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CD:
DAD:
DBMIB:
DCCD:
DCMU:
HP és LP:

HQNO:

kl-a és kl-b:

LHCII:

PMS:

psi:

PSI és PSII:

qE-

Roviditések jegyzéke

cirkuléris dikroizmus

diaminodurén =
2,5-dibromo-3-metil-6-izopropil-p-benzokinon
N,N-diciklohexilkarbodiimid
3-(3,4-diklérfenil)-1,1-dimetilurea

magas és alacsony redox potencialta forma
2-heptil-4-hidroxikinolin

klorofill a és klorofill b

a masodik fotokémiai rendszer fénybegyiijtd klorofill-protein komplexe
N-metil-fenazin-metoszulfat

polimerizacid vagy sé hatasara indukalt

elsd és masodik fotokémiai rendszer

energiafliggd nem-fotokémiai kioltas



1. BEVEZETES

A fotoszintézis az a folyamat, amelynek sordn a magasabbrendii novények,
algak, cianobaktériumok és fotoszintetikus baktériumok a napfény enefgiéjét kémiai
energiava alakitjak. Végeredményben a fotoszintézis latja el a bioszféra egészét
taplalékkal. A fotoszintézisnek koszonheté a Fold oxigéndus atmoszféraja és az
elhasznalt oxigén folyamatos jratermelése. A fotoszintézis szerepet jatszott a fosszilis
energiahordozdk kialakulasaban is.

A fotoszintézis folyamata a fény elnyelésével kezdddik. Az antenna pigmentek
altal elnyelt fényenergia a reakcidcentrumokba jut, ahol a primer toltésszétvalasztas
torténik. Azt ezt kovetd redox folyamatok és a toltések iranyitott szallitisa az
elektrontranszportlancban eredményezi a felszabadulé molekularis oxigént és a
redukalo6 erét hordozé NADPH-t. A toltésszétvalasztas €s az elektrontranszportot kisérd
protonpumpa miikédése soran a tilakoid membran két oldala kozott 1étrejon egy
elektromos potencial és pH kiilonbség, amelyek az ATP szintézise soran hasznosulnak.
Az ATP molekulaban tarolt kémiai energiat és a NADPH redukal6 erejét felhasznalva
jatszodnak le a szerves anyagok szintézisének 1épései.

A fotoszintézis kutatdsok ezen biologiai folyamatok megismerésére iranyulnak,
szem el6tt tartva a gyakorlati alkalmazéas lehetdségét is, pl. a novénynemesités €s
novényvédelem, a kornyezetvédelem és az alternativ energiaforrasok teriiletén.

Az elnyelt fényenergia reakcidcentrumokba tovabbitasanak hatékonysaga ill. az
energiaveszteség minimalizalasa erésen fligg az antennarendszer struktirdjatol.
Molekularis szervezddésének jelentdségére mutat az a tény, hogy az antennarendszer

szerkezete rovid és hosszabb tavon érvényesiild szabalyozo folyamatok révén



modosulhat (Anderson és Andersson, 1988). Ez a regulacid részleteiben nem ismert.
Nem tisztdzott az antenna szerepe sem és nagyon keveset tudunk az antennarendszer
szerkezeti dinamikéjarol.

Dolgozatomban a granumos kloroplasztiszok antennarendszerének fényindukalt
reverzibilis struktiravaltozasait vizsgaltam azzal a céllal, hogy részletes jellemzésiik
révén kozelebb keriiljiink a szerkezeti dinamika feltételezett szabalyozd szerepének

megismeréséhez.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Fényreakciok a tilakoid membrdnban

Zold algak és magasabbrendli névények fotoszintetikus apparatusa a prokaridta
szervezetekhez képest nagyfokii komplexitdst mutat. A legtobb sejt kifejlett
kloroplasztiszaiban Un. sztréma lamellak kotik 6ssze a tapadt membranokat tartalmazé
granumokat ugy, hogy a kloroplasztisz teljes membranrendszere 6sszefliggd belsd vizes
fazissal rendelkezik.

Az ATP és a NADPH elddllitasa a tilakoid membranban négy, egymastol
elkiiloniilt multi-peptid komplexen keresztiil jatszodik le. Ezek a PSII, a citokrém bg/f
komplex, a PSI és az ATP-szintetdz. Ez utobbi az ATP szintézis helye, mig a masik
hdrom a viztél NADP'-ig tarté elektrontranszporthoz sziikséges. E komplexeket
egymassal a lateralisan mozgé plasztokinon és a plasztocianin kapcsolja 6ssze (Marder
¢és Barber, 1989).

A tilakoild membranok szerkezeti differencidloddsa sztroma és granum
tilakoidokra a komplexek laterdlis heterogenitasaval tarsul. Az ATP szintetaz és a PSI
kizarolag a sztroma régidban, mig a PSII legnagyobb része az Osszetapadt régidoban

lokalizalodik. A citokrom be/f komplex mindkét régioban megtalalhato (1. abra).
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1. abra A komplexek elhelyezkedése a  tilakoid membrdnban, laterdlis
heterogenitasuk és az elektrontranszport vazlata. (Anderson és
Andersson, 1988).

A novények tobbféle kornyezeti valtozasnak vannak kitéve: pl. a fény és
hémérséklet napi és évszakos vagy esetenként igen gyors valtozasa, a vizmennyiség €s
mas hatasok, ami el6l a novény (az éallatokkal ellentétben) nem tud kitérni. Egyre tobb
adat mutatja, hogy a tilakoid membranban az Osszetétel és a szervezddés dinamikus
valtozéasa nélkiilozhetetlen az allandoan valtozd kdrnyezettel szembeni védekezésben és
a fotoszintetikus rendszer optimalizalasaban. Az adaptiacionak molekuldris szinten
kiilonos jelentésége van. A novény mind rovid, mind hosszatavi stratégiakkal
rendelkezik. A hosszatavii adaptacio a fotoszintetikus membran Osszetételének
valtozasat kivanja meg, mig a rovidtavi adaptaciohoz 4ltaldban a meglévd

membrankomponensek Gjraszervezddése sziikséges (lasd. még 2.5. fejezet).



2.2. A tilakoid membran ultrastruktirdja

Szamos a tilakoid membranban lejatszodo fotoszintetikus folyamat ergsen fiigg
a tilakoid membran szerkezetét6l. Példaul, az elnyelt fényenergia reakci6centrumok
kozotti megoszlasa is nagyban fligg a membranok Osszekapcsolddasatol, a granumos
forma kialakuldsatél. A membranok kationokon keresztiili Osszetapadasat (amelyet
dolgozatomban stacking-nek nevezek) a kozeg ionerdssége hatarozza meg. Igen kis
membranok taszitdsa miatt a membranok kozotti kapcsolat fellazul. A tilakoid
membrant kb. 50-50 %-ban proteinek és lipidek épitik fel, amelyek koziil tobb toltéssel
rendelkezik  (negativan  tOltott  foszfolipidek, fehérjék negativan  toltott
karboxilcsoportjai) (Duniec és mtsi, 1979). Igy a lipidek és fehérjék egyiitt alakitjak ki a
a membran feliilleti toltését, amelynek feliileti eloszlasa nem egyenletes (Barber és
Chow, 1979).

Koréabban tobben vizsgéltdk a kiilonb6z6 kationok szerepét a membran stacking
kialakulasaban (Gross és Prasher 1974; Barber és mtsi 1977). Megallapitottak, hogy
azonos vegyértékii kationok kb. ugyanakkora stackinget alakitanak ki (ez alol kivételt
képeznek a membrannal specifikus kolcsonhatast kialakité ionok). Ahogy n6 a pozitiv
toltések szama egyre kisebb ionkoncentracid sziikséges a hasonldé nagysagi stacking
kialakitasahoz. Ez sokkal inkdbb altalanos elektrosztatikus tulajdonsédgokkal
magyarazhatd, mint az ionok specifikus tulajdonsdgaval. A hatas leirdsara a Gouy-

Chapman modellt hasznéljak (Barber, 1980).



Bér a membran stacking kisebb mértékben kialakul kl-b hidnyos mutdnsokban
is, de a granumos szerkezet kialakuldsat nagy mértékben elGsegiti az LHCII jelenléte

(Barber és Chow, 1979).

2.3. A masodik fotokémiai rendszer

Az alapvetd fényreakciok a fotoszintetikus membran  pigment-protein
komplexeiben mennek végbe: a toltésszétvalasztas a reakcidcentrumokban jétézédik le,
mig az ehhez sziikséges gerjesztési energia legnagyobb részét az antennakomplexek
gytijtik Ossze. A fotoszintetikus reakcidcentrum fényenergia altali kézvetlen gerjesztése
igen ritka. Atlagos megvilagitisi viszonyok mellett ugyanis a reakciécentrumok kl-a
molekulai hozzavetdlegesen masodpercenként csak egyszer gerjesztddnének, ezért az
optimalis miikddéshez alapvetden sziikség van antenna pigmentekre (Junge, 1977b).

A masodik fotokémiai rendszert mintegy 25 polipeptid épiti fel. A PSII
reakciocentruma a D;/D;, protein heterodimer komplexe, amelyhez a citokrom bssg is

kapcsolodik (Nanba és Satoh, 1987). Ezen kiviil a PSII tartalmazza a vizbontd rendszer

polipeptidjeit és az antenna pigment-protein komplexeket is.

2.4. A PSII antennarendszere

A PSII bels6 antennajat két, kl-b molekulat nem tartalmazé komplex épiti fel, a
CP47 és CP43, amelyek polipeptidenként 20-25 kl-a és S B-karotin molekulat képesek

megkdtni. A PSII bels6 antenndjdhoz kozel helyezkedik el néhany kisebb kl-a és kl-b
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tartalmil komplex, amelyek kl-a/kl-b ardnya 2 és 5 kozott valtozik. Ezeket minor LHC
komplexeknek is nevezik (Dainese és Bassi, 1991; Green és mtsi 1991). Ezek
molekulatémeg alapjan CP29, CP26 és CP24 néven ismertek (Peter és Thornber, 1991),
vagy mint LHCIIa, LHCIIc és LHCIId. Ez utobbi nomenklatira szerint az LHCII
LHCIIb-nek nevezik (Jansson, 1994). (Dolgozatomban az elébbi, molekulatomeg
szerinti nevezéktant hasznalom). Ezek a minor LHCII komplexek szerkezetileg
hasonlitanak az LHCII-h6z, de sokkal erésebben kapcsolédnak a PSII-hoz.
Koriilményektdl fliggéen mind a PSII-vel, mind az LHCII-vel izolalhatéak (Crofts és
Yerkes, 1994). A CP26 és CP29 komplexeknek a kl-b tartalma kisebb, a CP24
komplexé nagyobb, mint az LHCII-¢.

Tobb laboratériumban foglalkoznak a karotenoidok kiilonbozé fénybegyiijté
klorofill-protein komplexek kozotti eloszlasaval (Dainese és mtsi, 1992; Bassi és mtsi,
1993; Gilmore ¢s Yamamoto, 1993) A violaxantin, ami az anteraxantin és zeaxantin
prekurzora a xantofill ciklusban, legnagyobb mennyiségben a CP29, CP26 és CP24

komplexben fordul el6 (Horton és mtsi, 1996).

2.5. Az LHCII, a PSII perifeéridlis antenndja

Az LHCII a pigment-protein komplexek koziil legnagyobb mennyiségben
eléfordulo, a PSII-vel asszocialt fénybegyiijt6 klorofill a/b protein komplex, amely a
z0ld novények kl-a molekuldinak kozel felét és a kl-b molekuldk donté hanyadat

tartalmazza.
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Az LHCI a fotoszintézis szempontjabol késéi termék. A fotoszintetikus
prokariotak, a proklorofitak kivételével, egyaltalan nem tartalmaznak kl-b-t. Az LHCII
alapvetd fotofizikai funkcidjan kiviil, fontos szerepet tolt be a granumos struktira
fenntartdsdban, mind a membranon beliili packing, mind pedig az egymassal szemben
1évé tilakoid membranok Osszetapadasa révén - stacking (Staehelin, 1976; Mullett és
Arntzen, 1980; Garab és mtsi, 1991). Nem kevésbé fontos szerepet jatszik a komplex a
hosszatava akklimatizacios €s a rovidtava adaptacios folyamatokban sem (Anderson és
Andersson, 1988).

Az LHCII monomer 232 aminosavbol all6 polipeptidet tartalmaz, 7 kl-a és 5
kl-b molekula (Kiihlbrandt és mtsi, 1994), 2 karotenoid (lutein) és két kiilonb6z6 lipid
foszfatidil-glicerol és digalaktozil-diacilglicerol kapcsolddik hozza (Nussberger és mtsi,
1993). A polipeptid haromszor metszi at a tilakoid membrant. Két transzmembran hélix
30°-0s szoget zar be a membréannal, 43 A (A) és 51 A (B) hossziisagiak. Nyolc klorofill
kotéhelyet azonositottak, ezek koziil 5 az A és B transzmembran hélixhez, 2 a rovidebb
C hélixhez és 1 a D hélixhez kapcsolodik, amely a membran lumen fel6li oldalan
talalhato (2. abra).

A két karotenoid molekulanak a gerjesztési energia kl-a-ra tovabbitasaban és a
triplett allapotu klorofillok kioltasa révén, a toxikus szinglet oxigén kialakuladsa elleni
védelemben van fontos szerepe. Ezenkiviil szerepe van a struktura kialakitdséban is, az
A ¢és B hélix kozotti kotések kialakitdsa révén merevebbé teszi a membrant.

Az LHCII komplex nativ, funkcionalis formdja a monomerek alkotta trimér. A
monomérek kozotti kotés a polipeptidek  kiilonb6zd részei kozott alakul ki, a C

hélixen ill. a B hélix felsé végén keresztiil és az amino- €s karboxil terminalis végeken
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keresztiil, ezenkivill néhany klorofill molekula is részt vesz a monomérek

Osszetartasaban (Kiihlbrandt, 1994).

2. abra Az LHCII szerkezete és elhelyezkedése a membranban (Kiihlbrandt,
1994).

A novények hosszutavii adaptacios képességiiknek koszonhetden, a nevelés
soran alkalmazott fényintenzitas fiiggvényében alakitjak antennaméretiiket. Altaliban a
napfényen nevelt novények antenna mérete kisebb, mint az arnyékban 1évoké. Ilyen
kiilonbség egyazon fajtan beliil ill. ugyanannak a levélnek fény és arnyék oldala k6zott
is megfigyelheté (Anderson és Osmond, 1987; Anderson és Andersson, 1988). A
fényadaptacio soran a PSII antennarendszerében bekovetkezd valtozasok elsdsorban a
periférialis LHCII populaciot érintik; alacsony fényben megndé a periférialis LHCII
populacié aranya a belsé populaciohoz képest (Maenpaa és Andersson 1989).

cpey

Erds fényben a PSII-r6l tobb elektron érkezik, mint amit a PSI fogadni képes, igy a
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plasztokinon molekulék redukalt allapotba keriilnek, az LHCII foszforilacidjaért felelds
kindz a citokrom be/f komplexen keresztiil aktivalodik. A foszforilicié hatiséra (a
feliileten 1évé negativ toltések szamanak novekedése altal) a periféridlis LHCII egy
része levalik a PSII-r6l, csokkentve annak antenna méretét, igy helyreéllitva a két
fotoszisztéma kozotti egyensilyt. A plasztokinon molekuldk oxidéalt allapota -
defoszforilacion keresztiil - forditott irdny folyamatot hoz 1étre (Bennett, 1991; Allen,

1992).

2.6. CD spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus (CD), a balra és jobbra cirkuldrisan polédros fény
abszorbcidjanak kiilonbsége. Igen hatdsos spektroszkdépia modszer bioldgiai mintak
szerkezetének vizsgalatdhoz. A biologiai rendszerekben szintetizalt molekulak dontd
tobbsége optikailag aktiv, Un. intrinzikus CD savokkal rendelkezik, amely a molekula
aszimmetrikus szerkezetébdl szarmaztathaté. Kis méretli komplexekben a CD savok
rovidtavi  kolcsonhatdsokbdl szarmaznak (pl. a dimer kromoférjai kozotti
kolcsonhatasok). Makromolekularis aggregatumokban pl. psi-DNS-aggregatumokban
tovabba egyes organellumokban pl. virusokban vagy kromoszomék esetén a CD jel
altalaban egy-két nagysagrenddel is er6sebb, mint az Oket Osszetevd kisebb
egységekben. A jelintenzitds novekedése mellett a jelalak is lIényegesen megvaltozik, a
,»Kklasszikus”, exciton-felhasadast mutatd spektrumokhoz képest ,,anomalidkat” mutat.
Makromolekularis aggregatumok anomalis CD jele alapjan a szerkezeti paraméterek

pontos meghatarozasara ma még nincs lehet6ség. Az azonban megallapitast nyert, hogy
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az anomalis CD olyan molekularis makrostruktirdk 1étezéséhez kothetd, melyekben a
kromoférok valamilyen helikélis rendben helyezkednek el és a makroaggregatumok
mérete a fény hulldimhosszaval Osszemérhet6. Az ilyen makromolekuldk CD
sajatossagai a psi-tipusti CD elmélettel irhatok le.

1986-ban Keller és Bustamante a kisméretli molekularis rendszerek ‘60-as
években kidolgozott CD elméletét kiterjesztette makromolekuldris rendszerekre. A psi-
tipusi  CD elmélet lényege abban foghaté meg, hogy a makromolekularis
aggregatumokban a nagy kromoforsiirliségnek és a hosszitdvi rendezettségnek
koszonhetéen a rovid hatotavolsdgi kolcsonhatasok mellett a CD kialakitasdban
szamottevl szerepet jatszanak a hosszitavi kolcsonhatasok is. Kirdlisan rendezett
makromolekuldkban ezen - egyébként nagyon gyenge CD-t eredményezé -
kolcsonhatasok igen nagy szamban fordulhatnak eld, ezért rendezett strukturakban
dominénssa valhatnak.

