettdsréteg paramétereinek, a RC és citokrom



ionkizarasi sugarainak valtozasaval vettik figyelembe. A kisebb tivolsig (sugar) azt
modellezi, hogy dokkolohely kozelebb talalhaté a hemcsoport fehérjefeliilethez legkézelebbi
pontjahoz. Az aktivalt komplex képz6dése soran, a citokrélm hemcsoportjanak orientacidja és
a RC kotdhelyhez vald hozzaférhetosége kiilonbdzd lehet kiilonbozd ionerésségnél. A sb-
titralasi gorbét toltések kovetkezd ionkizarasi sugaraival 1,22 nm (AP*) és 0,38 nm (Na*)
tudtuk illeszteni. A kiilonb6z6 méretl, toltésszami ionok valamint szervetlen komplexek
(1976). A (citokrom c;)-RC keresztkétésii komplexen két konformacidt is azonositottak,
amelyek jelentsen kiilonboztek a nem keresztkétott RC-citokrom komplextdl (Drepper és
Mathis, 1997). A konforméacidkban a P és a hemcsoport kozotti tivolsag kiilonbsége 3 A°
volt, ami az elektrontranszfer sebességében 80-szoros valtozast eredﬁényezett.

A kiilonb6z6 ionokra meglehetGsen eltérd ionerdsség-fliggést figyelhetiink meg 5.3
abran. A protontranszferre gyakorolt ionhatas mar régota ismert és tanulmanyozott (Maroti és
Wraight, 1997). Kétértékli és haromértékii ionok semleges pH-n joval nagyobb hatast
gyakorolnak a kromatoféran mért transzmembran potencialkiilonbség ugynevezett B2
fazisara, mint az egyértékli ionok (Shinkarev és mtsai. 1993, Gopta és mtsai. 1997, 1998,
1999, 2001). A kiilonb6z6 kationok ionerdsség-fliggései folytonos atfordulasban jelent6sen
eltérnek, a hatds nem irhat6d le kizardlagosan az oldészer ionikus arnyékolasaval, hanem
mobilis ionok RC feliiletéhez torténd kotésével, felileti toltések valtozasaval is szamolnunk
kell. A Cd** atmeneti fémion kiilonésen nagy affinitassal kotédott a RC-hoz. A citokrém-
atfordulassal kapott mérésekbdl a disszociacios allandora 10 pM kaptunk, ami egy
nagysagrenddel nagyobb, mint a flash-kinetikai vizsgalatbol szdrmazo érték (Paddock és
mtsai. 1999). A kiilonbség egyrészt a pH kilonbséggel, masrészt az 5.13 fejezetben kifejtett
hatasbol szarmazik. Az atfordulas sebességesése joval kisebb volt (2-szeres), mint a flash

vizsgalatoknal (10-szeres), a kilonbség elsésorban annak tudhatd be, hogy
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citokrématfordulast pH 5,7-nél a disszociacié hatéarolja alacsony ionerdsségnél, ami kb. 10-
szer lassabb, mint a k@ (10* s (Kleinfeld és mtsai. 1985). Atmenti fémek esetén az
atfordulas i1onerOsség-fliggését a fémion-hatas, valamint az ionikus arnyékolas figyelembe

vételével irtuk le.

6.2 séma. A RC folytonos atfordulisit leird modell, amely a donor oldali modell (6.1 séma) és a ksp"
elektrontranszfer folyamat kombindlt modellje. A folytonos gerjesztés 4, sebességgel a toltéspar kialakuldsdhoz
vezet, ami vagy a citokrém donaciéval (k.) vagy elektrontranszferrel (kys'~') sziinhet meg. Az akceptor oldalt a

kas®-vel vettitk figyelembe, ami redlis kozelités, mivel a t6bbi folyamata messze gyorsabb.

A novekvé fémion koncentracio a fotooxidacio sebességét a kap'” sebességére csokkentette.
Mivel a k' a leglassabb 1épés a kinon redukcios ciklusban, ezért az elsd protontranszfert
kovetd masodik protontranszfernek gyorsabbnak kell lennie. Az atfordulas ioner0sség-
fiiggésének modellezéséhez elégséges a fotokémiai sebesség (k,), a proton-aktivalt
elektrontranszfer (kyg®) és a donor oldal korabbi modelljének kombinalasa. Az oxidalt

citokrom keletkezésének sebessége a 3 folyamat sebességével fejezhetd ki:

—=— (6.6)
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A k., a citokrom cserél6désének sebessége, ami ioner6sségtol fliggden a disszociacid vagy az

asszociacio altal hatarolt:

! = 1 + : (6.7)
kc kon 1 [Cyt] kotl’
by =k g s SRl ©6.8)
k. (I > )
SRS ETY | 9
off (1 =2 x)

ahol az a tényezo a citokrom és RC kozotti kdlcsonhatas energiat fejezi ki (Wherland és Gray,

1976):

(6.10)

1 [ e-s.:s-ﬁ Ryc e-3.:5-J7 Reye ]
a = .

— +
2{143.25-4T-R, 1+3.25-J1 Ry

Ha a RC-hoz atmeneti fémion kotodik, akkor az elektrontranszfer [k‘,\B(Z’(i)] és ezzel a
citokrom oxidacio [4.i(1)] sebessége lényegesen lecsokken:

: —1+ 1 +L (6.11)

kcyt (I) - kI k—\B(I) kc '

A fémion koncentracidjatol fiiggéen a RC-ok két frakcioban lehetnek (fémiont kotott, ill.
fémiont nem kotott), és ekkor a citokrom oxidacio sebessége az adott atfordulasi sebességek
frakciok szerinti stlyozott 6sszege:

[RC], -[M - RC]
[RC],

[M-RC]

[RC], e

kcyt = kc)‘t (n) + km (1) ’

A frakciok kifejezhetok a Kp disszociacios allandoval, valamint az aktualis RC

koncentracioval és az oldat ionerdsségevel (1) (1d. 4.8.2 alatt):

: . : E ‘ 6.13
[RC], 2-[RC], G
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A fiziologias homérséklet tartomanyban (275-323 K) a disszociacid és asszociacio
hémérséklet fliggését az ionerdsség-fliggd aktivalasi energidk (E.on, E.om) bevezetésével a

kovetkezOképpen tudjuk kifejezni:

