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1. Bevezetés

1.1 Fotoszintetikus prokariotak

A baktériumok népes csaladjabol csak viszonylag kevés képes fotoszintetizalni. Ezek 6t
nagy csoportotba sorolhatok: Chloroflexus szubdivizio, zdld kénbaktériumok,
cianobaktériumok, o és P—proteobaktériumok és a heliobaktériumok (Hugenholzt és
mtsai 1998). A proteobaktériumok kozé tartoznak a bibor nem-kénbaktériumok,

amelyekrdl bovebben sz6 lesz.
1.2 Biborbaktériumok

A biborbaktériumok két nagy csoportja koziil a bibor nem-kénbaktériumokrdl lesz szo
részletesen. Széles korben elterjedtek, el6fordulnak természetes vizekben,
szennyvizekben, iiledékben, mocsarakban és nedves talajban is. Altalaban a mérsékelt
hémérsékletii éldhelyeket kedvelik. Alapvetéen fotoheterotr6f életmodot folytatnak,
vagyis szerves anyagokat hasznalnak elektrondonorként és szénforrasként. Ezen kiviil
még szamos anyagcsereut fenntartasara képesek (fotoautotrof, aerob €s anaerob 1égzés).
Csoportositasuk morfologiai, filogenetikai, és fizioldgiai tulajdonsagok alapjan torténik.
Ismert képvisel6i €s a mi laboratoriumunkban is hasznalt torzsek: o—proteobacteria:
Rhodospirillum rubrum (spirillum alak, polaris csillo), Rhodobacter sphaeroides (ovalis
majd palcika alak), Rhodopseudomonas viridis.(palcika alak, polaris csilld). B-
proteobacteria: Rubrivivax gelatinosus (két féle alak, I. tipus: spirillum alak, polaros
csillo, mozgékonysag és kis mennyiségli polimer termelés, 1. tipus: egyenes palca alak,

nagy mennyiségii exopolimer termelés €s hosszabb generacios 1d0).

1.2.1 abra. Transzmisszids elektronmikroszkdpos
hosszanti metszetli felvétel Rhodospirillum rubrum-
rol (nagyitdas 34.000x). Megfigyelhetéek a sejt

belsejében 1év6  lefliz6dott membranvezikulak

(kromatoforak).
‘;/ Ezek a baktériumok kivalo
modellszervezetek a fotoszintézis

tanulmanyozéasara, valamint sejtbioldgiai,

fiziologiai és bioenergetikai vizsgalatokhoz egyarant.



1.3 A fotoszintetikus apparatus felépitése

A biborbaktériumok hiarom membranrendszert tartalmaznak: egy kiils6 membrant
(OM), citoplazma membrant (CM) és az intracitoplazma membrant (ICM). Az ICM
tartalmazza a fotoszintetikus apparatust. Az ICM mennyisége €s Osszetétele erdsen fligg
a kornyezeti tényezOktol, mint a fényintenzitas €s az oxigén mennyiség (részletesebben

lasd késobb) (Woronowicz és mtsai 2013, Niederman 2013).

cytoplosenic
membrone (CM)

-
peripiosmac  'Umenal  introcytoplosmic
poce spoce, membrones (ICM,)

Mysccnng

1.3.1. abra. (A) Rba. palustris ICM sematikus abrazolasa (Varga és Stachelin, 1983). (B) Rba. palustris
ICM rétegfelvétel (C) Rba. palustris ICM rétegfelvétel alapjan késziilt feliileti modell. Kiilsé membran
(sarga), CM (kék), ICM (zold) (B és C, Bill Tivol és Zhuo Li, Caltech).

A fotoszintetikus organizmusok nélkiilozhetetlen elemei a pigmentek. Nélkiilik nem
megy végbe a fény abszorpcidja, ezaltal az energia sem tud raktdrozodni. A
biborbaktériumokban bakterioklorofill a (Bkl a), (ritkan bakterioklorofill b) és
karotenoidok vannak. Ezeknek a pigmenteknek koszonhetik sziniiket, a sejtjeik
leggyakrabban bibor, vords vagy barna szinliek. A klorofill alapt fotoszintetikus
organizmusokban fény begylijtésére alkalmas antenna rendszerek alakulnak ki. A
biborbaktériumok  antennarendszere  alaposan  tanulmanyozott. A  legtobb
biborbaktériumban két kiilonb6z6 antenna talalhato: a belsé antenna komplex (light
harvesting 1 (LH1)) és a periféridlis antenna komplex (lightharvesting 2 (LH2))
(Cogdell és mtsai 1999, Jungas és mtsai 1999). Az LHI1 antenna és a Puf-X fehérje

kozvetleniil veszi koriil a feofitin-kinon tipust reakcid centrumot (RC) (Jamieson és
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mtsai 2002; Roszak és mtsai 2003). A RC-LH1-Puf-X komplex dimerként fordul eld
(Qian és mtsai. 2008). A periférialis LH2 antenndk monomerekként vannak jelen,
szdmuk fiigg a fényintenzitastdl, minél tobb a fény, annal kevesebb LH2 antenna
termelddik (Aagaard ¢és Sistrom 1972). Az antenndk alapvetd épitdegysége az
o/P heterodimér, ami két helikalis transzmembran polipeptid. Mindkét hélix egy-egy
Bkl a-t kot egy konzervalt hisztidin pozicioban (Olsen és mtsai. 1997, 2008). A LH2
antennaknal a B polipeptid egy masodik BKI a-t is kot (Waltz és mtsai. 1998). A
heterodimerek sikbéli gytirivé aggregalddnak. Az LH1 antenna 28 o/ heterodimérbél
allo nyitott gyiirii, amihez egy Puf-X fehérje kapcsolodik, és igy vesznek korbe egy-egy
RC-ot és alkotnak dimér strukturat. A LH2 antenna esetében 9 o/ heterodimer alkot

zart gyurt. A kotott bakterioklorofillok az abszorpciés maximumuk szerint kaptak

nevet. (LH1: B875, LH2: B850, B800).

1.3.2. abra. Fels6 kép: LH2 pigment-protein komplex (Rhodopseudomonas acidophila) Protein Data
Bank (PDB) file INKZ (Papiz és mtsai., 2003). Als6 kép: The RC-LH1 pigment-protein komplex Rps.
palustris-bol.(Protein Data Bank (PDB) file 1PYH (Roszak et al., 2003)).

A bakterialis RC szerkezete

Az integralis membranfehérjék koziil els6ként a mult szazad nyolcvanas éveiben a RC

fehérjét sikeriilt kikristalyositani Rps. viridis-bol. A RC harom alegységbdl all 1:1:1
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sztochiometriai ardnnyal, a teljes molekulatomege 100 kD nagysagrendbe esik. A
harom polipeptid alegységet L, M és H-val jelolik (tomeg szerinti felosztds alapjan). Az
L és az M alegységeknek ¢és a hozzajuk kapcsolodd kofaktoroknak 180 fokos forgési
szimmetridjuk van, ezen kiviil nagyfokti homologiat is mutatnak. A H alegység laza és
globularis szerkezetli. Az aminosavakon (alegységeken) kiviil még kofaktorokat, négy
Bkl-t, két bakteriofeofitint (BPhe), két kinont (Q), és egy nem hem-tipusu vasatomot
egy-egy (A-val ill. B-vel jelolt) agat alkotva. Az elektrontranszfer fiziologias

koriilmények kozt csak az A-4g mentén megy végbe.

A _ qP:aripIasmic side B

| FI DA T

1.3.3 abra. RC polipeptid alegységei (A), és az elektrontranszferben résztvevd, A-ag menti kofaktorok
(B) (Lundholm és mtsai. 2014)

1.4 Fotoszintetikus energiaatalakitas

Az ¢lolények koziil a fotoszintetizdld organizmusok képesek a fényenergiat
elektrokémiai energidva alakitani. Az elnyelt foton energidja raktdrozodik, majd
sziikség esetén a kiilonb6z6 életfolyamatok, mint a ndvekedés, és az osztddas sordn
felhasznalodik (Wraight 2006). A fotoszintézis két f6 folyamatra, a fényreakciora és a
sotétreakciora oszthatd fel. Bakteridlis fotoszintézis primér folyamatainal csak
fényreakciorol beszélhetiink. Ide sorolhatok a fotofizikai antennafolyamatok
(fényabszorpcid, gerjesztési energia vandorlasa), a fotokémia (elsodleges
toltésszétvalasztas), az elektron- és protontranszport (elektrokémiai potencial alakul ki a
membran két oldalan) és az ATP szintézis.

A fény abszorpcioja az antennarendszerekben magas hatasfokkal megy végbe. Az

elnyelt gerjesztési energia atvandorol az antennarendszeren €s a RC-nak adddik at. Az



elsddleges fotokémiai reakci6 a RC-ban toltésszétvalasztast hoz létre. A
toltésszétvalasztds hatdsfoka baktériumoknal 100%-hoz nagyon kozeli érték (98%
+4%). Az elektronok a kiilonb6zd redox centrumokkal rendelkezd fehérjék kozott
mozognak, ¢és hoznak létre redoxi valtozdsokat. A  baktériumokndl az
elektrontranszportlanc ciklikus. Ciklikus transzfernél a toltéspar rekombinalddik és
protongradiensé alakul, amelyben két membranfehérje a RC és a citokrom bc; komplex
(cit bcy), a periplazma vizoldékony citokrom cp-je (Cit ¢;) és a membran ubikinon (UQ)
készlete vesz részt. A RC-ban a masodlagos kinon teljesen redukalodik, a cit ¢, pedig
oxidaloédik az ismételt fénygerjesztések hatasara. A cit bc; komplexben egy masik
toltésszétvalasztas is végbemegy. A Q; helyen két kinol oxidalodik, a Q¢ helyen pedig
egy kinon redukalodik. A kinonmozgas eredménye a RC altal létrehozott hidrokinon

oxid4cioja.

1.4.1. abra. A fotoszintetikus apparatus szemléletes abrazolasa. A bal oldalon egy intakt egész sejt
lathatd (Rba. sphaeroides), amelybdl egy membran vezikulat kiemeltiink, és kinagyitottunk. Ez a
szervezeti egység tartalmazza a fényabszorpcid, gerjesztési energia vandorlasa, fotokémia és a ciklikus

elektrontranszport {6 résztvevoéit. (RCSB Protein Data Bank)

A komplexek pontos elhelyezkedése és fiziologidja minden részletében maig sem
ismert, sok kérdés megvalaszolatlan, és jelenleg is széles korben tanulmanyozzak
kiilonbozd biokémiai, fizikai kémiai és spektroszkopiai modszerekkel (Bahatyrova és
mtsai.. 2004; Sener és mtsai. 2007; Sener és Schulten 2009; Maro6ti és mtsai. 2013). Az
egyik fontos kérdés a cit bc; komplex és az ATP-szintaz membranbeli elhelyezkedése

illetve a résztvevok sztochiometriaja. A funkcionalis és spektroszkopiai mérések szerint



kozottik gyenge Osszekottetés van. A RC-ok és a cit bc; komplexek kozott a
kapcsolatot a mobilis redox szerepldk tartjak fent. Rba. sphaeroides bibor baktériumban
a molekularis résztvevok sztochiometriaja igy alakul: 2 dimer RC, 1 cit bc; komplex és
1 cit ¢; (Joliot és mtsai.1989; Vermeglio és Joliot 2014). A nagy felbontasu atomerd
mikroszkopianak (AFM) koszonhetd az a felfedezés, amely szerint, ahol jelen vannak a
RC dimerek és az ATP-szintaz, ott nem talalhatd cit bc; komplex (Scheuring 2009;
Sturgis és Niederman 2009). Ez azt jelenti, hogy sem a cit bc; komplex sem az ATP-
szintdz nem talalhaté a RC dimerek kozelében. Az AFM vizsgalatok szerint a
komplexek kozott nincsen konnektivitds, ez viszont azt feltételezi, hogy UQ-ok altal
1étrehozott hosszabb tava funkcionalis Gsszekdttetés van a RC-ok és a cit bcy komplexek
kozott (Comayras és mtsai. 2005). Rba. sphaeroides membranjaban a LH és RC-ok
rendezettsége magas ¢és a RC elektron atfordulasi sebessége elég nagy, az UQ diffuzioja
a RC és a cit bc; komplex kozott viszont igen lasst (Woronowicz és mtsai. 2012).
Mindezekbdl az kovetkezik, hogy a komplexek elhelyezkedése és a koztik 1évo
Osszekottetések még tavolrol sem tekinthetd tisztdzottaknak. Az ujabb keletli
vizsgalatok, amelyek AFM, elektronmikroszkopia és tomegspektrometriai méréseken
alapulnak, ellentétben allnak a korabbi eredményekkel, vagyis a cit bc; komplex és a
RC-LH1-PufX komplexek egymas szomszédsagaban helyezkednek el, de nem

sztochiometrikus kapcsolatban (Cartron és mtsai. 2014).

Elektrontranszfer a RC-ban

A bakterioklorofill dimer pillanatszerti gerjesztése (P>P”) utan létrejon az els6 redox
par (P'BPhea’). A kialakult toltéspar stabilizalodik, amelynek legfontosabb 1épése a Qa
elsddleges kinon redukcidja (P'BPheQa). Ennél a redox-lépésnél kovetkezik be a
legnagyobb redoxpotencial csokkenés, amellyel a toltésszétvalasztds nagymeértékben
irreverzibilissé¢  valik. A toltéspar a Qg redukcidjaval tovabb stabilizalodik
(P"BPheQaQg’). A stabilizalodott végsd toltéspar energidja nem alakul 4t kdzvetleniil
kémiai energidva, hanem a membranon keresztiili protongradiens kialakuldsara

forditodik, amely majd az ATP szintézise révén hasznosul.
1.5 A fotoszintetikus baktériumok életciklusa

A baktériumok a természetes ¢€lohelylikon (exponencialis fliggvénnyel jellemzett

modon) korlatlanul novekedhetnek. A sejtek az osztodasi idejiiknek megfeleléen, ami
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példaul a Rba. sphaeroides esetében koriilbeliil 3 ora, folyamatosan megkettézédnek.
Zart tenyésztési koriilmények kozott azonban ez nem igy torténik, mert a tdpanyagok
fogyasa ¢és a melléktermékek felhalmozodasa miatt a szaporodas egy id6 utan leall.
Ennek megfelelden a sejtek életciklusa az aldbbi szakaszokra bonthato (1.5.1. abra):
késedelmi (lag), exponencialis, allandosult (stacioner) és pusztulasi fazisokra (De Klerk
¢s mtsai. 1969).

Lag Exponencillis
tazis ndvakadisi Tazls Stacionerfazis Pusriulisi Fazis
10 i
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1.5.1. abra Baktériumtenyészet életciklusa zart folyadékkulturaban.(Marialigeti és mtsai. 2013).