Az elmélet szerint a psi-tipust CD jel amplitidoja - azonos kiralis rend mellett -
a makroaggregatumok meéretével aranyos (Keller és Bustamante, 1986). Ezt LHCII
makroaggregatumokban és tilakoid membranokban is sikeriilt kimutatni (Barzda és
mtsi, 1994). Az elmélet szerint a makroaggregatumokban a gerjesztési energia -
kedvezd esetben - az aggregidtumok egészére is kiterjedhet (Keller és Bustamante,
1986). Barzda és mtsi (1996a) az LHCII psi-tipust anomaliat mutaté aggregatumaiban

kimutattak a gerjesztési energia nagy tavolsagokra val6 vandorlasat.
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2.7. A klorofill molekulik CD spektruma kiilonbozd rendszerekben

A planaris, majdnem szimmetrikus tetrapirrol molekuldk CD jele igen gyenge.
Klorofill molekulat tartalmazé pigment-protein komplexek CD spektruma ezzel
szemben kb. egy nagysdgrenddel erdsebb hasadt savokat tartalmaz, amely sdvok
exciton kolcsonhatdsokbol szarmaznak. CD mérések segitségével igy a pigmentek
rovid hatotavolsagl kolcsonhatasardl nyerhetok informaciok. A 70-es években Faludi-
Déniel -Agnes munkacsoportjaban (1973) megéllapitottdk, hogy az LHCII tartalmi
membranok és az LHCII aggregatumok rendkiviil intenziv, anomalis alaki CD
savokkal rendelkeznek. A jel nagysdga a membranok LHCII tartalméval parhuzamosan
novekedett (Faludi-Daniel és Mustardy, 1983). Ezen anomalidk értelmezése hosszl
ideig nem volt lehetséges. Sokan az anomalis CD-t artefaktumnak mindsitették.

Kiilonb6zdé vizsgalatokkal (cirkularisan polaros fény differencidlis szoras
(CIDS) sajatossagok, CD mikroszkopos leképzések és CD mikrospektrometria (Garab
és mtsi, 1988c¢)) sikeriilt megallapitani, hogy a CD az izolalt LHCII aggregatumokban
ill. a kloroplasztiszban kiralisan rendezett makrodomének jeleniétének koszonhets. A
makrodomének méretét CIDS mérések és differencidlis polarizacidos mikroszkopia
alapjan 200-400 nm-nek talaltédk (Garab és mtsi, 1988c; Finzi és mtsi, 1989). Kl-b
hidnyos arpa mutans (chlorina-f2) és vad tipusi kloroplasztisz CD és CIDS
spektrumainak  Osszehasonlitdsdval —megallapitottdk, hogy a makrodomének
kialakulasaban fontos szerepe van az LHCII polipeptidnek (LHCII hidnyaban
Iényegesen kisebb jelet kaptak) (Garab és mtsi, 1991).

Fiatal buzalevelek tilakoid membranjaban, ahol az LHCII tartalom diurnalis

ciklus szerint valtozik, a periférialis LHCII komplexek szintézise elGsegiti a
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makrodomének szervezddését és a CD jel novekedését, amely arra utal, hogy a
makrodomének kialakuldsdban a periféridlis LHCI komplexek jatszanak fontos
szerepet (Busheva és mitsi, 1991; Liker és Garab, 1995).

Kimutattak tovabba, hogy tilakoid szuszpenzidhoz szorbitot adva, foleg a 688
nm €s az 515 nm-es CD csics amplitidéja n6 meg, a 674 nm-es negativ csics
hozzaadéasaval a 674 nm-es csucs novelhet6 jelentésen és az 515 és 688 nm-es cstcs
alig valtozik. Emellett a CD jel 430-500 nm kozott a negativ tartomany felé tolodik el.
Ugy tiinik, hogy a CD spektrum kialakuldsat és ezzel egyiitt a makrodomének
szervezOdését két kiilso faktor szabalyozza: (i) a kétértékii ionok arnyékold hatisa,
amely a stackinget (a membranok Osszetapadasa) erésiti; (ii) a kozeg ozmotikus
nyomasa, amely a lateralis (membranon beliili packing) kapcsolatot segiti el6 (Garab és
mtsi, 1991).

Korabbi vizsgalatok alapjan ismert, hogy az LHCII részt vesz a membran
stacking kialakitasaban (Mullett és Arntzen, 1980). A makrodomén szervez6dés a PSII
partikulumok Onaggregacids képességének tulajdonithatd, ami a periférialis LHCII
homogén membranrégiot eredményez, amelyben a PSII feldusul és gyakorlatilag nem
tartalmaz PSI partikulumokat, igy a PSI és PSII lateralis szétvalasahoz vezet (Garab és
mtsi, 1991; Barzda és mtsi, 1994).

Az LHCII makrodomének struktura-stabilizald szerepe Osszefiiggésbe hozhato
azzal, hogy az izolalt LHCII megfelelé koriilmények kozott (kationok jelenlétében)
folyadékkristalyos szerkezetet alakit ki (Mullett és mtsi, 1984; Kiihlbrandt, 1984). A

membranba dagyazott makrodomének és az LHCII folyadékkristalyos szerkezetii
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formajanak CD tulajdonsagai hasonl6éak (Faludi-Daniel és Mustardy, 1983; Garab és

mtsi, 1988a).

2.8. Fényindukalt CD valtozdsok

Gregory (1975) figyelte meg eldszor, hogy a kloroplasztisz tilakoid membran
néhany szazalékos nagysagu fényindukalt CD valtozast mutat, amely fliggott a linearis
elektrontranszport mitkodésétdl. Faludi-Daniel és mtsi (1984) szintén azt talaltak, hogy a
fényindukalt CD valtozas a linedris elektrontranszport akceptoraval serkenthetd, mig
DCMU-val gatolhatd, de miikddtetheté a PSI koriili ciklikus elektrontranszport révén is
(DCMU, PMS és Na-aszkorbat jelenlétében). Azt talaltak tovabba, hogy a fényindukalt
CD valtozasok érzékenyek a ApH-ra, de nem gatolhatok a transzmembran teret
lecsengeté agensekkel, pl. valinomicinnel. A fény-minusz-s6tét kiilonbségi spektrumok
alapjan azt a kdvetkeztetést vontdk le, hogy a valtozasok a rovid hatétavolsaga klorofill-
klorofill kolcsonhatasokban kovetkeznek be.

Garab ¢és mtsi (1988b) kimutattdk, hogy a fényindukalt CD valtozas szerkezeti
atrendezO0désekbdl szarmazik, amely azonos kovetkezményekkel jar valamennyi
pigmentet illetéen. Azonos kinetikdju valtozasok voltak mérhetdk a karotenoidok, a kl-a
és a kl-b megfelelé spektrumtartomédnyaiban (485, 510 és 690 nm-nél) (3. abra). A
szerkezetvaltozasok altalanos - és nem egy-egy pigment par - részvételét mutatta az is,
hogy azok a differencialis fényszoras komponens segitségével is kimutathatok voltak, pl.
540-560 nm-en, vagy a 720 nm feletti tartomanyban. Ezért Garab és mtsi (1988b) -

tamaszkodva azon eredményekre is, amely az abszorbcios eredetii (exciton) CD savokra
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szuperponalddott differencidlpolarizacios jel kirdlis makrodoménekbdl valé szarmazésat
mutatta (Garab és mtsi, 1988a) - arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a CD valtozasok
egy 4ltaldnos szerkezeti atrendez6désb6l szarmaznak, melynek sérén a kiralis
makroszerkezet valtozik meg. Az is megallapitasra keriilt, hogy ezek a valtozasok sokkal
specifikusabbak, mint az ezeket kisérd, altalaban kisebb (nem differencialpolarizacios)

fényszoras valtozasok é€s kinetikdjukban is eltérnek azoktol.

ON OFF
’ 1 min
485 nm ey
510 nm
690 nm
o
e
S (S
<

3. abra A fény-indukalt CD valtozas nagysaga és kinetikaja harom kiilonbozé

hullamhosszon (Garab és mtsi, 1988b).

Ezen vizsgalatok azt is megéllapitottdk, hogy ezek a szerkezetvaltozasok
fokozatosan egyre intenzivebbé tehetdk és nagysaguk a 80 %-ot is elérheti - jollehet
ilyen valtozasok a fotoszintetikus elektrontranszport szamldjara nem irhatok.
Nigericinnel, NH4Cl-dal és imidazollal végzett mérések segitségével - a korabbi

eredményekkel jO egyezésben - az talaltak, hogy a fényindukalt CD valtozasok
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érzékenyek a ApH-ra, de azt is megallapitottdk, hogy azzal kozvetleniil nem
korrelalnak. (A ApH gyors lecsengetése nem befolyasolja a fényindukélt CD valtozas
lecsengését.) A ApH ezen szerepének ugyanakkor ellentmondani latszott az, hogy az
gramicidinnel nem vagy csak alig volt gatolhatd. Ferricianid hozzaadéasa utan végzett
mérések (O, fejlodés és fényindukalt CD véltozas) azt jelezték, hogy a
szerkezetvaltozdsok és a fotokémiai aktivitds kozott kozvetlen dsszefiiggés nincs. A
szerzOk ezért azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a valtozasokat végsé soron a
fotokémiailag kialakitott ApH és/vagy a fotokémiai apparatus miikodését kisér6 lokalis
iongradiensek kialakuldsa ,hajtja”. Ez a mechanizmus lényegében nagyon hasonl6 a
korabbi ApH-val 0sszefliggd - és pl. fényszoérasként detektalt - szerkezetvaltozdsok
értelmezésére javasolt mechanizmusokhoz (Briantais és mtsi, 1980), vagy a ApH-tdl
fiiggd fluoreszcencia kioltds mechanizmusdhoz (v.6. Horton és mtsi, 1996). A
fényindukalt CD valtozds ezen jelenségekkel vald kapcsolata nem ismert. A CD
valtozasok a kiradlis rendezettségre vonatkozdéan specifikus, kozvetlen szerkezeti
informaciét informaciét hordoznak, amelyek ezért jol hasznalhatok a fotofizikai

apparatus szerkezeti valtozésainak kovetésére.

2.9. A fenygatlas elleni védekezés

A fénybegyiijté komplex pigmentjeinek molekularis rendezettsége biztositja a
hatékony energiadtadast a reakcidcentrumok felé, igy a fotoszintézis mar alacsony
fényintenzitason is képes magas hatasfokkal miikodni. Ennek kovetkezménye, hogy

magas fényintenzitdson az elnyelt fényenergia mennyisége nagyobb, mint amit a

20



novény fotoszintetikusan hasznositani képes és a fotoszintetikus szisztéma fényindukalt
karosodast szenvedhet. Ilyen koriilmények kozott a névény a gerjesztési energia
disszipaciojaval védi meg magat a fénygatlassal szemben, amely mint nem-fotokémiai
fluoreszcencia kioltas mérhet6 (qN) (Horton és mtsi, 1996).

Tobbféle nem-fotokémiai kioltast ismeriink, amelyek egymastdl a relaxacids
kinetik4juk alapjan kiilonboztetheték meg (Demmig és Winter, 1988; Horton és Hague,
1988; Walters és Horton, 1991). Leveleken - magas fény mellett - a legfontosabb
kioltas az energiafliggé nem-fotokémiai kioltas (qg), amelynek relaxéacios ideje néhany
masodperctdl percekig tarthat. A qg szorosan kapcsolddik az elektrontranszport soran a
tilakoid membran két oldala kozott kialakult pH kiilonbséghez. (Briantais €s mitsi,
1979; Wraight és Crofts, 1979; Krause és mtsi, 1982).

Tobbféle - egymast nem kizar6 - elképzelés létezik az er6s megvilagitds soran
bekovetkezé disszipacidés folyamatokra vonatkozodlag. Ezek koziil az alabbiak
emelhetdk ki:

(1) Donor oldali mechanizmus: az oxigén-fejleszté komplex gatlasa hozza létre a
kioltast. Ez az inhibicié P680" kialakulasahoz vezet, amely maga a kiolté (Schreiber és
Neubauer, 1990; Krieger és mtsi, 1992).

(11) Akceptor oldali mechanizmus: A kioltas a feofitin redukcidjan keresztiil jon létre.
Amikor a plasztokinon ,,pool” teljesen redukalt és a Qa thlredukaltta valik, (kettds
redukcid) gyors disszipacios ciklus alakul ki a PSII koriil és az elektronok a redukalt
akceptor komplexrdl visszajutnak a donor oldalra egy a citokrom bsso-et magéaba
foglalo reakciuton keresztiil (Nedbal és mtsi, 1992).

(111) Antenna mechanizmus: Az LHCII aggregéaciés allapotanak megvilagitas hatasara

bekovetkezd véltozasan keresztiil megy végbe a kioltas. Az utobbi idében egyre tobb
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bizonyiték van ennek a mechanizmusnak a megvalosulasara (Horton és mtsi, 1991;
Horton és mtsi, 1996). Dolgozatomban felsorolt eredmények is 6sszhangban vannak
azzal, hogy ilyen mechanizmus miikodik a névények erés fény elleni védekezése soran.

Yerkes és Crofts (1992) megmutattak, hogy a kioltashoz nem sziikséges aktiv
PSII. Ebben a kisérletben a PSII feldli elektrontranszportot DCMU-val gatoltak, a
ApH-t DAD (donor) és metilviologén vagy ferredoxin és NADP (akceptor) segitségével
csak a PSI-en keresztiil alakitottak ki. A fluoreszcencia hozamot mérve azt talaltak,
hogy a kioltas nem fliggott az oxigén-fejlesztd enzim éllapotétél (a DCMU hozzéaadasa
el6tt 0 vagy 2 flash-t adtak a mintara). A kioltds mértékét nem befolyésolta, ha a PSII-t
NH,OH ¢és DCMU hozzdadasaval gatoltak, vagy az oxigén-fejleszté komplex
proteinjeit Tris kezeléssel eltavolitottak.

A ge maximalis nagysaga kiilonbozé fajokban valtozo. Ertéke kiilonosen olyan
novények esetén magas, amelyek jol alkalmazkodnak extrém kornyezeti hatasokhoz

(Horton és Ruban, 1992).

2.9.1. Bizonyitékok az LHCII-t magaba foglalo kiolto mechanizmus létére

(1) Mélyhomérsékletii fluoreszcencia spektrumok vizsgalataval kloroplasztiszban
megallapitottak, hogy a qg kialakuldsa kozben a 680 és 700 nm-es LHCII antennara
jellemz6é sav intenzitasa valtozik. Izolalt LHCII esetében hasonld valtozasok
figyelhet6k meg (Horton és mtsi, 1991).

(i1) Latszolagos abszorbcid valtozas: Mar tobb éve ismert, hogy a qg Osszefiigg a

fényszoras valtozassal - ezeket a valtozasokat altalaban 510 és 550 nm kozott
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detektaltak €s ugy talaltdk, hogy a ApH kialakuldséval kapcsolatosak (Deamer és mitsi,
1967). Kinetikai vizsgélatok azt mutattdk, hogy a szoérastranziensek nagyon
hasonlitanak a gg-re (Sivak és mtsi, 1985; Bilger és mtsi, 1988). Horton és mtsi (1991)
kimutattdk, hogy ha antimycin A-val gatoljak a qg kialakulasat, akkor a fényszoras
legfontosabb komponense 530 nm-en gétolt, és ez a valtozas a qg-hez kapcsolodik. A
fényszoras véltozdsokat a tilakoid membran szervez6désének valtozasibol
szarmaztattak, nem pedig a PSII fotokémiéjénak specialis gatlasabol (Krause, 1974).
(ii1) Az antimycin A a qg jol ismert gatloszere, amely gatolja a fényindukﬁlt fényszoras
Ruban, 1992).

(iv) LHCII-t nem tartalmazé mutdnsok: Kimutattak, hogy a qg sokkal kisebb kl-b-t nem
tartalmaz6 arpa mutdnsokban és szabalyoz6 hatasa is kisebb a PSII fotokémidjara.

(Genty és mtsi, 1990; Horton és Ruban, 1992)

2.9.2. A ApH szerepe

Altalanosan elfogadott nézet szerint a qg szorosan dsszefligg a ApH-val ill. a qe-t
ApH-fiiggd kioltd mechanizmusnak tekintik (Briantais és mtsi, 1996; Horton és mtsi,
1996). Azonban nem ismert pontosan, hogy a ApH milyen tton szabalyozza a qg-t.

A tilakoid lumen savasodasa aktivalja a xantofill ciklust, a violaxantin

zeaxantinnd valo deepoxidalasat anteraxantinon keresztiil. Masrészt a protonacié képes

. piey

megvaltoztatasara. Izolalt kloroplasztisz esetén a qg a lumen savasodasatdl fiigg és a
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zeaxantin + anteraxantin mennyiségével aranyos (Gilmore és Yamamato, 1993). Az
elektrontranszportlanc szétkapcsoldi gatoljak mind a qg-t mind a deepoxidéacidt. A
ditiotreitol (DTT) gatolja a deepoxidaciot, csdokkenti a qe-t, ugyanakkor nincs hatassal a
kialakult pH kiilonbségre (Gilmore és mtsi, 1995).

Az LHCII domének lumen oldaldn szdmos glutamat és aszpartat csoport van
(Karlin-Neuman és mtsi, 1985), amelyek protonalédni képesek a lumen savasodasaval.
A DCCD, amely kovalensen képes kotddni a hidroféb domének karboxil csoportjaihoz,
gatolja a PSII-tdl fliggd lumen savasodast. Azt talaltdk, hogy DCCD gatolja a qg-t is
(Ruban és mtsi, 1992). Ezen eredmények alapjan, Horton és mtsi (1992) ézt a hipotézist
allitottak fel, hogy a qg 1étrejottéhez az elsd 1épés az antenna komplexek protonalodasa
(valésziniileg a CP 29 protonalédasa - amely a PSII ,,core” komplexéhez kozelebb
helyezkedik el), amely képes lehet az antenna polipeptidek konforméciévéltozését
létrehozni.

Az a megfigyelés, hogy az LHCII-n a DCCD két6hely egyben Ca** ion kotéhely
is, szerepet tulajdonit a Ca®* ionnak is a qg létrejottében (Webber és Gray, 1989).
Megfigyelték tovabba, hogy a qg kialakuldsa Ca*" csatorna inhibitorokkal gatolhato
(Horton és Ruban, 1992). Ezek a kisérletek megerdsitik az LHC  minor

antennakomplexek struktiravaltozasban betoltott szerepének jelentdségét.

