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1. Bevezetés

A fotoszintézis soran a napfénybdl érkezé fotonok energiaja stabil kémiai energiava alakul a
gerjesztés, energiadtadas, elektronatadas és enzimatikus lépések soran. Ezek a folyamatok a
mebranfehérje komplexekben mennek végbe, és gyakran a fehérjékben taldlhato fématomhoz
kapcsolddnak. Az elektronszallitdsban a metalloproteinek egyik f6 osztalyaba tartozé hem tartalmu
citokrom fehérjék redox-reakciokon keresztul vesznek részt.

A fotoszintetizald biborbaktériumokban a citokromok akar a membranban, fehérjekomplexekhez
kapcsoltan, akar szabadon, a periplazméaban vizoldékony fehérjékként is eléfordulnak. A
Rhodopseudomonas (Rps.) viridis és a Rubriviax (Rvx.) gelatinosus tdrzsek a reakciocentrum (RC)
membranfehérjéhez kapcsolt citokrom alegységet is tartalmaznak, mig a Rhodobacter (Rba.)
sphaeroides vagy a Rhodospirillum (Rsp.) rubrum csak vizoldékony citokromokkal rendelkezik [1].
A fotoszintézis elsédleges reakcioit egy foton abszorpcidja valtja ki, majd egy membranon keresztili
toltésszétvalasztas kovetkezik az elsddleges elektrondonor (P, bakterioklorofill dimer), valamint az
elsédleges és masodlagos kinon akceptorok (Qa és Qs) kdzott. Az oxidalt elsédleges donor, a P*,
mésodlagos elektrondonorja lehet RC-hoz kotott citokrom alegység (pl: citokrom c¢) vagy egy
vizoldékony periplazmikus elektronhordozo (citokrém c2) [2]. Ez a periplazmikus elektronhordozo
biztositja a kapcsolatot a citokrom bc: komplex és a RC kdzott, hogy teljes legyen a fény altal kivaltott
ciklikus elektrontranszfer. Hasonloképpen hozza létre a kapcsolatot az RC-hoz koétott citokrom
alegység és a citokrom bci komplex koz6tt a vizoldékony elektronhordozo a periplazmaban.

Az optimélis fotokémiai hatékonysag erdekében a P*-nak a citokromok Altali redukcidjanak
gyorsabbnak kell lennie, minta P* és Qa~ kozotti toltésrekombinacid. Ez a kovetelmeny minden olyan
torzs esetében megvalosul, amelyek rendelkeznek RC-hoz kotott citokrom alegységgel, mint példaul
a Rps. viridis vagy a Rvx. gelatinosus [3], és olyan fajok esetében is, amelyekbdl hianyzik a citokrom
alegyseg, példaul a Rba. sphaeroides, ahol a P*-t kdzvetlenil a vizoldékony citokrom c2 redukalja
[4]. A mesterségesen el6allitott Rba. sphaeroides cycA citokrom mentes mutans torzsnél [5]
fiziologias elektrondonor nem &ll rendelkezésre a fényindukalt P* redukaléséara, az elektron P*Qs~
rekombinaciojan keresztll kertl vissza alapallapotba.

A citokrémok fény-indukalt redox valtozasait tébbnyire joI nyomon lehet kdvetni optikailag izolalt
rendszerekben (reakcidcentrumban, kromatoféraban), de intakt sejtekben ez a megfigyelés nagyon
megnehezil az optikai szoras, és mas sejtalkotdk atlapol6é abszorpcidja miatt. Ebben a munkaban
bemutatjuk €16 (feltoretlen) sejt citokrom alegységének optikai abszorpcidvaltozasat, és célul tliztiik
ki, hogy fényindukalt abszorpcidvaltozas és fluoreszcencia mérésevel a kiilonbozé tipusu
citokrémokat tartalmazo, illetve citokrom mentes torzsekben az elektronatadasi Iépéseket
0sszehasonlitsuk.

2. Anyagok és mddszerek

Sejttenyészetek: A fotoszintetizal6 biborbaktériumok Rba. sphaeroides 2.4.1, cycA, cyt ¢4 double KO
és a Rvx. gelatinosus Sistrém médiumban névekednek. Egyrészt teljesen teletoltott tvegekben oxigén
nélkil (fotoheterotrof és anaerob ndvekedés) masrészt pedig félig toltott Erlenmeyer lombikokban
(fotoheterotréf és aerob novekedés). A megvilagitashoz (fotoszintetikus novekedés) 40 wattos
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wolfram szalas izzokat hasznalunk. Ezekbdl koriilbeliill 13 W/m? fényerdsség érkezik az iivegek
felszinére.

