Fotoszintetizalo baktériumok vizsgalata spektroszkopiai modszerekkel
Kis MARIANN

A Rhodobacter sphaeroidefakultativ heterotr6f bibor baktérium, amely a
Proteobaktériumok térzsébe tartozik. Igen érdekes metabolikus tulajdonsagokat
mutat. Oxigéndds és oxigénmentes kornyezetben egyarant novekszik,
fotoszintézisre, nitrogén fixaciéra, valamint kulonbozmehézfémionok
artalmatlanitasara is képes. ldedlis célpont egy baktériumtbrzs dregedésének,
valamint a fotoszintetikus membran biogenezisének és 6sszédéseriek
vizsgalatard. Ebben a tanulmanyban &hodobacter sphaeroide®.4.1
baktérium fotoszintetikus membranjanak kialakuldsat és visszaretases,
érését vizsgaljuk, szinkronizalt és aszinkron tenyészeteken, allanddsult és
kinetikus optikai spektroszkopiat hasznalva, beleértve az allandosult és
kinetikai abszorpcié és a bakterioklorofillok gyors fluoreszcencia indukcio és
relaxacio meérését. Az intracitoplazmikus membran (ICM) tartalmazza a
fotoszintetikus apparatust. Ez a membran a citoplazmamembran (CM)
betirédésével jon létre akkor, amikor alacsony az oxigén koncentraciéja (3%).
A magas oxigén-koncentracié gatolja az ICM-ok kialakulaséat. A fotoszintetikus
apparatus1. abrg egy feofitin-kinon tipusu reakciocentrumot (RC) tartalmaz,
amit a bel§ fénybegyjté antenna pigmentek (light harvesting complex 1,
LH1) vesznek korbe, tovabba a PufX fehérje is kapcsolodik hozza. Ezt a
pigment-fehérje komplexet mag komplexnek is nevezzik. Egy kiegédait
periférikus fénybeg§jté rendszer (light harvesting complex 2, LH2) a mag
komplex koérnyezetében, azt koruldlelve helyezkedik el. A RC-LH1-PufX mag
komplex dimér formaban fordul &l és részt vesz a fény indukélta ciklikus
elektron transzferbeh. A fotoszintetikus egységek Osszeszerelése ol
meghatarozott sorrendben, szekvencialisan torténikbkéts az inaktiv
reakciocentrumot korilfogja az LH1, majd hozzakapcsolodik egy PufX fehérje.
Ezt kdveben az elektron transzfer aktivalodik, és kialakul a funkcionalis
reakciocentrum, majd végezetil a periférias LH2 felhalmozodik a mag
komplex korll. A fénybegijté rendszerek mennyisége és egymashoz val6
viszonya nem allandd, hanem valtozik az egyeétlég soran, tovabba a kéils
korulmények hatdséra. Az LH2 mennyisége az LH1l-hez képest a
fényintenzitastol fugéen valtozik az egyébként allandé anaerob kérilmények
mellett. Minél kisebb a gerjesztfényintenzitas, annal nagyobb lesz az LH2
mennyisége a sejtekben. A fotoszintetikus apparatus ilyen maodon
alkalmazkodik a csokkent kifisényehdz, hogy emelje a fénybeigjtés és a
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fotokémiai hasznositas mértékét. A fényintenzitas mellett mas t#dnysz
befolyasoljak az antenna kiterjedését, spektralis tulajdonsagait és a pigmentek
kozotti excitonikus kolcsonhatasat. Ezért célimtiik ki annak vizsgalatat,
hogyan valtozik a LH2/LH1 arany, ha oxigéndus koérnyezetben neveljik a
baktérium tenyészeteket.

1.4bra: A Rhodobacter sphaeroides fotoszintetikus apparatusanak hierarchikus szendese

A bal oldalon az ép seijt, jobb oldalon a komplex alkot6inak atomi felbontasi modellje. RC: reakcio
centrum dimér; LH1: elsszamu fénybedyté antenna; LH2: kettesszamu fényb&gy antenna.