2.9.3. A zeaxantin szerepe

Demmig-Adams (1990) kimutatta, hogy a violaxantin zeaxantinnd torténd

atalakulasa in vivo a qg kialakuldsaval korrelal, és gy gondoltak, hogy a zeaxantin a

24



disszipacié szempontjabol fontos vegyiilet. Ezzel szemben all Noctor és mtsi (1991)
megfigyelése. Kloroplasztiszt izolaltak levélbdl, amit elézéleg ugy kezeltek, hogy
kiilonb6z6 aranyban tartalmazza a violaxantint és a zeaxantint. A qg kialakulasidhoz
szilkséges ApH a zeaxantin mennyiségének névekedésével aranyosan csokkent.
Kloroplasztiszban zeaxantinnal és anélkiil kialakult qg nagysaga azonos volt. Vagyis a
violaxantin zeaxantin atalakulds csak segit a qg kialakuldsaban, amely azonban enélkiil
is létrejon (Rees és mitsi, 1989). Bar a xantofill ciklus szerepére vonatkozdan
kiilonbozoek az elképzelések, a fénygatlassal szembeni védelem szempontjabdl valo
fontossdga nem vitathaté (Horton és mtsi, 1996).

Mivel a zeaxantin legnagyobb mennyiségben a CP24, CP26 és CP29 minor
LHC komplexekben fordul eld, a zeaxantin-violaxantin atalakulas szerepe ezen

komplexek jelentdségére utal.
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3. CELKITUZES

Korabbi eredmények szerint a tilakoid membranban az antenna pigment-protein
komplexeket tartalmazé makrodomének biztositjdk azt a szervezeti egységet (az
egybefliggd, td-szerll antennarendszert), amelyen beliil az energiaétadés hatékonysaga
optimalis. A makrodomének kialakuldsdban az LHCII fontos szerepet jatszik.
Megallapitast nyert az is, hogy az aggregacio fiigg a kationok jelenlétét6l és az
ozmotikus nyomas is befolyasolja.

Az LHCI molekuldk transzmembran irdnya Osszekapcsolodasanak fontos
szerepe van a granumos szerkezetet stabilizdldsdban is. Tovabba az LHCII nagyfoku
aggregacios készsége magyardzatul szolgal a két fotokémiai rendszer lateralis
elvalasztasara is. Ezen tilmenden az LHCII részt vesz mind a rovidtavu energiaeloszlas
szabalyozasaban, mind pedig a hosszabb tavu adaptacios folyamatokban is.

Mivel a gerjesztési energia hasznositasa ill. disszipacidja és foleg ennek
szabalyozdsa nem ismert teljességében, igen fontos feladat az LHCII-t tartalmazd
makrodomének szerkezeti dinamikajanak vizsgalata.

A feladat elvégzéséhez rendelkezésiinkre all egy hatékony modszer, a
fényindukalt CD valtozas mérése, amely segitségével a tilakoid membran
makrodoménjeinek szerkezetvaltozéasa jol kovethetd izolalt kloroplasztiszokon.

A makrodomén aggregacid allapotanak és szerkezeti dinamikajanak vizsgalata
csoportunkban harom szalon haladt:

e in vivo koriilmények kozott, izolalt kloroplasztiszon

e in vitro, izolalt LHCII pigment-protein komplexeken
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e in vitro, izolalt LHCII komplexeken a lipid kornyezet fliggvényében

Dolgozatomban az izolalt kloroplasztiszon végzett munka eredményeit mutatom
be.

Csoportunkban végzett korabbi vizsgalatok eredményei alapjan azt a
kovetkeztetést vontdk le, hogy a makrodomének szerkezetvaltozasa a fotoszintetikus
elektrontranszport miikodésétol ill. a fotokémiailag generalt transzmembran pH
kiilonbségtol fiigg. A makrodomének szerkezetvaltozdsanak természetér6l azonban
kevés informacidé 4allt rendelkezésiinkre ill. az eredmények értelmezése sem volt
kielégitd, ill. nem volt mentes ellentmondéasoktdl (ti. a ApH és az elektrontranszport
szerepét illetden). Ezért és feltételezhetd regulacids (fényadaptacid) szerepe miatt valt
sziikségessé a fényindukalt CD valtozassal detektalhatd szerkezetvaltozasok szélesebb
kori jellemzése.

Munkam soran a kovetkez6 témakdoroket vizsgaltam:

e az elektrontranszport és a fényindukalt CD valtozas kozotti kapesolat

e kiilonboz6 kationok hatdsa a fényindukalt CD véltozasra és ezzel

Osszefliggésben a membranon keresztiili iontranszport szerepe

¢ a fényindukalt CD valtozas homérséklet fliggése

e kiilonb6z6 gatloszerek hatasa a fényindukalt CD valtozasra, kiilonos

tekintettel azokra, amelyek a qg-t gatoljak

e olyan folyamatok és a fényindukéalt CD valtozas kapcsolatéqak vizsgalata,

amelyek kialakulasdban az LHCII struktiravaltozasa szerepet jatszhat

(membran permeabilitas, foszforilacio)
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Munkédm szorosan kapcsoldodik a munkacsoportunkban folyd, masik két
témahoz, amelyekkel tobb oldalrol kozelithetd meg a makroaggregacid szerepe és

jelentdsége. Ezeket részben felhasznaltam a munkam soran.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Novényi anyag

A kisérletekhez iiveghdzi koriilmények kozott nevelt, kéthetes borsd (Pisum

sativum L.) ndvényekbdl izolalt kloroplasztiszt €s tilakoid membrant hasznaltam.

4.1.1. Intakt kloroplasztisz

A lecsipegetett leveleket olloval Osszeapritottam és konyhai mixerbe raktam
annyit, hogy az izolalé6 médium (0,35 M szorbit, 20 mM tricin/KOH (pH 7,7), 0,2 mM
MgCl,) ellepje (Garab és mtsi, 1988b). A leveleket legkisebb fordulaton haromszor 5
s-ig apritottam, majd a durva szuszpenziét 20 um-es, 8 rétegii nylon sziirén
valasztottam el a fel nem tart részektdl. Ezutan centrifugalassal (1 perc, 500 g)
eltavolitottam a tormeléket. Az intakt  kloroplasztiszt ujabb centrifugalassal
letilepitettem (1 perc, 1500 g). Az iiledéket ecsettel, Ovatosan szuszpendalo
médiumban (0,35 M szorbit, | mM tricin/KOH (pH 7,7)) felszuszpendéltam €s ismét
letilepitettem (1 perc, 1500 g). Az iiledéket 0,35 M szorbit, 20 mM tricin/KOH (pH
7,7), 5 mM MgCl,, 10 mM KCI tartalmi médiumban ismét felszuszpendaltam és a
kloroplasztiszt a mérés megkezdéséig ebben taroltam. A méréseket, ha ezt kiilon nem

emlitem, ugyanebben a pufferben végeztem.
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Az izoldldas sordn minden miiveletet 4 °C-on végeztem. Az intakt

kloroplasztisz kb. 6 dran keresztiil volt felhasznalhatd.

4.1.2. Tilakoid membran

A tilakoid membranokat intakt kloroplasztiszbol ozmotikus feltoréssel
nyertem. Toré pufferként 20 mM tricin/KOH ( pH 7,7), 5 mM MgCl, tartalmut
médiumot hasznaltam. Az ozmotikus feltorés kozvetleniil a mérés el6tt, a'kﬁ;éttéban
tortént. A feltorés utan a mintdhoz azonos térfogati 0,7 M szorbit, 20 mM tricin/KOH
(pH 7,7) és 5 mM MgCl, tartalma puffert adtam, igy a méréseket az intakt
kloroplasztiszndl leirt médiumban végeztem. |

Mind az intakt kloroplasztiszt, mind pedig tilakoid membrant hasznalva, a

mintat a mérések elbtt 5 percig sotétben tartottam, igy minden mérésnél hasonl6 sotét

adaptalt allapotb6l indulhattam ki.

4.2. Miiszeres méromodszerek

4.2.1. A klorofill tartalom meghatarozasa

A klorofill tartalom meghatarozasa Arnon (1949) modszerével tortént. A
kloroplasztisz szuszpenzidét 80%-os acetonba téve a mérést zavaré fehérjék

kicsapathatok és centrifugalassal eltavolithatok. A kl-a és b abszorbciojat 664 és 646
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nm-en mértem (Ages €s Agss-ként jelolve). A spektrofotométert 720 nm-re nullaztam.
A kl-(atb) tartalom az alabbi médon szamithato:
Kl (a+b)=(8.02*%Ag64120.2* Ag46)*0.1
A mérés soran 10 ml 80%-os acetonban 100 pl kloroplasztisz abszorbcidjat
mértem. Igy a végeredményként kapott kl-(a+b) koncentraciot mg/ml egységben

kaptam.

4.2.2. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia -

A CD spektrumokat Jobin Yvon CD6 dikrograffal vettiik fel, a klorofill
tartalom mind az intakt kloroplasztisz, mind a tilakoid membran esetében 20 pg/ml
volt.

A fényindukalt CD mérések elvégzéséhez a gerjesztd fényt a merdéfény
irdnyara mer6legesen fokuszaltam a mintara. A fotoelektronsokszorozo el6tt Corning
2-64 voros sziir6t, a gerjesztd fénysugarban Corning 4-96 kék sziirdt helyeztem el. A
600 nm alatti méréseknél a két szlir6t megcseréltem. A gerjesztd fényt egy 650 W-os
wolfram lampa fényébodl, vizszlird és a mar emlitett livegsziird kozbeiktatdsaval
nyertem. A gerjeszté fény intenzitdsa 500 W/m” volt, ha a kisérleteknél kiilon nem
emelem ki.

A fényindukalt CD valtozasokat 510, 690 és 670 nm-en vizsgaltam, harom
perces fény-sotét ciklusokban. A CD valtozasok kinetikdja az alkalmazott
hullamhosszokon egymassal megegyez6 volt és gatloszerek jelenlétében kiilonbozo

hullamhosszokon azonos mértékli gatlast kaptam. Megjegyzendd, hogy a 670 nm-es
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csucs negativ, igy ennek abszoldt értéke valtozott hasonléan, mint a pozitiv csticsok
intenzitasa. Az eredmények ismertetésénél altaldban az 510 nm-en mért véltozasokat

mutatom be.

4.2.3. Fényindukalt fényszoras mérés

A fényindukalt fényszords valtozdst Shimadzu UV 3000 kétsugaras
spektrofotométerrel mértem, két-hulldmhossz iizemmodban. A mintara két kl'.'ﬂ-‘énbéz()'
hulldmhosszusagi fényt bocsatottam (505 és 545 nm) és ennek kiilonbségét
detektaltam. A mérés koriilményei megegyeztek a fényindukalt CD valtozasnal

leirtakkal, a kiillonbség hogy a klorofill koncentracié 40 pg/ml volt.

4.2.4. A fényindukalt fluoreszcencia kioltas mérése

A fényindukalt fluoreszcencia kioltds mérésére Walz PAM 103 kl-fluorimétert
hasznaltam. A mérés feltételei a fényindukalt CD valtozds mérésénél leirtakkal
megegyezoek, azzal a kiilonbséggel, hogy a sotét periodusban rovid idejli, a
megvilagitd fénnyel megegyezd intenzitasi fényimpulzusokat adtam a mintara. A

minta klorofill koncentracidja 5 pg/ml volt.
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4.2.5. Az elektrontranszport sebességének mérése

A  fotoszintetikus elektrontranszport sebességét Hill-reakcid mérésével
hataroztuk meg, viztél ferricianidig. Az alkalmazott modszer az akceptor redox
allapotanak valtozdsan alapul. Az abszorbcidvaltozas mérésére a korabban emlitett
Shimadzu UV 3000 spektrofotométert hasznaltam, kétsugaras lizemmodban. A mérés
soran a minta klorofill koncentracigja 10 pg/ml volt és 1 mM ferricianidot

tartalmazott. A mérést 420 nm-en végeztem. Szétkapcsoloként (,,uncoupler”’-Ként) 10

mM NH,Cl-ot hasznaltam.

4.2.6. A ApH mérése

A membran két oldala kozott kialakult pH kiilonbséget 20 uM neutral red
indikator jelenlétében mértem, Shimadzu UV 3000 spektrofotométerrel, 553 nm

hulldamhosszon (Junge és mtsi, 1979). A minta klorofill koncentraci6ja 30 pg/ml volt.

4.2.7. A Mg*" ion felszabaduldsénak mérése

A Mg* ion sztroma oldali koncentraciéndvekedését Eriochrome Blue SE
metallokrém indikatorral hataroztam meg. A méréshez 0,35 M szorbit, 10 mM NaCl,
0,5 mM KH,PO4, 20 mM Na-acetat és 40 mM HEPES/NaOH (pH 7,7) médiumot

hasznéaltam. Az Eriochrome Blue SE koncentraciéja 0.1 mM, a klorofill koncentracid
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30 pg/ml volt. A mérést 554-592 nm-nél, Shimadzu UV 3000 spektrofotométerrel
végeztem. Ez a hullimhossz igen szelektiv a véltozasra. Kisebb és kiilonboz6
kinetikaji fény/sotét jelet kapunk az indikator hidnyaban, amely a qg fényszoras
véltozdsahoz kothetd. A Mg®" ion transzport az Eriochrome Blue SE indikétor

jelenlétében és hidnyédban kapott jel kiilonbségével jellemezhetd (Krause, 1977).

4.2.8. A citokrom bssg redox allapotainak és tranzienseinek mérése

A citokrom bsso két formajanak meghatdrozasa spektrofotometridsan, a
redukalt és az oxidalt forma abszorbcidja alapjan tortént. Redukaldszerként ditionitot
és hidrokinont hasznaltunk, mig az oxidaloszer ferricianid volt. Mig a hidrokinon csak
a citokrém bssg HP formajat képes redukalni, a ditionit mind a HP mind az LP forma
redukcidjara képes. A méréshez Shimadzu UV 3000 spektrofotométert hasznaltam,
két kiillonb6z6é hulldmhosszisagu fényt bocsatva a mintara. A referencia hullamhossz
570 nm volt. A minta 77 pug/ml klorofillt tartalmazott. A mérés soran elészor 559 nm-
en megmértem a minta abszorbciodjat (alapvonal), majd 0,4 mM ferricianidot adtam
hozza. 3 perc mulva, amely az egyensulyi allapot eléréséhez volt sziikséges, ismét
megmértem a minta abszorbcidjat 559 nm hullamhosszon (oxidalt allapot), majd
hasonléan jartam el 1,5 mM hidrokinon és 5 mM ditionit hozzaadasa utan is. Ezek
utan egy ujabb mintaval ugyanezt a mérést 554 nm hullamhosszon is elvégeztem

(Barabas €s Garab, 1989).
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A citokrém bssg koncentracidja a Beer-Lambert térvény alapjan szamithatd. A

kovetkezd egyenlet alapjan a koncentraciot mM egységben kaptam.

[cyt bsso] = (Ass59-0.34%As54)/13.6
Assg, Assq: a redukalt és oxidalt forma abszorbciojanak kﬁlb'nbsége az adott
hullamhosszon, a referencia hullamhosszhoz képest (Whitmarsh és Ort,
1984).
A citokrom bssg HP és LP forméjat a megfelelé oxidalt és redukalt forma
kiilonbségeként szamithatjuk (Whitmarsh és Ort, 1984; Horvath és mtsi, 1996)-

A citokrom bsso HP oxidalt és redukalt forméjanak ardnyanak szamitdsat

szintén az elébb leirt mérés alapjan végeztem.

4.2.9. Az elektrokrom abszorbciovaltozas mérése

A mérérendszeriinkben (Barabés és mtsi, 1985) a kiivettiban 1évé mintara egy
monokromatorral 515 nm hullimhosszisagh fényt bocsdjtottam. A gerjesztés két
oldalrél villanéfénnyel torténik, programban iddzitett mdédon. A mintan atjutd
monokromatikus fényt egy fotoelektronsokszorozé detektalta, majd egy differencial
er6siton keresztiil egy sokcsatornas analizatorbol atlagolassal nyertem a villanofény
indukalt abszorbcids kinetikat. A mérések soran a gerjesztés frekvencidja 1 s, az

1smétlések szama 20 volt.
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5. KISERLETI EREDMENYEK

5.1. A makrodomén szervezddés szerepe

A 4. abran lathato a kloroplasztisz CD spektruma 20 mM tricin (pH 7,7)
tartalmi kozegben és 0,35 M szorbit €s 5 mM MgCl, hozzaadasa mellett. A két
spektrum kiilonbsége a kiralisan rendezett PSII partikulumok jelenlétébc’SlA szérrnazik
(Barzda és rﬁtsi, 1994). Granumos kloroplasztiszban, a Mg*" ionok elektre;ztatikus
hataséanak ill. a szorbit ozmotikus nyomasanak kdszonhetéen a szomszédos membranok
kozott stacking és a membranokon belill packing kolcsonhatas jon 1étre az LHCII
makrodomének kialakuldsdhoz vezet. Hipotonikus (alacsony ozmotikus nyomasu)
médiumban alacsony ionerdsség mellett nem alakul ki a makrodoménekre jellemz6
spektrum, a jel a pigment-protein komplexek kozotti exciton, rovidtava
kolecsonhatasbol szarmazik (1-el jelzett spektrum).

A makrodoménekre jellemz6 psi-tipusi CD spektrum harom f6 savval

rendelkezik, (+) 515, (-) 674 és (+) 688 nm-es csucsokkal (4. abra, 2. gorbe). A savok

crey

(Garab és mtsi, 1991).

A 5. abra ezen mintdk fényindukalt CD valtozasat mutatja. Lathatd, hogy
fényindukalt CD vaéltozas csak a psi-tipusu CD jellel rendelkez6 mintdban, azaz
makrodomének jelenlétében van. Tehat a makrodomének jelenléte feltétele a

fényindukalt CD valtozas 1étrejottének. A fényindukalt CD jel nagysaga fiigg a médium
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szorbit és kation tartalmatol (az 5.7. fejezetben bdvebben lesz szd rdla), ill. fligg
magatdl a ndvényi mintatol. Sajnos az liveghdzban nevelt névények esetén nem mindig
ugyanazok a nevelés koriillményei (befolyasolhatjdk a kinti homérséklet és napfény
stb.), igy a fényindukalt CD jel nagysdga kiilénbdz6 mintdk esetén kiilonbozé, 4ltaldban

a CD amplitidé 30-80 %-a volt.
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4. abra A kloroplasztisz CD spektruma 400-800 nm tartomanyban, 20 mM
tricin (pH 7,7) (1) és 0,35 M szorbit, 20 mM tricin (pH 7,7) és 5 mM
MgCl; tartalmu kozegben (2). A klorofill koncentracio 20 pug/ml volt.