Ha egy baktériumtenyészetet friss tenyészté oldatba (médiumba) oltunk at, akkor a
szaporodasuk késedelmi fazissal indul. A gyors osztodas késleltetédik, mert a sejteknek
elozetesen adaptalodniuk kell az 0j kornyezeti tényezOkhoz (fényintenzitas, oxigén
atmoszféra, nehézfémek jelenléte, stb). Az eltéré inkubacios koriilményekhez valo
adaptacio (tobbek kozott) magaban foglalja az 1j metabolikus utvonalakhoz sziikséges
enzimek el6allitisat. A lag fazis hossza igen véltozo lehet. Rba. sphaeroides-nél Hg*
ionok jelenléte esetén elérheti a 20 orat is (Asztalos és mtsai. 2010). Mivel a
fotoszintetikus baktériumok anaerobok, ezért az oxigén jelenléte és mértéke Kritikus.
3% feletti oxigén koncentracio esetén nem csupan a fotoszintézis funkcioja all le,
hanem az ICM is bomlasnak indul (Kiley és Kaplan 1988, Tucker és mtsai. 2010). Ezek
azonban reverzibilis folyamatok lehetnek, mert ha visszaall az anaerob allapot, a CM
betlirddései Ujra megjelennek, ¢és elkezdédik a LH-ok és a RC komplexek

Osszeszerelddése. Ezt a bonyolult folyamatot egy kétkomponensli oxigénérzékeld
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szignal-transzdukcids rendszer iranyitja (Takemoto és Lascelles 1973; Masuda és Bauer
2002; Fedotova ¢és Zeilstra-Ryalls 2014). A kiilonb6zé ndvekedési fazisokban a
fotoszintetikus membran felépitése és miikodése (pl ,.érettsége”) nagyon eltérd, és
megismerésiik sok értékes informacioval szolgalhat (lasd részletesen késébb). A lag
fazist az exponencialis fazis koveti, amelyben az osztdédasi idonek megfeleléen a
szaporodasnak nincsen korlatja. A sejtek anyagcseréje ekkor a legaktivabb. Zart
rendszerben azonban ez a hatartalan novekedés véget ér, és a stacioner fazis kovetkezik.
A sejtek anyagcseréje tovabbra is aktiv marad, azonban eltérhet az exponencialis
fazisban tapasztaltaktol, példaul uj anyagcsere termékek keletkezhetnek. Ebben a
fazisban a sejtek szama allando, mert vagy uj sejtek mar nem keletkeznek, vagy mert
ugyannyi sejt keletkezik, mint amennyi elpusztul. Legvégiil a tenyészet pusztulasi
fazisba ér, amelyben intenziven lecsokken az €16 sejtek szama. Ez azonban nem azt
jelenti, hogy a teljes populacié elpusztul (Mérialigeti as Felfoldi 2013).

A folyamatos (aszinkron) novekedés mellett a sejtkultura képes lehet
szinkronndvekedésre is. A aszinkron novekedésnél a tenyészetben a sejtek a sejtciklus
barmely fazisdban lehetnek. A sejtek szinkronizadcidjaval el lehet érni, hogy a
tenyészetben 1évo sejtek nagy része a sejtciklus ugyanazon fazisaban legyen.

A szinkrontenyészet eléallitasaval, mivel a sejtek ugyanabban a fazisban vannak, ezért a
sejtek magasan szervezett struktarai, mint a fotoszintetikus membranok és azok érése
(fejlodése), a sejtciklust szabalyozé mechanizmusok, vagy a makromolekulak
bioszintézise konnyebben ¢és alaposabban tanulményozhatok. A szinkronizéacios
technikakat két f6 csoportra lehet osztani: fizikai szétvalasztasra és kémiai blokkolasra.
A fizikai szétvalasztas a sejtek karakterisztikus tulajdonsagain alapszik: sejtméret,
tenyészet slrlisége, fény-sotét atmenet, antitestes jelolés, fluoreszcens jelolés (FACS),
stb. A sejtek szétvalasztasa kémiai blokkolassal, mint a novekedési faktornak a
médiumbol valo elvonasaval (széruméheztetéssel), vagy a DNS szintézis gatlasaval is
torténhet. Az egyik legegyszerlibb szinkronizalasi technika a korai stacioner fazisu
tenyészet kihigitasa friss médiumba (Cutler és Evans 1966, Leuking és mtsai. 1978).
Fotoszintetikus baktériumoknal a fény-sotét periddusok véltakoztatasaval lehet elérni az
egyidejli osztodast, mert a fény hatdsara indulnak be a metabolikus folyamatok, ami a
sejtosztodast is befolyasolja (Leuking és mtsai. 1981). Escherichia coli K12 torzs esetén
indukalni lehet a tenyészet szinkronizalddasat csupan az inkubéciés hdmérséklet
lecsokkentésével 12°C-ra (Heliosa és mtsai. 1974). Ha a ndvekedési faktorokat

elvonjuk a tapoldatbol, akkor a sejtek a sejtosztodas Go fazisaba keriilnek, amikor pedig
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visszaadagoljuk, egyszerre indul be az egész tenyészetnél a G; fazis. Kolhicinnel az
osztodasi orso reverzibilisen gatolhato, igy nincs replikacid. Az eltavolitdsa utan pedig a

tenyészet szinkronizaltan osztddik tovabb (Szeberényi 2014).

1.6 A bakterialis biofilm

A mikroorganizmusok koziil szamos faj alkothat biofilmet. A biofilm a vizes kdzegben
¢16 mikrobak aktiv sejthalmaza, amelyet az altaluk termelt szerves extracellularis matrix
(extracellularis polimer, EPS) tart egyben, és segitségével valamilyen szilard feliilethez

tapadhat ki (Costerton és mtsai. 1987).

1.6.1. abra A Klebsiella sp. biofilmr6l késziilt letapogatd
elektronmikroszkopos felvétel. Jol lathato, hogy az exopolimer
¢és az altaluk 6sszekotott sejtek stirti haromdimenzids matrixot

alkotnak (Genetics of Biofilms Laboratory. 2014)

A biofilmek eléfordulnak természetes vizekben, é16
szervezetben (fogakon) és az iparban is (csdvek

feliiletén). Leginkdbb a patogén mikrobdknal (pl.

Pseudomonas aeruginosa) elterjedt ez az ¢letmod,

M7 / te

de algaknal, cianobaktériumoknal és zo6ld- és biborbaktériumoknal (mint példaul a mi
laboratoriumunkban hasznalt Rvx gelatinosus esetén) is megtalalhat6 fototrof biofilm
(De Philippis és mtsai. 2005; Roeselers ¢és mtsai. 2008). A baktériumok kétféle
allapotban vannak jelen: az egyik a planktonikus, vagyis lebegd életmod, a masik pedig
a biofilmes, feliilethez kitapadt vagy leiilepedett allapot (Steonou €s mtsai. 2013). A
fototrof baktériumok alkotta biofilmek a fénynek kitett feliileteken tapadnak ki.
Altalaban stacioner fizisu tenyészet alkot kitapadt biofilmet, amelyben a sejtek
morfologiaja és anyagcseréje is megvaltozik. A Rvx gelatinosus sejtek alakja kezdetben
spirillum, majd egyenes palca format vesz fel, amikor nagy mennyiségben termeli a
polimert. A kitapadas vagy lesiillyedés jobb tapanyagellatast biztosit a tenyészetnek és
védelmet is nyljt a kdrnyezeti hatdsokkal szemben (Marshall, 1992). Egy ilyen kialakult
bakterialis kozosség talélési potencidlja sokkal magasabb, mint a planktonikusan el
onallo egyedeké. Igy a planktonikus 1ét valojaban kedvezStlenebb életformanak
tekinthetd. Nagyobb eséllyel alakul ki biofilm egy olyan zart folyadék kultardban, ahol
a tapanyag limitalt, és a sejtszam is mar elérte a telitési (plato) szintet. llyenkor az

Osszetapadt sejtek képesek lesiillyedni, hogy ujabb tapanyagforrasban gazdagabb
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kozegbe keriiljenek. A biofilm ndvekedése is ugyanazokat a jellegzetes fazisokat
mutatja, mint a sejttenyészet (lag, exponencialis €s stacioner szakaszokat). A polimert a
sejtek ugyanis folyamatosan termelik, és amikor a névekedés eléri a stacioner fazist,
akkor a planktonikus sejtek osszeallnak haromdimenziés matrixsza (Steunou és mtsai.
2013). Az érett matrix legnagyobb részben vizet, baktériumokat, extracellularis
polimert, sejttormeléket (fehérjéket, DNS-t és szénhidratokat), valamint kotott és szabad
ionokat tartalmaz (Sutherland, 2001). A sejtek altal termelt extracellularis polimer
elsddleges funkcidja a sejtek Osszetartasa. A tenyészet ¢letciklusa soran keletkezd 1j
sejtek mar a matrixba kotve osztddnak tovabb. Mindezeken kiviil a polimerek megkdtik
a tapanyagokat, illetve a sejtek Szamara veszélyes anyagokat (antibiotikumokat,
nehézfémeket) is. Koszonhetéen az altala termelt biofilmnek, a Rvx gelatinosus is
magas rezisztenciat mutat a nehézfémekkel szemben (Kis és mtsai 2015). Ennek
kozelfekvo oka az, hogy a matrix belsejébe, ahol a lelassult anyageseréjii ,,éhez6” sejtek
vannak, csak lassu diffuzioval juthat el barmilyen tdpanyag vagy nehézfém. A
molekularis genetika, a genomanalizis és a mikroszkopia rohamos fejlédése miatt sok 0j
ismeret all a rendelkezésilinkre, hogy a biofilmek strukturalis és molekularis folyamat
megértsilk. A biofilm a fejlédése soran kiilonb6zé komponenseket és molekuldkat
termel (csillokat, pilusokat, DNS-t és exopoliszacharidokat) (Jarell 2009, Ullrich 2009).
A biofilmkutatas szamos kapcsolodd genetikai szabalyozo mechanizmust felfedezett,
ide értve a quorum sensinget, a horizontalis génatvitelt és a masodlagos hirvivo
molekulakat (An és mtsai. 2010). Rvx. gelatinosus esetében egy kétkomponensii (embR
és embS génekbdl allo) szabalyozomechanizmus mitkodik, amely a kdrnyezetb6l érkezé
ingerekre reagal (Gao és Stock 2009; Krell és mtsai. 2010; Wuichet és Zhulin 2010).
Fototrof és anaerob baktériumok esetén ezek az ingerek a fényintenzitas és az oxigén/
nitrogén koncentracio. Az a szabalyoz6 mechanizmus, ami a planktonikus életmo6dbol
biofilmesre vald valtast eredményezi, még nem teljesen ismert. A részletek

felderitéséhez biofizikai alapu megkozelitést fogunk alkalmazni.
1.7 A baktériumok mozgasa

A Dbaktériumok tobb kiilonb6z6 mechanizmust felhasznalva mozoghatnak. A
folyadékban valo uszéashoz flagellumokat, a feliileteken torténd elmozdulashoz csuszo
vagy rangat6z6 mozgast, vertikalis iranyu elmozdulashoz pedig gazvezikulakat vesznek

igénybe (Bardy és Jarell 2003). Akkor beszéliink uszasrol, ha egy baktérium
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testhosszanak minimum 10-szeresét megteszi masodpercenként, leggyorsabb esetben
pedig 100-szorosat (Dusenbery 2009). Cstsz6 mozgasnal a baktériumok (pl:
cianobaktériumok) nem hasznalnak sem flagellumokat, sem csillokat, csak a sajat
erejilket. A csuszomozgas mechanizmusairdl csak részleges ismereteink vannak. A
baktériumok a rangat6zé mozgasnal egy IV. tipust pilust hasznalnak kampoként,
amelyet valtakozva kiengednek, ¢és visszahiznak, és ezzel képesek magukat
lehorgonyozni (Merz és Sheetz 2000). Vannak olyan baktériumok (E. coli), amelyek
mozgasaban két kiilonb6z6 mechanizmus is megfigyelhetd: az egyik egy elére iranyuld
uszas, a masik pedig egy hanykolédé mozgéas. Ezzel az E. coli képes mind
folyadékokban, mind szilard felilleten mozogni. Hanykolodas esetén egy
haromdimenzids véletlenszeri mozgisrol van sz6 (Wu és mtsai 2006). A
baktériumokhoz rengeteg repellens vagy attraktans stimulus érkezik a kérnyezetiikbol
¢s a szomszédos baktériumoktol is. Az ezekre vald reakciok a taxisok (kemotaxis,
fototaxis). A fototaxis pozitiv, ha az elmozdulas a fényintenzitas novekedés iranyaba
torténik, mig negativ a fototaxis, ha ellentétesen mozdul el (Menzel és Randolf 1979). A
pozitiv fototaxisnak két tipusa figyelhetd meg prokariotakban. Az egyik a szkotofobia,
ami csak mikroszkop alatt figyelhetd meg. llyenkor a baktérium megprobal kitiszni a
megvilagitott latdbmez6bdl. Ha ezutan a baktérium sotét helyre keriil, akkor forditott
iranya flagella rotaciot indit be, hogy visszakeriilhessen a megvilagitott teriiletre. A
masik tipus a valodi fototaxis, amelynek soran csak a fényintenzitas névekedés iranyaba
halad a baktérium.

A fototrép baktériumok nem csak a tapanyag forrasok megkozelitése vagy a
méreganyagoktol valo eltdvolodéas érdekében, hanem a valtoz6 fényintenzitds miatt is
kénytelenek az aktiv mozgasra. Sok fajnal vertikalis irdny(l mozgés figyelheté meg. Ez
flagellumok és/vagy gaz vezikulak segitségével valosulhat meg. A proteobaktériumok
kozott leggyakoribb a flagellummal vald Uszés és a csuszomozgés (cianobaktériumok).
Az alfa proteobaktériumok nagy része motilisnak tekinthetd. Csillok és lateralis
flagellum csak a Rhodomicrobium sp.-re jellemz6. A nagyobb méretii sejteknek
(Chromatium sp.) bipolaris flagellum kotegiik van, mig a kisméretiiek csak egy ostoruk
van. Az tszasra képes sejteknél, ha lecs6kken a fényintenzitas, akkor vagy beindul a
forditott flagella rotacid (Rsp. rubrum) vagy lecsokken az iszast megszakitd sziinetek
gyakorisaga (Rba. sphaeroides), amivel visszairanyitjdk magukat a magasabb
fényintenzitasu helyre. A szkotofobia azt eredményezi, hogy a sejtek olyan helyeken

halmozodnak fel, ahol a fény hullamhossza (szine) megfelel a fotoszintetikus pigmentek
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elnyelésének (Armitage és mtsai 1995). A flagellumok kialakulasat befolyasolhatja az

alacsony fényintenzitas és az alacsony szulfid koncentracio is.
1.8 Nehézfémek és bioremediacio

Az ¢élélényeknek egyes nehézfémekre (vasra, kobaltra vagy cinkre) noha igen Kkis
mennyiségben, de sziikségiik van. Mas nehézfémekre (higanyra, kromra vagy 6lomra)
az ¢él6lényeknek egyaltalan nincs sziikségiik, mivel ezeknek nincs ismert élettani
funkcidjuk. Emiatt felhalmozodasuk sulyos természet- és egészségkarositdo hatast
valthat ki. Az esszencidlis fémionok alacsony koncentracioban kozponti szerepet
jatszhatnak mikroorganizmusok életfolyamataiban, mert katalitikus biokémiai
folyamatokban vehetnek részt, az ozmotikus nyomas fenntartasaban segétkezhetnek,
redox folyamatok fontos alkotoelemei lehetnek (vas, nikkel és réz), enzimek és a DNS
stabilizaci6jahoz jarulhatnak hozza (magnézium és cink), valamint molekula komplexek
részeit képezhetik (magnézium, nikkel és kobalt) (Nies 1992).