E
k. (T)=k (T - ) -exp| — —— 6.14
on L) = KT~ 00) e‘l{ RTJ (6.14)
Ea,oﬂ'
ko (T) = ko (T — ) - exp T RT (6.15)

ahol, R az egyetemes gazalland6, T a homérséklet, kon(T—0) €s ko T—0) végtelen nagy
hémérsékleten vett bekotési és levalasi sebesség-allando. Nagy ioner6sségen mért aktivalasi
energia 5,7 kcal/mol viszonylag jo egyezést mutat a P’ visszaredukalasanak lasst
komponensének aktivalasi energiajaval (6,7 kcal/mol) (Venturoli és mtsai. 1993). Az alacsony
lonerOsségnél megfigyelt aktivalasi energia 1,5 kcal/mol a keresztkotott RC-citokrom
komplex aktivalasi energiajahoz van kozel (2,8 kcal/mol a gyors, és 1,9 kcal/mol a lassu
komponensé) (Drepper €s mtsai. 1997). Habar a fenti komponensek a keresztkotott komplex
elektrontranszfer komponenset (1 ps, 60 ps), az aktivacios paraméterek nem feltétlentl az
elektrontranszfert, hanem azt megel6zé orientacios mozgasokat jellemzik. Az elképzelést
alatamasztja a komponensek elsé pillantasra rendkiviil meglepd forditott viszkozitas-fliggése
(viszkozitas novelésével a komponensek sebesség-allanddja kis mértékben nd) (Drepper é€s
mtsai. 1997). Hasonloan kis aktivalasi energiat (1,6-2,1 kcal/mol) meértek az
elektrontranszferre Rhodopseudomonas Viridis-bol izolalt RC-on, ahol a négy alegységbol
szervezOdo citokrém szorosan kotddik a RC-hoz (Ortega és Mathis, 1992, 1993). A citokrom
atfordulas szamos Iépésbdl all, amelyeket termodinamikai szempontbél nem tudunk
megkiilonboztetni. A megfigyelt latszolagos aktivalasi energia magaba foglalja a diffizio-
limitalt asszociaciot, a disztalis-proximalis atrendezddést, az elektronatadast és a komplex

,,,,,,

kiilonboztek (5.6 abra). Az ionerdsség véltozasa nem okozhat dramai hatast sem a diffizio,
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sem a Marcus tipusu (intrinsic) elektrontranszfer aktivalasi energiajara. A disztalis poziciobdl
termikus aktivalas érzékeny paramétere lehet az ionerOsségnek. A lépések szétvalasztasa
termodinamikai paraméterek alapjan nem teljesen egyértelmd.

A citokrom  fotooxidacid6  hatarolé  folyamatait  viszkozitas-fliggés  vizsgalattal
szétvalaszthatjuk. Mig a diffazi6 kontrollalt asszociacio az Einstein-Smoluchowski

Osszefliggés alapjan irhato le:
r
k() = kmm)% (6.16)

az oxidalt citokrom levalasa kevésbé fligg a minta viszkozitasatol:

kot}' (77) = kon' (’74)) : [7:7_()} (6 1 7)

, ahol ny a viz viszkozitasa. Alacsony ionerdsségnél (4 mM) n=0,2 meredekségl, nagy
ionerOsségnél (40 és 100 mM) n=1 meredekségii egyenest kaptunk (5.5 abra). A RC-citokrom
komplex belsd orientacids mozgasainak viszkozitas-figgése eltért a diffuzio kontrollalt
reakciokétol (Moser és Dutton, 1988). A proximalis disztalis atmenetnek mérsekelt
viszkozitas fuggését figyelték meg, ugyanakkor forditott iranyban nem tapasztaltak
viszkozitas fliggést. A furcsa viszkozitas viselkedés a citokrom-RC 3 allapoti modelljével
teljes Osszhangban volt, annak egyik legfontosabb kisérleti bizonyitéka lett. Venturoli €s
mtsai. (1993) a cit-P elektrontranszfer rendhagyo, forditott viszkozitas-fliggéset figyelték
meg. KovetkezOképpen probaltak interpretalni eredményiiket: A kotott citokrom  két
kiillonboz6 konformacioban lehet, amelyek kozotti atmenet orientaciés mozgast igényel. A
konformaciokban az elektrontranszfer sebessége kiilonbéz6. Ha a konformaciok kozott gyors
az atmenet, akkor az hatarolja az elektrontranszfert. Ha viszont a viszkozitas novelésével
lelassul az atmenet, a kinetikiban megjelenik egy gyors komponens, ami az optimalis

konformaciéban 1évé citokrom elektrontranszferére jellemzd. Drepper és mtsai. (1997)
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keresztkotott cit-RC komplexen figyelték meg az elektron transzfer forditott viszkozitas-
fiiggését. Azonban megfigyelésiiket nem indokolhattak a fenti modon, mivel a kereszt-kotott
komplexnél az atmenet sebességét nem befolyasolta a viszkozitds (a gyors fazis amplitudéja
nem csokkent). Ugy gondoltak, hogy a viszkozitas ndvelése a citokrom redoxpotencialjat
valtoztatja meg.

Alacsony ionerdsségnél a citokrom atfordulas viszkozitas-fliggése lényegesen eltért az
Einstein-Smoluchowski Osszefiiggéstol (6.16 egyenlet). A disszociacid megfigyelt gyenge
viszkozitas fliggése valamint a kozepes aktivacios barrierje az oxidalt citokrém orientacios
mozgasaira utalhat a levalast megel6z6en. Vizsgalataink soran a viszkozitast glicerol
hozzaadasaval valtoztattuk. Az asszociacid lecsokkent sebessége a disszociaciés allandd
novekedését jelenti. A Kp novekedését figyelték meg 60% glicerolbz;n (Mathis, 1994; Drepper
és mtsai. 1997). A novekedés mértékét az asszocidcios sebesség csokkenésébdl nem
hatarozhatjuk meg egyértelmiien, mivel a viszkozitas valtozasa a disszociacié sebességére is
lehet hatassal.

Alacsony ionerOsség és alacsony detergens koncentracid mellett a citokrom és RC
feliiletén ellentétes toltésti csoportok hatnak kolcsén egymassal: negativ toltésiiek a RC
periplazmikus oldalan: (L72E, L155D, L257D, L2661D, MS8D, M9SE, MI100E, M173E,
M184D és M292D) és pozitiv toltésii lizinek a citokréom c-n (10, 35, 95, 97, és 103)
poziciokban. (Brookhaven fehérje adatbank). A citokréom tomb (bulk) fazisnak kitett hem
csoportja pozitivan toltott lizinekkel van kériilvéve, amelyek a RC feliiletén 1évé negativ
aminosavak felé iranyitjdk. A citokrém felszinén aszimmetrikusan elhelyezkedd lizinek egy
erds dipélust (300 D) alakitanak ki, ami a citokrémot a kotés elott orientalja. A bekotott
citokrom eldszor a disztalis pozicidban van, ahonnan az energetikailag kedvezdbb