Az a tény, hogy az exciton savokkal rendelkezd pigment-protein komplexek
esetében nincs fényindukalt CD valtozas, azt is mutatja, hogy a strukturavaltozas nem
magukban a pigment-protein komplexekben jatszodik le, hanem a partikulumokbol
kialakult nagy doménekben, a pigment-protein komplexek kozotti- kdlesonhatas

valtozasabol ered. Ez jol egyezik a korabbi eredményekkel (Garab és mtsi, 1988b;
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Barzda és mtsi, 1996b). A makrodomének jelenlétében a fényindukélt CD valtozés

legféképpen a psi-tipust savokat érinti, mig az exciton savok valtozatlanok maradnak.

6.0
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5. abra A kloroplasztisz fényindukalt CD valtozasa 510 nm-en mérve, 20 mM
tricin (pH 7,7) (1) és 0,35 M szorbit, 20 mM tricin (pH 7,7) és 5 mM
MgCl; tartalmu kézegben (2). A klorofill koncentracio 20 ug/ml volt. A
nyilak a megvilagito fény be- és kikapcsolasat jelzik, amelynek

intenzitdsa 500 W/m’ volt.
A fluoreszcencia hozam mérés szintén kiilonbséget mutat a két minta esetében
(6. abra). Makrodomének jelenlétében a fényindukalt CD valtozassal egyiitt a
fluoreszcencia hozam is szignifikans valtozast mutat, azonban a fényindukalt CD-vel
ellentétben az alapallapot nem allithato vissza sotétben teljesen. Ugyanakkor,
hipotonikus kozegben, alacsony ionerdsség mellett, amely a psi-tipusd CD jel és a

fényindukalt CD valtozas hidnyahoz vezet, reverzibilis fluoreszcencia hozam véltozas

sem detektalhat6 (6. abra 1. gorbe).
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E két minta fluoreszcencia kiilonbsége nem magyarizhaté a fotokémiai aktivitds
valtozasaval, amely a két mintanal 1ényegében azonos volt.

Ezen kisérletek alapjan megallapithaté, hogy LHCII-t tartalmaz6 tilakoid
membranokban a fényindukalt reverzibilis struktiravaltozds és az ezzel
Osszekapcsolodo viéltozas a fotofizikai reakcidutban csak a kirdlis makrodomének

jelenlétében figyelhetd meg.
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6. abra A fluoreszcencia hozam valtozasa intakt kloroplasztiszon 20 mM tricin
(pH 7,7) (1) és 0,35 M szorbit, 20 mM tricin (pH 7,7) és 5 mM MgCl,
tartalmu kozegben (2). A minta klorofill koncentracioja 5 pug/ml volt. A
sotét periodusban néhany 1-2 s hosszusagu a gerjeszté fény
intenzitasaval megegyezd intenzitdasu féenyimpulzust adtunk a mintara. A
nyilak a gerjeszté fény be- és kikapcsolasat jelzik, amelynek intenzitasa
500 W/m’ volt.

39



5.2. A makrodomének strukturaviltozasinak homérséklet fiiggése

A fényindukalt CD valtozas erds homérsékletfiiggést mutat (7. abra). A
valtozas sebessége és amplitiddja, mind a fény bekapcsoldsa utan, mind a so6tét
helyreallds fazisdban erdsen fiiggdtt a homérséklettol: 2 °C-t6l kb. 30 °C-ig monoton

novekedett a hdmérséklettel.
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7. abra A kloroplasztisz fényindukalt CD valtozasa az adbran jelolt
homeérsékleteken 510 nm-en mérve. A nyilak a fény be- és kikapcsolasat
jelzik, intenzitdsa 500 W/m’ volt. A klorofill koncentrdcié 20 pg/ml volt.
A kinetikak egymashoz képest eltoltak, igy az dbra csak a relativ
valtozasokat mutatja.

40



A fény hatdsara létrejott valtozds kezdGsebességébdl ill. a viszaalakulas
sebességébdl szamolt aktivacios energia'értéke 18.2 kJ/mél ill. 10.9 kJ/mél volt. (Az

aktivalési energia kiszdmitasdhoz az Arrhenius mddszert hasznaltam (Atkins, 1992) (8.

abra).)

Homérséklet, K

313 308 303 298
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8. abra A fényindukalt CD valtozas kezdeti sebességének homérséklet fiiggése,
a megvilagito fény bekapcsolasakor (fény) és kikapcsolasakor (sotét).

35-40 °C kozotti hémérsékleten a fényindukalt CD valtozas hirtelen megsziinik.
Ezzel szemben a psi-tipusi CD savok nem tiinnek el teljesen (9. abra), még igen magas
(45-50 °C) homérsékleten sem, bar jelentdsen csokkennek, ugyanakkor a spektrum

jellege véltozatlan marad.
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9. abra A kloroplasztisz CD spektruma a vorés tartomanyban kiilonbézé
hémeérsékleten, 27 °C (1) és 38 °C (2). A mérést 20 mM tricin (pH 7,7),
0,35 M szorbit és 5 mM MgCl, tartalmu kézegben végeztiik. A klorofill
koncentracio 20 ug/ml volt.

5.3. Az elektrontranszport és a fényindukalt CD valtozas kapcsolata

Koréabbi vizsgalatok (DCMU, ionoforok) a fényindukalt CD valtozds és a
fotoszintetikus elektrontranszport kapcsolatat mutattak (Gregory, 1975; Faludi-Daniel
és mtsi, 1984; Garab ¢és mitsi, 1988b). Ugyanakkor az az eredményiink, amely szerint
izolalt LHCII esetén is megfigyelhetd fényindukalt CD véltozas, ezzel ellentétben van
(Barzda és mtsi, 1996b). Ezért tovabbi vizsgalatokat végeztiink a két folyamat
kapcsolatanak tisztazasara.

Els6 1épésként megmértiik a fotoszintetikus elektrontranszport és a fényindukalt

CD valtozas fényintenzitds fliggését. Ahogy ez a 10. &bran lathato, az
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elektrontranszport sebessége viszonylag alacsony fényintenzitdson maximalissa valik,
mig a fényindukalt CD valtozas foként er6s fényen valik jelentéssé. Ez a megfigyelés
arra utal, hogy a struktiravaltozas szerepet jatszhat az erds fénnyel szembeni védekezés
szempontjabdl. (Az er6s fény hatdsara az antenna komplex struktiravaltozasianak
kovetkeztében megvaltozhat a reakciécentrumba jutd gerjesztési energia mennyisége.)
Az elektrontranszport és a struktiravaltozés telitésének itt leirt kiilonbsége tehat azt

mutatja, hogy e két folyamat nem kotddik szorosan egymashoz.
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10. dbra A fotoszintetikus elektrontranszport sebessége (1) és a fényindukalt
CD valtozas kezddsebessége (2) a megvilagito fény intenzitasanak
fiiggvényében.

E két folyamat egymastdl vald fliggetlenségét erdsiti meg a kovetkezd kisérlet

is. 5 uM DCMU, amely teljesen gatolja az elektron transzportot, nem minden esetben

ill. csak specialis koriilmények kozott gatolja a fényindukalt CD valtozast (11. abra).
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11. abra A fényindukalt CD valtozas 5 UM DCMU jelenlétében. (1) az elsé
ciklus el6tt adtuk a mintdhoz a DCMU-t, (2) a DCMU-t az elsé
fényciklus utan adtuk a mintahoz. A két gorbe egymadshoz képest eltolt,
az dabra a relativ CD valtozast mutatja. A klorofill koncentracio 20
ug/ml volt. A nyilak a fény be- és kikapcsolasat jelolik, a megvilagito
fény intenzitasa 500 W/m’ volt.

A fényindukalt CD valtozast kétféleképpen mértiik. Ha a minta sotét adaptacioja
utan, kozvetleniil a mérés eldtt adtuk hozzd a DCMU-t, akkor az elsd sotét-vilagos
ciklusban 100 %-os gatlast kaptunk, azonban a tovabbi ciklusok folyaman a gatlas
mértéke csokkent és kb. a 4-5-ik ciklusndl a kontroll valtozasaval megegyezd
amplitadoju fényindukalt jelet kaptunk. Ha az elsé fény-sotét ciklus utdn adtuk a
kloroplasztisz mintahoz a DCMU-t, ekkor gyakorlatilag nem kaptunk gatlast, a kapott
jel amplitidéja megegyezett a DCMU hozzaadasa el6tti jel amplitidojaval. Megmértiik

a fotoszintetikus elektrontranszport sebességét abban az allapotban, amikor a DCMU

mar nem gatolta a fényindukalt CD valtozast. Azt talaltuk, hogy az elektrontranszport

44



ebben az allapotban is gatolt volt. Ez a kisérlet bizonyitja, hogy a fényindukalt CD
valtozas kialakuldsdhoz sziikségtelen a lineéris elektrontranszport lanc miikddése, de az
elOsegiti a szerkezetvaltozasokat. A 11. 4dbra a véltozas jellegzetes menetét tiinteti fel (1.,

3., 4. fény-sotét ciklus).

5.4. A transzmembran ApH és a fényindukalt CD valtozas kapcsolata

Korabbi mérési eredmények (Garab és mtsi, 1988b) a transzmembran ApH és a
fényindukalt CD valtozas kapcsolatat mutattak. Ugyanakkor az el6z6ekben lattuk, hogy
a makrodomének struktiravéltozdsa gyakorlatilag fliggetlen a fotoszintetikus
elektrontranszporttél. Ezen 1j eredmények sziikségessé tették a ApH ¢és a
struktiravaltozas kapcsolatanak Gjravizsgalatat is.

Ugyanugy, mint az elektrontranszport esetében, megvizsgaltuk e két folyamat
fényintenzitas fiiggését. Azt talaltuk - amint az varhat6 is volt - hogy a pH valtozas
fényintenzitdas  fliggése  megegyezik az  elektrontranszportéval, ugyanolyan
fényintenzitasnal valik maximalissé. Ugyanakkor a pH valtozas és a fényindukalt CD
valtozas felfutéasi és lecsengési kinetikaja is kiillonboz6 (12. dbra). A 12. abran harom
kiilonb6z6 fényintenzitason kapott ApH és fényindukalt CD valtozas lathaté. Ez az
eredmény azt mutatja, mint ahogy varhato is volt, hogy a transzmembran ApH szorosan
kapcsolodik a lineéris elektrontranszport miikodéséhez. Ugyanakkor viszont a
struktiravaltozas sem a ApH-hoz sem a linearis elektrontranszport mitkodéséhez sem

kothet6 szorosan.
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Abszorbciévaltozas 103
Cirkuléris dikroizmus, 10+
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12. abra A transzmembran ApH és a fényindukalt CD valtozas kinetikaja 25,
200 és 500 W/m’ intenzitisi megvilagits fény mellett. A nyilak a fény be-
és kikapcsolasat jelzik.
A kovetkezOkben nigericin jelenlétében vizsgaltuk a transzmembran ApH és a
fényindukalt CD valtozasként detektalhato struktiravéltozas dsszefliggesét.
Ahogy ez a 13. abran latszik, a nigericin sokkal kisebb koncentracional gatolja a
ApH-t, mint a fényindukalt CD valtozas amplitudojat. (A tovabbi kisérletek soran - ha
ezt kiilon nem mutatom be - a fényindukalt CD valtozas gatlasa mellett a CD spektrum
lényegében valtozatlan, ahogy ez a 16. abran lathato is.)
Ezen eredmények alapjan tehat megallapithatjuk, hogy nincs szoros dsszefliggést

a makrodomének struktiravaltozasa és a transzmembran ApH kozott.

46



100 p-O........
..... O-........-..
...... .
2
o- 80
O
©
E
3 |
+
E H
m
2 40 o
3 N |
[eh]
o 2t -
0 y o, |
o - iyl 1 2 3 4 5

Nigericin koncentracio, pM

13. abra A megvilagito fény hatasara kialakult transzmembran ApH és a

«rer

fliggvényében, tilakoid membranokon, azonos koriilmények kozott mérve.

5.5. A DCCD hatasa

A DCCD, az LHCII hidroféb domének szabad karboxil csoportjaihoz (glutamat,
aszpartat) kotédve gatolja a proteinek protonaldodasat és ezzel egyiitt a proteinek
konformaciovaltozasat is. Ugyanakkor a fényindukalt CD valtozast is gatolja, ahogy ez a

14. abran lathato.
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fiiggvényében intakt kloroplasztiszon. A mérést 20 mM tricin (pH 7,7),
0,35 M szorbit és 5 mM MgCl, tartalmu kéozegben végeztiik. A klorofill
koncentracié 20 ug/ml volt. A megvildgité fény intenzitisa 500 W/m’
volt.

5.6. A makrodomének strukturavaltozisinak gatlasa kinon antagonista

vegyiiletekkel

5.6.1. Az antimycin A és a myxothiazol hatasa

Munkam kovetkezd szakaszdban megvizsgaltam kiillonb6z6é kémiai gatloszerek
hatdsat a makrodomének struktiravaltozasanak szempontjabol.
Az antimycin A-r6l ismert volt, hogy gatolja a qg-t valdsziniileg az LHCII

konformacidvéltozasanak gatlasan keresztiil (Horton és mtsi, 1991).
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5.6.1.1. A fényindukalt CD valtozas

Megvizsgéltuk, hogyan hat az antimycin A és a hozza hasonlé hatdst
myxothiazol a kloroplasztisz fényindukalt CD valtozasaira. A gétlas soran a fényindukalt
CD valtozas amplituddja csokkent, a kinetika lényegében valtozatlan maradt, -ahogy eza

15. 4bran lathat6 antimycin A jelenlétében.
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15. abra A kloroplasztisz fényindukalt CD valtozasa 510 nm-en mérve, 0, 7, 15
UM antimycin A jelenlétében. A mérést 20 mM tricin (pH 7,7), 0,35 M

szorbit és 5 mM MgCl, tartalmu kozegben végeztiik. A klorofill

koncentracio 20 ug/ml volt. A nyilak a megvilagito fény be- és
kikapcsolasat jelzik, amelynek intenzitasa 500 W/im’ volt.

A 16. abran azt is lathatjuk, hogy a kloroplasztisz CD spektruma antimycin A

jelenlétében is valtozatlan marad. Vagyis, a gatloszerek jelenléte a makrodomén

organizaciot nem befolyasolja (ez a psi-tipusu CD jel meglétébdl lathatd), ugyanakkor

viszont a makrodomének struktiravaltozasa gatolhato ezekkel a szerekkel.
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Cirkularis dikroizmus, 10-2
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16. abra A kloroplasztisz CD spektruma kontroll (antimycin A-t nem tartalmazo
minta) (1) és 15 UM antimycin A jelenlétében (2). A mérést 20 mM tricin
(pH 7,7), 0,35 M szorbit és 5 mM MgCl; tartalmu kozegben végeztiik. A
klorofill koncentracio 20 pg/ml volt.

A 17. abran mutatom be az antimycin A ¢és myxothiazol hatasara létrejott
fényindukalt CD valtozas koncentracio fiiggését (Iso=4-5 UM).

Elvégeztiik az elobbi kisérleteket 5 uM DCMU, 150 puM PMS és 1 mM Na-
aszkorbat jelenlétében. Ilyen kisérleti koriilmények kozott a PSII gatolva van és csak a
PSI koriili ciklikus elektrontranszport miikodik. A 18. 4bran lathatd, hogy a gatlas
mértéke hasonld volt, mint a teljes elektrontranszportlanc esetén. (A myxothiazol

jelenlétében a gatlas megegyez6 volt az antimycin A-val tortént gatlassal, ezért az dbran

ezt kiilon nem tiintettem fel.)
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17. abra A fényindukalt CD valtozas amplitudoja az antimycin A (®) és a
kloroplasztiszon, 20 mM tricin (pH 7,7), 0,35 M szorbit és 5 mM MgClI,
tartalmu kozegben végeztiik. A klorofill koncentracio 20 ug/ml volt. A
megvildgito fény intenzitdsa 500 W/m’ volt.
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fiiggvényében, tilakoid membran esetében (o) és 5 UM DCMU, 150 uM
PMS és I mM Na-aszkorbat jelenlétében, intakt kloroplasztiszon mérve
(®). A mérést 20 mM tricin (pH 7,7), 0,35 M szorbit és 5 mM MgCl,
tartalmu kézegben végeztiik. A klorofill koncentracio 20 ug/ml volt. A
megvilagité fény intenzitdsa 500 W/m® volt.
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Ebbdl a kisérletbdl egyértelmiien kideriil, hogy a PSII miikodésének hidnya vagy
jelenléte nem befolyasolja a gatlas mértékét. Ugyanigy, izolalt tilakoid membran

esetében teljesen hasonld eredményt kaptunk (18. 4bra).

5.6.1.2. Fényindukalt fényszoras valtozas

Horton és mtsi (1991) vizsgaltdk az antimycin A hatdsit a fényindukalt
fényszoras valtozasra. Azt talaltdk, hogy az antimycin A-ra érzékeny fényszorasnak igen
specifikus spektralis karakterisztikdja van, 535-540 nm koriili maximummal, amely a
tilakoid membranban végbemend szignifikdns konformdacidvaltozasra utal. A gatlas
kinetikdja hasonl6 a qg gatlasahoz.

Elmeéleti tanulméanyok azt sugalljak (Duniec és Thorne, 1977), hogy ebben a
hullamhossztartoményban 1évd fényszoras valtozds a membran komponensekbdl
kialakult nagy domének konforméciovaltozasahoz kothetd. Ez jol egyezik a CD-bél ill. a
fényindukalt CD valtozasbol levont kovetkeztetésekkel (Garab és mtsi, 1988a,b). A
domének mérete 200-400 nm-re becsiilhetd (Garab és mtsi, 1988c; Finzi és mtsi, 1989).

Megvizsgaltuk a fényszoéras valtozas nagysagat antimycin A és myxothiazol
jelenlétében a fényindukalt CD valtozasnal altalanosan hasznalt kisérleti koriilmények
kozott.

Kisérletiink soran mindkét gatloszer gatolta a fényindukalt fényszoras valtozast,

kb. 20 pM-nal értiink el telitést (19 abra). Horton és mtsi kisebb koncentracional kaptak
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gatlast, ennek valészinii oka a két kisérletben hasznalt médium  Mg** ion

mennyiségének kiilonbsége volt (P. Horton, személyes kozlés).