Ezek mellett még az elektrontranszportlanc elemei vannak feltiintetve: citokrém c2, citokrom bcl
komplex, kinonok, kinolok.

Az oxigén és a fény két olyan alapvédrnyezeti tényaz amely befolyasolja

a baktérium fotoszintetikus apparatusanak kdpgét, osszerendiaesét és

(ha a koérulmények ugy alakulnak) visszaalakulasat. Kisérleteinkben kinetikai
optikai spektroszkopiat hasznaltunk. Kulénos figyelmet forditottunk a gyors
fluoreszcencia indukcio és relaxacié vizsgalatara, ami széleskatkalmazott
modszer a magasabb rénmbvényeknél és a cianobaktériumokhde kevéssé
elterjedt a fotoszintetizalé baktériumok tanulmanyozasandl. gyors
fluoreszcencia indukci6 mérése nagyon érzékeny technika, ami sikerrel
alkalmazhat6 arra, hogy képet kapjunk a baktériumok fotoszintetikus
apparatusanak aktudlis allapotarol.

Anyagok és modszerek

A baktérium tenyészetekeRba. sphaeroide2.4.1) Sistrom-féle tapoldatban
neveltilk, egyrészt oxigénmentesen teljesen feltoltott tvegben (fotoheterotrof
novekedés), méasrészt pedig félig toltdtt Erlenmeyer lombikban folyamatos

5 LAZAR 1999; RPAGEORGIOU— GOVINDJEE 2004; VREDENBERG— DURCHAN — PRASIL 2009.
6 KocsIs ET AL 2010; ASZTALOS ET AL 2010; AszTALOS— KIS—MAROTI 2010; BNA —LITVIN —
VACHA 2010.
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leve@-buborékoltatas mellett (aerob névekedés). Mindkét esetben folyamatos
volt a tenyészetek megvilagitasa (13 W)rmA sejtszamot (sejtkoncentraciot)
Burker-kamraval hataroztuk meg fénymikroszkop alatt. A
szinkrontenyészeteket a fény és sotét periédusok (3,5-3,5 Ora)
véltakoztatasaval értiik él.

allandosult (steady-state) kozeli infravords abszorpcios spektrumokat vettlink
fel szobabimérsékleten egysugaras spektrofotométer segitségével. A felvett
spektrumokbdl hiperbola hétteret vontunk le, majd harom Gauss-gorbével
harom komponensre bontottuk fel.

amplifier oscilloscope —I
] impulse
offset LD gene rator lamp
|PMT monochromator I S |:| O monochromator O ®
filter lense

2. abra: Abszoprciévaltozas méé berendezés blokk diagramja
(PMT: fotoelektronsokszorozo; LD: |ézerdidda; S: mintatarto)

Flash-indukalta abszorpcids kinetikaz egész sejteket vagy Xe- flash
lampaval vagy pedig lézerdidodaval diode (Roithner Lasertechnik LD808-2-
TO3, 808 nm hullamhossz, 2 W teljesitmény) gerjesztettik 798 és 525 nm-nél.
Detektalas fotoelektronsokszorozdval tortéhtdpra).

Fluoreszcencia indukcio és relaxacié mérE&sedbrg: A bakterioklorofilla
fluoreszcencia indukcié mérése sejteken egy hazilag készitett fluoriméterrel
tortént. A fényforrasként 808+5 nm hullamhosszlu és 2 W fényteljesitmény
lézerdidédat haszndltunk, ami téglalap alaku gerjesztést ad a mintara. Az emittalt
fény hullamhossza a LH2 periférias antenna 800 nm-es abszorpcios savjaba
esik. A bakterioklorofilla fluoreszcenciajat (>850 nm) egy kozeli infravorésre
érzékeny fotodioda érzékeli, amit egy 850 nm alatt vadgiéseel védink a
lézer szort féenyét.