proximalisba rendezddik at, amelybdl az elektrontranszfer végbemehet. A nagy ionerdsségnél
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tapasztalt dramai atfordulasi sebességesés a redoxpartnerek dssztoltésének valtozasat titkrozi.
Az elektrosztatikus kolcsonhatasban a fehérjék kotbhelyeinek kornyezetében 1évo toltések a
meghatarozok, szemben fehérje éssztt‘)ltésével (Prince és mtsai. 1974; Adir és mtsai. 1996). A
fehérjék 10sziv citokrom c izoelektromos pontja régota ismert pI=10,7 (Bartsch, 1971), mig a
Rb. sphaeroides citokrom c; izoelektromos pontja pI=6,1 (Prince és mtsai. 1974). Az
atfordulasi sebességben pH 6 koril nem figyelhetd meg lényeges valtozas, annak ellenére,
hogy a RC 0&ssztoltése eldjelet valt. A citokrom ko6todését a lokalis elektrosztatikus
kolcsonhatas (Allen és mtsai. 1987; Caffrey és mtsai. 1992, Battistuzzi és mtsai. 1996,
1997a,b; Osyczka és mtsai. 1998, 1999, Wang és mtsai. 1999) mellett szamos nem-
elektrosztatikus kolcsonhatds (Wachtveitl és mtsai. 1993; Farchaus és mtsai. 1993; Wang és
mtsai. 1994; Nitschke és Rutherford, 1994; Othman és mtsai. 199.6) is alakitja, ezért a pH
fliggés pontos leirasara a citokrom és a RC felszinén elhelyezkedd ionizalhaté aminosavak
elektrosztatikus kolcsonhatasa nem elégséges. Riadasul a pH novelésével a citokrom
7,0) a citokrém redoxvaltozasa kovetkeztében a B-lemezek pozicidja modosul, addig alkalikus
pH-n (pH 9,0) az u-hélixek helyzete is valtozik (Schlereth és Maintele, 1993). A megfigyelt
pH fliggésben a citokrom atfordulas sebességében pH 8 alatt enyhe névekedést, pH 5 alatt
viszont erds esést lathatunk (5.7 abra b). A mért értékeket az asszociacio és disszociacié pH
fligg6 paramétereivel (pKon=4.9 €s pKoy=6.6) illesztettiik:

ko, (pH — ) -10°" ™ + k_ (pH = 0)

k., (pH) = T (6.18)
k5 (pH — 0)- 10°"P%or 4k (pH = 0)
k., (pH) = Xen (P )H]Opn-«-px...r w (P (6.19)

A pK,, pH=0 és pH=c0 kozdtti nagymértékii valtozasa jol tiikkrozi a kétbhelyek kornyezetében
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6.3 Termékgatlas

A kis citokrom koncentracid mellett mért egyetlen egy flash utani P* visszaredukalas
(Overfield és mtsai. 1979). Magas citokrom koncentracid mellett tébben figyelték meg a
masodrendii reakcio egy elsérendil 55-75 us féléletidejii reakcio altali hatarolasat (Overfield
€s mtsai. 1979; Tiede €s mtsai. 1993; Wachtveitl és mtsai. 1993), mig masok nem tapasztaltak
telitést (Venturoli és mtsai. 1993). A folytonos gerjesztéssel vizsgalva a citokrom
fotooxidacidjat a sebesség telitésbe jutott a citokrom koncentracido novelésével (5.4 abra a).
Az oxidalt a citokrom levalasa utan, egy redukalt citokrom bekétése valik lehetové. Nagy
citokrom koncentraciénal a masodrendd kétési reakcié nem hatarolja a proximalis disztalis
kinetikai mérésekbdl arra kovetkeztettek, hogy a disztalis cit c; levalasanak féléletideje kozel
van a lassi komponens megfigyelt elsérendii hatarolasanak maximumahoz (60 us) (Drepper
€s Mathis, 1997). A méréstartomany iddintervallumanak nagysaga miatt nem tudtuk
megkiilonboztetni az oxidalt citokromnak az aktiv komplexrdl (P oxidalt) vald levalasat a
redukalt citokromnak az inaktiv komplexrdl (P redukalt) valo levalasatol. A megfigyelt
atfordulasi sebesség csak a leglassabb 1épéstd! figg, ami igy alacsony ionerdsségnél az oxidalt
citokrom levalasa.

A citokrom koncentracio-fliggés legmeglepébb tulajdonsaga, hogy kis ionerdsségnél a
sebesség jelentdsen fiigg a citokrom koncentraciotol (5.4 abra b). Ez latszoélag ellentmond
annak, hogy ebben a tartomanyban az unimolekularis disszociacido a hatarolé reakcio. Azt
gondoljuk, hogy a fotooxidaci6 soran keletkezd termék mennyisége Osszemérhetd a Kis
citokrom készlettel, igy elképzelhetd az oxidalt citokrom visszakotése a kotShelyre. Nagy

redukalt citokréom/RC koncentracidarany esetén ez elhanyagolhatd (5.4 abra). A fenti



termékgatlast a modellbe beépitettiik és az illesztés az 5.4(b) &bran lathato. Jol lathato, hogy
alacsony ioner6sségnél a megfigyelt citokrom atfordulasi sebesség még mindig kisebb, mint
nagy citokrom koncentracié esetén. Az eltérést tobb tényezd magyarazhatja, egyrészt a
modellben az oxidalt ill. redukalt citokromok bekotési és levalasi sebessége ugyanakkora volt,
valamint a kilonb6z6 redoxformak térbeli eloszlasanak id6fliggését sem vettiik figyelembe. A
citokrom atfordulasban tapasztalt termékgatlashoz hasonlod jelenségeket mar masok is
észleltek. Moser és Dutton (1988) egy-flash vizsgélattal kovették nyomon a citokrom
oxidaciojat kis citokrom koncentracid mellett. A mért kinetika nem egyezett a 3 allapota
modell altal megjosolt kinetikaval. Az eltérést azzal magyaraztik, hogy a RC-rél levald
oxidalt citokrom egy olyan RC-hoz tud kétddni, amelyhez még nem koétddott redukalt
citokrom. Modelljiiket a kovetkez6 kisérlettel igazoltak:

A redoxpotencidl valtoztatasaval elérték, hogy az adott koncentracidji citokrom kiilénb6zo
hanyada oxidalt ill. redukalt allapotba kerilt. A redukalt hinyad novelésével a citokrom
oxidaci6 sebessége nétt. Ezzel parhuzamosan a redukalt hanyadnak megfelelé koncentraciot
allitottak be, redukalt citokrém kiilsé hozzaadasaval rogzitett redoxpotencial mellett (ebben az
esetben a flash el6tt nem volt jelen oxidalt citokrom). Azt figyelték meg, hogy az utdbbi
esetben a fotooxidacid sebessége rendre nagyobb volt, ami egyértelmiien az oxidalt citokrém
jelenlétének koszonhetd. A kisérlet egyben azt is mutatta, hogy az oxidalt és redukalt
citokrom hasonlé affinitassal kotédik a RC-hoz. A tobbszori atfordulas esetében a
termékgatlas lehetdsége még inkabb fennall, hiszen gerjesztett allapoti RC-ok folyamatosan
keletkeznek. A termékgatlas masik oka a kis koncentracional megnovekedd diffuzids
tavolsag, a keletkezd termék a kotOhely kézvetlen kérnyezetében marad, mig a redukalt
citokrom eldzetesen egyenletesen kitélti az oldatteret. A diffiizié nem linearis tavolsag id6
fiiggését figyelembe véve x*=4*D*T, ahol D a diffizids allando, az oldatban a diffuzié

rendkiviil gyors kis tivolsigon, de jelentdsen lelassul a tavolsag novekedésével. Az
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elektrosztatika segit a redukalt citokrom bekotésében, de gatolja az oxidalt citokrém gyors

------

6.4 Fémion és RC komplexképzdédése

Kozelmualtban valt ismertté a fémionok kotésében szerepet jatszo csoportok helyzete. Fémion-
komplexek rontgenkrisztallografias vizsgalataval Axelrod és mtsai. (2000a,b) kideritették,
hogy a Cd** és a Zn*" 3 vizmolekula, valamint harom protonalhaté aminosav, két hisztidin
(HisH124, HisH126) valamint egy aszparaginsav (AspH128) altal koordinalodik. A Ni** 2
vizmolekulaval és 2 protonalhatd aminosavval, egy aszparaginsav (AspM17) karboxil
csoportjaval és egy hisztidinnel (HisH124) koordinalodik tetraéder alakban a fémion korul
(Axelrod és mtsai. 2000a,b). Mivel a kristalyositast pH 8-nal végezték, a pH tartoméany
egészére vonatkozéan nem allnak rendelkezésre szerkezeti adatok. A kotési affinitas pH
fiiggésének leirasara az alabbi termodinamikai modellt allitottuk fel: A pH és a kotési affinitas
kozotti kapcsolat molekularis alapja a fémionkotés kovetkeztében a koordinalé protonalhato
aminosavak pK-janak valtozasa. A hisztidin és aszparagin aminosavak, valamint a Cd**
kozotti koordinalo kotés csokkend pH-val egyre kevésbé stabil, a csoport protonalodasaval a
kotés felszakad. Alacsony pH tartomanyban a Kp latvanyos névekedése a fenti mechanizmus
eredménye (5.9 abra). A komplexképz6dést leir6 modell, a RC 3 kiilonb6zd protonacios
allapotat, (deprotonalt, valamint egyszeresen és kétszeresen protonalt), valamint ezek fémion-
kotott és nem fémion-kotétt valtozatat tartalmazza. A tovabbiakban még figyelembe vessziik
a fémionnak az oldat OH ionjahoz valé kétddését, ami magas pH-n Ni®™ esetében jelentds. A
6.3 séma egy termodinamikai ciklust ad meg a ligandképzésre és a protonacios Iépésekre. A

komplex kiilénbdz6 protonacids allapotai kiilonbozé disszociacios allandokkal, a megfigyelt
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A fémion kotés egyik fontos kovetkezménye a modell alapjan megjosolhatd: A fémion
hatasara proton felszabadulds mérheté. A protonleadast sztochiometriajat pH és a Ni*'
koncentraciojanak fiiggvényében vizsgaltuk. A Kp pH fliggését és a protonleadas Ni*™
koncentraci6 fuggését a modellb6l szarmaztatott 4.14 egyenlet alapjan illesztettik az 5.2
tablazat paramétereivel. A legjobb illesztésbol szarmazo parameéterek segitségével a

protonleadas sztochiometridgjanak pH fliggése kiszamithatdo. A mért proton sztdchiometria

értékek jo egyezést mutatnak, a modell alapjan szamitott értékekkel.

P, P&,

RC, ‘«————> M-RC,

6.3 séma. A fémion-RC komplex pH és fémion koncentricio fiiggését leirdo modell. A RC-nak pH-tol fiiggéen
deprotondlt. valamint egyszeresen és kétszeresen protonalt dllapota lehet. A fémion kotédhet a RC-hoz és az
oldat OH ionjahoz. A RC kiilonb6z6 protonacios allapotait jellemz proton disszocidcios dllandokat (pK), €s a
fémion-kotést leird disszocidcios allandokat (Kp, Kyeon) a Kp pH fiiggésének illesztésével kaptuk meg. €s az 5.2

tablazatban tiintettiik fel.
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Wyman és Gill féle 6sszefiiggés (6.20 egyenlet) azt mutatja, hogy a komplexképzddés
hatasara felszabaduldé protonok szama megegyezik a Kp pH fliggésének meredekségével
(Wyman és Gill, 1990).

[H] _d(logK,)
[RC],  d(pH)

(6.20)

Valoban a legnagyobb mennyiségli proton-felszabadulast pH 6 és pH 7 kozott lathatunk (5.11
abra b), ahol a disszociacios allandé meredeksége is egyben a legnagyobb (5.9 4bra). A Ni**
és a Cd*" egészen eltérd kotési affinitasanak pH fliggését részben magyarazhatja, hogy a
fémionokat kiilonbozé aminosavak koordinaljak. Az 5.2 tablazat alapjan a Cd*’
koordinalasaban mind a His (pK=7.0), mind az Asp (pK=5.9) szerepet jatszik. A Ni*’
koordinalasaban a His (pK=7.0) a meghatarozo. Természetesen a kapott pK értékeket nem
rendelhetjik kozvetlenil egy aminosavhoz, hanem a kornyezetben 1évd toltott csoportok
hatasat is figyelembe kell venni. Beatty és mtsai. (2000) egy olyan kettdsmutanst konstruéltak
(HisH126-HisH128—Ala-Ala), ahol a hisztidinek komplex képzddében jatszott szerepét
lehetett vizsgalni. Ekvimolaris koncentracioban alkalmazott fémion a kettésmutansban nem
csokkentette a kap® sebességét. Azonban nagy koncentracidban (1 mM) hozzdadva
jelentésen lecsokkent a A'AB(Z), amit a hisztidin mutansok lecsokkent Cd** affinitasaval
magyaraztak. A ligandképzés pH fluggésére iranyuld vizsgalataink megerositik, hogy a Kp
legnagyobb valtozasa abban a pH tartomanyban megy végbe, ahol a hisztidinek protonacioja
varhato (5.9 abra). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fémionok komplexképzodésében

hisztidinek jatsszak a kulcsszerepet.