1AA=0.002

1dd, perc

19. abra A AAsps.s4s nm-nél mért fényszoras valtozas, intakt kloroplasztiszokon,
kontroll, inhibitort nem tartalmazo minta (1), 20 UM antimycin A (2) és
20 uM myxothiazol (3) jelenlétében. A nyilak a gerjeszté fény be- és
kikapcsolasat jelzik.

Ez a kisérlet a korabbi vizsgialatokhoz hasonléan (Garab és mtsi, 1988a)
megerdsiti a fényszords valtozds és a szerkezetvaltozds Osszefliggését. A kinetikai
eltéréseken tul a két mérodmaddszer specifikussaga kozotti kiilonbségnek tudhatéd be, hogy
mig a fényszords valtozas nem gatolhato teljesen az elébbi inhibitorokkal, a ACD-nél
100 %-os gatlast kapunk.

Mind az antimycin A mind pedig a myxothiazol gatolja a fotoszintetikus

baktériumokban és a mitokondriumban a 1égzési lancot a citokrom b/c komplex kinon

kothelyein (Thierbach és Reinbach, 1981). Ez azonban nem magyarazza meg a tilakoid
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membranok fényindukalt struktiravéltozdsdra gyakorolt gitldé hatdsukat.  Ezért
sziikséges volt megvizsgalnunk, milyen mds hatdsuk van a kloroplasztiszban, amely

megmagyaraznd hatdsukat a fotokémiai reakcidittal 6sszefliggd folyamatokra.

5.6.1.3. A linearis elektrontranszport

Mint a 20. dbra mutatja, az elektrontranszport lanc érzéketlen antimycin A-ra és

myxothiazolra, mind szétkapcsold (uncoupler) hianyaban mind annak jelenlétében.

Tehat ezek a gatloszerek, nem gétoljak az elektrontranszportot és szétkapcsold hatasuk

sincs.

100 T 100

80 T 180
60 T 160
401 { 40

20 1 20

El. transzport seb., %

Koncentracio, uM

20. abra Az  elektrontranszportlanc gatlasa antimycin  A-val (A) és
myxothiazollal (B). A linearis elektrontranszport sebességét Hill-reakcio
alapjan, viztdl ferricianidig, 10 mM NH,ClI jelenlétében () és hianydban
(W) mértiik.
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5.6.1.4. Klororespiracio

Ravenel és Peltier (1991) kimutattak, hogy zdld algdkon az antimycin A és
myxothiazol gatolja az oxigén felvételt (Iso= 2 mM), kb. egy nagysagrenddel nagyobb
koncentracidoban, mint a mitokondrialis 1égzést. Feltételezték, hogy e két vegyiilet a
klororespiracié (a kloroplasztisz 1égzési funkcidjat) gatolja. A Kklororespiracié a
citokrom be/f komplexen agazik el az elektrontranszporttél (Bennoun, 1982; Garab és
mtsi, 1989). Igy a gatlds helye a citokrom bg/f komplex lehetne, amely a bakterilis
citokrom b/c komplexszel valé hasonlésaga miatt konnyen megmagyaraznd e
vegyiiletek tulajdonsagait.

Azonban klororespiraci6 nem mutathaté ki izolalt tilakoid membranon és
kiillondsen nem PMS és DCMU jelenlétében. A fényindukalt CD véltozast tehat olyan
koriilmények kozott is gatoljak ezek az inhibitorok, amelyek kozott a klororespiraciora
gyakorolt hatasuk kizarhat6. Tovabba villanofény-indukalt abszorbcids tranziensek
segitségével azt is kimutattdk, hogy sem az antimycin A sem a myxothiazol nem
befolyéasoljak a citokrom bg/f fényindukalt redox tranzienseit - szemben a>k10rorespirécic')
jol ismert gatloszereivel (Garab és mtsi, 1989). Ezen adatok alapjan ezért
megallapithatd, hogy az antimycin A és a myxothiazol nem a klororespiracion keresztiil

gatoljak a struktiravaltozast.
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5.6.1.5. Detergens hatés

Sokféle elképzelés sziiletett az antimycin A hatdsmechanizmusar6l. Mivel ez a
vegylilet a tapasztalatok szerint tobb folyamatra van hatédssal, Horton és Ruban (1992) a

gatlast membréanra vald altalanos hatasként magyaraztak. Ezen elképzelés szerint az

antimycin A detergensként miikddhet, igy nyilvan a makroaggregaciot is gatolhatja.

Cirkularis dikroizmus, 104

21. abra A kloroplasztisz fényindukalt CD valtozasa kontroll (1) és 40 UM Triton
X-100 hozzdadasa mellett (2). A mérést 20 mM tricin (pH 7,7), 0,35 M
szorbit és 5 mM MgCl, kézegben végeztiik. A klorofill koncentracio 20
ug/ml volt. A nyilak a megvilagito fény be- és kikapcsolasat jelzik,
amelynek intenzitdsa 500 W/m’ volt.
Ezért 0sszehasonlitast végeztiink egy jol ismert detergenssel, a Triton X-100-zal. A

feltételezéssel Osszhangban azt talaltuk, hogy ez a detergens ugyanugy gatolja a

fényindukalt CD valtozast, mint az antimycin A €s a myxothiazol (21. abra). Az

56



osszehasonlito kisérletekbdl azonban az is kideriilt, hogy az Triton X-100 az antimycin
A-val és myxothiazollal ellentétben gatolja a linearis elektrontranszportot is (1.
tablazat). Ez az eredmény arra utal, hogy az antimycin A és a myxothiazol hatdsa nem

értelmezhetd, mint detergens hatas.

1. tablazat Az antimycin A és a Triton X-100 hatdsa a linedris
elektrontranszport lancra, viztdl ferricianidig mérve. Mindhdarom mérésnél a
kezeletlen minta megfelelé paramétere szolgalt referenciakeént (100 %).

Elektrontranszport CD amplitadéja, | ACD
sebessége, % % amplitadéja, %
20 uM Antimycin A 100 105 0
20 pM Triton X-100 61 100 31
40 pM Triton X-100 38 87 0

5.6.2. Mas kinon antagonista vegyiiletek hatasa

Bar az antimycin A és a myxothiazol szerkezete egymast6l kiilonbdzd, kozos
vonasuk, hogy mindketté kinon antagonista vegyiilet. Ezért megvizsgaltunk mas kinon-
antagonista vegylileteket is. A DBMIB (22. dbra) és HQNO magas koncentracioban (Iso=
50 uM) az antimycin-A-hoz és myxothiazolhoz hasonléan gatoljak a fényindukalt CD
valtozast.

Mivel ismert, hogy ezek a vegyiiletek gatoljak a citokrom bg/f reakcioit (Trebst,

1980) és magas koncentraciéban a PSII-t (Izawa, 1979; Droppa és mtsi, 1981), ezért

57



ezeket a kisérleteket az el6zéekben leirt mennyiségii DCMU, PMS és Na-aszkorbat
jelenlétében végeztiik, ezzel kikiiszobolve ezeket a hatidsokat.

A leirt adatok alapjan  feltételezhetd, hogy a  makrodomének
szerkezetvaltozasanak gatlasa ezen vegyiiletekkel azon alapul, hogy az LHCII-n 1étezik
egy kis affinitdsu kinon kotShely, amelyhez kotddve a kinon antagonista vegyiiletek

gatoljak a makrodomének szerkezeti dtrendezddéseit.
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22. abra A DBMIB hatasa a fényindukalt CD valtozasra, 5 uM DCMU, 150 uM
PMS és 1 mM Na-aszkorbat jelenlétében, kontroll (0 uM), 30 uM és 120
UM DBMIB hozzaadasaval. A mérést intakt kloroplasztiszon 20 mM
tricin (pH 7,7), 0,35 M szorbit és 5 mM MgCl, tartalmu kozegben
végeztiik. A klorofill koncentracio 20 ug/ml volt. A nyilak a megvilagito
fény be- és kikapcsolasat jelzik, amelynek intenzitasa 500 W/m® volt.
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5.7. A kationok hatasa

Koréabbi CD spektroszképiai vizsgilatok megmutattik, hogy a makrodomén
aggregaci6 fligg a kozeg Mg?‘Jr ion tartalmatol, az ozmotikus nyomastdl és a membrin
LHCII tartalmatél. Az ozmotikus nyomas a membranon beliili 6sszetartd erét - packing,
mig a Mg2 " ion membranok kozotti stacking kolcsonhatds erdsségét hatirozza meg
amplituddja, amely a nagyobb méretii domének kialakuldsanak kévetkezménye; (Barzda
és mtsi, 1994). A makrodomén szervez6dés szempontjabol tehat fontos szerepe van a
membranokat Osszetartd kationoknak. Az eddigiek sordn a CD spektrum psi-tipust
savjai intenzitdsanak ionerésség fiiggését részletesen csak Mg”* ion jelenlétében mérték
(Garab és mtsi, 1991).

Munkam soran megvizsgaltam, hogyan fiigg a psi-tipusu CD amplitaddja és
ennek fényindukalt reverzibilis valtozasa a kiillonb6z6 kationok koncentracidjatol és
hogyan véltozik a makrodomén szervezddés kialakulasédhoz sziikséges ionkoncentracio
a pozitiv toltések szamanak novekedésével.

A 23. dbran harom kiilonb6z6 vegyértékil kation hatasat lathatjuk a reverzibilis
fényindukalt CD valtozasra. Lathatd, hogy a kétértékii Mg>" ion joval kisebb
esetén. (Ez mas kétértékii ionok (pl. Ca2+) is igaz.)

Ezek alapjan azt vartuk, hogy a fényindukalt CD valtozas létrehozasahoz a
harom vegyértékii ionok még kisebb koncentracidja elegendd. Azonban az altalunk

hasznalt La®>" ion jelenlétében a fényindukalt CD véltozas amplitaddja kisebb volt, mint
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Mg** vagy K* ion jelenlétében. Ez minden valésziniiség szerint azzal magyarazhato,
hogy a La’* szorosan kotédik a membranfelszinhez. A La** ion koncentracidjanak
novelésével szabad szemmel lathaté aggregdtumok jonnek létre, amelyek 1-2 perc alatt

kiiilepednek a kiivetta aljéra, igy mar nem mérheték. Ezért ez az ion nem alkalmas a

harom vegyértékii ionok hatdsanak modellezésére.

Mindazonaltal ezek az eredmények jol Osszevethetdk a korabban membran

stacking vizsgalataik soran Barber és Chow (1979) és Chow és mtsi (1980) kation-

koncentraci6 fiiggés eredményeivel. Megallapithatjuk tehat, hogy a kiralis

makrodomének kialakuldsdhoz hasonléan (ill. az azzal Osszefiiggd stackinghez

hasonléan) a domének szerkezetvéltozésai is fliggenek a kdzeg ionerdsségétol.
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fiiggvényében. A mérést intakt kloroplasztiszon 20 mM tricin (pH 7,7),
0,35 M szorbit tartalmu kozegben végeztiik. A klorofill koncentracio 20

pg/ml volt. A megvildgité fény intenzitisa 500 W/m® volt.
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A stacking maximalis értékét elérve, az ionkoncentracié tovabbi ndvelésével
mar nem valtozik. Ezzel ellentétben - ezt mutatjak a kovetkez6 abrak (24., 25. 4bra) - a
fényindukalt CD valtozas mértéke csokken az ionkoncentracié novekedésével. Ennek

az lehet az oka, hogy a til nagy koncentraciéban adott kationok mar olyan erds kotést

létesitenek a membranok kozott, ami meggatolja a struktiravaltozast.
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24. abra A CD spektrum psi-tipusu voros savjainak ossz-amplitudoja (CD) és a
fliggvényében. A mérést intakt kloroplasztiszon 20 mM tricin (pH 7,7), 0,35 M
szorbit tartalmu kézegben végeztiik. A klorofill koncentracio 20 pug/ml volt. A

megvildgité fény intenzitdsa 500 W/m’ volt. Az éssz-amplitidét a (-)647 nm-es
és (+)688 nm-es sav abszolut érték amplitudo osszegeként definialtuk.

csokken. Elképzelheté, hogy a CD technika érzéketlenné valik talsdgosan nagy
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aggregatumok kimutatdsara, vagy a kationok - foleg magasabb koncentriciéban - a

kiralis paramétereket is valtoztatjak.

Relativ amplitudé, %
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25. abra A CD spektrum psi-tipusu voros savjainak ossz-amplitudoja (CD) és a

«rer

fiiggvényében. 100%-nak az 5 mM Mg’" ion jelenlétében ugyanezen
hullamhosszon mért CD jel amplitudoja ill. fényindukalt CD valtozas
nagysaga tekintendé. A mérést intakt kloroplasztiszon 20 mM tricin (pH
7,7), 0,35 M szorbit tartalmu kézegben végeztiik. A klorofill koncentracio
20 pg/ml volt. A megvilagitoé fény intenzitdsa 500 W/m’ volt. Az Gssz-
amplitudot a (-)647 nm-es és (+)688 nm-es sav abszolut érték amplitido
osszegeként definialtuk.

Kotzabasis és mtsi (1993) vizsgaltak a kiilonb6z6é poliaminok mennyiségét a

kloroplasztiszokban és az ezt felépito részecskékben. Eredményeik azt mutatjak, hogy a

PSII 1-2 nmol/mg kl koncentracioban tartalmaz spermidint (triamin) €s spermint

(tetraamin). Feltételezések szerint ezek a membranlipidekkel valdé kolesonhatasukon

keresztiil stabilizaljak a membran szerkezetét (Popovic és mtsi, 1979; Roberts és mtsi,
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1986). Bér a

poliaminok szerepe a kloroplasztiszon beliil nem tisztizott és azt sem

tudjuk, hogy kotott vagy szabad ionos forméban vannak-e jelen, méréseink sordn, mint

tobb pozitiv toltést hordozé kationokat hasznaltuk.

Relativ amplitudo, %
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26. abra A CD spektrum psi-tipusu vorés savjainak ossz-amplituddja (CD) és a

fényindukalt  CD  valtozas  nagysaga  (ACD) a  spermidin
koncentraciojanak  fiiggvényében. 100%-nak az 5 mM Mg*" ion
jelenlétében ugyanezen hullamhosszon mért CD jel amplituddja ill.
fényindukalt CD valtozas nagysaga tekintendo. A mérést intakt
kloroplasztiszon 20 mM tricin (pH 7,7), 0,35 M szorbit tartalmu
kozegben végeztiik. A klorofill koncentracio 20 pg/ml volt. A megvilagito
fény intenzitasa 500 Wim® volt. Az ssz-amplitidot a (-)647 nm-es és

(+)688 nm-es sav abszolut érték amplitudo osszegeként definialtuk.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk (26., 27. abra), hogy bar e vegyiiletek

jelenlétében is hasonld nagysagu CD jel alakul ki, mint a Mg2+ ionnal (ill. a spermidin

esetén még kicsit nagyobb is), és ehhez kisebb koncentraciora van sziikség, ugyanakkor
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viszont a kialakult fényindukalt CD valtozas sokkal kisebb, mint Mg2+ ion hasznalata

esetén. A koncentraci6 tovabbi novelésével a fényindukalt CD valtozas és a psi-tipusi

CD spektrum is csokken, bar kisebb mértékben, mint a fényindukalt CD véltozas (26.,

27. abra).

Relativ amplitudo, %
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27. abra A CD spektrum psi-tipusu voros savjainak 6ssz-amplitudoja (CD) és a

«rer

fényindukalt CD valtozas nagysaga (ACD) a spermin koncentrdcidjanak
fiiggvényében. 100%-nak az 5 mM Mgz+ ion jelenlétében ugyanezen
hullamhosszon mért CD jel amplitudoja ill. fényindukalt CD valtozas
nagysaga tekintends. A mérést intakt kloroplasztiszon 20 mM tricin (pH
7,7), 0,35 M szorbit tartalmu kézegben végeztiik. A klorofill koncentracio
20 pg/ml volt. A megvilagito fény intenzitasa 500 W/m’ volt. Az &ssz-
amplitudot a (-)647 nm-es és (+)688 nm-es sav abszolut érték amplitudo
osszegekeént definialtuk.
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A Mg iont6l valé eltérésnek az lehet az oka, hogy a spermin €s spermidin
er6sebb kotést alakit ki a membrannal, amely lehet, hogy éppen a kloroplasztiszon
beliili szerepiiknek tulajdonithato.

A 2. tablazat néhany ion hatasat mutatja a fényindukalt CD valtozasra. Az is
lathaté, hogy a fényindukilt CD valtozéssal ellentétben, a fotoszintetikus
elektrontranszport sebessége a varakozasnak megfelelden sokkal kevésbé fligg az

ionkoncentraciotol.

2. tablazat Kiilonbozé ionok hatisa a fényindukalt CD valtozdsra és az
elektrontranszport sebességére. A fényindukalt CD valtozast (ACD) a 24-27.
abran  bemutatottakkal  azonos  koriilmények  kozott — mértik. Az
elektrontranszport  sebességét viztol ferricianidig  spektrofotometridsan
hataroztuk meg.

Koncentracio Elektron transzport ACD valtozas, AA'10™
mM sebesseég, %o
Mg Mg Ca <
0,25 100 0,28 0 0
1 95 0,54 0,82 0
5 80 1,57 1,62 0
50 - 0,44 0,45 0,99

5.8. Mg*" ion felszabaduldsa

A fény hatasiara, az intakt kloroplasztiszon létrejott protontranszportot
masodlagos ionmozgas koveti, amely révén a membran két oldala kozotti toltés

kiegyenlitédik. A toltéskiegyenlités leginkabb a Mg®*, CI” és kisebb mértékben a K*
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ionok mozgasabol adédik (Hind és mtsi, 1974). Az iontranszport sordn a Mg®" ion
koncentraciéja n0 a sztrOma régidban, amely a feltételezések szerint elGsegiti a
membran stacking-et, a fotofoszforilaciot és a két fotoszisztéma kozotti energia
eloszlast (Barber, 1976). Mivel a Mg®* ionnak fontos szerepe van a nﬁakrodomének
struktirdjanak kialakitisdban, felmeriil a kérdés, hogy Osszefiigg-e a Mg®" ion
felszabadulasa a fényindukalt CD valtozassal.