" LUEKING — CAMPBELL — BURGHARDT 1981.
® AszTALOS—KIs—MAROTI 2010.
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3. abra: Fluoriméter blokk diagramja

A mért kuldonb6d fluoreszcencia indukcios gorbakb megallapithatd
paraméterekf, (sotét- vagy holt fluoreszcencia, ekkor a reakciécentrumok
nyitva vannak, és készen allnak a fotokémiama)., (a fluoreszcencia
maximalis szintje, ilyenkor a reakciocentrumok zarva vannak, és atmenetileg
nincs funkciondlis fotokémia) éd$-, (=FmaxFo; Vvaltozé fluoreszcencia,
amelynekF,ox-hoz viszonyitott értéke a fotonoknak fotokémiai folyamatokban
valo hasznosulasat fejezi ki).

Eredmények és diszkusszio

Membranfejfdés a sejtek ,0regedése” sora@. abrg. A fluoreszcencia
indukcid és relaxacié valamint az 525 nm-nél mérhedbszorpcidé valtozas
(elektrokrém shift) mérhét valtozas mindegyike érzékeny paraméter, amely
kifejezi a membran fejlettségét, érettségét, Osszeszereltségi Aallapotat a
novekedeés soran a fiatal és oregjezhyészeteknél.

Sejtciklus-fugg valtozasok(5. abrg. A sejtek szinkronizalt névekedését
tobb helyen és tobb kulonb®ztérzsnél is emliti az irodalom, amelynek
elééllitasahoz tobbféle moédszer is a rendelkezéslinkre all. Egy fotoszintetizalo
baktérium esetében a fény paramétereinek a hasznalata a legidealisabb. A
Rhodobakter sphaeroidesnsgjtciklusfigg valtozast a sejtszam, az 525 nm-
nél mért elektrokrom shift amplitddoja valamint a sejtékkivont 6sszes
anorganikus foszfat mennyiség mutatott.

Az antennapigmentek a reakciocentrum, valamint a karotenoidok teldsel
folytonos, ezért ezeknek a beépllése a membranba &llando, igy ez nem mutat
sejtciklus-fug@ valtozast, mert beépilésik nem szakaszos, hanem folyamatos.
A novekedési gorbék modositott Gomperzt-fiiggvénnyel lettek megillesztve.

I = N . CEXE — eX Eﬂlﬂ(to —t)+1
N N max

0
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___a  Aerob novekedés (,fakulas”).Az atoltas
i utan, amelynek soran a sejtek szemiaerob
- koérnyezetlbl aerob kornyezetbe jutottak, a
sejtszam exponencialis novekedésnek indult.
A sejtek szaporodasanak duplazédasi ideje
kb. 4 6ra volt. A sejtosztodasokat azonban
0 , nem kovette 0j pigmentek keletkezése, mint
10° 10t 10°  ahogy erre utal az Qf) és azF,x hagyon
time (s) b mérsékelt valtozdsa is. Ennek alapjan
e B kijelenthetjuk, hogy mind a pigmentszintézis,
- mind az ICM-ok formalédasa &en gatolt
az aerob tenyésztés alatt. Nem csupan U(j
pigmentek nem keletkeznek, hanem a mar
. meglek is részben roncsolédnak,
S S kifakulnak. Ezek mellett még a membran is
10% 10 10% 102 107 10° visszarenddik, és ezaltal a fényenergia
dark delay (5) & fotokémiai hasznositasanak hatasfoka is

FIF,

L,jo.s

0.0

3

=) csokken. Mig a periféridlis antenna (LH2)
Q mérete kisebb lesz a bélsantennahoz