6.5 Az elektron- és protontranszfer sebességének egyezése
A fémion kotés hatasara mind az elektrontranszfer, mind a protontranszfer lényegesen
lelassul, és sebességiik lényegében azonos (5.16 abra). Az elso elektrontranszfer mar régota

vizsgalatok kereszttlizében all. Az elektrontranszfer szabadenergia kiilonbségét kiilonbozo
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redoxpotenciali kinonok beiiltetésével (Okamura és mtsai. 1975) valtoztathatjuk, és ig
sebesség AG-fliggését vizsgalhatjuk (Graige és mtsai. 1996, Li és mtsai. 2000). Mivel fenti
modszerrel Graige és mtsai. (1998) a kap" sebességét fliggetlennek talalta a szabadenergia
kiilonbségtdl, k.p"" nem Marcus tipusi elektrontranszfer, hanem egy konformaciés 1épés altal
hatarolt folyamat. A mechanizmust ma sem ismerjik pontosan, fehérjedinamika és
protonatrendezddés is elképzelhetd (McMahon és mtsai. 1998; Mulkidjanian 1999; Alexov és
Gunner, 1999; Alexov és mtsai. 2000; Cherepanov és mtsai. 2001). Korabban Stowell és
mtsai. (1997) és Utschig és mtsai. (1998) a kinon koétohelyi mozgasaval probaltak
osszefliggésbe hozni, de Kuglstatter és mtsai. (2001) az elképzelést rontgenkrisztallografias
vizsgalattal kizartak. Az elektrosztatikus szamitasok viszont azt jelezték, hogy Q. redukcidja
a Qg kornyezetében is valtozast okoz (Zachariae és Lancaster, 2001)., Emellett pH 9 felett egy
protonacios lépés is hatarolja a kap("-t, amit Takahashi és Wraight (1992) meggy6z6en
igazolt a GluL212—GIln mutans vizsgalataval.

A kilonb6zo elektron és protontranszfer folyamatok hasonlo viselkedése kozos
mechanizmust kell, hogy feltételezzen. A lehetséges mechanizmus az elektrosztatikus hatas
vagy a protonatrendezOdés. Az elsé protonfelvétel és elektrontranszfer kozotti kinetikai
korrelacié azt jelzi, hogy a protonatrendezédés erdteljesen gatolt és kap" sebesség-
meghatarozo lépésévé valt. Hasonld kinetikai kapcsolatot figyelhetink meg, a masodik
elektrontranszfer és proton felvétel kozott. Fémion hatasara a kas® sebessége lecsokken,
mivel a lelassult protonatrendezédés sebesség-meghatarozova -valik. A protonatrendezddés

csokkenése a RC folytonos atfordulasaban is megfigyelhet6 (5.12 abra).
6.6 Protonilhaté csoportok pK-jinak valtozasa

A fémion protonfelvételre gyakorolt gatld hatasira tébb kiilonboz6 mechanizmus is

elképzelhetd: a His és Asp ligandok protondonacids képességének megvaltozasa, sztérikus
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gatld hatas, a Qg és a té’)mb.(bulk) kozotti proton csatorna szervezddésének és dinamikajanak
megvaltozasa. Hasonld6 pH fliggést mutatd méréseink azt sugalljak, hogy a reakciokat
kontrollalé csoportok protonaciojaban okoz valtozast a fémion. Egy pozitiv toltés
elektrosztatikus hatasanak eredményeként a Qp-hez irdnyul6 proton-csatorna aminosavainak
pK-i eltolédnak. A fémiont és protont egymastdl 10 A° tavolsagban 1évé ponttsltésnek
feltételezve, a kolcsonhatas energidjara 100 meV adodik, ha a kézeg dielektromos allandéjat
15-nek valasztva. Az utobbi valasztasat -elektrosztatikus kélcsénhatasokra vonatkozo
szamitasok is alatdmasztjak (Graige és mtsai. 1999; Rabenstein és mtsai. 2000). Ekkora
kolcsonhatasi energia egy protonalhaté aminosav pK-jat 1,6 pH egységgel tolja el. A
méréseinkben megfigyelt pK eltolodasok hasonld nagysaguak voltak. A pK eltolddas
méréseében elsdsorban a protonkétési sztochiometria a meghatarozo, mivel a RC mind fény,
mind sotét allapota szerepet jatszik a fémion elektrosztatikus hatasaban. A protonalhato
aminosavak azonositasa nem teljesen trivialis, a kérdés mélyrehatobb vizsgalatat mutansokon
végzett merések segithetik. Az elektron és protontranszfer pH fliggése alapjan szamos
protonalhaté csoport feltételezése indokolt. Az aminosavak valdszinileg egy klasztert
alkotnak, amelyben egymas kozott jelentds elektrosztatikus kolcsonhatasokat alakitanak ki.
Ennél fogva, a protonkotés sztochiometria pH fiiggését sem jellemezhetjiikk néhany nem
kolcsonhatd aminosavval (5.15 abra). A GluL212 és az AspL213 Gsszetett elektrosztatikus
kolcsonhatasoknak tulajdonithaté nem klasszikus titralasi jellegét mar tobben is leirtak
(Paddock és mtsai. 1994; Nabedryk és mtsai. 1995, 2000; Miksovska és mtsai. 1997, 1998). A
protonvezetésben szamos aminosav jatszik kulcsfontossagu szerepet: SerL223, AspL213,
AspL210, AspM17, GluL212 és GluH173. A konformaciés valtozasokat valamint az
aminosav oldallancok ionizicidjat figyelembe vevd szamitasok a protonfelvételrdl azt
tételezték fel, hogy az AspL210 belsd protondonorként funkcional a SerL.223, az AspL213 és

GluL212 altal alkotott protoncsatornaban (Alexov és Gunner, 1999). Mutécids vizsgalatok azt
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mutattak ki, hogy az AspLZiO kulcsszerepe van a protonfelvételben (Paddock és mtsai. 2000).
Eredményeink alapjan azt valoszinisitjuk, hogy a fémion kotése kovetkeztében a
protonvezetési lancban szerepld aminosavak pK-i csékkenek és ennek kovetkezményeként a
protontranszfer és elektrontranszfer pH elt6lodasa jelentkezik a nem kezelt mintahoz képest.
A feltevést alatamasztja, hogy alacsony és magas pH-n nem latunk nagy kiilénbséget (5.14
abra). Ebben a pH tartomanyban a fémion nem okoz valtozast az aminosavak protonacids
allapotaban.