Steady-state abszorpcios spektrofotometria: A sejtek abszorpcids spektrumait a lathato tartomanyban
(500-600 nm) Unicam UV4 (kétsugaras) vagy Helios y (egysugaras) spektrofotométerrel mértiik. A
spektrumot a sejtek altal keltett fenyszorasra korrigaltuk.

Fényindukalt abszorpciovaltozas: Fényindukalt abszorpciovaltozds méréséhez hazilag épitett
spektrofotométert (Maroti és Wraight 1988), gerjesztéséhez Xe flash lampéat vagy lézerdiodat ((450
nm és 802 nm, 2 W), detektalashoz Hamamtsu R928 tipusu fotoelektron sokszorozo6t hasznaltunk. A
mér6fény wolfram szalas izz6. A megfelel6 hullamhosszakat monokromatorokkal és sziir6kkel
allitjuk be. Az oxidalt bakterioklorofill dimert (P*) 798 nm-nél, a citokrom oxidaciot 551 nm-nél
(referencia 540 nm) detektaljuk. Méréskor a sejtek optikai denzitasat alacsonyan kell tartani (OD (808
nm) < 0.1).

Fluoreszcencia indukcio: A fluoreszcencia indukcié gerjesztéséhez 802 nm hulldmhosszu lézer
diodat hasznaltunk, ez a hullamhossz megfelel a LH2 antenna 800 nm-es abszorpcids savjanak, igy
optimalis a megvilagitds. A detektdlast a gerjesztés iranyara merdlegesen elhelyezett lavina
fotodiodaval végeztiik. A 1ézerfény szorasatol a detektort 850 nm felett atereszto sziirGvel védtiik.

3. Eredmények és megvitatasuk

A steady-state abszorpcids spektrumokat (1. &bra) a névekedés exponencialis fazisaban 1év6 sejtekbol
készult kromatoforakon vettiik fel. A kromatoféra elénye, hogy a sejtfalat eltavolitjuk a prepardlas
soran, igy csak a bels6 membranrendszert (fotoszintetikus apparatust) hasznaljuk fel, ezért a sejtek
alakjabol fakado szdrassal nem kell szamolni. A citokrémok abszorpcids maximumat 550 nm korl
merjuk. Az 1. dbran lathatd Rba. sphaeroides 2.4.1 redukalt allapotd citokrom sédvja 551 nm-es
maximummal, amelyet ferricianid hozzaadasaval oxidalunk, ennek hatasara a csdcs joval kisebb lesz,
és atfordul. A vad tipusu torzsbol késziilt citokrom mentes mutansok spektrumai nem tartalmazzak
az 551 nm-es savot.

04 ————Y T 1. &bra: Steady-state abszorpcios
553”'“ —— Rb. sph. oyoA spektrumok Rhodobacter (Rba. sph.)

sl A T et sphaeroides 2.4.1 vad tipusi és
T citokrom mentes mutans (CycA és cyt ca

cyt c, double KO

double KO) tOrzseib6l preparalt
kromatoforak citokrom savjairol.

(—) redukalt citokrom spektrum,
nyilakkal jel6lve az 551 nm-es citokrom
csucs és az 540 nm-nél 1lévé P*

0.2 1

oD

0.1

i L 4 izoszbesztikus pontja, (----)

0-01 : , : , . , , ferricianiddal oxidalt citokrom

500 52 350 575 600 spektruma, () és () citokrém
hullamhossz (nm) mentes savok.

Az egyes telitési fényfelvillanasok altal kivaltott citokrom (cit c3*/cit ¢?*) abszorpciévaltozasat 551
nm-es hulldamhosszon folytonosan kdvetni tudjuk (2. abra). Mivel a P*-nak 540 nm-nél izoszbesztikus
pontja van (1. abra), ezért a tényleges citokrom abszorpcidvaltozast az 551 nm-nél és 540 nm-nél
felvett killonbségi kinetika adja. Az oxidalt citokrom 1épcsdket kromatoforakon, négy, 60 ms-onként
egymast kovetd flash gerjesztéssel vettiik fel. A szinteket (cit ¢*/ RC) a terbutrinnal kezelt minta
maximumahoz viszonyitottuk. A terbutrin egy Qs helyre bek6t6d6 interkinon elektrontranszfer gatld
(QaQs—QAQr"), amely a rendszernek csak egyszeri atfordulasat engedi meg.
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A citokrom alegyseget is tartalmazd Rvx. gelatinosus a negy flash hatéasara kett6 szintet emelkedett
(2 cit ¢3*/ RC). Ehhez a mintahoz 100 uM adtunk, ezért a szintje nem emelkedett egynél magasabbra
a flashek hatésara. A vizoldékony mobilis citokrom c2-6t tartalmazé Rba. sphaeroides 2.4.1 mintdhoz
5 uM vizoldékony 16szivbél izolalt citokromot adtunk, amely hatéséra két flash alatt elérte azt a
szintet, amit a citokrom alegységet is tartalmaz6 Rvx. gelatinosus adott. A citokrdm mentes mutans
torzsnél nem kaptunk jelet.