Az emberi tevékenységek kovetkeztében is feldusuld potencialis toxikus elemek és
nehézfémek meghatarozhatd egészségiigyi, bioldgiai és okoldgiai veszélyt jelentenek.
Ezért szamos tudoményteriileten el6térbe keriiltek a potencidlis nehézfémekkel
kapcsolatos kutatasok. A mi laboratériumunkban a fotoszintetikus baktériumokat
vetettiik ala nehézfém kezeléseknek, ugyanis ezek a mikroorganizmusok jol
alkalmazkodnak a kiilonb6z6 kornyezetbdl érkezd stressz faktorokhoz. Mivel egyszerli
modellszervezetekrdl van szo, nehézfémekkel valo reakcidoik megismerése alkalmassa
teheti a fotoszintetikus baktériumokat a kornyezetiik biologiai monitorozasara ¢€s
remediacios eljarasokban vald felhasznalasra (Borsetti és mtsai. 2009; Gadd, 2000;
Giotta és mtsai. 2006; Singh et al. 2009; Glick 2010). Mindezeken kiviil képesek a
fémeket metabolikus tton felvenni, ami lehetdséget ad az aktiv és passziv transzport
folyamatok tanulmanyozasara is.

A nehézfémek nagy része magas koncentracioban toxikus a mikroorganizmusokra is.
Valoszini, hogy a nehézfémek a sejtek feliiletén nem specifikus helyeken koétédnek
meg, hanem bioadszorpciod segitségével kapcsolddnak a sejtek feliiletéhez (Ahluwalia €s
Dinesh 2007; Bakkaloglu és mtsai. 1998, Sloof ¢és mtsai.1995). Ez egy passziv, nem
metabolikus és nem specifikus, gyors fémion-felvétel (Bakkaloglu és mtsai. 1998). A
sejtek feliiletén elektronegativ csoportok (karboxil, szulfur, foszfor, amino és hidroxil)

vannak, amelyek prompt és erés elektrosztatikus kolcsonhatast alakitanak ki a pozitiv
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toltésti fémionokkal. Ezek a negativ feliileti csoportok nagyrészt peptidogliikdnbol és
lipopoliszaharidokbol allnak. Zold algdknal a szaraz tomeg 40% adjak (Mehta és Gaur
2015). A sejtfelszini kotddés utdn a fémionok transzportfolyamatok segitségével

atjutnak a sejtfalon, és a sejt belsejében kozvetlen kapcsolatba keriilnek a

sejtkomponensekkel.
Metabolism dependent Non-metabolism dependent
Active transport Ion exchange

Mg?

4+

Cu2+

-
)

Intracellular %.B-Cu+ HY Cell surface
interaction gorg interaction
Bacterial cell Electrostatic
Co?+  interaction
NiHPO
' 1 Metal metal binding protein
precipitation (-{J/ﬂq./ Complexation
EPS + Cd* = EPS-Cd
Extracellular
interaction

1.8.1. abra Bakteridlis bioszorpcié sematikus abrazoldsa. Sejtfelszini kolesonhatasok (elektrosztatika,
komplexképzddés, csapadék). Intracellularis kolcsonhatas: metabolizmushoz kotdédd (aktiv transzport),
nem metabolizmus fiiggé (ion-kicserélddés). Sejten kiviili kolcsonhatds: a fémionok az

exopoliszaharidhoz kdt6dnek (Hassan és mtsai. 2010).

Az aktiv fémion-folvétel lassabb, mint a passziv feliileti kot6dés, mert a fémionoknak
be kell kapcsolodniuk az enzimatikus és metabolikus folyamatokba. (Malik, 2004;
Munoz and Guieysse, 2006). Ezek nem fiiggetlen események, és valoszin{i, hogy a
fémionok idegen csatornakat és ionpumpdakat haszndlnak fel. Versenyre kelnek a
transzportmechanizmusok kozos hasznalataért azokkal az ionokkal (kiilonosen a
protonokkal), amelyeket a sejtek az életfunkcidik fenntartasahoz hasznalnak (Gabr
2008; Moore ¢s Kaplan1994).

Néhany esetben a toxikus fémek felvételének igen nagy a hatékonysaga (Asztalos és
mtsai. 2012; Puranik és Paknikar 1999). Az esszencialis fémeket kiszoritjdk a
természetes kotéhelyeikrdl vagy kimozditjak a ligand kapcsolatokbol. A toxikus fémek,
hasonléan az esszencialis fémekhez, nagy affinitassal kotddnek a tiol-csoportokhoz
(Hughes és Poole 1989; Poole és Gadd 1989; Silver 1996). A toxicitas a fehérjékben és
a nukleinsavakban konformacié valtozasokat eredményez, ami kihatassal van a nagyobb
komplexek miikddésére (RC, ICM) (Asztalos és mtsai. 2012). Hosszu tavl nehézfém

kitettség esetén a baktériumokban jol felismerhet6 rezisztencia alakulhat ki. Szamos
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nehézfém- felvétel €s rezisztencia mechanizmust sikeriilt mar azonositani (Bruins és

Kapil 2000; Nies 1994; Valls és de Lorenzo 2002).
Higany(ll) ion

A higany a kornyezetben elemi allapotban, szervetlen sk formdjaban vagy Szerves
modosulatként (metil-higany, etil-higany) fordulhat el6. Mind szarazfoldi, mind vizi
Okoszisztémakban megtaldlhaté (Ullrich és mtsai. 2001). A Hg(Il) ion az egyik
legtoxikusabb tényezd a természetben. A tengerekben ¢és az édesvizekben ¢l6
mikroorganizmusok képesek datalakitani az emberi tevékenységek soran a vizekbe
keriild szervetlen higanyvegyiileteket metilacidval szerves vegyiiletekké, ezzel
l1étrehozzak az €16 szervezetek szamara legveszélyesebb metil-higanyt. Leginkabb a
szulfat-redukalé Desulfovibrio desulfuricans képes anaerob koriilmények kozott a
Hg(I) metildlasdra (Compeau és Bartha 1985). Mivel a vizekben alakul ki, és nem
rogton iril ki az élolényekbdl, ezért a baktériumokon és planktonokon keresztiil
bekeriil a taplaléklancba. A taplaléklanc minden Iépcséje az ¢161ényekbe keriilt metil-
higany koncentracidja akar a vizben mért érték ezerszerese is lehet (Wiener és mtsai.
2003). A higanynak semmiféle biologiailag relevans funkcidja nincsen. A sejtbe jutva
az organizacidé minden szintjén karosodast okoz. Nagy affinitassal kotddik a fehérjék
szulfhidril-csoportjaihoz, valamint a foszfat és az aktiv ADP és ATP csoportokhoz,
amiket blokkol, és inaktival. A higany s6tétben és fényben egyarant képes kifejteni
karos hatasat a fotoszintetikus apparatusra. Er0sen gatolja az elektrontranszportlancot,
amelynek a legérzékenyebb célpontja a RC fehérje (Asztalos és mtsai. 2012; Kis és
mtsai., 2015). Az akceptor oldalon a gatlds gy jon létre, hogy az interkinon
elektrontranszfer roncsolodik, és megemelkedik a lezart RC-ok szama. Jelenleg elég
kevés informacio all rendelkezésre a fotoszintetikus baktériumokban a higany(Il)
felvétel mechanizmusainak szabalyozasarol, ugyanis a sejt belsejében 1évé higany
koncentraciot igen bonyolult megallapitani. Valosziniisithetd, hogy a higany felvétele
nem csupan passziv uton zajlik le, mint ahogy ezt korabban gondoltak (Schaefer és
mtsai. 2011), hanem az aktiv, energiaigényes transzportmechanizmusnak is
meghatarozo jelentdsége lehet. A fo kérdés az, hogy a higany felvételére vannak-e
specifikus mechanizmusok vagy az véletlenszeriien torténik, azaz a higany az

esszencialis fémek felvételére felallitott transzport-mechanizmust veszi-e igénybe. A
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higany kotés mechanizmusardl mar kozoltek vizsgéalatokat tengeri baktériumoknal
(Deng ¢és Wang, 2012) és genetikailag modositott fotoszintetikus baktériumoknal (Deng
¢és Jia, 2011), de ezek egyike sem megy vissza az alapokig, hanem megelégszik a
jelenségszintli leirassal. Mi megprobalkozunk fizikai-kémiai és biofizikai szemléleti
elemzéssel.

Azok a mikroorganizmusok, amelyek magas rezisztenciat mutatnak a higannyal
szemben, a higany(ll) ionok nagy (70%) szazalékat mar a sejt felszinén megkdotik a
karboxil csoportok segitségével. A rezisztenciat kivaltd legfébb mechanizmusok kozé
sorolhaté a fémiont erdsen megkotd polipeptidek felhalmozddasa, és a fémionnak a
kiilonboz6 transzportereken keresztiili és membanpotencial fiiggd kipumpalasa. A sejtek
alapvetéen is tartalmaznak olyan peptideket, amelyek megkdtik a fémeket. Ezek a
metallothioneinek és a fitokelatinok, amelyek kis molekulatomegii fehérjék, és nagy
affinitassal kotnek olyan fémionokat, mint a cink, a réz, a kadmium és a higany
(Winklemann ¢és Winge, 1994). A szerkezetiikre a Cys-X-Cys motivum hétszeri
eléfordulasa jellemzd. Az ismétlodd szekvencidknak a nehézfém ionok megkdtésében
van szerepe, ¢s ezeket a fehérje-szekvencidkat haszndljék fel a rezisztens organizmusok

eléallitasahoz is (Bae és mtsai. 2001).
Krom(V1) ion

A Cr(Ill) ion az ¢l6 szervezetek szdmara esszencidlis nyomelem. Szerepe van a
hormonrendszer muikodésében, a metabolizmusban, a szénhidratok és a zsirok
raktarozasaban (Anderson 1997). A Cr(Ill) biologiailag aktiv formaja egy oligopeptid
(Low-molecular-weight chromium-binding substance (LMW(Cr)), ami az inzulin
jelatviteli folyamatokban jatszik szerepet (Vincent 2015). Ezzel ellentétben a Cr(VI)
belélegezve erdsen oxidalod hatast, nagyon mérgezd ¢s mutagén (Wise €¢s Wise 2012).
Oldata teratogén és karcinogén az €l6lények szamara (Bagchi 2002; Burg és Liu 1993;

Barceloux 1999).
Olom(1l) ion

Az 6lom mar nagyon kis koncentracioban is erésen toxikus az él6lények szamara.
Konnyen kotddik a szulfhidril csoportokhoz (Pearson €s Schonfeld 2003). Irreverzibilis
karosodast okoz a DNS-ben, a fehérjékben ¢és a lipidekben. Az enzimekbdl kiszoritja az
esszencialis fémeket (cinket, vasat, kalciumot), és beiil a helytikre (Dart és mtsai. 2004).

Mivel az o6lom s6i nagyon konnyen és gyorsan abszorbealdodnak, ezért mar kis
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mennyiségben is akut és kronikus mérgezést okoznak. A nagy mennyiségii kalcium és
vas védelmet nydjt az dlommérgezéssel szemben, viszont ezek hidnya még inkabb
fogékonnya teszi a szervezetet az 6lommérgezésre (Venogupal 2013). Az 6lom ipari
mértéki  kitermelése, felhasznaldsa  jelent6sen  hozzajarult ahhoz, hogy
felhalmozodhatott a talajban és vizekben, ami potencidlis veszélyt jelent az ¢€l6
szervezetek szdmara. Szerencsére a mikroorganizmusok kozott talalhatoak olyanok,
amelyek nagy hatékonysaggal képesek az o6lmot felvenni (Aspergillus versicolor) és

redukalni (Desulfovibrio sp. és Desulfotomaculum sp.) (Park és mtsai. 2011).
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2. Célkituzések

A munkam célja f6 tendencidjadban az volt, hogy a laboratoriumunkban hasznalt

abszorpcié és fluoreszcencia mérési modszereket alkalmazzam fotoszintetikus

baktériumok vizsgélatara, hogy kiderithessem a fotoszintetikus apparatusban a

kiilonboz6 kornyezeti tényezok hatasara bekovetkezo fiziologiai folyamatokat.

Az Aaltalanos cél eléréséhez az alabbi teriiletek kutatasat és a kovetkezO kérdések

feltevését és megvalaszolasat tartottam elsddlegesnek:

A fotoszintetikus membran funkcionalisan és strukturalisan is eltéréen
viselkedik a novekedés stacioner és korai exponencialis fazisaiban. Milyen
valtozasokat figyelhetiink meg a fotoszintetikus egységek kozott kialakulod
(térbeli és energetikai) kapcsolatban?

Szinkrontenyészetek az aszinkronokhoz képest tovabbi informéciot adnak a
sejtek magasan szervezett strukturairél. Mely fotoszintetikus folyamatok
fiiggnek és melyek nem a sejtciklustol?

Aerob-anaerob atmenet hatasara drasztikus valtozasok térténnek a membranban.
Milyen funkcionalis és strukturalis valtozasok torténnek? Lehet-e ebbdl, és ha
igen, hogyan a fotoszintetikus membran kialakitasara kovetkeztetni? Hogyan
megy végbe a membrannak alkotdelemeibdl valo dsszeszerelddése?

A Kkiilonb6z6 fotoszintetikus baktérium torzseknek (Rba. sphaeroides, Rsp.
rubrum, Rvx. gelatinosus) eltér6 az érzékenységiik a nehézfémekkel (higannyal,
6lommal, krommal) szemben. Kialakulhat-e, és ha igen, milyen mértékben a
nehézfémionokkal (elsésorban a higannyal szemben) reziszencia? Adodnak-e
lehetdségek biomonitoring és/vagy remediacios eljarasok kidolgozasara?

A Rvx. gelatinosus sejtek nagy mennyiségii higany felvételére képesek. Milyen
tényezok befolyasoljak a bioakkumulécio kinetikajat és sztochiometriajat?

A Rvx. gelatinosus sejtek kétféle életmodot folytatnak: planktonikus és biofilmes
életvitelt. Milyen jelenség vezet az atmenethez, amely a sejtek latvanyos, a

kritikus jelenségekre emlékeztetd kollektiv letilepedésében nyilvanul meg?
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Sejt tenyészetek

A fotoszintetizald biborbaktériumok (Rba. sphaeroides, Rsp. rubrum, Rvx. gelatinosus)
Sistrom médiumban ndévekednek vagy teljesen teletoltott iivegekben oxigén nélkiil
(fotoheterotrof és anaerob novekedés) vagy félig toltott Erlenmeyer lombikokban
(fotoheterotrof és aerob novekedés) (Sistrom 1962). Az 4j tenyészeteket stacioner fazist
sejteknek (altalaban) 1:100 aranyu higitasaval inditjuk. A fotoszintetikus novekedés
szlikséges megvildgitashoz 40 watt (elektromos) teljesitményti, a kozeli vordsben
gazdagon sugarzd wolfram szélas izzokat hasznalunk, amelyek kb. 13 W/m?
fényteljesitményt (fényerdsséget) biztositanak a tenyésztd tivegek felszinén (Mardti és
Wraight 1988).