A Mg* ion felszabadulsat az Eriochrome Blue SE-t tartalmazé és nem
tartalmazé mintdn mért abszorbciovaltozas kiilonbségeként szamitottuk, ahogy ezt a 28.
abra mutatja. Krause (1977) méréseihez hasonldéan, 554 nm-en Eriochro—rne Blue SE

indikator hozzdadasa nélkiil is kapunk abszorbcidvaltozéast, amely a fényindukalt

fényszorasvaltozasbol szarmazik.

a) 107*M Erlochrome
Blue
AA 0002
I ~—100sec—>
b) Control
{no Enochrome
Blue )
AA= 0002
—— 100 sec —
c) Difference a-b;
| absorbance change
. of Eriochrome Blue
AA=0,002 (pH 76)
~——100 sec —

28. abra A Mg‘? " ion felszabaduldsdnak mérése . Az abra az 554 nm-en létrejott
abszorbciovaltozast mutatja az Eriochrome Blue SE indikator
jelenlétében (a) és hianyaban ((b) ill. a kapott két jel kiilonbsége, amely
a Mg ion koncentraciojanak valos valtozasa (c) (Krause, 1977).
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Eldszor dsszehasonlitottuk a Mg®* ion felszabaduldsét és a fényindukalt CD
valtozas fényintenzitas fliggését, ahogy ez a 29. abran lathat6. Ezek hasonlosaga a két
folyamat kapcsolatara utal. A Mg®" ion felszabadulasanak fényintenzitas fiiggését nem
lehet egy egyszerli - a membran két oldala kozotti toltéskiegyenlitéssel magyarazni,

mivel ilyen esetben telitési gorbét kellene kapnunk. (A ApH és az elektrontranszport kb.

100 W/m? fényintenzitasnal telitédik.)
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29. dbra A Mg’" ion felszabadulisa (Mg’*) és a fényindukalt CD valtozas
kezdésebessége (ACD) a megvilagito fény intenzitasanak fiiggvényében.

Az Eriochrome Blue indikatorrél ismert (Krause, 1977), hogy csak a szabad

Mg®" ion tartalomra érzékeny, igy csak a kloroplasztiszban 1év6 szabad Mg*" ion

indikator Mg-kotott formajanak koncentraciéja megnd. Mivel a keletkezett komplex
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sotétlila, nagy mennyisége zavarja a spektroszkOpiai mérést. Ezért ezeket a kisérleteket

0,1-1 mM Mg”" ion jelenlétében végeztiik.

sz

srer

Mg”* iont tartalmaz6 mintdban a Mg®* ion felszabadulasa 30 %-kal novekszik meg a
kontrolhoz képest. Ugyanakkor a fényindukalt CD valtozas 45 %-os 1 mM MgCl,

jelenlétében ( az 5 mM MgCl, tartalmi minta maximalis fényindukalt CD valtozasdhoz

srev

felszabadulasat, mint ahogy a struktiravaltozast (3. tablazat).

3. tablazat A Mg”" ion felszabaduldsa (A4) és a fényindukalt CD valtozds
amplitudoja (ACD) a tablazatban feltiintetett koriilmények kozott. A kontrol
a hozzdadott Mg*" iont nem tartalmazé minta.

AA, 107 ACD", %
Kontrol 7.66 0
+ 1 mM Mg** 9.92 45
++ 10 uM Ca-ionofér 6.02 20

100 % az 5 mMMg®" tartalmii minta fényindukalt CD valtozas
amplitudoja

5.9. Az A23187 ionofor hatasa

Webber és Gray (1989) radioaktiv Ca®" ion hasznalataval kimutattik, hogy a
minor antenna komplexeken 1évé DCCD kétShely egyben Ca®* ion kotdhely is. Horton

¢és Ruban (1992) ugy talaltak, hogy a qg gatolhat6 Ca-ionoforral.
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Lattuk, hogy a Mg” ion transzportja Osszefiigg a fényindukalt
struktiravéltozassal. A Mg** ionrél kimutattak, hogy a legfontosabb ion, amely a H"
ionnal ellentétesen mozog a tilakoid membranon keresztiil (a belsé térbdl a sztromaba)
megvilagitas hatasara (lasd 5.8. fejezet).

Korabban kimutattak, hogy az A23187 ionoférnak szétkapcsolé hatasa van a
Mg?*/H" ion transzportra, tehat kiegyenliti a Mg®* ion koncentrici6jat a membran két
oldala kozo6tt. Az A23187 ionofor kis koncentracidban szelektiv a kétértékii ionokra,
magasabb koncentracioban (> 10 pM) képes egyértékii kationok szallitdsara is. (Reed és
Lardy, 1972; Ben-Hayyin és Krause, 1980). A 30. dbran 5 mM Ca" ion és 5SmM Mg2+

ion jelenlétében kapott fényindukalt CD valtozas gatlasa lathaté az ionofor

«pey

Relativ amplitudéd, %

Koncentracio, pM

30. dbra A fényindukalt CD valtozds amplitudéjénak nagysiga 5 mM Ca** és

e rer

fiiggvényében. A mérést intakt kloroplasztiszon 20 mM tricin (pH 7,7),
0,35 M szorbit és 5 mM MgCly/CaCl, tartalmu kézegben végeztiik. A
klorofill koncentracio 20 ug/ml volt. A megvilagito fény intenzitisa 500
W/m’ volt.
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Megvizsgaltuk, befolyasolja-e az A23187 ionofér a Mg?* ion membrinon
keresztiili transzportjat. A 3. tdblazatbol leolvashatd, hogy hasonldan a fényindukalt CD

valtozas gatlasahoz, a Mg?* ion transzportja is gatlodik az A23187 ionofér jelenlétében.

5.10. Az antenna strukturavaltozdsa és a kloroplasztiszban lejatszodo mas folyamatok

kapcsolata

5.10.1. A citokrom bssg

A citokrom bsse szerepe a fotoszintézisben nem ismert. A kloroplasztiszban a
PSII-h6z kototten, két kiilonboz6 redoxpotenciali forméban van jelen (HP és LP). Egyes
feltételezések szerint szerepet jatszhat a reakcidkomplex stabilizadlasaban (Arnon és
Tang, 1988; Ortega €és mtsi, 1989). Elképzelhetonek tartjuk, hogy a kiilonb6z6 formak
egymasba alakulasdban szerepet jatszhat a PSII és az antenna proteinek protonaltsaga.

Megvizsgaltuk, valtozik-e a citokrom bssg HP és LP forméjanak ardnya vagy a
HP forma redox allapota a makrodomének kialakulasanak fliggvényében. Mérésiink
soran vizsgaltuk a HP ¢és LP forma aranyat egy csak tricin (pH. 7,7) pufferban
szuszpendalt (nincs makroaggregacid) €s a tricin (pH 7,7) mellett 0,35 M szorbit és 5
mM MgCl, tartalmt kézegben (makrodomének jelenlétében) szuszpendalt tilakoid minta
kozott. A mérés soran el0szor a citokrom bsso-t oxidaltuk ferricianiddal, majd a HP
format redukaltuk hidrokinonnal, ezutan ditionittal az LP format. A kapott

spektroszkopiai valtozasokat a 31. abra mutatja. A szamitasokat az Anyagok és
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modszerek fejezetben leirtak szerint végeztiik. A mérések szerint sem a citokréom bsso
HP és LP forméjanak koncentraci6ja sem a HP forma redox allapota nem fiiggott a

makrodomének jelenlététdl (4. tablazat).

5 mM Ditionit
0.4 mM FeCy 1.5 mM HQ

! !

31. dbra Az dabran feltiintetett reagensek hatisara 559 nm-nél mért
abszorbciovaltozas, kloroplasztisz esetében. A klorofill koncentracidja 77
ug/ml volt. (FeCy - ferricianid, HQ - hidrokinon)

4. tablazat A citokrém bssg valtozdsa. (A HP és LP forma koncentrdcidja 107
mM-ban értendo).

Cit. bssg - HP | Cit. bssg - LP | HPox/HP;eq

Makrodomén hianyaban 5.82 2,67 0.15

Makrodomén jelenlétében 5.69 2.69 0.17
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5.10.2. Az LHCII foszforilacidja

A fényviszonyok valtozasara a novény a periférialis LHCI komplexek
hogyan viszonyul egymashoz a foszforilacié hatasara lejatszodott disszociacio és a

makrodomének struktiravaltozésa, amelyet a fényindukalt CD valtozassal mérhetiink.
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32. abra A kloroplasztisz fényindukalt CD valtozasa 1 mM ATP és 10 mM NaF
jelenlétében (1) és hianyaban(2). A mérést 20 mM tricin (pH 7,7), 0,35 M
szorbit és 5 mM MgCl, tartalmu kozegben végeztiik. A klorofill
koncentracio 20 ug/ml volt. A nyilak a megvilagito fény be- és
kikapcsoldsdt jelzik, amelynek intenzitisa 500 W/m® volt.

A kérdés az, hogy fiigg-e egymastol, vagy egymastol fliggetleniil jatszodik-e le ez

a két folyamat. A 32. dbra mutatja a fényindukalt CD valtozast a kontrol (foszforilacio és

defoszforilacio is lejatszodhat) és foszforilacids koriilmények kozott, tehat amikor a
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foszforilaci6 lejatszodhat, de a defoszforilacié gatolt (1 mM ATP és 10 mM NaF).
Lathat6, hogy a fényindukalt CD valtozas amplitiddja és kinetikdja is lényegében
megegyezik a két minta esetén. Ez az eredmény azt mutatja, hogy az altalunk vizsgalt

struktiravaltozas fliggetlen a foszforilaciotol.

5.10.3. A membran permeabilitasa

A fényindukalt toltésszétvalasztds és az ezt kovetd toltésmozgasok soran
felépiil egy transzmembran elektromos tér, amely 10° V/em nagysigrendii. A
toltésszétvalas eredményeképpen a tilakoid membran belsé oldala pozitiv, mig a
sztroma felé esd oldal negativ toltésii lesz. A membranba &agyazott pigmentek
abszorbcids savjai eltolodnak az elektromos tér hatdsara, amely a pigmentek
elektrokrom abszorbcidvaltozasaként detektalhatdo (Junge, 1977a). Ez technikai okok
miatt, legkonnyebben 460 és 540 nm ko6zott mérhetd; 515 nm-nél abszorbceid
novekedés mig 478 nm-nél abszorbcid csokkenés detektalhato.

Mivel a makrodomének membranba agyazottak, a membran szerkezetének
megvaltozasa befolydsolhatja a membran tulajdonsdgait. Megvizsgaltam a
makrodomének struktiravéaltozasanak hatdsit a membran két oldala kozott felépiild
toltésszétvalasztas lecsengésére. Ha a membran permeabilitdsa megvaltozik ez
megmutatkozhat az eldbb emlitett folyamat valtozdsaként. Megmértem 515 nm-en a
villan6fény indukalt tranziens valtozasat, amellyel a membran két oldala kozott
feleptild toltésszétvalasztas lecsengése mérhetd. Nem taldltam kiilonbséget sem a 20

mM tricin (pH 7,7) és 0,35 M szorbit tartalmi kozegben szuszpendalt sem pedig az
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elébbiek mellett 5 mM MgCl,-t tartalmazé minta kozott (33. abra). (")sszéhasonlitottam
az 5 mM MgCl, tartalmi minta toltésszétvalasztisanak lecsengését sotétben és
megyvilagitas utan is, amikor a mintak aggregaltsiga egymastdl kiilonbozik és itt sem
talaltam kiilonbséget (ezt kﬁlén abran nem mutatom be). Ez utobbi adatok azt mutatjak,
hogy a megvildgitds hatdsdra bekovetkezd szerkezetvaltozdsok és az azt kisérd
ionmozgasok - varakozasainkkal ellentétben - lényegében nem befolyasoljak a

membran permeabilitasat.
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33. abra A villanofény indukalt elektrokrom abszorbcio valtozas kinetikaja 515
nm-en mérve. 20 mM tricin (pH 7,7) tartalmu kézegben (1) és 0,35 M
szorbit és 5 mM MgCl, hozzdadasa utan (2). A klorofill koncentracio 10
ug/ml volt.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Az antennaszerkezet szabalyozasi folyamatai igen fontos szerepet jatszanak
stressz hatdsok sordn vagy a névények kiilonb6z6 adapticiés folyamatdban. Azonban
igen keveset tudunk az ezzel 6sszefliggd molekuldris mechanizmusrél. Ezen beliil is igen
hianyosak ismereteink azokrol a gyors struktiravaltozasokrél (perces nagysagrendii vagy
gyorsabb) amelyek - minden valdsziniiség szerint - szerepet jatszanak a fotofizikai
reakciout szabalyozasaban.

Az energiaatadds hatékonysagit jelentds mértékben meghatarozza a pigment
rendszer szerkezeti felépitése. Ezek a paraméterek: a molekularis dipolusok tavolsaga és
egymashoz viszonyitott orientacidjuk (Forster, 1965). Ugyanakkor minden valdsziniiség
szerint szerkezeti és mikrokOrnyezeti tényezOk hatdrozzak meg a fluoreszcencia
hatasfokét ill. a sugarzas nélkiili lecsengés (kioltds) valoszinliségét is. A gerjesztési
energia nem-fotokémiai kioltdsanak szabalyozasa igen gyors és reverzibilis folyamat.
Erre leginkabb a szerkezetvaltozasok lehetnek alkalmasak. A lassabb valtozasoknal mar
inkabb szoba johetnek lassabb folyamatok, mint pl. komplexek szintézise vagy
lebomlésa, de ezek kiviil esnek munkam keretein. Dolgozatomban a fotofizikai
reakcioutak szabalyozéasaval vélhetdleg kapcsolatban allo szerkezetvaltozasokkal
foglalkoztam.

Az antennarendszer ezen szerkezetvaltozasanak vizsgéalatdhoz a cirkuléris
dikroizmus spektroszképia kiilonosen alkalmas eszkoz. Az exciton CD képes a
komplexek belsd szerkezetvéltozasat detektalni, mig a psi-tipusu CD valtozassal

szerkezeti atrendezddések kovetheték. E két tipusai CD jel valtozasa egymastol

fiiggetleniil vizsgalhatd, igy megkiilonboztetheté a komplexek elrendezddésének ill.
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belsé szerkezetének valtozasa. Tehat a CD spektroszkopia segitségével a tilakoid
membran kirdlis makrodoméneinek kiilonbozé korilmények kozott bekovetkezd
struktiravéltozdsa jol kovethetd. Dolgozatomban e struktiravaltozas részletes
karakterizalasara torekedtem.

Mint ahogy ezt a dolgozatomban megmutattam és az aldbbiakban részletesen
diszkutadlni fogom, a fényindukdlt CD valtozas korabbi értelmezése - a
laboratoriumunkban elvégzett részletes vizsgéalatok tiikkrében - kiegészitésre és jelentSs
korrekcidra szorul és a szerkezetvaltozasok értelmezésére egy eddig nem ismert

mechanizmust kell feltételezniink.

6.1. A strukturavaltozds dltalanos jellemzése

A korabbi eredményekkel egyezden (lasd. 2.6. fejezet) azt taldltuk, hogy a
fényindukalt CD valtozas csak makrodomének jelenlétében van. Ahogy a 4-6. abran
lathato, a PSII-képezte makroaggregatumok jelenlétében kapott psi-tipusi CD jel
kiilonbozik a makrodoméneket nem tartalmazo (de egyébként valtozatlan Osszetételil)
membranok CD jelét6l. A fényindukalt CD valtozas 6sszekapcsolodik a fluoreszcencia
hozam reverzibilis valtozasaval, amely mivel a fotofizikai reakcidut valtozasat jellemzi,
a makrodomének struktiravaltozasanak a fotofizikai reakciont szabalyozasaban betoltott
szerepére utalhat. Mivel a ApH vagy éltalaban a fotokémiai aktivitas kozelitdleg azonos
a két mintaban, igy ez nem lehet oka a kapott kiilonbségnek.

Elmondhatjuk tehat, hogy fényindukalt CD valtozas csak makrodomének

jelenlétében figyelhetd meg. Ezért a tilakoidokban fény hatasara bekovetkezd valtozas a
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makrodomének struktiravéltozésénak tulajdonithaté. A psi-tipusa CD spektrum és a
fényindukalt CD valtozas megfigyelheté mind kloroplasztiszban mind izolalt LHCII
esetén (Barzda és mtsi, 1996b). Ez elsO latasra kissé megneheziti az in vivo kapott
eredmények értelmezését (pl. ApH, mivel izolalt LHCII-ben nem alakul ki pH
kiilonbség). Ugyanakkor azt is vildgosan mutatja, hogy az a molekularis mechanizmus,
ami tilakoid membranban miikodik, miikodik a fotokémiai apparatus hidnyaban is.
Ahogy ezt a késdbbiekben, mas kisérletekkel megerdsitve megmutatom, valéban nem
sziikséges visszacsatoldsi mechanizmust feltételezni a fotokémiai és fotofizikai
reakciéutak kozott.

Csoportunkban a kloroplasztisz és az izolalt LHCI strukturavaltozasainak
vizsgilata egyméssal parhuzamosan haladt. A tovébbiakban az in vivo, izolalt
kloroplasztisz esetén kapott eredmények diszkusszidjara torekszem, megjegyezve azt,
hogy csoportunkban a mérések nagy részét izolalt LHCII esetén is elvégezték hasonlo
eredménnyel.

A fényindukalt struktiravaltozas nagysaga fligg a homérséklettdl is (7, 9. abra). A
hémérséklet novelésével nd a véltozas amplitidoéja, majd 35-40 °C kériil a fényindukalt
CD jel megszlinkk (Iényegében  ugyanez tapasztalhat‘c')‘ izolalt LHCI
makroaggregatumokban is). A fényindukalt CD valtozéas 10 °C alatti hirtelen csokkenése
a membran rigiditdsanak novekedésével magyarazhato (Calberg és mtsi, 1982).

Magas hoémérsékleten az LHCII és/vagy a minor antenna komplexek
disszocialodhatnak a PSII ,,core” komplexrdl (Schreiber és Berry, 1977; Sundby és
Anderson, 1985; Briantais és mtsi, 1996) ill. maga a PSII is inaktivalodik (Thomas és

mtsi, 1986), amely a fényindukalt CD valtozas megsziinését okozhatja.
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Koleszterikus és nematikus folyadékkristalyok fényindukalt
azt a hipotézist allitottuk fel (Barzda és mtsi, 1996b), hogy a beérkez6 fotonok hatdséra a
makroaggregatumok egyes doméneiben lokalis felmelegedések torténnek és ezek
okozzak a szerkezetvaltozasokat. Ezzel a hipotézissel Osszhangban vannak azok az
eredmények, amelyek megmutattdk, hogy a psi-tipust aggregatumok (LHCII és tilakoid
membran) termikus stabilitidsa sokkal kisebb, mint a partikulumoké ill. az LHCII
trimereké (Cseh Z., Simidjiev 1. és Garab G., el6késziiletben).