E e viszonyitva (LH1) aerob tenyésztés alatt, a

§ 1 R b 800/850 arany allandé marad. Az aerobizalas
3 MM}WW nincs hatassal a LH2 pigment-fehérje
Uy TVEEW . komplex bel§ szerkezetére, csak csokkenti
= timem(s) 10" az LH1-hez Vviszonyitott aranyat. A

fluoreszcencia indukcios kinetikak rendkivil
_4-d ib_@i Gl,yorsd_%akterio"'_omﬁt”, érzékenyek az aerobizalasra. A normalt
e (afzfété? rZIaxg::eige(sbz)? valtoz6 fluoreszcencia F(/Fra) €s a
525 nmnél mért abszopcié valtozé fotokémiai  sebesseégkonstans k) ( is
(elektrokrom eltolas) (c) a fiatal (I csOkkenni kezd, mikdzben a sejteket
ora) es oreg sejteknel (28 6ra)A  szemiaerob kornyezetbaerob kornyezetbe
relaxacio valtozo fluoreszcencide  otjuk &t. AzF/Faxarany 0,7-61 0,4-re esik
v = (F-Fmax)/(Fmax+0). 5 pM . ; 1 1
myxothiazol, mint cyt bl comple:  Vissza, mig ak 510 s*rél 3-10" s'-re
inhibitor. csokken a sejtpopulaci6  exponencialis
novekedése alatt. A fluoreszcencianak ezen
paraméterei Osszefliggésbe hozhatok az antenndknak részlegesen elvesztett
fénybegyijt6 kapacitasaval. A valtozé fluoreszcencia szemlélteti a
fotoszintetikus apparatusnak az abszorbedlt fényenergia fotokémiai
hasznositasat. Ha kisebb a valtoz6 fluoreszcencia mértéke, akkor a fotokémiai
energiaatalakitas is kisebb.
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5. &bra: Sejtciklus-fliggp paraméterek: sejtszam, 525 nm-nél mért elektrokrom eltolas
amplittdé maximuma, anorganikus foszfat mennyiség koncentracidja (a), Fmax:
fluoreszcencia maximalis szintje (b), 798 nm-nél mért abszorpci6 valtozas, amely dktdé

reakciécentrumok viselkedését irja le (c), pigmentek: bakterioklorofill és karotenoid
koncentracio(d). Az illesztéseket modositott Gompertz fiiggvénnyel végeztiik el.

A fotokémiai sebességallandd, a megkotétt fény intenzitasatél és az
antenndk abszorpcids keresztmetssetéiigg. A fényelnyelés (abszorpcid)
mértéke kozel allandé maradt a mintavételezés alatt, ezdttaldtozasanak
oka az antennapigmentek elrendezésében és tagoltsdgdban bekovetkez
valtozasban kereseti@6. abrg.

Anaerob ndvekedés (,zoldUlés”Az aerob korulményekih anaerobba
tortérs atvaltas minden mért paraméterben gyors és {aerd#tltozast okozott.
A sejtek duplazédasi ideje ebben az esetben is korulbelil 4 6ra volt. A
novekedési gorbékben tébb kulonbség is lathatdé: a stacionaris fazis sokkal
hosszabb il utdn kovetkezik be anaerob koérUlmények kozott, illetve az
exponencidlis fazis is hosszabb ideig tart. A zoldulési folyamat alatt az
abszorpcid gyors novekedésnek indul, ennek hatterében az Ujonndacképz
antenna pigmentek allnak. A 850 nm-es sav (LH2) novekedése sokkal
gyorsabb, mint a 875 nm-es savé (LH1), mert a sejtek tébb LH2
antennapigmentet gyartanak. Ez megnyilvanul az LH2/LH1 aranyban is,
ugyanis az 5-6 ora alatt 0,6-r6l 2,6-ra emelkedik. Az Uj pigmentel6éépe
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sokkal gyorsabban megtorténik, mint a mar meikeszétbontasa. A kisérletek
azt mutatjak, hogy a baktériumok @&ént az LH1-mag komplexet allitjak
0ssze, és majd csak ezutdn az ld#2ezt is akkor, ha a korilmények ennek
megfelelnek (azaz anaerob viszonyok uralkodnak). Teh&hadobacter