Aerob-semiaerob névekedés: A lombikokat levegd ¢és nitrogén meghatarozott
keverékével buborékoltatjuk. Az oxigén/nitrogén aranyt rotaméterrel allitjuk be. A
lombikokba jutd oxigén mennyiségét 21% (levegd, aerob ndvekedés) és 0% (anaerob
novekedés) kozott valtoztatjuk. Aerob ndvekedés soran (az oxigén koncentracié > 3%)
a sejtek intracitoplazma membranja roncsolodik, és a sejtekben 1évé pigment-protein
komplexek mitkodése leall. Ezt a folyamatot ,,fakitasnak™ nevezziik, amely reverzibilis
folyamat, hiszen, ha az oxigén koncentracido 3% ala csokken, akkor ujra megindul a
citoplazma membran betlirddése, €s visszanyeri az eredeti funkcidjat. Ezt a folyamatot

,ZOlditésnek™ hivjdk. A tenyésztés soran bekovetkezd valtozasokat az abszorpcio

és/vagy a fluoreszcencia mérésével kovetjiik nyomon.

3.1.1. abra. Sejttenyészetek a
,,z0ldités” soran. A bal oldali
els6 lombikban a magas
oxigén-koncentracid (> 3%)
miatt teljesen kifakult
tenyészet. A tobbi lombikban

az  oxigén  koncentracid

csokkentése (az aerob >
anaerob atmenet utan) fokozatosan beindul a pigmentek termelése. A jobb oldali utols6 lombik esetében 3

oOra telt el az aerob > anaerob valtas utan.
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Anaerob novekedés: A sejteket teljesen teletoltott ivegekben oxigén nélkiil neveljiik.
A kiilonb6z6 novekedési fazisok megfigyelésével lag (1 ora) és korai stacioner (26 ora)
fazisu tenyészeteket hasznalunk.

A sejtek aszinkron vagyis folyamatos novekedésén kiviil szinkrontenyészetek
jellemzo6it is megfigyelhetjiik. A sejtek szinkron novekedését vagy tobbszor
megismételt higitassal vagy 3.5-3.5 ora (3-szor ismételve) fény-sotét periodusok
valtakoztatasaval tudjuk el6idézni. A szinkrontenyészet eldallitasahoz fontos, hogy
(altalaban kései) exponencialis fazisu sejtekbdl induljunk ki. A tenyészet teljes
sejtszamat fénymikroszkop alatt Biirker kamra

segitségével hataroztuk meg.

3.1.2. abra. Aszinkron tenyészetek a novekedés
kiilonboz6 fazisaiban teljesen teletoltott iivegekben, ezzel
anaerob koriilmények kozott. Balrdl jobbra haladva a
sejtek fejlodésének lag fazisa, exponencialis szakasza és

stacioner fazisa figyelhet6 meg.

3.2 Vegyi anyagok

A vegyszerekkel valo kezelés elott a sejteket az exponencialis fazisig neveljiik. Mérés
elétt a mintakat nitrogénnel 15 percig atbuborékoltatjuk. A kemikalidk oldatait

hasznalat el6tt frissen készitjiik el.

FCCP: carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)-phenylhydrazone. Széles korben
alkalmazott protonofor, amely a kemiozmotikus haztartas Osszeomlasat eredményezi
(Armitage 2001, Kelly és Thomas 2001). Ha nem irjuk masként az egyes kisérletekben,

akkor altalaban 20 uM koncentracioban adjuk a sejtszuszpenziokhoz.

Ficoll 400: nagymértékben szertedgaz6 polimer, amelyet szukrozbol és
epiklorohidrinbdl allitanak eld. Vizben nagyon jol oldodik, mert rengeteg hidroxil
csoportot tartalmaz. Alkalmas a sejtek és egyéb molekuldk megkotésére ¢és

szétvalasztasara. 1-10 %-os oldatat hasznaljuk (Georgalis et.al 2012).
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3.2.1. abra Ficoll 400 komponens

szerkezeti képlete (Sigma-Aldrich

QH weboldalarol)

Myxothiazol: citokrom bc; komplex inhibitor. A komplex Qg kotéhelyére il be, és
gatolja az eclektrontranszfert. A Myxocococcus fulvus baktérium termeli. 5 uM
koncentracioban alkalmazzuk, és 530 nm-nél (ahol maximalis az elektrokrom-eltolodas)

mérjik az altala eldidézett (pontosabban befolyasolt) abszorpciovaltozast.

Nehéz fémek: HgCl, (Hg(l1)), KoCrO4 (Cr(VI)) és Pb(CH3COO),*3H,0 (Pb(ll)-acetat.
ideje az azonnali hatas megfigyelésétol tobb oraig tarthat, mik6zben a mintakat vagy

sOtétben tartjuk vagy megvilagitjuk.

N-Em: N-Ethylmaleimide. Rutinszertien hasznalt szulfhidril-csoport modositoszer (Gao

és Wraight 1990), amelyet a kisérleteinkhez 20 mM koncentracidoban hasznalunk.

Nimodipine: potencialis L-tipusu kalciumcsatorna blokkoldszer (Ren és mtsai. 2001).

10-100 uM koncentracidéban alkalmazzuk.
3.3 A sejtek molekularis komponenseinek kivonasa és meghatarozasa

Bakterioklorofill: a bakterioklorofillt a sejtekbdl extrahalassal nyerjiik ki, mégpedig
aceton: metanol (7:2 v/v%) keverékének felhasznaldsaval. Kvantitativ meghatarozasara
75 mM™em™ (770 nm-nél mért) extinkcids koefficienst hasznaljuk (Clayton és Clayton
1981).

Foszfolipidek: a sejtszuszpenziobol a teljes foszfolipid mennyiséget a kovetkezd
modszer alapjan nyerjik ki. 200 pL  sejtszuszpenzidhoz adunk 750 pL
kloroform:metanol (1:2) elegyet, majd vortexeljiik 15 percig. Ezutan 250 pL
kloroformot adunk hozza, és 1 percig vortexeljiik. Végiil 250 uL desztillalt vizet adunk
hozzé, és lecentrifugaljuk (5000 rpm, 5 perc). Az also (kloroformos) fazist gyijtjiikk
Ossze, ami a foszfolipideket tartalmazza (Bligh and Dyer 1959). A kapott teljes

foszfolipid (anorganikus foszfatok) mennyiséget spektrofotométerrel (830 nm
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hulldmhossznal) kolorimetrias uton hatarozzuk meg (Bartlett 1959). A mennyiségeket

ugy allitotjuk be, hogy Eppendorf csovekben végre lehessen hajtani az extrakciot.

Gliikoz: A Rvx. gelatinosus ndvekedése soran kiilonb6z6 iddpontokban (az
inokul4ciotol a szedimentacidig) mintdkat vesziink. Ezekhez 1:1 ardnyban 95 %-0S
ethanolt adunk, és razogépre helyezziik. 1 6ra utan a mintakat 40-45 °C-on leszaritjuk,
majd reagens oldatot adunk hozza. Reagens oldat: 1 mL desztillalt viz, 1 mL 2 % fenol
¢s 5 mL tomény kénsav. 10 perc utdn sarga szinli oldatokat fogunk kapni. A kapott
teljes gliikoz mennyiséget spektrofotométerrel (488 nm-es maximum) kolorimetrids

crer

fel. A kapott teljes gliikdz mennyiségbdl kivonjuk a sejtekbdl szarmazo értéket.

Karotenoidok: a karotenoidokat szintén extrahaljuk a sejtekbdl aceton:metanol (7:2
v/v%) aranya keverékkel. A Kkarotenoidok extinkciés koefficiensére 484 nm
hullamhossznal 128 mM™cm™ értéket vesziink (Clayton 1966).

3.4 Steady-state abszorpcio és fluoreszcencia spektrofotometria

A sejtek allandosult abszorpcios spektrumait a kozeli infravords tartomanyban (700-
1000 nm) Unicam UV4 (kétsugaras) vagy Helios y (egysugaras) spektrofotométerrel
mérem. A sejtek altal keltett fényszorasra korrigaluk a tavoli vords tartomanyban (ahol
mar nincs a pigmenteknek szamottevd elnyelése) észlelt (latszolagos) abszorpcio-
csokkenés menetének felhasznalasaval. A fluoreszcencia spektrumokat Perkin-Elmer
MPF 4 spektrofluoriméterrel vessziik fel. Az Osszetett spektrumokat Gauss-
komponensekre bontjuk fel, és az Osszetevbket a maximumaikhoz tartozo

hulldmhosszak nm-ben kifejezett szamértékével azonositjuk.
3.5 Fényindukalt abszorpciovaltozas

Fényindukalt abszorpcidvaltozas méréséhez hazilag épitett spektrofotométert (Mardti €s
Wraight 1988), gerjesztéséhez Xe flash lampat vagy lézerdiodat ((Roithner
LaserTechnik LD808-2-TO3, 808 nm, 2 W), detektalashoz Hamamtsu R928 tipusu
fotoelektron sokszorozot hasznalunk. A méréfényt stabilizalt wolfram szalas izzo
szolgaltatja, amelyb6l a megfelelé hullamhosszakat monokromatorokkal és/vagy
sziirékkel allitjuk be. Az oxidalt bakterioklorofill dimert (P*) 798 nm-nél, a membran

energetizalt allapotdra utald elektrokrom jelet 530 nm-nél (referencia 510 nm)
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detektaljuk. Méréskor a sejtek optikai denzitasat a szords és a reabszorpcid zavard

hatasanak csokkentésére alacsonyan kell tartani (OD (808 nm) < 0.1).
3.6 Fluoreszcencia indukcio és relaxacio

A BKI fluoreszcencia indukcié gerjesztéséhez 808 nm hullamhosszl 1ézer diodat
hasznalunk (Roithner Laser Technik LD808-2-TO3, 2 W), mert ez a hullamhossz
nagyon kozel van a LH2 antenna 800 nm-es abszorpcids maximumahoz, igy optimalis a
gerjesztés. A detektalast a gerjesztés iranyara mer6legesen elhelyezett lavina
fotodiddaval (APD; model 394-70-72-581; Advanced Photonix, Inc., USA) végezziik.
A detektort a 1ézerfény szorasatol 850 nm felett ateresztd szlir6vel (Schott RG-850)
védjuk.

A BKI fluoreszcencia relaxacio mérését hazilag épitett késziilékkel végezziik (Kocsis
¢és mtsai. 2010). Két flash sorozatot mériink: az els6 tapogatd flash-ekbdl all, ez adja az
Fo szintet, a masodik sorozat a gerjeszt6 flash-sel kezdddik, majd ezt kdvetik ujra a
tapogatd fényfelvillanasok. A flash-eket szintén lézerdiodak szolgaltatjak (Roithner
Laser Technik LD808-2-TO3, 2 W). A késziiléket szamitogéprdl vezéreljikk, az

aramellatasa és az adatok kinyerése USB kabelen keresztiil torténik.
3.7 Higany(IT) meghatarozasa dithizonnal

Vizes oldatokban talalhato Hg2+ ionok mennyiségét egy kozvetett spektrofotometrias
modszerrel hatarozzuk meg, ami a dithizon (Diphenylthiocarbazone) erds higanykotd
képességén alapszik. A 1étrejott Hg(I)-dithizonat komplex nagyon stabil (Théraulaz és
Thomas, 1994).

3.7.1. abra Hg(ll)-dithizonat komplex szerkezeti képlete (Sigma-
Aldrich weboldalarol)
'NH
N ﬁ/ S\ p’JN N A dithizon egy kékesfekete szinli anyag, ami abszolut
N /Hg\ J\ etanolban oldodik. A tokéletes oldodas érdekében az
=N 8™ N , . , . .
/ oldatot ultrahangos kadban tartjuk par percig. Miutan

HN
O elkésziilt, sotét helyen és 10°C alatt taroljuk. A mérés

elott célszerti mindig frissen elkésziteni, mert par ora

crer

(sejtszuszpenzid) elokészitése a korai exponencialis fazisu sejtek lecentrifugalasaval

kezdddik (8000 rpm, 5 perc). Erre azért van sziikség, mert a tapoldat fémeket tartalmaz,
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amik szintén komplexet képezhetnek a dithizonnal, ezért zavarjadk a mérést. A sejteket
végiil 10 mM NaCl oldatban felszuszpendaljuk, majd kiilonb6z6 koncentracidju HQCl,
oldattal kiilonb6z6 ideig kezeljik. Ennck befejezése utan a mintadkat ujra
lecentrifugaljuk. A feliiluszé a szabadon maradt, vagyis a sejtek altal nem megkotott
higany ionokat tartalmazza, a felvett (megkotott) higany ionok pedig a sejtekkel egyiitt
letilepednek. A spektrofotometriai kvantitativ elemzéshez 200 uL dithizon oldatot és
800 pL mintat hasznalunk. A minta pH-jat 3.1-re kell beallitani, mert ez optimalis a
dithizon szamara. A dithizonnak pH = 3.1 esetén 430 nm-nél és 585 nm-nél két
abszorpciés maximuma van, a Hg(ll)-ditizonat komplex abszorpcidos maximuma pedig
480 nm-nél lathatd. Az abszorpcids savok egymasba vald atalakulasat az izoszbesztikus

pontok megjelenése jol demonstralja (3.7.2. dbra). Ennek megfelelden hasznalhatjuk az

e ey

0 dithizon mérés eldtt ismert koncentracioji
HgCl, oldattal kalibraciot készitiink.
Hg(I)-ditizonat
A osl Lkl 3.7.2. dbra. A dithizon és a Hg(11)-dithizonat
c dithizon komplex abszorpcids spektrumai kiilonbozo
' Hg(Il) koncentracioknal (0-5 pM Hg?). Az
o it izoszbesztikus pontok jol felismerhetdk.
0.0 : : :
400 500 600 700

hullamhossz (nm)

3.8 Képalkoto eljarasok

Transzmisszios elektronmikroszkopia: a baktériumokat 4%-os glutaraldehiddel
szlirbpapirra fixaljuk. A mintakbol beagyazodas utan (Embed812, EMS, USA) 70 nm
vastagsagu vékonyrétegeket készitiink (Ultracut S ultra-microtome, Leica, Austria).
Uranil-acetat és 6lom-citrat festékekkel valo festés utan a metszetekrdl transzmisszios
elektronmikroszkop (Phillips CM10, Eindhoven, the Netherlands) segitségével képeket
készitiink (Mega-view G2 digital camera and ITEM imaging analysis sotware, olympus,
Miinster, Germany).

Time lapse videok: A Rvx. gelatinosus sejteknek tenyészcsovekben torténd
aggregaciojardl és leiilepedésérdl webkamera segitségével felvételeket készitettem.