2. dabra: Kiilonboz6 torzseken mért.
OW flash-indukalt abszorpciovaltozas,

Rba. sph, cycA citokrom oxidacio (551 nm (ref. 540

nm)). A flash-eket 60 ms-onként

WMW ismételve. (—) Rba. sphaeroides + 5

O

x 14 + i , . . ,

= 1 Ruvx. gelat. + 100 uM terbutrin HM 16sziv  citokrém c2, (7) Rba.

,; sphaeroides cycA mutans torzs, ()

0 w‘lf‘"‘\a\" Rvx. gelatinosus, (—) Rvx. gelatinosus
24 ‘ Rvx.gelat. + 100 },LM terbutrin.

Rba. sph.2.4.1 +5 uMcytc,

Rvx. gelatinosus intakt sejtjein a
citokrom  oxidaciojat  folyamatos
gerjesztd fény mellett is elérhetjiik (3.
abra). Ebben az esetben lefokuszalt 802 nm-es, 2W teljesitményii 1ézerdiédat hasznaltunk. A
mintahoz itt is 100 uM terbutrint adtunk. A kinetika két jol elkiilonitheté exponencialis komponenre
bonthatd, a kontroll esetében 50 us és 1 ms félemelkedési idokkel, a terbutrinnal kezelt mintanal
pedig 25 us és 200 ms értékekkel. A kezelt minta oxidalt citokrom jele 1 ms alatt telitésbe ment, a
kontroll mintaé még tobbszori atfordulas utan sem telitédott. A szinteket (cit ¢3*/ RC) a kezelt mintéara
illesztett két egyenes metszéspontjabol hataroztuk meg (nincs abrazolva).

T T T T T T T
0 100 200 300 400
id6é (ms)

3. abra: Rubrivivax gelatinosus
0 egész sejteken mért citokrom oxidacio
(551 nm (ref. 540 nm)). Gerjesztés
lefokuszadlt 2 W-os (802 nm)
. T lézerdiddaval. (—) kontroll minta, (—)
2 terbutrinnal  kezelt minta. Illesztés
‘ biexponencialis kozelitéssel.

“m ‘ + 100 uM terbutrin

eyt ¢/ RC

-3 ‘ ! kontroll
Az elektrontranszfert nem csupan a

kérdéses pigmentek (itt citokromok)

e abszorpcio-valtozésaibol, hanem az

0.0 02 04 06 0.8 10 antenna bakterioklorofillek

idé (ms) fluoreszcencia-valtozasabdl is nyomon

lehet kovetni, mert az antenna

bakterioklorofill pigmentek fluoreszcencia hatasfokat a RC redox allapota és a fotoszintetikus

egysegek szervezédése hatarozza meg. A nyitott vagy zart allapotd RC a bakterioklorofill

fluoreszcencia hatasfok alacsony ill. magas értékével jellemezheté, és az atmenetilk a valtozo

fluoreszcencia megfigyelésével kovethetd.

Rvx. gelatinosus sejteken folyamatos lézerdioda gerjesztéssel a citokrém oxidacidjaval parhuzamosan

mértlik az oxidalt dimer abszorpciovéltozasat (azaz az oxidalt P, [P*] mennyiségét) és a

fluoreszcencia relativ hatasfokat (4. abra). A meérési korilmények mindharom esetben azonosak
voltak. A két exponencialis emelkedés ezeken a gorbéken is megfigyelhetd.

99



IX. KVANTUMELEK TRONIKAI SZIMPOZIUM POSZTER

A fluoreszcencia esetében a kontroll mintanal 90 us és 1 ms félemelkedési idoket kaptunk megegyez6
amplitadokkal, a terbutrinnal kezelés hatasara az értékek 50 us &s 0,4 ms-ra valtoztak, illetve az els6
fazis amplitudoja 50 %-rol 70 %-ra nétt. Vagyis a kezelés hatasara az els6, fotokémiai fazis (P*Qa’)
sebessége es amplitidoja is emelkedett, a masodik, lassabb fazis részesedése viszont csokkent.