A toltés-rekombinacié a Qp kozvetlen kornyezetében bekdvetkezd elektrosztatikus
valtozasokrél tajékoztat. Mivel azt tapasztaltuk, hogy P*Qp—PQp toltés rekombinicios
kinetikara a fémion nem gyakorol hatast (4bran nem lathatd), ami azt jelenti, hogy a fémion
hatasa legfeljebb a protonalhaté aminosavak savas klaszteréig terjeahet. A némileg meglepd
eredmény tobbféleképpen is magyarazhat6. Elképzelhetd, hogy a rontgen-diffrakcios kép
alapjan azonositott a Qg és a fémion-koétdhely kozotti 20 A°-os tavolsig tul nagy az
elektrosztatikus kolcsonhatashoz. Habar a Qg és GluL212 ko6zott figyeltek meg mar nagy
tavolsagl kélcsonhatast (Sebban és mtsai. 1995; Maréti és mtsai. 1995), de a tavolsag is és a
kozeg dielektromos allanddja is kisebb volt. Fémionnal koélcsénhaté aminosavaknak a Qg és a
fémion kotdhely kozott kell elhelyezkednie, és kelloképpen arnyékolniuk kell a csoport korili
teret. Ha a Qg a fémion hatas kovetkeztében nagyobb szabadenergia valtozassal rendelkezne,
akkor sem feltétleniil lathatnank valtozast a toltés rekombinacids kinetikaban. Az
elektrontranszfer Marcus elmélete alapjan a szabadenergia kis valtozasat a reorganizacios
energia kompenzélhatja. A fehérje felszinén kot6do fémion a toltott csoportok kis mértéki
atrendez6dését okozhatja, ami perturbald hatas gyakorolhat az elektrontranszfer
reorganizacios energiajara. Fiiggetleniil, attol hogy a kulcsfontossagli aminosavak azonositasa
még nem sikeriilt, Paddock. és mtsai. (2000) altal vallott dominans protonvezetési ut

feliilvizsgalatra szorul. Ugy gondoljuk, hogy az aminosavakon 4thaladd protonvezetési Gt a
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fémion altal elektrosztatiku.s hatas kovetkeztében gatolt. Szerkezeti adatok alapjan szamos
proton belépési kaput azonositottak (Stowell és mtsai. 1997, Abresch és mtsai. 1998),
amelyek a Qp kornyezetében egyesiilnek (Abresch és mtsai. 1998). Mivel az elektrosztatikus
kolcsdnhatas a protonvezetési utak talalkozasanal 1évé aminosavra hat, ezért a megfigyelt

protontranszfer sebessége fliggetlen attol, hogy hol tértént a protonkotés.

6.7 Proton karrierek a reakciécentrumban

A fémionok gatlo hatasa gyenge savak (Na-azid) alkalmazasaval némileg kompenzalhatd.
Eredetileg, mint belsé protonvezeté molekulaként tekintették, amely kis méretébdl adoddan
koénnyen behatol a fehérje belsejébe (Takahashi és Wraight, 1991; Maréti és.mtsai. 1994).
Késobb a GluH173—GIn mutans esetében tapasztalt negativ eredmény miatt, az eredeti
elképzelés megkérddjelez6dott. (Takahashi és Wraight, 1996) Kozben a fehérje
elektrosztatikajara gyakorolt hatasat is felismerték (Paddock és mtsai. 1994). Mindkét hatas
hozzéajarulhat protontranszfer gyorsitasahoz. Az azid elektrosztatikus hatasara a protonalhat6
aminosavak pK-i megvaltozhatnak. Valdsziniileg a fémion komplexképzddése soran
elveszitett negativ toltés elektrosztatikus hatasat helyettesiti. A komplexképzddést befolyasold
hatasat kizarhatjuk, mivel a fémion disszociacios allanddja az azid titralasa kdzben nem
valtozott (5.18 abra). Ebbdl persze az is kovetkezik, hogy nem az elektrosztatikus hatas a
dominans, hanem a proton-karrier tulajdonsag: a vizmolekuldkhoz hasonléan protonvezetési

lancot alkot a fehérje belsejében.
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7. OSSZEFOGLALAS

(V3]

A folytonos gerjesztés kézben 550 nm-nél megﬁgye!t citokrom atfordulas ioner6sség-
fiiggése eltért a korabbi flash kisérletekétdl. A so titralasaval a fotooxidacid sebessége
ndvekedést mutatott. A megfigyelést azzal magyaraztam, hogy alacsony ionerdsségen (az
oldoszer ionikus arnyékolasa kicsi) a kiilonb6z6 ossztoltésli citokrom és RC fehérjék
kozotti elektrosztatikus vonzéas kelléen nagy ahhoz, hogy a komplex disszociacidjanak
sebességét ugy lecsokkentse, hogy az a fotociklus sebesség-meghatarozd lépése legyen
D.

Kiilénb6z6 kationok hasznalatdval, az ionerdsség-fliggés lényegesen eltért. A kétértékii
(Ca®) és kilénosen a haromértékii (AP*") ionok esetében, kisebb ionerésségnél
tapasztaltam a citokrom oxidacid sebességének erdteljes esését, mint az egyértékii Na*
ionnal. Mivel a Debye-Hiickel elmélet alapjan az ionerdsség-fiiggéseknek meg kellene
egyeznie, azt gondolom, hogy az ionikus arnyékolo hatas mellett figyelembe kell venni, a
kationok kotédését a RC feliiletén 1évo negativ toltésekhez ().

Atmeneti fémionok (Cd?*, Ni**, Hg?") alkalmazisival az ionerSsség-fiiggés alakja is
megvaltozott. Alacsony ionerdsségnél a citokrom-oxidacio sebességének kismértéki
csokkenését figyeltem meg, ami egy atmeneti tartomanyban megsziint, majd 100 mM
kornyékén meredeken tovabb csokkent. A két csokkenés teljesen kiilonboz6 hatasnak
tulajdonithaté: alacsony ionerdsségnél a fémion specifikusan kotodik a RC-hoz, amelynek
kovetkeztében, a proton-aktivalt elektrontranszfer sebessége lényegesen lecsokken, és a
RC atfordulasat hatarolja, nagy ionerGsségnél a citokrom és RC kozotti elektrosztatikus
kolcsénhatas az olddszer ionjai altal nagymértékben arnyékolt (I, IV).

A kilonbodzd ionerdsség tartomanyokban megfigyelt fotooxidacié sebessége kiilonbdzd

viszkozitas és hdmérséklet-fliggést mutat: Alacsony ionerdsségnél enyhe viszkozitas és
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enyhe hdmérséklet-fliggést, mig nagy ionerdsségnél 1-es meredekségli viszkozitas ﬁiggést
és erds homeérsékletfuggést figyeltem meg. Az utébbi a RC és citokrom bimolekularis
kisebb mértéki orientaciés mozgasok el6zik meg (I).