Ezen kiviil 20 fps (frame-per-secundum) mikroszkopos felvételeket (Olympus Fluoview
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FV1000 LSM, Olympus Life Science Europa GmbH, Hamburg, Germany) és Nomarski

képeket (60x nagyitas, olaj immerzid) készitettiink.
3.9 A sejtek diffiizios allandoinak meghatarozasa

A Rvx. gelatinosus sejtek diffuzios allandoit novekedésiik kozben és Ficoll 400 (1-10
%) polimer hozzdaddsaval hataroztuk meg. ImageJava szoftver segitségével 25 s alatt
500 pontban megjeloltem egy kivalasztott baktérium helyét, majd minden egyes

pontban meghataroztam a kezdéponttol

NTE:: 2000 S e vald elmozdulas négyzetét.
%;1500_ Véletlenszeri  bolyongéds esetén a
é{;moo_ pontok az idd fiiggvényében egy, az
9 origobol kiinduld egyenesre esnek,
% %009 amelynek meredeksége adja meg a
g 0 diffazios allandot. Esetenként 5-10 sejt
S ; ; ; ; ; ;

elmozdulésanak az atlagat vettem.

3.9.1. abra. A Rvx. gelatinosus planktonikus sejtjei transzlacios diffuzios allandojanak meghatarozasa.
3.10. A viszkozitas mérés

A makroviszkozitds mérésére a Stokes torvényen alapulé Hoppler-féle esd-golyos
viszkozimétert hasznalom. A kissé ferdén (~80°) elhelyezkedd iiveges6be, amelyet
egyben tenyészcsoként is hasznadlunk, az atméréjéhez jol illeszkedd acélgolyot
helyeziink, majd sterilizdlas utdn sejtszuszpenzidval buborékmentesen feltoltjiik. Az
tivegesovet megvilagitjuk, hogy a sejtek fejlddhessenek egészen a stacioner allapot
kialakulésaig ill. a sejtek lelilepedéséig. A golyd lasst esésének idejét a csére maratott
két jel kozott stopperoraval mérjiik. Az allando homérseklet biztositdsa érdekében az
tivegesd koriili vizkdpenyt termosztaljuk (28°C). A sejtszuszpenzid viszkozitasat az
N = Ky (pg-psz)- t Osszefliggés alapjan szamoljuk ki, ahol a Ky golydallandot ismert
viszkozitasi oldaton végzett kalibracioval hatarozzuk meg, py és ps; a golyo ill. a

szuszpenzi6 stirliségét jelenti, és t a mért esési 1dot jeloli.
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4. Membranatalakulasok

4.1 A sejtek novekedése soran torténé membranatalakulasok

Steady-state abszorpcio- és fluoreszcencia spektrumok

A Rba. sphaeroides 2.4.1 fotoszintetizalo baktérium allandosult (steady-state) kozeli
infravords abszorpcios €s fluoreszcencia spektrumait a tenyészet ndovekedése soran
oranként vettiikk fel (4.1.1. abra). Az abszorpcios spektrumokbdl hiperbola szerinti
viselkedést mutato, a fényszorasbol szarmazo hatteret levontuk, majd a spektrumot, az
antenndk abszorpcids savjainak megfeleléen (B800, B850, B875) harom Gauss-
komponensre bontottuk fel:

g iz_llwi\/m =P W} '

(4.1)

ahol Aj, w; és A¢;j az i-edik (i =1,2 és 3) komponens teriiletét, savszélességét, ill. centralis

hullamhosszat jelenti.

4.1.1. abra. Rba. sphaeroides

egész sejtek steady-state
abszorpciés és fluoreszcencia
spektrumai. A szinképeket
Gauss komponensekre
bontottuk. Fluoreszcencia
spektrum  savjainak  kdzponti
hulldmhosszai 850 nm (- ¢ - ¢ - *)

és 895 nm (— ¢ — ). Az

abszorpci6 (optikai denzitas)
(39sA30 'Jo1) BrOUSIZSION[J

abszorpcids spektrum savjai 800

T T T T T T
800 850 900 950
A (nm)

nm (¢ ¢ *), 850 nm (— * * —) és

875 nm (— — —) kortil centraltak.

A Gauss felbontas alapjan azt mondhatjuk, hogy az antenndk 3 felbontott komponense
koziil a LH1-es belsé antenna 875 nm-es abszorpcids savja dominal (a teriilete a
jelentds savszélesség miatt sokkal nagyobb, mint a masik két komponensé¢), ami elsé
(felbontas nelkiili) ranézésre nem szembetlind. A fluoreszcencia spektrumot két Gauss
komponensre bontottuk fel: a f6 sdv maximuma 895 nm nagy félértékszélességgel, mig

a 850 nm koriili sav csak kiegészitd sav a nagyon kis savszélesség miatt.
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Novekedeési gorbék

A sejtpopulacio relativ novekedésének természetes logaritmusat, In(N(t)/N(0)) az id6
fliggvényében abrazolva kapjuk a sejtre és a tenyésztési koriilményekre jellemzo

novekedési (fejlodési) kinetikat (4.1.2a abra).

3s%jtszaim A fluoreszcencia B
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4.1.2. abra Novekedési gorbék kiszamitva a sejtszambol (Ae), fluoreszcencia indukcidé maximumabol (B
m ), és a Gauss komponensekre bontott B800 (o), B850 (e) és B875 (A ) abszorpcids spektrum savjaibol
(C) a modositott Gomperzt egyenlet alapjan (lasd a (4.2) egyenletet). A kapott értékeket a 4.1.1. tablazat
tartalmazza. Az abszorpcids sivok hanyadosai B875/B800 (o) és B850/B800 (V¥), amelyek az

antennarendszerekben 1év6 valtozasokat jelzik (D).

A maximalis novekedési sebesség (umax), a lag fazis iddtartama (Aty) és az
aszimptotikus populdcié mérete (Nmax) meghatarozhaté a modositott Gompertz egyenlet

alapjan (Zwietering et al. 1990):

In’\:\l—(t):NmaX .eXp 1 — exp el'\lﬂ(mo—t)ﬂ , (4.2)

0 max

ahol N(t) a sejtkoncentracié a t. idépontban, Ng a kezdeti sejtkoncentracio, € az Euler
szam, és t a tenyészet inokulalasa oOta eltelt id6. Ezt az illesztést alkalmaztuk még a

fluoreszcencia maximalis szintjére (4.1.2b) és az antennapigmentekre (B800, B850,
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B875) a tenyészet ndvekedése soran (4.1.2c.). Az illesztések altal kapott értékeket a

4.1.1. tablazat tartalmazza.

illesztési paraméterek

Kezdd maximalis
fizikai s aszimptotikus | duplazodasi
mennyiségek ertek értek sebesség At ()
. . Hmax (h-l)
N 5.5:10 8.2:10
sejtszam sejt/ml sejt/ml 0.4 1.9
fluoreszcenmg, 15 24 05 18
Fmax (rel. egység)
abszorpcids savok
(rel. egység)
B800 0.18 23 0.44 2.2
B850 0.18 19 0.42 2.4
B875 0.55 68 0.43 1.8

4.1.1. tablazat. A 4.1.2 abra (a-c) novekedési gorbéinek modositott Gompertz egyenlet (4.2. egyenlet)

altal illesztett értékeit tartalmazza.

Abszorpcio és fluoreszcencia kinetikak

A Rba. sphaeroides 2.4.1 novekedési gorbéjét jol definialhatd fazisokra lehet bontani:

lag, exponencialis és stacioner, ez lathato a 4.1.3a. abran. A sejtszamokon feltlintettiik a

hiba hatdrokat (a kozépérték kozepes hibait), amelyeket a fényintenzitds és a

hémeérséklet fluktuacidja okozza a tenyésztés soran. A kiilonbozé novekedési fazisok

alatt a baktériumok jelentds kinetikai valtozast mutatnak a membranenergetizacidban

(4.1.3b. abra). Figyelemre mélto a kiilonbség a bakterioklorofill fluoreszcencia valtozo

részében (4.1.3c. abra) és a relaxacidban (4.1.3d. dbra).
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4.1.3. abra. Rba. sphaeroides 2.4.1 novekedési gorbe, és kinetikak kiilonb6z6 fizioldgiai allapotban 1évé
egész sejteknél: lag fazis (1 ora), stacioner fazis (26 6ra). Novekedési gorbe, megillesztése a (4.2)
egyenlet alapjan (a). Fényindukalt abszorpcidvaltozas (elektrokrém-shift), mérve 530 nm-nél (ref. 510

nm), +5 uM mixotiazol. (b). Fluoreszcencia indukci6 kinetika (c) és fluoreszcencia s6tét relaxacio (d).

A logaritmikus fazis alatt a sejtek aktivan fejlédnek, ezaltal nagy valtozasokat lehet
mérni fényindukalt abszorpcidvaltozéassal (4.1.3b). 530 nm-nél (ref. 510 nm) a
karotenoid abszorpcios spektruméanak eltolodasabol jelentds abszorpciovaltozas
szarmazik  (elektrokrom-eltolodas), amely molekularis voltmérdként szolgal.
Pillanatszeri (flash) fénygerjesztés hatdsara prompt modon kialakul, majd késdbb
lecseng a membran két oldala kozott mérhetd elektromos potencial. A fényfelvillanassal
eldidézett elsdleges toltésszétvalasztas eldszor elektront, majd késébb protont juttat at
a fotoszintetikus membranon. Ezek eltlinésével (toltés-szivargas, toltésrekombinacio) a
membranon keresztiili  fesziiltség csokken, majd meg is szlinik, azaz a
membrankondenzator kisiil (Feniouk és Junge 2009). A tenyészet atoltdsa utan 1 draval
az elektrokrom jel egy hirtelen kis novekedést mutat, majd egy gyors lecsengést. A 26
oras stacioner fazisu sejteknél egy masodik lassubb felemelkedés is lathato, ezt pedig
egy lassu relaxacio koveti. A cit bcy; komplex szabalyozasat a membranenergetizacioban
jol jelzi, ha bc; komplex inhibitort, mixotiazolt hasznalunk az érett sejteknél.

Viszonylag kis felemelkedés mérheté a gerjesztés utan, ami jelzi a RC-ban a
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toltésszétvalasztast. A membran nagyon lassu kisiilését a gatolt toltésrekombinaci6 vagy
a j6 membranszigetelés okozhatja. A jel feler6sdodése az érett sejtekben annak
koszonhetd, hogy a membran dielektrikum egyre hatékonyabban szigetel (csdkken a
szivargas) a tenyészet koranak eldrehaladasaval.

A Dbakterioklorofill fluoreszcencia indukcié karakterisztikus kinetikat mutat.
Fluoreszcencia szintjei: Fo, kezdeti, F,, valtozé és Fpa, maximum (4.1.3c. abra). A
normalt valtoz6 fluoreszcencia Fy, = (Fmax-Fo)/Fo 20 %-kal nagyobb a 26 oéras
tenyészetnél, mint az 1 orasnal. A valtozo fluoreszcencia novekedése jelzi a strukturalis
valtozasokat a fotoszintetikus apparatusban. A stacioner fazisu sejtek fotoszintetikus
egységei (PSU) kozelebb helyezkednek el egymashoz és szorosabb az energetikai
kapcsolat, vagyis hatékonyabb az energia atmenet az antenndktol a RC felé. Ez a
fotokémidban jelentkezd hatékonysdg novekedés egy adaptiv valasz a fényintenzitas
csOkkenésére, hiszen egy stacioner fazisu (azaz igen koncentralt) tenyészetnél a
sejtekhez mar csak nagyon kevés fény jut el.

A fluoreszcencia sotétrelaxacioja 1 ms-os megvilagitas utan jelentés kiilonbséget
jelez az 1 oréas és 26 Oras tenyészet kozott (4.1.3d. abra). Az érett sejteknél magasabb
felfutdsu és hosszabb a fluoreszcencia, mint a lag fazisban. A relaxacido azt az
iddtartamot hatarozza meg, amely 1d6 alatt a zart RC-ok ujra kinyitnak. Visszatiikrozi a
ciklikus elektrontranszfer sebességét a RC és a cit bc; komplex kozott (Koblizek et al.
2005). A stacioner fazisti sejteknél tobb i1d6 kell az elektronoknak, hogy a
komplexekhez eljussanak a mobilis redox elemek kozvetitésével (Lavergne et al. 2009),
mert a membran tomorebb és ezért lassabb a diffizio.

4.1.4. 4bran a sejtek novekedése alatti fluoreszcencia indukcid és spektralis
valtozasok lathatdéak. A valtozo fluoreszcencidban (Fu/Fmax) 10 %-o0s novekedés
tapasztalhatd a tenyészet koranak eldrehaladtaval (4.1.4a abra). A fotokémiaban pedig
csekély az ingadozas, amely az antennarendszerek kapcsolodasanak mérsékelt
valtozasait jelzi (4.1.4b abra). Erett sejteknél a belsé antenna LH1 kifejezettebb, mint a
periféridlis LH2 antenndk. A fluoreszcencia sav maximumaénak 5 nm-es voOrds
eltolodésa van, a LH1 belsdé antenna B875 abszorpcios savi pigmentjének pedig 5 nm-

es kék eltolodasa (4.1.4¢ abra).
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A 4.1.4. abra Fluoreszcencia indukcidé és spektralis

e %ot valtozasok Rba. sphaeroides 2.4.1 tenyésztése alatt.
v l!é'ﬁ'é A valtoz6 fluoreszcencia 10 %-os novekedést mutat
g By | az exponencidlis fazisban, majd beall egy konstans
% 0701 * értékre (A). A fotokémia ndvekedést mutat az
= oes # % exponencialis fazisban, majd lecsokken a kezdd

. w . — értékre az érett sejteknél (B). Hullamhossz
0 5 10 15 20 25

1d6 (ora) eltolodasok a  karakterisztikus csucsoknal. A

B fluoreszcencia sav F900 5 nm-es voros eltolodast

200+ . ) mutat, a LH1 antenna B875 abszorpcidés savja,

szintén 5 nm-es, de kék eltoldodast mutat. Az LH2

fotokémiai emelkedési ido (us)

. b . antenna savjai (B800, B850) nem valtoznak (C).
1501 Lot eetel Egy aszinkron kultirdban a sejteknek az
i I 0 s 5 inokulé4cio utan alkalmazkodniuk kell a friss
id6 (ora) médiumban az 0 kornyezeti feltételekhez (a
;§ - F9OS megnott fényintenzitashoz és a
% | et ‘ 5 um megemelkedett tipanyagmennyiséghez). Az
= a . .
é % M*h_ B85 Osszes paraméter mutatja a sejtciklus
é S| o raartok —asa D50 kezdetén 1évd lag fazis jelenlétét. Az
é: sagossAfsssan —a a D500 atmenet utdn a sejtek gyors osztodasba
= 0 5 24 26 2 kezdenek (exponencialis fazis, duplazodasi
1d6 (6ra)