Az elmondottak alapjan feltételezhetjiik, hogy a tilakoid makroaggregatumokban
¢s az LHCII makroaggregatumokban is a fényindukalt szerkezetvéltozasokért valamilyen
termikus effektus a felelés. A makrodoménekben fény hatdsara lokalis felmelegedések
torténnek, amelyek homérséklete elérve a 35-40 °C-t, bekovetkezik a struktiravaltozas,
amely soOtétben lassan all helyre. (A helyreédllds kinetikdja hasonldé ahhoz, amit
folyadékkristalyokban a hasonlé mechanizmussal lejatszodo termooptikus hatas soran
megfigyeltek). Ha a kiils6 homérséklet emelésével tartdosan ezen a hdmérsékleten tartjuk
a makroaggregatumokat, a rendszer elvesziti reverzibilitésé.t (lényegében ugyanlgy, mint
a hosszan tartd, erds kiilsé megvilagitds hatisara (Gussakovsky és mtsi, 1997)).
Ugyanakkor megjegyzendd, hogy a psi-tipusu CD spektrum magasabb hémérsékleten is
megfigyelhetd, amely azt mutatja, hogy ekkor még maga a makrodomén létezik/kialakul,
csak a szerkezetvaltozasért vélhetdleg kozvetlenill felelés, periférialis komplexek
disszocialodnak.

Simidjiev és mtsi (1997) legujabb vizsgalati eredményei szerint a lipidek is
fontos szerepet jatszanak a fényindukalt CD valtozas kialakuldsaban. Ez arra utal, hogy a

hosszabb idejli magas hdmérsékleten valo inkubalas ill. hosszabb megvilagitas hatasara a
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lipid-fehérje asszociaci6 felbomlasa is bekovetkezhet. A lipidek szerepének fontossagat
a fotofizikai reakcidutak szabdlyozasdban valdszintisitik Vasil'ev és mtsi (1997)
eredményei is.

Tehat feltételezhetd, hogy magas hémérséklet hatisdra a periféridlis
antennakomplexek disszocidlodnak a PSII ,,core” komplexrdl. Ugyanigy a rovidtava
kovetkezik be. Felmeriilt a kérdés, hogy az antenna foszforilacidja befolyasolja-e a
strukturavaltozast.

Megvizsgaltuk a fényindukalt CD valtozas kinetikdjat ¢és amplitadgjat
foszforilacios koriilmények kozott is (32. abra). A kialakult valtozds nem kiilonbozik
jelentésen a kontrolltdl. Ez igy magyardzhat6, ha nem ugyanazon LHCII komplexek
vesznek reszt a foszforilacidban €s az éaltalunk vizsgalt struktiravaltozasban, vagy pedig
a foszforilacio6 ¢és az ezzel egyiittjard6 disszociacid6 nem befolyasolja az
antennakomplexek strukturavaltozasat pl. a fényindukalt CD valtozassal detektalt
szerkezetvaltozasok megeldzik a foszforilaciét. Ugyanakkor - mint azt csoportunkban
kimutattdk - a foszforilacié kismértékben befolyasolja a CD spektrumot. (Nosenko T.,
Liker E. és Garab G., el6késziiletben). Tehat a foszforilaci6 magit a makrodomén
szervezOdést valtoztatja meg kis mértékben, de nincs hatdssal a szerkezetvaltozasokra.
Ez jol magyarazhatd azzal a feltevéssel, hogy a foszforilaicioban ¢és a
szerkezetvaltozasokban a periférialis antenna mas-mas részei vesznek részt. Ugyanakkor

mivel a foszforildcid sordn csokken a periféridlis antenna mérete, megvaltozik a

makrodomén aggregacid és ezzel egyiitt a CD jel amplitudoja is.
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6.2. A fotoszintetikus reakciout és a fenyindukadlt struktiravaltozds dsszefiiggése

Korabbi vizsgalatok alapjan - amint azt a fentiekben részletesen ismertettem -
ugy tiint, hogy a makrodomének struktiravaltozasat a transzmembran ApH szabalyozza
(Gregory, 1975; Faludi-Déniel és mtsi, 1984). Munkdm sordn Gjabb, szisztematikus
vizsgalatokat végeztem az Osszefliggés kérdésének tisztazasara.

Az elektrontranszport sebességének, a transzmembran ApH kialakuldsinak és a
fényindukalt CD valtozas fényintenzitds fiiggésének kiilonbsége (10., 12. 4bra) arra
enged kdvetkeztetni, hogy a linearis elektrontranszport és a fényindukalt CD véltozas
nem kapcsolddik szorosan egymashoz.

DCMU-val végzett kisérleteink azt mutatjk, hogy a fényindukalt CD valtozis az
elektrontranszport teljes gatldsa mellett is végbemegy, bar az elektrontranszport
hidnydban sokkal lassabban alakul ki (11. é&bra). Tehat megaéllapithatjuk, hogy a
fotoszintetikus elektrontranszport alapvetéen nem sziikséges az LHCII makrodomének
szerkezetvaltozasahoz, azonban elGsegiti 1étrejottét.

A nigericin hatdsanak vizsgalata soran azt az eredményt kaptuk, hogy a
fényindukalt CD valtozas gatlasa nem koveti szorosan a ApH gatlasat, ill. a ApH teljes
gatlasa mellett is végbemehet a fényindukalt struktiravaltozas (13. dbra). A magasabb
koncentracional kapott gatlas vélhetéleg a masodlagos ionmozgéasokkal és nem a ApH-
val kapcsolatos. Ugyanakkor a DCCD, amely kozvetleniil az LHCII proteinek
protonalodasat gatolja, gatolja a struktiravaltozast is (14. abra).

Renganathan és Dilley (1994) munkdjuk soran feltételezték, hogy az ATP

képzOodésében fontos szerepet jatszik egy a tilakoidban lokalizalt proton-koté domén,
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amelyben tobb protein is részt vehet és ezek koziil legfontosabb az LHCII. Kimutattik,
hogy a lokalizélt proton-k6t6 domének jelenléte az ATP kialakulds termodinamikai
feltétele. Véleményiink szerint ugyanezen proton-domének jatszanak szerepet az LHCII
konformacié valtozasaban is ill. a fény hatdsara 1étrejové konformacidvaltozasok
eldsegitésében is. Ezen proton-kot6 domének kialakuldsa jelentds mértékben fiiggetlen
lehet a linearis elektrontranszport mitkodésétdl, de a lumen egészének savasodasa (ApH)
megkdnnyitheti a lokalis protondomének 1étrejottét is.

Az LHCII szerepét a proton-koté domének kialakuldsdban alatdmasztja az LHCII
aminosav szekvencidjanak vizsgalata is, amelyet értékelve ugy tiinik, hogy szamos régio
van, amely képes protont megkdtni (5 karboxil és 3 lizin/monomer) és méas H™ kot
csoportok is elhelyezkednek a lumen oldalon (Karlin-Neumann és mtsi, 1985). Ezen
proton koté helyek gatolhatok DCCD-vel, amely képes megsziintetni az ATP
képzddéséhez sziikséges lokalis pH kiilonbséget (Renganathan és Dilley, 1994) és az
LHCII konforméci6 valtozasahoz sziikséges H' (és egyéb ion)-gradienseket is.

Elképzeléseink szerint az LHCII koriil kialakult lokalis ApH nem sziintethetd
meg nigericinnel, 1ll. a lumen egészének pH valtozasa csak kis mértékben befolyasolja a
helyi ApH-kat. Azonban az LHCII kozvetlen protonaldédasanak gatlasa jelentdsen
befolyasolja a szerkezetvaltozas kialakulasat. fgy inkabb a lokalis ApH szerepét kell
kiemelnlink a struktiravéltozds szempontjab6l a transzmembran ApH helyett.
Mindazonéltal ismét hangsilyozandd, hogy ez nem jelenti azt, hogy a
szerkezetvaltozasok kozvetleniil Osszefiiggenek a membran fotokémiai aktivitasaval,

mivel a szerkezetvaltozasok izolalt LHCII esetén is létrejonnek (lasd. 6.1 fejezet).
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Osszefoglalva: tehat a korabbi eredményekkel ellentétben azt talaltuk, hogy a
makrodomének strukturavaltozasa a fotokémiai reakcidutaktol lényegében fiiggetlen

folyamat.

6.3. A makrodomén strukturavdltozds fenygatlissal szembeni szerepe -

osszehasonlitisa a qe-vel

A magas fény kéros hatasa elleni védekezés szempontjabdl igen fontos folyamat
az energiafliiggd nem-fotokémiai kioltas (qg). Tobb elképzelés sziiletett a qg helyét és
mechanizmusat illetden. A legszélesebb korben elfogadott nézet szerint a qg kialakuldsa
a transzmembran ApH ¢és a xantofill ciklus miikodéséhez kothetd. Ennek egy lehetséges
mechanizmusat Horton és mtsi (1996) allitottak fel az LHCII tilakoid membréanon beliili
(kordbban CD segitségével detektalt) makrodomén szervezédése és annak valtozasa
(ACD) alapjan.

Biokémiai és biofizikai bizonyitékok alapjan valésziniisithetd, hogy a qg
kialakulasa az LHCII struktaravaltozasdhoz kotott, amely soran létrejon a ,.kioltd”,
amely valdsziniileg maga az aggregalt LHCII komplex (Walters és Horton, 1991).

Tehat feltételezhetd, hogy a qg kioltas és a makrodomének strukturavaltozasa
egymassal 0sszefliggd folyamat, ill. maga a strukturavaltozas felelés a qg kialakuldsaért.
Ha ez igy van, akkor azon gatlészerek ill. hatasok, amelyek befolyasoljak a tilakoid
makrodomének strukturavaltozasat, hasonld hatéssal lehetnek a qg-re is.

Az antimycin A gatolja az 510-550 nm kozott detektalhatd fényszoras valtozést

(Horton és mtsi 1991). Méréseink soran az antimycin A és myxothiazol gatolta mind a
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fényindukalt fényszoras valtozast, mind a fényindukalt CD valtozast. Ugyanakkor e két
vegyiilet gatolja a fényindukalt CD valtozast izolalt LHCII esetén is, tehat valosziniileg
kozvetlenil az LHCI konformécidvaltozasat gatoljak. Valoszinlileg ugyanezen
mechanizmus alapjan géatoljak a qg-t is. Méréseink sordn ezek a gatldészerek a PSII
milkodésének hidnydban is géatoltak a fényindukalt CD valtozast (15-19 abra), tehat a
gatlas intakt kloroplasztisz esetén is fliggetlen a tilakoid membrian fotokémiai
aktivitasatol. Bar ezek a vegyiiletek gatoljadk a makrodomének strukturavaltozasat, nincs
kimutathat6 hatdsuk a makrodomén szervezddés kialakuldsara (16. abra).

Nem ismert, hogyan fejti ki gatlo hatasat ez a két vegyiilet. Megvizsgaltuk, van-e
hatdsuk mas folyamatra is a kloroplasztiszban. Kisérleteink alapjan megallapithatjuk,
hogy ezek nem befolyasoljak az elektrontranszportlancot (20. dbra) és a klororespiraciot
sem. Hatasuk nem magyarazhat6, mint detergens hatds sem, habar a fényindukélt CD
valtozast hasonldan gatoljak, de nincs hatdsuk a linearis elektrontranszportra, ellentétben
a jol ismert detergensekkel (21. abra).

Mas kinon-antagonista vegyiileteknek (DBMIB és HQNO) is hasonlé hatasuk
van a fényindukalt CD valtozasra, igy feltételezéseink szerint az antimycin A és a
myxothiazol is mint kinon antagonistak miikodnek (22. &bra). Feltevésiink szerint egy
kis affinitasti kinon kotShelyen keresztiil gatoljak meg az LHCII makrodomének
struktiravaltozasat. Ha ez igy van, akkor elképzelhetd, hogy a szerkezetvaltozasok
kialakulasdhoz az LHCII konformacidvaltozasa mellett kinon vegyiiletek bekotddése is
szikkséges. De erre még nincsenek bizonyitékaink. Ugyanigy még nem bizonyitott
kozvetleniil az LHCII strukturavaltozasaval kapcsolatos kinon kotdhely sem,

mindenesetre eredményeink ezt sugalljak.
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Az LHCII protonalodéasanak fontos szerepe van mind a qg kialakuldsdban mind
pedig a makrodomének struktiravéltozasdban. Ugyanugy, mint a fényindukalt CD
valtozas, a qg is gatolhaté DCCD-vel (14. abra).

Kimutattik, hogy a minor antenna komplexeken a DCCD kétShelye egyben Ca®*
ion kotdhely is (Webber és Gray, 1989), amely a Ca?* ion szerepére- is utalhat. Az
altalunk is hasznalt A23187 Ca®" csatorna inhibitor gatolta a qg kialakulasat. (Walters és
Horton, 1991). Eredményeink alapjan azonban megéllapithatd, hogy - legalabbis a
fényindukalt CD valtozast illetéen - ez a vegyiilet inkabb a Mg®* és mas ionok
transzportjanak gatlasdn keresztiil befolyasolja a strukturavéltozasokat. Ezek utan
felmeriilhet a kérdés, hogy milyen mechanizmus szerint gatol az A23178 ionofér ill.
fontos-e az iontranszport a qg kialakuldsa szempontjabol. Ennek eldontésére jelenlegi
tudasunk nem elégséges.

A fényindukalt CD valtozas fényintenzitas fliggése azt mutatja (10. dbra), hogy a
struktiravaltozds magas fényintenzitds mellett valik meghatdrozova, amikor mar az
elektrontranszport elérte maximalis értékét. Tehat a makrodomének struktiravaltozasa
képes ,,reagalni” a fotokémiai reakcidutak telitési szintje feletti fényintenzitasokra is. Ez
nyilvanvaloan csak ugy lehetséges, ha a ,reagilds” mechanizmusa nem fotokémiai
reakciokhoz kotott, ezek ugyanis telitddnének ¢és ezzel a reagalds mértéke mar
viszonylag alacsony fényintenzitas mellett fliggetlenné vélna a talgerjesztés mértékétol.
E tulajdonsag megerdsiti feltételezett szerepét a magas fény karos hatasai elleni
védelemben.

A qg kialakulasanak szempontjabol elsérendii fontossagu folyamatnak tekintik a

fotoszintetikus elektrontranszport soran kialakuld transzmembran ApH-t. Mint azt mar

az elobbiekben részletesen leirtam nem talaltunk szoros Osszefliggést a traszmembran
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ApH és a fényindukalt struktiravaltozas kozott. Ujabb kézleményekben (Horton és mtsi,
1996) felmeriil a kérdés, vajon tényleg a transzmembran ApH vagy inkabb lokélis ApH-
nak van szerepe a (g kialakulasdban is. Méréseink alapjan, az LHCI
konformacidvéltozdsa szempontjabol mindenképpen a helyi ApH szefepét kell
hangstlyozni. Ugyanakkor elképzelhetd, hogy a transzmembrdn ApH sziikséges a
xantofill ciklushoz, amelynek gatlasa, mint a qg csokkenése detektalhato, igy kozvetve
maga a ApH is befolyéasolja a qg kialakulasat. Ezzel ellentmond6 megallapitasra jutottak
Hurry és mtsi (1997), miszerint a zeaxantin mennyiségének ndvekedése nem
befolyasolja a kialakult qg nagysagat és igy valdsziniileg nincs hatassal az LHCII
konformécidvaltozasara sem. Ugyanakkor nem ismerjik a pontos kapcsolatot a
makrodomének struktiravaltozésa és a xantofill ciklus kozott. Az ismert, hogy a qg
kialakulasdban az LHCII konforméciovaltozdsa mellett a xantofill ciklus is fontos
szerepet tolt be. Az is elképzelhetd - és tovabbi vizsgalatokkal tisztdzandé - hogy a
xantofill ciklus miikodése befolyasolhatja a makrodomének szerkezetvéltozasat. Ujabb
eredmények azt mutattdk, hogy a xantofill ciklus részt vesz az LHCII
konforméciovaltozasanak szabdlyozasaban. A zeaxantin eldsegiti az LHCII aggregalt
allapotanak kialakulasat, mig a violaxantin meggatolja az eldbbi folyamatot (Ruban és
mtsi, 1997). Gussakovsky és mtsi (1997) eredményei megerdsitik az eldbbieket.
Megmutattak, hogy az aszkorbat megvédi a tilakoid membran makrodomén komplexeit
a hosszantartdo er6s megvilagitas karos hatasaival szemben. Az aszkorbat eldsegiti a
zeaxantin kialakuldsat violaxantinbdl, igy végiilis magas fényen valé hatdsa a zeaxantin

mennyiségének novekedésével magyarazhato.
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A két folyamat (qe és makrodomének struktiravaltozisa) dsszehasonlitisa soran
fontos tisztazni, mely komplexek vesznek részt kialakitisukban. Jelolt DCCD-vel
végzett kisérletek megmutattak, hogy a DCCD az LHC minor antenna. komplexekhez
(féleg CP29) kotédik (Horton és mitsi, 1992). Ugyanakkor ezek a polipeptidek igen
gazdagok violaxantinban, Osszehasonlitva az LHCI-vel. Az CP29 kiilonésen nagy
hatasfokkal képes a violaxantin - zeaxantin atalakitasra (Bassi és mtsi, 1993). Mas
eredmények viszont azt mutatjdk, hogy az LHCII tolt be fontos szerepet a qg
kialakuldsdban (Ruban és Horton, 1995). Feltételezhetd, hogy a magas fénnyel szembeni
védelem szempontjabol mind az LHCII-nek, mind a minor antenna komplexeknek van
szerepe (Walters és mtsi, 1994; Horton és mtsi, 1992; Ruban és mtsi, 1992; Crofts és
Yerkes, 1994). Csoportunk eredményei alapjan azt mondhatjuk, hogy a makrodomének
fényindukalt valtozdsaiban a periféridlis antenna komplexek vesznek részt, amely a
szerkezetvaltozasban az LHCII szerepét mutatja (Busheva és mtsi, 1991). Ugyanakkor
mivel a DCCD koétdhelye a minor antennakomplexeken talalhato és ezen komplexekhez
valo kotédése gatolja a fényindukalt CD valtozast, igy valosziniileg ezek is részt vesznek
a szerkezetvaltozéasban.