sphaeroides a fotoszintetikus apparatusat
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6. abra: Rba. sphaeroides egész sej
abszorpci6 és fluoreszcencia valtoza:
allandé megvilagitas mellett 30 o@n
aerob és anaerob korilmények kodzott (¢
idéskalak eltéréek!). A t = -25 or:
idépontban  tortént az ds Atolta
szemiaerobbdl aerob korilmények kozé,
idépontban pedig a masodik atoltas aero
anaerobba. Az OD850 és az Fmax ndveke
tukrozi az Uj pigmentek termelését.
Fv/IFmax, kil és a LH2/LH1 gdig a kialakul
fotoszintetikus apparatus funkcion
viselkedését jellemzi.
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nem parhuzamosan,
szekvencialis, esetleg az is elképzdihet
hogy még szerteagazobb moddon Aallitja
O0ssze. A szekvencialis folyamat a
kdvetkedképpen torténik: elként az
inaktiv reakciocentrumot koérulfogja az
LH1 és hozzédkapcsolédik egy PufX
fehérje, majd az elektron transzfer
aktivalodik, és kialakul a tikodoképes,
azaz elektronokat atvinni  képes
reakciécentrum. Végezetul a periférialis
LH2 szintetizalodik, és felhalmozodik
az antenna-mag komplex kordil.

A fluoreszcencia indukcids kinetikak
azt mutatjak, hogy anaerob
korilmények kozé kerilve visszaall a
sejtek fotoszintetikus aktivitasa. Uj
pigmenteket termelnek, és a membran
struktardja is visszarend&dk, a
citoplazmamembran bgtdik, Ujra
kialakitva az intracitoplazmikus
membrant. AzF,/F..x €rtéke gyorsan,
mintegy 4 Ora (azaz egy sejtciklus,
dupldzédési id) alatt megemelkedik
0,4-rl 0,7-re. A fotokémiai
sebességkonstans k)( is nagyobb
emelkedést mutat.

A valtozasok hétterében a nagyobb
antennaméret és a fotoszintetikus
egységek ésebb csatolasa all, ami azt

eredményezi, hogy a fényenergia
megkotése gyorsabb és nagyobb
hatasfokd. AzF, és ak, koveti a

pigmentek abszorpcidjdnak azonnali

novekedését, de az LH2/LH1 és a
F./Fmax Csak bizonyos késéssel. Az
anaerobizalas, az (j pigmentek

hanem



szintézise és a funkcionalis fotoszintetikus egységekostakla kinetikakban
tapasztalt valtozasokért.(abra.
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7. dbra: Rajzos illusztracié a membran 6sszeszeteléséll a ,zoéldulés™ soran

Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy az oxigén megléte és hianya
felelés a fotoszintetikus egységekben bekovetkeverzibilis valtozasokért.
Az oxigén (reverzibilis moédon) meggatolja, hogy a citoplazmamembranban
letrejojjenek azok a b&todések, amelyek az intracitoplazmikus
(fotoszintetikus) membrant alakitjak ki.
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Photosynthetic bacteria tracked by absorption and fluorescence kinetics
MARIANN KIS

The development of photosynthetic membrane of Rhodobacter sphaeroides was
studied by absorption spectroscopy and fast induction of bacteriochlorophyll
fluorescence in different phases of the growth, under various growing
conditions (oxygen content, light intensity etc.) and in synchronous cell
population. The results are: 1) The newly synthesized components of the
membranes were imbedded immediately into the proteinous scaffold
independently on the age of the cell (no ,transient” membranes were observed).
2) Under aerobic conditions, the pigments were bleached and under anaerobic
conditions the pigment systems showed greening. The relative variable
fluorescence (Fv/IFmax) had small age-dependent (but not cell-cycle-related)
changes. The fluorescence induction kinetics was sensitive marker of the
aerobiosis: the Fv/Fmax ratio dropped from 0.7 to 0.4 and the photochemical
rate constant from 5¢104 s-1 to 3104 s-1 with an apparent halftime of about 4-
5 hours after change from anaerobic to aerobic atmosphere. 3) The electrogenic
signal (absorption change at 525 nm) reflected the energetization of the
membrane which showed cell-cycle dependent changes. That included periodic
production and arrangement of protein-lipid components of the membrane
synchronized to the cell division.
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