1d6 3 ora) és a populacio ,,megfiatalodik”.
Az az alapmegfigyelésiink, hogy a pigmentek és a fehérjék termelése és beépiilése a
fehérje komplexekbe (RC és LH) dsszhangban all a tenyészet életciklusaval (4.1.2. és
4.1.5b-d abra). Ezeknek a kezdeti termelddése ugyanolyan lag fazissal indul. A lag
fazisok hosszdban és az exponencialis fazis maximalis novekedési sebességeiben van
némi eltérés, ami jelzi, hogy a komponensek kicsit eltéréd modon épiilnek be, az Gjonnan
képzddd strukturakba (4.1.5b-d 4bra). Ezek az elemek még a befejezetlen
fotoszintetikus egységekbe épiilnek be, mas elemek (B800-850) viszont kozvetleniil az

ICM-ba a membran fejlodésekor (4.1.2¢ abra) (Kiley és Kaplan 1988).
Steady-state szinkrontenyészet

A jellemzett aszinkron tenyészet utan a szinkronizalt sejtek membranatalakuldsai
kovetkeznek (4.1.5. abra). Néhany generacio utan a megfeleld koriilmények

beallitasdval a sejtkultira képes a szinkronndvekedésre. Mivel fotoszintetizalod
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baktériumokrol van szo, ezért a szinkrontenyészet létrehozhato sotét-fény periddusok
valtakoztatasdval. Egy steady-state szinkrontenyészetben a sejtszam nem folyamatosan
novekszik, hanem lépcsdzetesen a generacidos idonek megfelelden (4.1.5a). A sejtek
duplézodasi ideje ~3 ora volt. A szinkronizéacid eldnye, hogy kozvetleniil kdvethetd a
fotoszintetikus apparatus beagyazodasa az érett és az tjonnan formalodott ICM-ba. Eles
ellentét all fenn a Iépcsbzetesen osztodo sejtekkel szemben, ugyanis a fotoszintetikus
apparatus elemeinek termelddése €s beépiilése az ICM-ba, és a fotoszintetikus egységek
aktivacioja (LH, RC, cit bc; komplex) sejtciklus fliggetlen folyamatok. Vagyis nem
kovetik a 1épcsézetes novekedést, hanem folyamatos emelkedést mutatnak jol

meghatarozhato lag fazissal (4.1.5b-d).
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4.1.5. abra Sejtciklus fliggd (a) és fuggetlen (b-d) valtozasok szinkronizalt Rba. sphaeroides 2.4.1
tenyészetnél. A teljes foszfat mennyiség és az elektrokrom abszorpcid valtozas amplitidoja koveti a
sejtszam lépcsdzetes emelkedését (a). A BKI fluoreszcencia maximum névekedése, a Bkl dimer (RC) 798
nm-nél mért abszorpcid valtozasa és a tenyészet karotenoid és BKI mennyisége folyamatos (aszinkron)
novekedést mutat. A kinetikak illesztése modositott Gompertz egyenlet alapjan (4.2. egyenlet). A
maximalis ndvekedési sebességre (umax) €s a lag fazis idotartamara (Atp) illesztéssel kapott értékek az

abran lathatoak.
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A novekedés mennyiségi meghatarozasahoz a mar korabban leirt modositott Gompertz
egyenletet (4.2. egyenlet) hasznaltuk. Osszehasonlitva a kezdeti lag fazisok hosszat,
hasonl6 értékeket kapunk a BKI (2.35 6ra), karotenoidok (2.87) és a BKI fluoreszcencia
maximumara (3.1 o6ra). Ezeknél kisebb értéket kapunk a RC fehérje Bkl dimer
abszorpcié valtozasanal (1.5 ora), mert a BKI pigmentek szintézise gyorsabb (0.23 uM
h™), mint a karotenoidoké (0.38 puM h™). A folyamatos pigment termel8déssel
ellentétben a membranalkotd foszfolipidek szintézise (Knacker és mtsai. 1985) és a
membranenergetizaciojat jellemzé elektrokrom jel (Asztalos és Maroti 2009) koveti a
1épcsézetes szinkronizalt sejtosztodast (4.1.5a). A foszfolipidek sejtciklus fliggd
termelddése €s beépiilése a membranba nemcsak a fotoszintetikus baktériumokra
jellemzé. Escherichia coli baktériumoknal is 1épcsdzetes emelkedést mutat a teljes lipid
mennyiség (Mozharov és mtsai. 1985).

A fotoszintetikus pigmentek folyamatos termelddése €s beépiilése a komplexekbe
nem csak az aszinkron sejtkultaraknal all fenn, hanem a szinkrontenyészeteknél is
(4.1.5b-d abra). Ezzel szemben a szinkrontenyésztés soran a sejt teljes foszfolipid
mennyisége (Leuking és mtsai. 1978.) és a membranpotencial sejtciklus fliggd valtozast
mutat (4.1.5a abra). A foszfolipidek felhalmozddasa az ICM-ban nem folyamatos,
hanem 6sszekapcsolodik a sejtciklussal, viszont ha az egyes foszfolipidek szintézisének
a sebességét nézziik, az végig allanddo marad (Cain &s mtsai. 1981). Leegyszertsitve,
ezek a foszfolipidek egyidejlileg keriilnek be az ICM-ba. Sem a termelddés, sem a
beépiilés nem mutat sejtciklus fliggést, csak a foszfolipidek teljes mennyisége az, ami
Osszefligg a sejtek osztodasaval. Sejtosztodaskor a teljes membranfeliilet jelentdsen
megndvekszik, mert a sejteknek a sajatjukon kiviil, 1étre kell hozniuk a leanyse;jt kiils6-,
citoplazma- és intracitoplazma membranjat. Ez nagy energia igényli folyamat, az egész
sejt foszfolipid termelésére hatassal van. Ezért jelenik meg egy hirtelen nagy
mennyiségli foszfolipid felhalmozodas a sejtosztédasok koriil, amelyeknek majd az
Ujonnan képzddd sejtek ICM-ba kell beépiilnie. A sejtosztddas idején a foszfolipidek
szintézise atmenetileg megszakitott, és nem az 1) foszfolipidek 4dgyazodnak be az uj
ICM-okba. Az ICM fehérje/foszfolipid ardnya ciklikus hullamzason megy keresztiil a
szinkronizalt sejtekben. Ez a valtozas kozvetleniil befolydsolja a membran protein
polarizaci6 valtozasa a sejtosztodds soran (Fraley és mtsai. 1979). A sejtciklus fiiggd
specifikus valtozasok a Rba. sphaeroides fotoszintetikus apparatus szuperkomplexeinek

struktirdjara is befolyassal van. 1.) A Chl a fluoreszcenciajanak teljesitménye érzékeny
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a kornyezet hidrofobicitasara: magas, ha a membranba 4dgyazddott, alacsony, ha a vizes
fazisba kiilonitett (Murata és Fork 1975). A membran fluiditdsa szabalyozza ezt a
folyamatot. 2.) A PSU-ek kozotti atlagos tavolsag csokken és a konnektivitas né, ha a
membran fehérje/foszfolipid ardnya novekszik, vagyis a membran tomorodik. 3.) A
membran tomorodése kovetkeztében megnovekedhet a LH2 komplexek lokalis
koncentracioja. Ezekben a szorosan pakolodott elrendezésekben (pl. ha alacsony
fényintenzitas mellett nének a sejtek) a kinonok lateralis diffuzidja a RC és a cit bc;
komplex kozott lelassul (Woronowicz és mtsai. 2012). Mas szempontbdl a striin pakolt
RC-LH1-PufX és LH2 komplexek a fény begyiijtés hatékonysaganak kedvez.

A teljes foszfolipid mennyiség mellett, megfigyeltiink a membranpotencialban is
sejtciklus fiiggd valtozast. Az 530 nm-nél mért abszorpcidvaltozas, ami a membran
energetizalt allapotat jelzi, is mutat sejtciklus fiiggd novekedést a szinkrontenyésztés
alatt (4.1.5a abra). A megfigyelt valtozasok egyrészt a diffuzioban bekdvetkezd tavolsag
csOkkenésnek (tomorebb membran) tulajdonitott vagy a ndvekvo diffuzids

koefficiensnek (ndvekvé membran fluiditas) vagy mindketté hatdsnak.
4.2 Anaerob €->aerob atmenetek: ICM szétbomlasa és képzodése

Az ICM képzddése és szétbomlasa eldidézhetd néhany alapvetd kdrnyezeti tényezd
modositasaval. Az egyik ilyen faktor a tenyészet oxigén-koncentrécidja, amelynek
szabalyozasaval membran-atmenetek idézhet6k elé. Rba. sphaerodes-nél az ICM
képzddését és a fotoszintetikus komponensek szintézisét egy két-komponensii
oxigénérzekeld szignal transzdukcids rendszer iranyitja (Oh és Kaplan 2000, Bauer és
mtsai. 2009). Az ICM szétbomlik, ha magas az oxigén koncentracié (fakitas), majd
ujraképzodik, ha eléggé lecsokken (z6ldités) (Takemoto és Lascelles 1973, Tucker és
mtsai. 2010, Niederman 2013). A mi kisérleteinkben az alap-tenyészet anaerob mddon
nétt fel, majd atoltottuk aerob kornyezetbe (20% oxigén), majd ujra vissza anaerob
viszonyok ko6zé, mindvégig megvilagitas alatt. Ezekkel az atmenetekkel nagy és
karakterisztikus valtozasokat tudtunk eléidézni az antennak Osszetételében, az elnyelt

fényenergia fotokémiai hasznositasban és a PSU-ek kapcsolddasaban.

Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 fotoszintetikus egységeinek funkcionalis

atalakulasai

A steady-state abszorpcios spektrumokat az aerob és anaerob tenyésztés soran

bizonyos 1d6kdzonként tobbszor felvettiik. A mért abszorpcids spektrumokbol hiperbola
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hatteret vontunk le, majd az antennak abszorpcios sévjainak megfeleléen (B800, B850,

B875), Gauss gorbékkel harom komponensre bontottuk fel (4.1. egyenlet). A 4.2.1

abran az antennakomplexben bekdvetkezd valtozasok lathatoak. Aerob koriilményekhez

valo adaptalodas kezdetén (4.2.1a) az LH2 antennak 800 és 850 nm-nél mért savjaiban

nem lathatd nagy valtozas. Ezzel szemben az alapvetden is dominans LH1 bels6

antenna 875 nm-es savja még nagyobb teriiletet foglal el.
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4.2.1. abra Szobahémérsékleten aerob (a) és
anaerob (b) koriilmények kozott nevelt Rba.
spaeroides 2.4.1 kozeli infravords, steady-
state abszorpcios spektrumai. A
spektrumokat harom Gauss komponens
Osszegére bontottuk, amelyek centralis
hullamhosszaik 800 nm, 850 nm (LH2) és
875 nm (LH1) voltak.

A Bkl fluoreszcencia indukcios
Kinetikak rendkiviil érzékenyek az
aerobizalasra. A valtozo
fluoreszcenciaban (Fv) nagy
csokkenés  lathato. A valtozo
fluoreszcencia szemlélteti a
fotoszintetikus  apparatusnak  az

abszorbealt fényenergia fotokémiai

hasznositasat. Ha kisebb a valtozo fluoreszcencia mértéke, akkor a fotokémiai

energiaatalakitas is kisebb.

fluoreszcencia (rel. egység)

anaerob Frmax
13
aerob i max ] 2
FV
11
. ‘ \ 40
0.4 0.6 0.8 1.0
id6 (ms)

4.2.2. abra Jellegzetes fluoreszcencia
indukcios kinetika a 1ézerdioda altal
kibocsatott téglalap alaku fénygerjesztés
hatasara ép Rba. sphaeroides 2.4.1
sejteken aerob és anaerob tenyésztési
kortilményeknél. A fluoreszcenciat a

kezdeti Fq szintre vonatkoztatjuk.
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A 4.2.3. abran
Osszefoglalva lathatéak a
fakitas ¢és zoldités soran a
sejtszamban, a
fluoreszcencia indukcidban
¢és a relaxacidban, antennak
Osszetételében és a
membranenergetizacioban
torténd  valtozdsok. A
fakitas alatti
membranleépiilés lassabban
(24 6ra) megy végbe, mint
a zoldités alatt bekovetkezd
ujjaépiilés (6 ora).
4.2.3.

abra Id6-fliggd

strukturalis  és  funkcionalis
valtozasok a Rba. sphaeroides
fotoszintetikus
aerob (+O,) > anaerob (-O,)

Novekvo

membranjaban
atmenetnél. sejtszam
(a). Csokken6 LH2 mennyiség
(aerob), majd exponencialis
emelkedés (anaerob) (b), hasonld
valtozasok lathatéak a F/Fpa
(c), a sebesség konstansokban
(ki, k) (d) és az elektrokrom-
eltolodas amplitidojaban. Végiil
az elektrokrom jel lecsengési

ideje lathato (f).

A sejtszam novekedése (4.2.3a) az anaerob—>aerob valtas utan 10 oraval beall egy plato

szintre és azutan sem mutat jelentés novekedést, miutdn visszadllt az anaerob feltétel.

Az LH2 antenna 850 nm-es savja nem mutat jelentds valtozast aerob koriilmények

kozott, viszont jelentds novekedésnek indul mar az elsd 6ra utdn anaerob viszonyoknal

(4.2.3b). A steady-state abszorpcios spektrumok jelentds valtozasokra hivjak fel a

figyelmet az antennak Osszetételében (4.2.1 és 4.2.4a).