Eddigi eredményeink ezért a qg ¢és az LHCIH makrodomének
struktiravaltozasanak kapcsolatat valdsziniisitik. Fontosnak tartjuk Osszefiiggésiik
pontos tisztizasahoz e két folyamatot azonos korilmények kozott, egymassal
parhuzamosan végzett mérését. Ehhez azonban a két mérdérendszer pontos
Osszehangolasara lenne sziikség és lényegében mindazon kiterjedt vizsgalatok
megismétlésére, amit a qg-vel kapcsolatban végeztek. Ez meghaladja a jelen munka

kereteit.
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6.4. Kationok hatdsa

Barber és Chow (1979) munkajuk soran megéllapitottak, hogy a kloroplasztisz
membranok stacking-jét (Osszetapaddsit) a negativ membranfeliiletet learnyékold
kationok mennyisége és mindsége hatdrozza meg. Megallapitottdk tovabba, hogy a
kétértékii kationok sokkal hatdsosabbak a membran Osszetartdsa szempontjéabol, mint az
egyértékiiek, ugyanakkor nem talaltak kiilonbséget az azonos vegyértékii kationok hatasa
kozott. Ezért feltételezték, hogy a membranok Osszetartdsdban az iono}c elektromos
toltése a fontos nem pedig valamilyen specialis kémiai mechanizmus és a hatds leirasara
a Gouy-Chapman modellt hasznaltdk. Megallapitottdk, hogy a membran stacking
szempontjabol az LHCII nélkiil6zhetetlen.

Korabbi vizsgalatok alapjan megallapitottdk (Garab és mtsi, 1991), hogy a
fényindukalt CD valtozas amplitiddja fiigg a kozeg ozmotikus nyomdésatdl és az
ioner6sségtél. A kozeg ozmotikus nyomdsa a membranon beliili packing
kolcsonhatasért, mig a kationok a membranok kozotti elébb leirt stacking
kolcsonhatasért felelosek és a membran feliiletek negativ toltéseinek learnyékolasaval
fejtik ki hatasukat. A fényindukalt CD valtozas pozitiv ionoktol valo fiiggését leginkabb
Mg”" ionok jelenlétében vizsgaltak. Munkam soran tobb, kiilonbozé vegyértékii kation
hatasat tanulmanyoztam, a korabbi vizsgalatoknal szélesebb koncentracid tartoméanyban.

Megallapithatd, hogy a pozitiv toltések szamanak novekedésével a maximélis
fényindukalt CD valtozas kialakitasahoz kisebb ionkoncentracid sziikséges (23. abra).
Azonos  vegyértéki  kationok  ugyanugy  viselkednek a  makrodomének

struktaravaltozasanak szempontjabol. Ugyanez igaz a CD spektrumok kialakulasara is.
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Természetesen az azonos vegyértékii ionok csak akkor alakitanak ki hasonlé nagysagh
fényindukalt CD valtozast, ha az ion és a membran kozott nem alakul ki valamilyen
specialis kolcsonhatas. Ilyen a kisérleteink soran vizsgalt La>" ion, amely erésen kotodik
a membranhoz, ezaltal meggatolva a struktiravaltozast.

Ez az ionfliggés végeredményben megegyezik a korabban a membran stacking-re
kapott ionfiiggéssel, amely azt mutatja, hogy a membranok kozotti stacking fontos a
fényindukalt CD valtozas szempontjabol. Barber (1980) éltal feltételezett modell alapjan
a tilakoid membran stacking-jét befolyasolja a membran fluiditasa is, pl. a h6mérséklet
csokkenése csokkenti a stacking kialakuldsat. Az alacsony hémérsékletnek hasonld
hatdsa van a fényindukilt CD valtozasra és ugyan kisebb mértékben, de a
makrodomének kialakuldsara is (lasd. 6.1. fejezet), amely megerdsiti a két folyamat
kapcsolatat.

A maximalis CD amplitido és fényindukalt CD véltozas elérése utan a kationok
CD valtozas amplitaddja csokken a vizsgalt ionok esetében. A fényindukalt valtozas
csokkenése sokkal erdteljesebb, sot a legtobb vizsgalt kationnal megsziinik, mig a CD
spektrum majdnem valtozatlan marad, csak amplitiddja csokken. Ezen eredmények arra
utalnak, hogy a kationok koncentracidjanak novelésével a makrodomén aggregéacio
létrejon, viszont a kationok til nagy koncentracidja olyan erGsen tartja Ossze a
membranokat, ami megakadalyozza a strukturavaltozas kialakulasat.

A spermidin és spermin esetén kialakult fényindukalt CD valtozas maximalis
amplitidoja killonbozik a Mg™™ és a K ionétdl (26., 27. abra). Ez a kiilonbség
valdszintileg e vegyiiletek tilakoid membranra gyakorolt specialis tulajdonsagabol

adodik. A poliaminok feltételezhetéen szerepet jatszanak a membran stabilizalasaban.
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Ezért valasztottuk modellként ezeket a vegyiileteket, mert elképzelhetdnek tartottuk,
hogy a membrin negativ toltéseinek learnyékoldsa és igy a membranok kozotti
Osszetartas er0sitése altal fejtik ki stabilizald hatasukat. Mindkét vegyﬁlef a Mg®" ionhoz
hasonl6 nagysagli maximalis CD spektrumot alakit ki (a spermidin még nagyobbat is),
ugyanakkor sokkal kisebb az ezen ionok hatdsara létrejott fényindukalt CD valtozas.
Tehat ezen kationok jelenlétében is kialakul a makrodomén szervezddés, ugyanakkor a
struktiravaltozas gatolt. Valdszinilileg ugyaniigy, mint az egy- ill. kétértékil ionok nagy
koncentracidja esetén, a poliaminok is olyan erds kolcsonhatdst hoznak létre a
membranok kozott, amely mar meggatolja a makrodomének szerkezetvaltozasat.
Ugyanakkor az is elképzelhetd, hogy ezek a kationok nem képesek a Mg®* és K* ionhoz
hasonléan részt venni - a fényindukalt CD valtozdsban minden val6szinliség szerint
kulcsszerepet jatszo - masodlagos ionmozgéasokban.

Mint az eddig elmondottakbdl jol latszik, a kationok fontos szerepet jatszanak az
LHCII makroaggregatumok struktiravaltozasidban. A kationok hatdsa a stacking, a
memranok kozotti kolcsonhatds erdsitésének tulajdonithatd.

Mivel a makrodomének a membranban foglalnak helyet, igy a membranok
kozotti és esetleg a fehérjék és lipidek kozotti kolesonhatas (lasd. 6.1 fejezet)
megvaltoztatdsa hatdssal lehet a membran egészének altalanos tulajdonsagaira is. Ezzel
kapcsolatban a tilakoid membran ionokra valé permeabilitasanak valtozasat vizsgaltuk
(33. éabra). Eredményeink azt mutattak, hogy a megvilagitas hatasira bekovetkezd
szerkezetvaltozasok €s az ezt kisér6 ionmozgasok - varakozasainkkal ellentétben -
lényegében nem befolyasoljdk a membran permeabilitasat. Ez arra utal, hogy az
ionmozgasok kozvetleniil a stacking-hez ill. annak feltételezett valtozasahoz

rendelhetok.
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Fény hatdsara a tilakoid membran két oldalan felépiil a pH kiilonbség, amely
masodlagos iontranszporttal parosul (legfontosabb a Mg2+ transzport), amely a lumenbdl
a sztromaba irdnyul és nagysaga kb. 2 mM (ha a pH = 7.6 és 300 W/m® a megvilagitd
fény intenzitdsa) (Krause, 1977). Nem zarhatd6 ki a masodlagos iontranszport
Osszefiiggése az dltalunk megfigyelt szerkezetvaltozasokkal. Ennek részletes vizsgalata
el6ttiink allo feladat.

A munka eddigi szakaszaban vizsgéltuk a Mg?‘Jr ion fényindukalt felszabadulasat
Eriochrome Blue SE metallokrom indikator segitségével. A Mg®" ion felszabadulasanak
és a fényindukalt CD valtozasnak a fényintenzitas fliggése jol egyezik egymassal. Sem a
Mg®" ion felszabaduldsanak sebessége, sem a fényindukalt CD véltozds nem mutat
telitést a vizsgalt tartomanyban, igy nem kothet6 a fotokémiai reakcioutak valtozasidhoz.
fényindukalt CD valtozdsban mind a Mg2+ lon transzportjdban (4. tablazat).
Megallapitottuk azt is, hogy az A23187 Ca-ionofér gatolja mind a Mg2+ 10n
felszabadulasat, mind pedig a makrodomének struktiravaltozasat.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a Mg2+ ion felszabadulédsa 0sszefiigg a
tilakoid membran makrodoménjeinek struktiravéltozasaval, viszont nem tudjuk, hogy
kizarolagosan a Mg”>" vagy Ca®" ion felszabaduldsa fontos, vagy mas kation is (pl. K%,
Na") hasonlé hatast fejt-e ki. Mivel a membran stacking és a makrodomén szervezddés
szempontjabdl a kationok hatdsa nem specifikus, csak a kation toltésétol fiigg,

feltételezhetd, hogy ugyanez igaz a szerkezetvaltozasokkal kapcsolatos mésodlagos

ionmozgasokra is.
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7. OSSZEFOGLALAS

Zo6ld névényekben a reakciocentrum direkt gerjesztése nagyon ritka esemény,
még magas fényen is (Junge, 1977b). Ehelyett az antenna molekuldk nyelik el a
gerjesztési energiat, amely azutan a reakcidcentrumba jut. Minden reakci6centrum
néhany széz klorofill és karotenoid kromoférral van kolcsonhatdsban. Az antenna
pigment-protein komplexek molekularis felépitése magasan szervezett. Megfeleld
koriilmények kozott (ozmotikus nyomads, kationok elektrosztatikus arnyékold hatésa)
képesek makrodoménekbe rendezddni, amely a hossztavi energia étade’_ls; biztositja. A
makrodomének kialakuldsa és szerkezetének valtozasa CD spektroszkopidval jol
vizsgilhat6. A makrodomének tulajdonsdgai a psi-tipusi makroaggregatumokra
vonatkozd CD elmélettel irhatok le.

Munkdm sordn e makrodomének fényindukalt, reverzibilis struktiravaltozasait
vizsgaltam intakt kloroplasztiszon és izolalt tilakoid membranokon. Megmutattam, hogy
e A makrodomén szervezddés valtozésa fotofizikai reakcidutak valtozasaval

kapcsolddik ssze, magas fény hatasara a disszipacié mértéke dtmenetileg nd.

e A kordbbi eredményekkel ellentétben azt talaltuk, hogy a makrodomének
strukturavéltozasa fiiggetlen a linedris elektrontranszporttdl és transzmembran ApH-
tol. Ugyanakkor a makrodomének struktiravaltozasa - helyi - az LHCII koriil
kialakult lokéalis ApH-kal Osszefligghet. A fényindukalt CD valtozas kialakuldsa
izolalt LHCII-n is a fotokémiai reakcioutaktol valo fliggetlenségét bizonyitja.

* A makrodomének struktiuravaltozasa magas fényintenzitason jatszodik le, ahol mar a

fotokémiai reakcioutak telitettek. A valtozasok mértéke ezen tartomanyban aranyos a
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,»tilgerjesztés” intenzitdsaval. Ily modon a tilakoid membranok - a fotokémiai telités
feletti tartomdanyban is - képesek a fényintenzitassal aranyos valaszreakciora.

e A fényindukalt CD valtozas gatolhaté6 a nem-fotokémiai, energiafiiggd gerjesztési
energia kioltds (qg) ismert gatloszereivel (antimycin A, myxothiazol, DCCD, stb.).
Valoésziniinek tiinik ezért, hogy a qg kialakuldsa szempontjab6l a makrodomén
struktiravaltozasa fontos folyamat.

e Hipotézisiink szerint makroaggregatumokban a szerkezetvéltozasokért a fényenergia
disszipacioja teheté feleléss€é és els6 kozelitésben jol leirhaté a
folyadékkristalyokban megfigyelt termooptikus effektus segitségével. E hipotézis
mellett szo6l az is, hogy magas hémérsékleten (35-40 °C f6l6tt) a makrodomének
elveszitik stabilitasukat.

e A makrodomének struktiravaltozasa nem jon létre kationok hidnyaban. Mind a

kationok jelenlétének mind ezek mozgasanak fontos szerepe van a makrodomének

képzddésében és dinamikus sajatsdgukban.

Osszefoglalva, a makrodomének struktiravéltozasinak részletes vizsgalataval
megallapitottuk, hogy a tilakoid membranok antennarendszerében egy eddig nem
ismert mechanizmus révén szerkezetvaltozasok kovetkeznek be, melyek sebessége - a
telitési fényintenzités felett - egyenesen aranyos modon fligg a fény intenzitasatol. Ez a
szerkezetvaltozds modositja a fotofizikai reakcidutakat és ezért valdszinlinek tiinik,
hogy szerepet jatszik a fényadaptacios szabalyozasi mechanizmusban ill. a novények

magas fény elleni védekezésében.
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Summary

In photosynthesis, the primary step in the conversion of light energy into chemical
energy occurs in the reaction centers, which represents only a small fraction of the total
pigment content of photosynthetic membranes. Direct excitation of the reaction centers is a
very rare event even under strong sunlight. In all photosynthetic organisms the light energy is
predominantly captured by antenna pigments.

The efficientcy of the energy migration toward the reaction centers is largely
determined by the molecular architecture of the pigment system. Under 'normal conditions’,
the antenna system minimizes the quantum losses and supplies the excitation energy to the
reaction centers. On the other hand, considerable evidence has been accumulated for the
existence of a protective mechanism in saturating light, such as ApH-dependent non-radiative
energy-dependent dissipation (qg), which can bring about dissipation of 80 % of the absorbed
light energy. Recent data suggest that this non-photochemical dissipation occurs wvia
reorganizational changes in the antenna system of thylakoid membranes and involves
macroaggregates of antenna complexes. This, by preventing photoinhibitory damage to the
photosynthetic machinery, is thought to play a protective role. In general, the multilevel
regulatory processes, which are capable of regulating the photosynthetic energy conversion,
appear of great importance in stress physiology and plant productivity.

However, our understanding of the molecular architecture of the antenna system of
chloroplasts is far from being complete, and relatively little is known about the molecular
mechanisms leading to regulatory changes in the photophysical pathways.

By means of circular dichroism (CD) spectroscopic techniques, it has been shown that

in granal thylakoid membranes PSII particles are assembled into psi-type (polymer or salt



induced) macroaggregates, densely packed chirally organized macroarrays with an estimated
diameter of 200-400 nm, the stability and size of which are controlled by the ionic strenght and
the osmotic pressure of the medium and the peripheral LHCII content of the membranes.
It has also been shown by CD spectroscopy that thylakoid membranes are capable of
undergoing light-induced reversible changes in the chiral macroorganization of the
chromophores in thylakoid membranes. It was shown that all major psi-type CD bands, which
originate from chirally organized macrodomains display gross (up to 80 %) reversible light-
induced changes (ACD). Experiments with uncouplers showed that these structural changes
could be inhibited with nigericin and NH4Cl and penetrating buffers, which suggested the role
of ApH in the strustural rearrengements. In other terms, it was proposed that the structural
changes detected as ACD were driven by the photochemical activity of the membranes.
However, more recent data obtained during our investigations ruled out this mechanism. Thus,
in order to elucidate the mechanism of the light-induced reversible structural changes it was
necessary to conduct sysematic investigations on isolated thylakoid membranes.
In this work we characterized in detail the structural changes of macrodomains in
granal thylakoids, and propose a novel mechanism for the light-induced structural
reorganization of the antenna system, which are associated with the regulation of the
dissipative pathways.
The main topics of my thesis are:

e correlation between the macrodomain reorganization and the linear electron transport, and
the transmembrane ApH

e temperature dependence of light-induced reorganization of thylakoid membranes

e correlation between light-induced reorganization of thylakoid membranes and qg: inhibition
by quinone antagonistsA(antimycin, myxothiazol) and other inhibitors of qg (DCCD)

o effect of cations and the Mg”" uptake



New results:
The structural changes induced by high light intensities (and detected as light-induced reversible
changes in the psi type CD) are accompanied by changes in the photophysical pathways, which
manifest themselves in alterations in the chlorophyll fluorescence induction, and more specifically
in an increased dissipation of the excitation energy.
The structural changes show a characteristic temperature dependence, their rate gradually
increases with the temperature, between 2 and about 33 °C, and abruptly disappears above 35-
40 °C. As for the origin of ACD, it is proposed to origine from the decrease in the CD signal
due to a thermooptic effect, i.e. thermal fluctuations, provoked photophysically, that lead to
a diminishment of the long range chiral order.
The light induced reversible changes in the thylakoid membranes are not driven directly by the
photosynthetic electron and proton transport although it is facilitated by the build up of a local
proton gradient around a proton binding domain, probably LHCII or one of its minor complexes.
Inhibitors of qg (antimycin A, myxothiazol, DCCD) also inhibit ACD. Thus the two phenomena
appear to be at least indirectly correlated. However qg is defined to depend strictly on ApH
whereas ACD is shown not to depend on (only somewhat facilitated by) the transmembrane and
local proton gradient. The fact that both ACD and the fluorescence transients, similar to those
referred to as qg, are amplified at light intensities that exceed the saturation for the electron and
proton transport, strongly suggests that the photophysically induced structural changes play a
role in the reversible fluorescence quenching.
The light-induced reversible structural changes require the presence of cations and are correlated

with the release of Mg”" ions.
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These findings, and the observation that lamellar aggregates of purified LHCII and thylakoid
membranes exhibit very similar light-induced reversible changes, show that there is a molecular
mechanism by the aid of which the structure of the photophysical apparatus can be reversibly
changed as a function of light intensity. These structural changes also depend on
(micro)enviromental factors, such as the ambient temperature and ionic strength of the medium,
and can be specifically inhibited by several types of chamical agents.

The exact role of this novel, photophysical mechanism in the dissipation of the excess
excitation energy and in the adaptation of plants to high light is not known. The presently available
data suggest that it plays a role in the down-regulation of the photosynthetic activity of granal

membranes and thus in the protection of plants against damage in high irradiation.