A citokrom koncentracié novelésével a fotooxidacié sebessége nagy ionerdsség esetén
telitddott, mig alacsony ionerdsségnél jelentOs fliggést mutatott. A telités, azt muatja, hogy
a bimolekularis folyamatot egy elsérendii reakci6 (a korabban mar leirt proximalis-
disztalis atrendezOdés) hatarolja. Kis citokrom koncentracidé esetén a keletkezd termék
visszak6tddik a RC-ra és gatolja annak atfordulasat. A citokrom koncentracio névelésével
a visszakotés egyre kevésbé jelentds, ezért a fotooxidacio sebessége novekszik (I).

Habar a RC izoelektromos pontja (pI=6,1), a citokrom-oxidaci6 sebességének pH
fiiggésében pH 6 koriil nem tapasztaltam lényeges valtozast, mig pH 4 és pH 5 kozott
erfteljes csokkenést figyeltem meg. A fehérjék kozotti kolcsonhatdst nem a fehérjék
Ossztoltése, hanem a citokrom kotOhely kornyezetében és a citokrom felszinén 1évo
protonalhaté Asp é€s Glu aminosavak szabalyozzak (I).

Az atmeneti fémionok (kiilonosen a Ni**) disszociacids allanddja pH S és pH 8 kozott erds
pH fluggést mutatott, amelyet Henderson-Hasselbalch Osszefiiggés alapjan illesztettem
pK=17,0 (Ni**) és pK=7,0 és pK=5,9 (Cd*") értékekkel. Osszhangban a rontgen-diffrakcios
vizsgalatokkal a fémionok koordindlasaban His és Asp aminosavak vesznek részt. A
komplexképzddés kovetkezményeként a ligandok deprotonalédnak, amelynek
kovetkeztében felszabadulé protonokat érzékeny pH elektroddal megmértem. A proton
felszabadulas sztochiometriaja pH 6,5 kériil mutatott maximumot (I, IV).

Az elsd elektrontranszfer sebessége magas pH-n a GluL212 deprotonaciéja miatt
erbteljesen lecsokken. Azt figyeltem meg, hogy fémion hatasara a csokkenés 1,5-2,0 pH

egységgel alacsonyabb pH felé tolodik. Habar kézenfekvének tlinik, hogy a fémion a
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10.

11.

GluL212 pK-jat tolja el, mégis azt gondoljuk a téltés-rekombinacios vizsgalatok alapjan,
hogy a fémion a protonfelvételben szerepet jatszo6 aminosavak altal alkotott klaszterre
gyakorol elektrosztatikus hatast (IV).

A proton-aktivalt elektrontranszfer pH fliggését habar sok csoport szabalyozza, mégis
hasonlé pH eltolddast (1,5 pH egység) figyeltem meg fémion hatasara. Ennek alapjin azt
gondolom, hogy a hatas egy olyan csoportra (csoportokra, klaszterre) terjed ki, amelyek
mindkét elektrontranszfernél szerepet jatszik. Mivel a Qg-hez iranyulé protonvezetési utak
az AspL213-nal csatlakoznak, a hatas valdsziniileg érinti az aminosavat is. A Ni*" joval
hatékonyabban gatolta az elektrontranszfert, mint a Cd**, amit a kiilonbzd kotdhelyekkel
magyarazhatunk (I, I'V).

Mind az els6 mind a masodik flash utdn mért fény indukalt profon kotés sebességének pH
figgése teljesen megegyezett a megfeleld elektrontranszferével. Mivel mindkét
elektrontranszfert a szemikinon keletkezését kovetd protontranszfer elézi meg és a
protonfelvétel is a szemikinon-képzO6dés utan megy végbe, a szemikinon képzddését
kovetd protonatrendezOdési lépések sebességének nagymértékii gatlasa, mind az
elektrontranszfer mind a protonfelvétel sebességét ugyanugy lecsokkenti Mivel
citokromatfordulas sebessége nem volt kisebb, mint a proton-aktivalt elektrontranszfer
sebessége, a masodik protontranszfernek igy gyorsabbnak kell lennie és a fotociklust az
eldbbi limitalja (IV).

A fény indukalt protonkotés sztochiometridjanak pH fliggésében megfigyelhetd csicsok
fémion hatasara kisebb pH felé tolédnak, ami kiilondsen Qg aktiv RC-on lathat6 jol. Mivel
csucsok jelentdsen megvaltoznak a Qp kornyezetében 1évd protonalhatd csoportok nem-
protonalhatd csoporttal valo helyettesitésével, a megfigyelés a fémion Qp korili

protonalhaté aminosavakra gyakorolt hatasat tamasztja ala (IV).
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12. A gyenge savak (Na-azid) hatasara a fémion gatolt elektrontranszfer sebessége névekszik.
Mivel NaCl kontrollnak nem volt hatisa, az ionerdsségtdl fliggetlen effektust
tapasztaltam. A komplexképzédést sem befolyasolta az azid jelenléte. Ugy gondolom,
hogy mobilis proton karrier lévén a fehérje belsejében a gatolt protonvezetési utak mellett

alternativ utakat hoz létre (IV).
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8. SUMMARY

The reaction center (RC) of photosynthetic bacteria Rhodobacter sphaeroides is a membrane-
bound pigment-protein complex that converts light into chemical energy through a series of
electron donor and acceptor molecules. The protein consists of three polypeptide subunits (L,
M and H), and nine prosthetic groups: 4 bacteriochlorophyll, 2 bacteriopheophytins, 1 non-
heme iron, and 2 ubiquinones (Qa and Qg). Its three dimensional atomic structure has been
determined using X-ray diffraction, and the details of protein-chromophore interaction have
been determined to 2.65 A° resolution (Ermler et al. 1994) that was further improved to 2.2
A’ resolution (Stowell et al. 1997). The L and M subunits each have 5 transmembrane helices.
The H subunits caps the RC on the cytoplasmic side of the membrar;e and is more hydrophilic
than L and M. The cofactors are all non-covalently bound to the L and M subunits. The
primary electron donor (P) is a dimer of bacteriochlorophyll and is located towards the
periplasmic side of the membrane. The two quinones of the acceptor complex on the
cytoplasmic side of the membrane are chemically identical but functionally very different due
to their highly different protein environment. The primary quinone (Q.) functions only as
one-'electron carrier under physiological conditions. The secondary quinone (Qg) is reversibly
bound in a more polar region of the L subunit and function as a two-electron acceptor. The Fe
atom is hexacoordinated by five aminoacids, is symmetrically positioned between the
quinones. The charge separation is initiated by flash excitation of the bacteriochlorophyll
dimer, followed by sequential electron transfer reaction to monomer bacteriochlorophyll,
bacteriopheophytin, primary and secondary quinone. If the external electron donor
(cytochrome) is available on the donor side, then it can re-reduce the oxidized dimer, and
similarly electron transfer can be initiated by additional flash excitation. The electron transfer