39



A z0ldités soran az elsé 1 6raban még a LH1 komplex (875 nm) dominal, majd 2 6éra
elteltével mar a LH2 (800 nm és 850 nm) veszi at ezt a tendenciat. A spektrumokban
torténd nagy atalakulasok hatterében az allhat, hogy jelentds valtozas kovetkezhet be a
Bkl sztochiometridjaban és /vagy az antenna komplexek elrendezédésében. A BKI
fluoreszcencia F./Fmax értékében (4.2.3c) markans kiilonbségek vannak. Lassu
csokkenéssel indul aerob kdrnyezetben, és koriilbeliill 1 nap alatt 0.7-r61 0.1-re esik
vissza. Ezutan az anaerob atmoszféra mellett 6 ora alatt visszaall az eredeti magas
értékre. A gyors emelkedés hatterében a valtozo rész (Fy) gyors emelkedése all, mert az
Fmax értéke kozel allandé volt. A fluoreszcencia indukcid (k) és a relaxaciod (k)
sebesség konstansai a 4.2.3d abran lathatéak. A fluoreszcencia indukcid kinetikaja, jol
megkozelithetben monoexponencidlis jellegli. A fluoreszcencia sotét relaxéacio

Osszetettebb (multiexponencialis) kinetikat mutat (4.2.4b).

a 4.2.4. abra Sejtek steady-state  abszorpcios

0.12 . . , . ;.
_?1:11 spektrumai (a) és a Bkl fluoreszcencia relaxacios
~0.10+ —_ e e e
8 o kinetikdi (b) az ICM képzédésekor (t = O,
< 0.08F
© aerob—>anaerob atmenet). LH1 belsé antenna (875

nm) és LH2 periférialis antenna (800 és 850 nm)
abszorpcidés spektrumai (a). A  fluoreszcencia

indukciot (itt nincs feltiintetve) gyors sotét relaxacid

0.00
750 200 850 900 950 Kkoveti, a kinetikak csak csekély lassulast mutatnak a
hullamhossz (nm) b z61dilés soran.
3.0 e -1h
. Py ®m Oh . JORT4 r
s A fluoreszcencia  relaxdci®d  sebesség
25r * 3 islh
- ¢ konstansa (4.2.3d) megkozeliti a
K
20F s ATV ,
& komponensek  amplitadojaval  stlyozott
*
15 8 o s sebesség konstansok atlagat. A szarmaztatott
[ s
L] |} > m r 3 . r 14
Lol I BN sebesség konstansok Osszefliggésben allnak
10° 107 i&g'l(ms) 10° 10! a PSU-ek méretével, kapcsolodasaikkal és az

elektrontranszfer sebességével (Koblizek és mtsai. 2005; Rivoyre és mtsai. 2010;
Maro6ti és Asztalos 2012). A fényindukalt elektrokrém abszorpciovaltozas amplitidoja
(4.2.3e) és a lecsengési ideje (4.2.3f) ellentétes valtozasokat mutat a fakitas €s a zoldités
soran. Oxigén hatdsara drasztikusan lecsokkend fotoaktiv RC szdma miatt megnd a
membran tarolasi kapacitasa. Az Gjonnan képz6d6é membranban az elektromos potencial

jelentésen gyorsabban siil ki.
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Az ICM képzddését gatolja a magas oxigén koncentracid. Ha noveljiik az oxigén
részleges nyomadsat, akkor bomlast tapasztalunk az ICM-ban és a fotoszintetikus
komplexekben. Ezeknek a folyamatoknak a kinetikdjat mutatja be a 4.2.5. ébra az
oxigén koncentracio fliggvényében. A pigmentek lebomlasa anaerob - aerob valtasnal
egyre gyorsabb ¢€s kifejezettebb, ha ndvekszik az oxigén koncentracid. A LH komplexek
Bkl komponenseinek lebomlasat abrazolja a 4.2.5a abra, mégpedig B800/B850 (LH2)
¢s B875/B850 (LHI1/LH2) aranyban az oxigén koncentraci6 ndvekedésének
fliggvényében. A LH2 antenna komplex B800 komponense bomlik el leghamarabb.
Néhany ora alatt ~50%-kal esik vissza, viszonylag kevés ~5% oxigén koncentracional,
viszont a B850 komponensen még nem mutatkozott valtozas. Ez annak tudhatd be,
hogy a LH2 antenna komplexekben eltéré a két BKI gylr(i elhelyezkedése (Papiz és
mtsai. 1995). A 9 gyengén kapcsolodo B800 sav Bkl-jei a kiilsé gytiriit, a 18 er6sen
kapcsolodo B850 sav BKl-jei pedig a belsé gytirtit alkotjak a komplexben. Ez okozza a
B800 sebezhetdségét. Az elektrokrom-shift kezdeti felemelkedése (toltés szétvalasztas a
RC-ban) és a fluoreszcencia maximuma (Fma, RC-ok zarva) hasonld csokkenést
mutatnak, mint a B800-as ugyanazon feltételek mellett (4.2.5b). Ez azt jelenti, hogy a
RC P800 csokkenése is hozzajarul az abszorpcidban megfigyelt 800 nm-en mért

csOkkenéshez, de a B800-as csokkenése a

meghatarozo.

4.2.5. abra. Valtozasok az antennakomplexek
felépitésében: B800/B8S0 (LH2) ¢és B875/B850
(LH1/LH2) (a), a fluoreszcencia indukcié maximumaban

(Frmax) és a fényindukalt elektrokrom

Ratio of antenna components

abszorpcidvaltozasban (ECS) (b) az id6 és az oxigén

koncentracié fiiggvényében (0-21 %). A kinetikak 1-re
vannak normalva, a t = 0 idOponthoz. Az oxigén
elsédleges célpontjai a B800-as pigment és a RC

komplex, ami mar kevesebb, mint ~5% oxigén

1) koncentracié mellett jelentkezik (az abrat Sipka Gabor
O

Sw .

iy készitette).

£ c

w @

=0 e .

g § Ezen eredmények alapjan elmondhatd, hogy
25 .

§ £ zoldités soran a fotoszintetikus apparatus
=R

“ egymasra épiild funkciondlis egységenként all

ujra 0ssze, nem pedig egy lépésben (Koblizek
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¢s mtsai. 2005, Niederman 2006). A f6bb eseményeket a 4.2.6. dbra foglalja ssze.
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4.2.6. abra. Zoldités soran kialakulé fotoszintetikus apparatus grafikus abrazolasa. Kezdetben az
egységek szortan, kapcsolat nélkiil helyezkednek el, ezért a fotokémia teljesitménye és sebessége
alacsony, viszont az azonnal elérhetd fehérje egységek (RC és cit bcy) kozott a mobilis redox elemek (cit
C, és Q) magas elektrontranszfer sebességet hoznak Iétre. Késobb a PSU kozotti kapcsolodas megnd (1-2
ora) és a struktura tomorebb lesz, ami gyorsabb fotokémiat eredményez. Végiil a periféridlis LH2
antennak a RC-LH1 komplex koré szervezédnek és egy zartabb szuperkomplexet hoznak létre. Igy a
disztalisan elhelyezkedd6 RC nehezebben elérheté a mobilis redox elemek szdmara, ami a elektron

transzfer sebességében lassulast idéz el (Cartron és mtsai. 2014).

Aerob koriilmények mellett nagyon kevés ép RC-LH1-PufX komplex van és a CM
betlir6dései is megsziintek, a fény befogas €s az elektrontranszfer is inaktiv. Az anaerob
viszonyokhoz valé adaptalodéas kezdetén a CM elkezd betlirddni, és Gjra kialakul az
ICM. A periféridlis LH2 antenndk a folyamatosan 0Osszealld mag komplex koré
csoportosulnak. Ez a kezdeti laza struktira nagy elektrontranszfer sebességet mutat,
mert a Cit c; szamara konnyen hozzaférhetéek a RC és a cit bc; komplexek. Az egyre
tobb mag komplex kialakuldsaval és az azokat koriilvevd periférialis antennak
felhalmozddasaval a membran egyre tomorebbé valik, a disztalis helyzetben 1évé RC-
LH1-PufX dimerek nehezebben megkdzelithetdek a cit C; szdmara. Ezéltal a mobilis
redox elemek diffuzidja részlegesen akadalyozott. 3-4 oraval az anaerobizalas utan
kialakul az ¢ép fotoszintetikus apparatus és az elektrontranszportlanc optimalisan
miitkddhet. Ezt a kovetkeztetést aldtdmasztja az ICM kialakuldsanak nagy
fényintenzitashoz valé adaptalodasa utani funkcionalis fehérje analizise Rba.
sphaeroidesnél (Woronowicz és mtsai. 2011). Hasonlé mechanizmusokat irtak le PSI és

PSII-nél cianobaktériumokban (Cline 2003).
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Rubrivivax  gelatinosus  fotoszintetikus  egységeinek  funkciondlis

atalakulasai

A Rba. sphaeroides utan Rvx. gelatinosus-on is elvégeztiik az anaerob «- aerob
atmeneteket. A Rvx. gelatinosus is az anaerob kornyezetet kedveli, az antennarendszere
is hasonlo, az ¢életciklusa viszont hosszabb (vivax-hosszu életi).

Ha az anaerob tenyészetet atoltjuk aerob (20% oxigén koncentracid) koriilmények
kozé, akkor bomldsnak indul az ICM, és a fotoszintetikus egységek szintézise és
Osszeszerelése is lelassul (4.2.7. abra). Nem csak a F,/Fpax értékében, hanem az
antenndk egymashoz viszonyitott ardnyaban is csokkenés tapasztalhato a fakitas soran.
Ez hasonlé modon torténik, mint a Rba. sphaeroides-nél, csak hosszabb ideig tart.
Miutan a sejtek szinte teljesen elvesztették a fotoszintetikus aktivitasukat,
visszaallitottuk az anaerob légkort, és ezzel elindult a CM betlir6dése, hogy ujra
visszarendez6dhessen a fotoszintetikus apparatus. A kiiriilbeliil 2 napos fakitas utén,

anaerob koriilmények kozott 10 ora utan indult be a zolditési folyamat és szintén 2

napig tartott.

+0) Ny 4.277. 4bra. Idbfiiggd strukturdlis  és
2‘0__ ] funkcionalis valtozasok a Rvx. gelatinosus
= 15-_ fotoszintetikus membranban aerob<-> anaerob
ﬁ | valtds soran. A membran lebomlasat és
5 rof Gjjaépiilését  jelzi  a  relativ  véltozod
05l ) fluoreszcencidban  (Fy/Fmg) 65 a ket
L antennakomplex kozti aranyban megfigyelhetd
oor valtozas (B850/B87S, vagyis LH2/LH1).
Eg 0.5_—
041
0.3-—
02 v v v v v v v e g, 9402
-50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50

idé (h)
Morfologiai viltozasok Rhodobacter sphaeroides és Rubrivivax gelatinosus

fotoszintetikus apparatusaban

A fotoszintetikus apparatusban bekovetkezd funkciondlis valtozasok mellett jol
megfigyelhetd strukturalis valtozasok is végbemennek a Rba. sphaeroides és Rvx.

gelatinosus  baktériumokban,  amiket  megfigyelhetink a  transzmisszios
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elektronmikroszkopos felvételeken. A két baktérium belsd membranrendszerében
vannak kiilonbségek. Rba. sphaeroides bels6 membranrendszere jol kifejezett, szemmel
lathatoak a lefiiz0dott membranvezikuldk (kromatoforak) (4.2.8a), mig a RvX.
gelatinosus membranrendszerében nincsenek jol kiveheté vezikulak, a fotoszintetikus
apparatus diffizan van a membranban (4.2.8c). A fakitdsi folyamat végén késziilt
felvételek lathatoak a 4.2.8b és d abran. A Rba. sphaeroides bels6 membranja teljesen
atalakult, a vezikuldk szétbomlottak, semmilyen struktura sem kivehetd, csak a sejtfal
vonala. Mivel a Rvx. gelatinosus bels6 membranja diffaz, ezért itt nem lathatéak nagyon

drasztikus valtozasok.

b

- P
) - -

4.2.8. abra. Elektronmikroszkopos hosszanti irdnyu felvételek Rba. sphaeroides 2.4.1 anaerob (a) és
aerob (b) tenyésztés utan és ugyanez Rvx. gelatinosus-rdl (c és d). Nagyitas 46.000x (a, b és d) és 64.000x

(©).
A 4. fejezet a kdvetkezo publikaciok alapjan késziilt:

Mariann Kis, Emese Asztalos, Gabor Sipka and Péter Mardti (2014) Assembly of photosynthetic
apparatus in Rhodobacter sphaeroides as revealed by functional assessments at different growth phases

and in synchronized and greening cells. Photosynth Res. 122:261-273.
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Emese Asztalos, Mariann Kis, Péter Maro6ti (2013) Oxygen-dependent production and arrangements of
the photosynthetic pigments in intact cells of Rhodobacter sphaeroides. Photosynthesis: Research for

Food, Fuel and Future 32-36. Springer.

Mariann Kis, Emese Asztalos, Péter Mar6ti (2011) Ontogenesis of photosynthetic bacteria tracked by
absorption and fluoresncece kinetics, European Biophysics Journal with Biophysics letters, Supplement
1. (40): 177

Asztalos Emese, Kis Mariann, Maroti Péter (2010) Aging of photosynthetic bacteria monitored by

absorption and fluorescence changes. Acta Biologica Szegediensis 54:149-154.
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5. Nehézfémek
5.1 Fiziologiai és morfologiai hatasok

Az emberi tevékenységek hatdsara a kdrnyezetbe egyre nagyobb mennyiségii €s egyre
tobbféle nehézfém keriil, és dusul fel mind a vizekben, mind a szarazfoldeken. A
mikroorganizmusok részt vesznek a kornyezetiikbe taldlhatd fémek atalakitasaban a
fémionokhoz kapcsolt anyagcsere folyamatok révén. Fontos szerepet jatszanak a
fémionokhoz kapcsolt transzportfolyamatok felderitésében, illetve a sejtekben
akkumulal6do nehézfém ionok toxikus hatdsainak megfigyelésében. Tobb kutatas is
iranyult mar a nehézfémek és a fotoszintetikus mikroorganizmusok (zold algak,
cianobaktériumok és proteobaktériumok) kozott fellépd kdlcsonhatasra. Az altalunk
hasznalt fotoszintetikus biborbaktériumok (Rba. sphaeroides 2.4.1 (Moore és Kaplan
1992), Rsp. rubrum (Watt és Ludden 1995) és Rvx. gelatinosus) egymastol eltéré a
membran strukturajuk, az antenna komplexek Osszetétele és a RC altal szabalyozott
elektrontranszfer tulajdonsagai. Kiilonb6z6é nehézfémekkel (Hg(Il), Cr(VI) és Pb(Il)
ionokkal) valo kezeléseknek vetettilk ald a baktériumokat, hogy jellemezni tudjuk a

fotoszintetikus membranban bekdvetkez6 valtozasokat.
Higany (1) ion

A Hg(Il) ion az egyik legtoxikusabb nehézfém, ami a természetben talalhatd. Az
altalunk rutinszerien hasznalt vizsgalati modszerek (fényindukalt abszorpcidvaltozas és
Bkl fluoreszcencia indukcid) kellden érzékenyek a Hg(Il)-ion okozta roncsolas
detektalasdhoz. Az antenndkban okozott kdrosodéas jol lathatdo a kozeli infravords
tartomanyban mért abszorpcios spektrumokon. A Rsp. rubrum periférialis antennai (a
sdvok abszorpcids maximumai szerint) 800 és 880 nm-nél, a dominans belsd antenna
pedig 890 nm-nél lathat6 (5.1.1a). A Rvx. gelatinosus periférialis antennai 800 és 860
nm-nél, a belsé antenna 875 nm-nél helyezkedik el (5.1.1b). Aktiv anyagcseréjii
exponencialis fazisu tenyészeteket vetettlink ald higanykezelésnek, majd 5 ora elteltével
figyeltiik meg a kiilonbségeket. Az antennak felépitésébdl adodik, hogy a belsd antenna
nehezebben megkozelitheté a Rvx. gelatinosus-nal, ezért ott enyhébb a karosodas, mint
a B800 pigment esetében, ami a LH2 komplex kiilsé gytiriijét alkotja. A Rsp. rubrum
esetében, ahol a periféridlis antenna nem tul kifejezett, az elsddlegesebb célpont a belsd

antenna.
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Rhodospirillum rubrum Rubrivivax gelatinosus
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5.1.1. abra. Valtozasok a kozeli infravords tartomanyban mért Rsp. rubrum (bal oldal) és Rvx.
gelatinosus (jobb oldal) egész sejtek abszorpcios spektrumaiban. Az exponencialis fazisu sejtek higany (a
és b) és olom (c és d) kezelést kaptak mikdzben folyamatosan fényben tartottuk 6ket. A higany estében

lassu id6beli valtozas tapasztalhato (0 €s 5 6ra 6sszehasonlitva), mig az 6lomnal azonnali hatés.