A lasst fazis tObbszoros toltésszétvalasztas eredménye lehet, mert a terbutrin szamottevéen
csokkentette a lassu fazis amplitudojat.

A P* abszorpciovaltozasanal egy 130 us és szintén egy 1 ms-os lassabb komponenst kaptunk.
Osszehasonlitva a fluoreszcenciaval, a Rvx. gelatinosus sejteknél a fluoreszcencia kezdeti emelkedése
gyorsabb volt, mint a P* kialakulasa. Terbutrin hozzaadasaval pedig szinte megsziint a P* emelkedése,
ugyanis a terbutrin blokkolja az elektrontranszportot a RC akceptor oldalan és a RC zarva (P*Qa)
marad.

3.0 10 4.  abra: Rubriviax gelatinosus egész
+100 uM terbutryn sejteken mért bakterioklorofill
st L fluoreszcencia indukcio és 798 nm-nel
mért oxidalt dimer (P9
N abszorpcidvaltozas. A fluoreszcencia
(F/Fo) a kezdeti Fo szintre normalt.
Illesztés biexponencialis kdzelitéssel.

2.5 A

2.0

FIF,
P" (mOD)

42 . . - z
+100 uM terbutryn A kinetikai kilonbségek a

o de 1o fluoreszcenciaban es a P*
. | . | . | . abszorpcidvaltozasaban jol

00 0.5 10 15 2.0 megfigyelhetéek a kiilonb6z6

idé (ms) torzseknél. Ha a valtozo fluoreszcenciat

(¢) abrazoljuk a P* fliggvényében az ido
(mint valtozo paraméter) megsziintetésével, ezek az eltérések még inkdbb kiemelkednek a kiilonb6z6
torzsek tekintetében. A fentebb méar emlitett Rvx. gelatinosus torzsnél a fluoreszcencia felfutasa joval
gyorsabb, mint az oxidalt diméré (4. abra), ezért ebben az abrazolasban (5. abra) egy, alulrol nézve
dombord gorbét kapunk. A vad tipust Rba. sphaeroides 2.4.1 sejteknél is még dombord, de itt mar
nincsen akkora kulonbseg a kinetikak felfutasa kozott. Ezekkel ellentétben a citokrom c2 mentes
mutans térzsnél homora gorbét latunk, mert itt a P* kinetikailag megel6zi a fluoreszcencia valtozasat

[6].

1.0 5. abra: Kiilonboz6 torzsek valtozo

fluoreszcencidja (@) az oxidalt dimer

U (PY) fliggvényében az id6

elimindldsdval. A ¢ és a P* is a

06 maximalis értékiikre normalt. (—) Rba.

S . sphaeroides  2.4.1, ) Rba.

' sphaeroides CyCA, (—) RvX.
0o gelatinosus.

0o £ A  Kkisérleteinkhez olyan torzseket

0o o2 o4 o6 o8 1o valasztottunk ki, amelyek donor oldalai

= Iényegesen eltéroek: Rba.

sphaeroides sejtekben nincs a RC-hoz
kotott citokrom alegység, és a fotokémiailag oxidalt dimért egy téle kiilonboz6 tavolsagra (kozelre
vagy tavolra) elhelyezkedé vizoldékony citokrom c2 fogja eltér6 (nagyobb vagy kisebb) sebességgel

100



IX. KVANTUMELEK TRONIKAI SZIMPOZIUM POSZTER

redukalni. A cycA torzsben genetikai konstrukcioval eltavolitottuk a citokrom ce-t, igy az oxidalt
dimérnek nincs kdzvetlen elektron donorja, és emiatt hosszu élettartamd lesz. A Rvx. gelatinosus
torzs RC fehérjében egy kulon citokrém alegység szolgalja azt a feladatot, hogy az oxidalt dimért az
alegység valamelyik citokromja gyorsan visszaredukalhassa.

Ezek a szerkezeti és redox-kinetikai kiilonbségek tiikrozOdnek a megfigyelt abszorpcids és
fluoreszcencia tulajdonsagokban. Mivel ezeket intakt kdriilmények kdzott is megfigyelhettik, ezért
ezeknek a fluoreszcencia jellemzdknek a mérésével kdzvetleniil is nyomon kdvethetjiik €16 sejtekben
ezeket a fotofizikai-fotokémiai Iépéseket, és direkt modon kovetkeztethetiink a baktériumok
fotoszintetikus aktivitasra.
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