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Bevezetés

A lotoszintetikus bakterialis reakciocentrum (RC) egy pigment-fehérje komplex, amely az
elnyelt “nyenergiat kémiai energiava alakitja at. A fehérje 3 alegységbdl (L, M és H) all,
amelyhez 9 prosztetikus csoport kotodik: 4 bakterioklorofill, 2 bakteriofeofitin, 2 ubikinon és
egy nem-hem tipusi vas. Harom-dimenzios szerkezetét rontgendiffrakcios vizsgalattal
meghataroztak, kilonos tekintettel a kromoforok koérnyezetére, amelyet atomi szintii
feloldassal hataroztak meg [2.65 A° (Ermler és mtsai. 1994); 2.2 A° (Stowell és mtsai. 1997)].
Mig az L és M alegység 5 transzmembran hélixet tartalmaz, a H alegység kevésbé hidrofob, a
membran citoplazmikus oldalan az L és M alegység kozti arkot fedi le. Az elsédleges
elektrondonor [bakterioklorofill dimer (P)] a membran periplazmikus oldalan helyezkedik el.
H:bar a membran citoplazmikus oldalan az akceptor komplex kinonjai kémiailag azonosak,
funkciojukban mégis jelentds kilonbség van, ami az eltéré fehérje kornyezetnek
tulajdonithato. Az elsédleges kinon (Qa) fiziologias koriilmények kozott egyszeresen
redukélodik, szemben a masodlagos kinonnal (Qg), ami lazan kotédik a RC-hoz és
kétszeresen redukalhato. A Fe atom a két kinotol ggyenlc") tavolsagra talalhato, amelyet 5
aminosav koordinal. Fénygerjesztés hatasara a RC-ban toltéspar alakul ki, amely egymast
kovetd elektrontranszfer lépések soran stabilizalodik. A keletkezett oxidalt dimert a
periplazmikus oldalon a citokrom visszaredukalja, igy ujabb fénygerjesztést kovetden egy
masodik elektrontranszfer mehet végbe. Mig az elsd elektrontranszfer a fehérje konformacios
véltozasahoz kotott, addig a masodik elektrontranszfer a Qp protonalodasa utan megy végbe.
Egy masodik proton felvételét kovetoen a kétszeresen redukalt és protonalt kinon a
kotohelyrol levalik, és a lipidfazis kinonkészletébdl egy 0j kinon kotodik be. A RC a protont a
citoplazmabol veszi fel. Széleskorii szerkezeti, iranyitott mutagenezis és szamitasi vizsgalatok

-

3 a fehérje belsejében, a Qgp-hez iranyuld proton csatornat azonositottak. A csatornat
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hidrogénkotésekkel osszekapcesolt protonalhato aminosavak, valamint vizmolekulak alkotjak.
A kozelmultban egy uj vizsgalati modszernek koszonhetoen egy dominans protoncsatornat is
kijeloltek (Paddock és mtsai. 2000; Adelroth és mtsai. 2000): Atmeneti fémionok (Zn**, Cd*",
Ni*) reverzibilis kotodése kovetkeztében az elektrontranszfer és protonfelvétel reakciok
lényegesen lelassulnak. Habar a fémion kotohelyét rontgendiffrakcios modszerrel
azonositottak (Axelrod €s mtsai. 2000), a mechanizmus még nem tisztazott. Egyes kutatok
belépési pontja megsziinik, és alternativ utakon csak kisebb sebességgel kozlekedhet
(Paddock és mtsai. 2000; Adelroth és mtsai. 2000).

Mivel a RC a fotoszintetikus apparatus azon legkisebb egysége, amely kepes a
fényenergia atalakitasara, vizsgalatainkat membranbol izolalt RC-on végeztik. Az in vivo
korilmények jol modellezhetok, ha a RC-ot nem villanofénnyel, hanem folytonos fénnyel
gerjesztjuk. A megfeleld mennyiségli redoxekvivalensek biztositasaval elérhetd, hogy
(redukalt citokrom, oxidalt kinon) a RC folytonos atfordulasat a keletkezo oxidalt citokrom
felhalmozodasaval vizsgaljuk, ami abszorpcidvaltozas mérésével kovethets. Az atfordulas
sebessége a fotociklus leglassabb lépésének sebességével egyezik meg, ami alapjan olyan
egyedi lépések sebessége is mérhetok, amelyek kilon nem hatarozhatok meg mas modszerrel.
Célom az volt, hogy a fotociklust hatarolo Iépéseket azonositsam, €s azok kinctikai és
energetikai jellemzését megadjam. Tovabba célom volt, hogy tisztazzam, vajon a fémion
deprotonacios vagy elektrosztatikus hatasa gatolja a RC mikodését. A kovetkezo kérdések
inditottak el a részletes vizsgalatokat:

Hogyan hat az ionerdsség a citokrom atfordulas sebességere?
Milyen hatast valtanak ki killonbozo kationok?
Mi az atmeneti fémion hatas tényleges mechanizmusa?

Miért van kiilonbség a killonbozo atmeneti fémionok hatasa kozott?



A disszcciacios allando pH titralasaval milyen aminosavak azonosithatok a fémion
kotésében?

Hogyan tudja gatolni egyszerre az elsé és masodik elektrontranszfert is, ha azok egészen
kilonbozo reakciok altal kontrollaltak?

Egyezik-e a citokrom atfordulas sebessége a masodik elektrontranszfer sebességével? Mi a
fotociklu - hatarolo lépése?

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

Van-e hatasa a fényindukalt protonkétés sztéchiometriajara?

Uj tudoményos eredmények

1. A folytonos gerjesztés kozben 550 nm-nél megfigyelt citokrom atfordulas ionerdsség-
fiiggése eltért a korabbi villanofény (flash) kisérletekétol. A so titralasaval a fotooxidacid
sebessége novekedést mutatott. A megfigyelést azzal magyaraztam, hogy alacsony
ionerdsségen (az oldoszer ionikus arnyékolasa kicsi) a kiillonbozo 6ssztoltési citokrom és
RC ‘ehérjék kozotti elektrosztatikus vonzas kellden nagy ahhoz, hogy a komplex

.

1S

Kiilonbozd kationok hasznalataval az ionerésség-fliggés lényegesen eltért. A kétértéki
(Ca®") és kilonosen a haromértékii (AI'') esetében, kisebb ionerdsségnél tapasztaltam a
citokrom oxidacio sebességének erételjes esését, mint az egyértékii (Na')-nal. 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

direkt kotodeését RC feliiletén levo negativ toltésekhez (1).
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Atmeneti fémionok (Cd*', Ni*', Hg®") alkalmazasaval az ionerosség-fugges alakja is
megvaltozott. Alacsony ionerosségnél a citokrom oxidacio sebességenek kismértéki
csokkenését figyeltem meg, ami egy atmeneti tartomanyban megsziint, majd 100 mM
kornyékén meredeken tovabb csokkent. A két csokkenés teljesen kilonbozo hatasnak
tulajdonithato: alacsony ionerdsségnél a fémion specifikusan kétddik a RC-hoz, amelynek
kovetkeztében, a proton-aktivalt elektrontranszfer sebessége lényegesen lecsokken, és a
RC atfordulasat hatarolja, nagy ionerosségnél a citokrom és RC kozotti elektrosztatikus
kolcsonhatas az oldoszer ionjai altal nagymeértékben arnyékolt (1, IV).

A kiilonboz6 ionerdsség tartomanyokban megfigyelt fotooxidacid sebessége kiilonbozo
viszkozitas és homérséklet-figgést mutat: Alacsony ionerdsségnél enyhe viszkozitas és
enyhe hdmérséklet-figgést, mig nagy ionerdsségnél 1-es meredekségl viszkozitas fliggést
és erds homérsékletfiiggést figyeltem meg. Az utobbi a RC és citokrom bimolekularis
kisebb mértéki orientacios mozgasok elozik meg (I).

A citokrom koncentracié novelésével a fotooxidacio sebessége nagy ionerOsscg esetén
telitodott, mig alacsony ionerdsségnél jelentos figgést mutatott. A telités azt jelenti, hogy
a bimolekularis folyamatot egy elsérendl reakcid (a korabban mar leirt proximalis-
disztalis atrendezodés) hatarolja. Kis citokrom koncentracio esetén a keletkezd termék
visszakotddik a RC-ra és gatolja annak atfordulasat. A citokrom koncentracio novelésével
a visszakotés egyre kevésbé jelentos, ezért a fotooxidacio sebessége novekszik (1).