reactions on the acceptor side are coupled to changes in conformational and in protonational
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states of the RC. The first electron transfer can occur only after conformational gating, and the
second electron transfer is coupled to direct protonation of Qg. After the uptake of the second
proton the quinol (QgH>) dissociates from the RC and is replaced by an oxidized quinone
from the pool. During the quinone reduction cycle two electrons and protons transferred to
Qs. Wide range of structural, mutational and computational studies have identifed possible
proton pathways controlled by several key residues in the vicinity of Qp. The protonation
pathways connect the cytoplasmic surface of the RC to these key residues. They consist of a
connected network of proton donor and acceptor groups of suitable pX,-s linked by hydrogen
bonds. Three pathways with different lengths and entry points for the protons were identified.
A new method, reversible binding of metal ions to RC was introduced (Utschig et al. 1998;
Paddock et al. 1999) that was proved very successful in identification of the dominant proton
delivery pathway to Q. Upon binding of metal ion (Zn?* and Cd**) to the surface of the RC,
dramatic decrease of proton and electron transfer rate was observed, and was attributed to
severe blockage of the main proton transfer route (Paddock et al. 1999, 2000). On the basis of
X-ray diffraction data, the locations of the binding sites were identified as a cluster of the
histidines (HisH126, HisH128) and one aspartic acid (AspH124) (Axelrod et al. 2000).

All available reports on inhibition of proton transfer by binding transition metal ions
have been referred to a single pH. We extended the study of the inhibitory effect to a wide pH
range and investigated the complexation of metal ions with RC.

(1) complexation of metal ion and RC: The second electron transfer rate was used to measure
the dissociation constant of transition metal ion binding to the RC. The kinetic can be
decomposed into two components. The slow and fast component was attributed to RCs that
bind and do not bind metal ion, respectively. Following this method at different pH values, we
obtained the pH dependence of the dissociation constant. In case of Ni’* ion the binding

affinity was decreased by two orders, if the pH is dropped from 8 to 5. We observed at this pH
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range large proton release due to complexation of Ni** and RC. The molecular basis for
linkage between ligand affinity and pH stems from alteration of pK values of protonatable
residues concomitant with binding. The coordination bond§ between His and Asp side chains
and Ni** become less stable and finally split upon decrease of pH where the residues become
protonated.

(i1) Kinetic correlation between electron and proton transfer: Upon binding of transition
metal ions, both electron transfer and flash-induced proton uptake became slow and
kinetically correlated. The flash-induced uptake and redistribution of protons stabilize the
semiquinone and these processes are kinetically severely hindered by binding of transition
metal ions. As the first electron transfer follows the protonation of aminoacids nearby Qpg,
proton rearrangement slows down and becomes rate limiting in trailsfer of the first lelectron.
Similar kinetic coupling was observed between the transfer of the first proton and second
electron. As observed earlier (Paddock et al. 1999), the transfer of the first proton became rate
limiting in the presence of transition metal ions. The similar behavior of the different electron
and proton transfer kinetics upon binding of transition metal ions calls for common

mechanism, that we can signify as electrostatic perturbation of uptake and/or rearrangement
of protons after light excitation.

(i) pK changes of key protonatable groups due to bound metal ion: The pH profile of first
and second electron transfer and proton uptake were similar: At low and high pH only small,
but at neutral pH large drop was observed in the rate of reaction due to the metal ion bonding.
The pH dependent part of curves of reaction of treated RC can be derived that of the untreated
RC by a 1.5-2.0 pH unit shift toward the acidic pH range. Similarly, the pH profile of
stoichiometry of proton uptake of treated RC overlap that of the untreated RC upon a pH shift
of about 1.5 units. The electrostatic interaction with cationic metal ion induces pK-shifts of

nearby amino acids that control the proton transfer to Qp. Assuming elementary charges on
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the metal ion and the ionizea residue at a distance of 10 A and a dielectric constant of 15, the
interaction energy is estimated to be 100 meV. This interaction energy lowers the pK of the
protonatable residue by 1.6 units. The pH-dependence of proton uptake and electron transfer
rates indicates the contribution of several groups in key pos.ition. They are arranged in clusters
with possibly complex titration behavior that makes difficult to attribute the observed pK
values to any one amino acid. The residues interacting with the bound metal ion should locate
between the metal binding site and Q. We believe that the bound metal ion lowers the pX
values of these residues and results in acidic pH-shifts in electron and proton transfer
properties compared to those of the native RC.

(iv) The complex behaviour of cytochrome turnover in presence of different cations: In
contrast of earlier flash-studies the cytochrome turnover rate increased with increasing bulk
ionic strength in the range of 0-40 mM NaCl and then decreased at high ionic strength under
excess cytochrome and ubiquinone. In accordance of earlier experiments, the cytochrome
photo-oxidation at high ionic strength reflects a second-order process, and a large drop is due
to the ionic screening of electrostatic interaction of RC and cytochrome protein. This
interaction energy can be significant therefore the rate of dissociation of the complex is highly
reduced at low ionic strength. Thus, the dissociation became the rate-limiting step in the
cytochrome turnover. Similar behaviour was obtained by variety of mono-, di-, and trivalent
cations. If the ions had the only effect of ionic screening according to the Debye-Hiickel
theory, then the curves for different cations would coincide in the ionic strength
representation. But we observed obvious deviation from a general tendency, which is the
indication of presence of the other effect. The Ca®* is a bit more effective than the monovalent
Na* ion, but the AP’* cation is much more effective: The descending phase of the ionic
strength dependence of ions shift toward a lower ionic strength. We think that the salt effect is

not via ionic strength only but through changes in the mobile charge at the protein surface.
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But they show however, similar shape with increasing and decreasing phase. Transition metal
ions (Cd*, Ni**, Hg?") have a completely different effect in the range of very low ionic
strength as it directly bounds to the RC.
(v) Product inhibition of turnover of cytochrome: Although cytochrome turnover monitors the
dissociation of complex at low ionic strength, we obtained large change in the rate, if we
increase the concentration of cytochrome. As the effect was disappeared at larger cytochrome
pool size, we believe that the oxidized cytochrome (product) can rebind and inhibit the
creation a new product. At larger pool size we can neglect this effect.
(vi) Differentiation of the limiting process based on viscosity and temperature: Strong
viscosity (slopes 1) and temperature (E.=5.7 kcal/mol) dependence of the cytochrome photo-
oxidation was observed at high ionic strength (100 mM). The .photo-oxidation rate was
inversely proportional to the viscosity of the solution, which is good agreement with diffusion
limited and bimolecular reaction. The observed activation energy of 5.7 kcal/mol can be
expected for diffusion-controlled reaction of binding.

Mild viscosity (slopes 0.2) and temperature (E.=1.5 kcal/mol) dependence was
observed at low ionic strength (4 mM). The results were interpreted that the dissociation may

involve orientational movement of cytochrome.
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