Habar a RC izoelektromos pontja (pl=6.1), a citokromoxidacio sebességciick pH
fuggésében pH 6 koriil nem tapasztaltam lényeges valtozast, mig pH 4 ¢és pH 5 kozott
eroteljes csokkenést figyeltem meg. A fehérjék kozotti kolcsonhatast nem a ichérjék
ossztoltése, hanem a citokrom kotohely kornyezetében és a citokrom felszincn lévo

protonalhato Asp és Glu aminosavak szabalyozzak (I).
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tmeneti fémionok (kiilonosen a Ni*") disszociacios allandoja pH S és pH 8 kozott erds
p' [iggést mutatott, amelyet Henderson-Hasselbalch osszefiiggés alapjan illesztettem
pi=7.0 (Ni*") és pK=7.0 és pK=5.9 (Cd*") értékekkel. Osszhangban a rontgendiffrakcios
v ailatokkal a fémionok koordinalasaban His és Asp aminosavak vesznek részt. A
olexképzédés  kovetkezményeként a  ligandok  deprotonalodnak, amelynek
ko -tkeztében felszabadulo protonokat érzékeny pH elektroddal megmértem. A proton
fei. -abadulas sztéchiometriaja pH 6.5 kériil mutatott maximumot (111, V).
Az elsé elektrontranszfer sebessége magas pH-n a GluL212 deprotonacioja miatt
eroteljesen lecsokken. Azt figyeltem meg, hogy fémion hatasara a csékkenés 1.5-2.0 pH
egységgel alacsonyabb pH felé tolodik. Habar kézenfekvonek tinik, hogy a fémion a
GluL212 pK-jat tolja el, mégis azt gondoljuk a toltésrekombinacios vizsgalatok alapjan,
hogy a fémion a protonfelvételben szerepet jatszo aminosavak altal alkotott klaszterre
gvakorol elekirosztatikus hatast (IV).
A proton-aktivalt elektrontranszfer pH fliggését habar sok csoport szabalyozza, mégis
ha nl6 pH citolodast (1.5 pH egység) figyeltem meg fémion hatasara. Ennek alapjan azt
go dolom, hogy a hatas egy olyan csoportra (csoportokra, klaszterre) terjed ki, amelyek
mindkét elektrontranszfernél szerepet jatszik. Mivel a Qg-hez iranyuld protonvezetési utak
az AspL213-nal csatlakoznak, a hatas valosziniileg érinti az aminosavat is. A Ni** joval
hatékonyabban gatolta az elektrontranszfert, mint a Cd**, amit a kiilonbozé kotéhelyeikkel

magyarazhatunk (IL,IV).

. Mind az elsé mind a masodik flash utan mért fény indukalt proton kétés sebességének pH

flggése teljesen megegyezett a megfeleld elektrontranszferével. Mivel mindkét
elektrontranszfert a szemikinon keletkezését kovetd protontranszfer elozi meg, és a
protonfelvétel is a szemikinon-képzddés hatasira megy végbe, a szemikinon képzodéseét

kovetd protonatrendezodési lépések sebességének nagymértékl  gatlasa, mind az
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elektrontranszfer mind a protonfelvétel sebességét ugyanigy lecsokkenti. Mivel
citokromatfordulas sebessége nem volt kisebb, mint a proton-aktivalt elektrontranszfer
sebessége, igy a masodik protontranszfernek gyorsabbnak kell lennie mint, a fotociklust

hatarolo elektrontranszfer (1V).

. A fény indukalt protonkotés sztochiometriajanak pH fiiggésében megfigyelhetd csiucsok

fémion hatasara kisebb pH felé tolodnak, ami kiilonésen Qg aktiv RC-on lathato jol. Mivel
csucsok jelentdsen megvaltoznak a Qg kérnyezetében lévo protonalhatd csoportok nem-
protonalhato csoporttal valo helyettesitésével, a megfigyelés a fémion Qp korili

protonalhat6 aminosavakra gyakorolt hatasat tamasztja ala (IV).

. A gyenge savak (Na-azid) hatasara a fémion gatolt elektrontranszfer sebessége novekszik.

Mivel NaCl kontrollnak nem volt hatiasa, az ionerésségtol 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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