A BKI fluoreszcencia indukcio mérése igen kifinomult mérési modszer a fotoszintetikus
kapacitasban torténd valtozasok leirasara. A fluoreszcencia indukcid kinetikdja monoton
novekedést mutat a kezdeti Fo szintrél a maximalis Fpax szintre. A kettd kiilonbsége a
valtoz6 fluoreszcencia (Fy=Fmax-Fo). A relativ valtoz6 fluoreszcencia (Fy/Fmax) értéke
jol jelzi a RC-nak a fotokémidban betoltott szerepét. Ha ez a szam 0.8 koriili, akkor a
RC és az antenna komplexek szorosan kapcsoldodnak. Barmilyen valtozas a RC-LH
struktaraban ¢€s funkcioban a valtozé fluoreszcencia (Fy) csokkenését eredményezi. A
5.1.2a és b abran lathatd, hogy higany kezelés hatdsara a struktiraban teljes leépiilés

kovetkezett be.
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25 Rhodospirillum rubrum

an Rubrivivax gelatinosus
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5.1.2. abra. Valtozasok Rsp. rubrum (bal oldal) és Rvx. gelatinosus (jobb oldal) egész sejtek

fluoreszcencia indukcid kinetikakban. Az exponencialis fazist sejtek higany (a és b) és 6lom (c és d)

kezelést kaptak mikdzben folyamatosan fényben tartottuk Oket. A higany estében lassu id6beli valtozas

lathato (0 és 5 ora Osszehasonlitva), az 6lom pedig azonnali hatast valt ki. A kinetikdkat normaltuk a

kezeletlen minta Fy szintjére.
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+20uM Hg?"

100uM Hg?*

control

ids (h)

A 5.1.3. abran idofiiggésben szerepel a Rsp.
rubrum abszorpcidés spektrumaiban (a) és

(b)

roncsolddas bemutatasa kialonbozo

fluoreszcencia  indukcioban torténo

higany

koncentracidoknal.

5.1.3. abra. Id6beli valtozasok a Rsp. rubrum kozeli
infravoros steady-state abszorpcids spektrumaban (a) és

a relativ valtozo fluoreszcencia kinentikakban (b). A

s

folyamatos megvilagitds mellett. Az abszorpcios

spektrumokat Gauss komponensekre bontottuk.

Eszrevehetd kiilonbség van a kezeletlen

(kontrol) ¢és a higany kezelt mintdk

abszorpcids savjai (B890) kozott. A higannyal kezelt sejtek abszorpios savjaban 10 %-

os csOkkenés lathatd 5 oOra utan folyamatos megvilagitas mellett (5.1.3a), mig a
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kezeletlen sejteknél 5 %-os novekedés van. A relativ valtozd fluoreszcencidban
(FW/Fmax) nagy esés kovetkezik be (0.6-r6l 0.1-re) az 5 oraig tartd 100 puM

A kiilonb6zo torzsek fotoszintetikus apparatusai eltéréen érzékenyek a
higanyszennyezésre. A Rvx. gelatinosus 860 nm-es abszorpciés savja nagyobb
rezisztenciat mutat, mint a Rsp. rubrum 860 nm-es savja (5.1.1a és b). Ha
Osszehasonlitjuk a RC altal 1étrehozott elsddleges fotokémiakat, akkor megallapithatjuk,
hogy a Rvx. gelatinosus sejtek magasabb rezisztenciat mutatnak a higany roncsold
hatasaval szemben, mint a Rsp. rubrum sejtek (5.1.2a és b). A Rsp. rubrum sejtek
fotokémiajat mar a 20 uM Hg®* koncentracio 2-3 6ra alatt leépiti, a Rba. sphaeroides
ndvekedési sebességét mar 2 uM Hg?* lefelezi, viszont a Rvx. gelatinosus-ban 200 pM
Hg?** sem okoz nagyobb mértékii karosodast (5.1.2.b). Ezek azt bizonyitjak, hogy a Rsp.
rubrum és a Rba. sphaeroides joval érzékenyebbek a higanyszennyezésre, mint a Rvx.
gelatinosus.

A higany(Il) ionoknak az ICM-ban és a fotoszintetikus apparatusban okozta
funkcionalis roncsolddéasait 0Osszefiiggésbe allitottuk a struktiraban bekovetkezd
morfologiai véltozasokat bizonyitd transzmisszids elektronmikroszkopos felvételekkel
(5.1.4. abra). A kezeletlen sejtben jol lathatoak a CM befiizédései, az ICM vezikulai és
a tobbi meghatarozhat6 sejtalkotd. A membranvezikuldk nagy szdmban fordulnak el6 a

kiils6 membran kozelében is (5.1.4a). Osszhangban az elvesztett fotoszintetikus

aktivitassal, a 24 6ras 10 uM-0s Hg?* kezelés utan a vezikulak és a sejtalkotok mar nem

kivehetoek a felvételeken (5.1.4b).

5.1.4. abra. Hosszanti és keresztiranyu elektronmikroszkopos felvételek Rsp. rubrum baktériumnak

fényben, anaerob modon ndvesztett (a) és 24 6ras 10 uM Hg®* kezelést kapott sejtjeirdl (b). A képeken
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bejeloltiik a sejt strukturait: sejtfal (w), sejtmembran (m), kromatoforak (c), glikogén szemcsék (g) és

polifoszfat szemcsék (p). Nagyitas: 34.000x (a) és 64.000 (b).

A kornyezetben felhalmozodott Hg2+ ionok adszorbealddnak a sejtek felszinén, majd
kiilonbozé transzportfolyamatokat hasznalva bejutnak a sejt belsejébe, és kifejtik
roncsolé hatasukat. A higany ionoknak nincsen fizioldgiai funkcidja, de egyes
baktériumok képesek atalakitani mas vegyliletekké, szerves kotésbe vinni, ezaltal
létrehozva az €l6lények szamara legmérgezObb metil-higany vegyiileteket. Ezen kiviil a
sejtek enzimatikusan (higany reduktazzal vagy glutation reduktazzal) detoxifikaljak a
higany ionok egy részét, amennyiben képesek a Hg kationokat fémes higannya
redukalni (Schiering és mtsai. 1991). Az 4talakitatlan Hg”" ionok passziv diffiizioval
elhagyhatjak a sejteket (Silver és Phung 1996). A higany ionok a bioakkumulécié soran
nagy affinitassal kotddnek a tiol-csoportokhoz. Bejutva a sejtbe kdrositjak az alapvetd
molekulak szintézisének Utvonalait és a meglévd komplexeket, koztiik a fotoszintetikus
apparatust is (5.1.1-5.1.3 abrak). A fotoszintetikus komplexek koziil a RC az elsddleges
¢és egyben a legérzékenyebb célpontja a higany ionok karosité hatasanak (Asztalos as
mtsai. 2012). Kevésbé érzékenyek a cit bc; komplex és a fénybegyiijté antennak. Ezek
mellett figyelemre méltd, hogy a RC fehérje egészen magas higanyion koncentraciod
mellett még képes egy ideig a fényindukalt toltésszétvalasztasra ([Hg? ]/[RC]<500), de
a belso elektron transzfer mar sokkal alacsonyabb koncentraciéo mellett akadéalyozott. A
legérzékenyebb reakcid a Qgp-hoz kotddd elektrontranszfer, amit mar kis higany

koncentracio ([Hg*]/[RC]<50) is blokkolni képes.
Krom(VI) ion

A krom ionok egyrészt esszencidlis nyomelemek (Cr(Ill)), masrészt viszont
kornyezetben eléforduld méreganyagok is lehetnek. A Cr(IIl) ionok immobilizéltan
fordulnak eld, és kotott allapotban szerves anyagok részeként talajban és vizes
kozegben teljesen artalmatlanok. Ezzel szemben a Cr(VI) ionok erdsen oxidalo
hatasuak, jol oldodnak vizben és mobilisak a kdrnyezetben, valamint toxikus, mutagén,
teratogén és karcinogén hatassal vannak minden él8lényre. A krom oxianionok (CrO4%)
a sejtek felszinén 1évé anion transzportalé csatornakat hasznaljak az atjutashoz. A
talajban és a vizekben a Cr(IIl) oxidacidjaval keletkeznek a Cr(VI) ionok. Egyes

mikroorganizmusok a toxikus Cr(VI) ionokat Cr(III) ionokké képesek redukalni. Ez az
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atalakitds gyorsabb és hatékonyabb acidikus vizi kornyezetben (McGrath és Smith
1990).

A Cr(VI) ionok erésen toxikus hatdsat mutatja a

0.8 mM Cr(VI) Oh Rvx. gelatinosus sejteknek az 530 nm-en mért
fényindukalt abszorpcidvaltozasaban
0.8 mM Cr(VI) 4h (elektrokrom-eltolodas) bekovetkezd csokkenés,
amely kevéssé kifejezett, mint a hasonld hatast

kivalto Hg(Il) és Pb(II) nehézfémionok keltette

I+
200 pM Hg™ Oh abszorpciovaltozas (5.1.5. dbra).

5.1.5. abra. Rvx. gelatinosus 530 nm-nél mért (ref. 510 nm)
fényindukalt abszorpcidvaltozasai (elektrokrom-shift). A
sejtek 0.8 mM Cr(VI), 200 uM Hg(Il) és 4 mM Pb(Il)

200 uM Hg?" 3.5h

AAg3.510 (MOD)

kezelést kaptak. A krom (a) és higany (b) estében lassu

control idébeli valtozas lathato (0 és 4 ora, 0 ¢és 3.5 ora
Osszehasonlitva), az o6lomnal (c) pedig azonnali hatas

tapasztalhato.

4 mM Pb(1l)-: $cid
mM Pb(ID)-acetate Magasabb koncentracioban (20 mM) alkalmazott

. M : Cr(Ill) ionoknak semmilyen hatasa sem volt az
0 20 40 60 80 100 . ) )

o elektrokrom jel amplitddojara ¢és kinetikajara
id6 (ms) J 4 J

(nincs bemutatva). A 0.8 mM koncentracioban
alkalmazott Cr(VI) a gyors felemelkedd fazist a felére csokkenti, megsziinteti a
felemelked6 fazis lasstt komponensét, és elmozditja a gyors komponenst, de megtartja a
lecsengés lassu fazisat. Ezek értelmezésének hatterében a Cr(VI) blokkolo hatasa all,
amely jelentékenyen megvaltoztatja a RC és cit bc; komplex kozott az elektron- és

protontranszfert.
Olom(I) ion

Az dlom is az egyik legveszélyesebb kornyezeti szennyezdanyagok kozé tartozik. Mar
nagyon kis koncentracioban erésen toxikus az élélények szamdra. Konnyen kotddik a
szulthidril csoportokhoz (Pearson és Schonfeld 2003). Akut és kronikus mérgezés
esetén is roncsolja a DNS-t, a fehérjéket ¢és a lipideket, az enzimekbdl kiszoritja az
esszencialis fémeket (cink, vas, kdlcium) ¢€s beiil a helyiikre (Dart és mtsai. 2004). Az
o0lom(I) ionok agressziv viselkedését tiikrozik a fentebb bemutatott 4brakon az

abszorpcios spektrumokban (5.1.1¢ és d), a BKI fluoreszcencia indukcioban (5.1.2¢ és d)
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¢s a fény indukalt abszorpciovaltozasban (5.1.5¢) megfigyelheté prompt hatasok. Az
abszorpcids spektrumokban lathatd csokkenés nem specifikus, hanem altalanos. Mar
néhany mM koncentracidban azonnali €s jelentds a roncsolas az antennakomplexekben.
A BKI fluoreszcencia indukci6 kinetikak hasonldan gyors valtozast mutatnak. Az 6lom
kezelés egyarant csokkenti az Fo €s az Fpax fluoreszcencia szinteket anélkiil, hogy a
valtoz6 fluoreszcencia (F./Fnax) jelentésen modosulna. Ez a hatas ellentétes a higany
okozta késoi hatassal, amikor a valtozo fluoreszcencia csokken anélkiil, hogy a Fo
valtozna. A fény indukalt abszorpcidvaltozas amplituddjanak csokkenti, masrészrol
pedig akadalyozza a membran-kondenzator kisiilésének gyors komponensét. A prompt
hatasok hatterében az allhat, hogy az 6lom nagyon gyorsan atjut a sejtfalon és gyorsan
eljut a komplexekhez. Ezek az eredmények is azt mutatjdk, hogy a fotoszintetikus

baktériumok érzékeny eszkozei lehetnek a kdrnyezetszennyezés monitorozasanak.

5.2 Rubrivivax gelatinosus sejtek higanyfelvételének Kinetikaja és

sztochiometriaja
Kinetika, energetizdcio és pH fiiggés

A fotoszintetikus baktériumok a higany ionokat két egymastol jol elkiilonithetd
1épésben veszik fel (5.2.1. abra). Az elsé fazis olyannyira gyorsan zajlik le, hogy a
felemelkedési 1d6 a mi kisérleti koriilményeink ko6zott nem feloldhatd. Ez a 1€pés
visszatiikrozi a Hg(Il) ionok gyors adszorpciojat a sejtfal feliileti csoportjaihoz, és egy
olyan nem specifikus passziv diffiziot a sejtmembranon keresztiil, amely a higany
koncentraci6 gradiensével ellentétes iranyban hat (Fick 1. torvénye). Ezen kiviil
megfigyeltiink egy masodik fazist is, amely kisebb iddskalan zajlik (a kinetikéja perces
nagysagrendll). A masodik fazis felemelkedésének a nagysaga és ideje is fligg a Hg(Il)
koncentréaciotdl (5.2.1a). A higanyfelvétel gyors fazisa is fligg a higany koncentraciotol,
mert a fiiggdleges tengelymetszet emelkedik a higany koncentracié novelésével. A
gyors higany invazidra a sejten beliili érzékeny sejtalkotok (mint markerek) révidebb-
hosszabb késéssel reagalnak. Ahogy a sejtek felveszik a higanyt, a fotoszintetikus
apparatus roncsolodasa elkezdddik, amely jelenséget felhasznalhatjuk a Hg-transzport
jellemzésére. A lassu fazist higanyfelvétel detektalasa mellett, a Bkl fluoreszcencia
valtozo részét (5.2.1b) és a membran karotenoid elektrokrom shiftjét (5.2.1c) is mérjiik.

A higany felvétellel parhuzamosan ezek csokkend kinetikdkat mutatnak a kezeletlen
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mintdval szemben. A lecsengési idok

fazisanak felemelkedési idejével.

Osszeegyeztethetdek a higany felvétel lassu
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5.2.1. abra. Rvx. gelatinosus gyors és
lasstt higanyfelvételi fazisai kiilonbozo
higany koncentracioknal (a) és ezek
kinetikdi Osszefiiggésben 4llnak a sejt
bels6 fotoszintetikus markereivel, ugy
mint a Bkl fluoreszcencia indukcid
valtozo részével (F,) (b) és az 530 nm-nél
(ref. 510 nm) mért fény indukalt
abszorpcidvaltozassal (elektrokrom shift)
(c). A sejtek HgCl, kezelése utan a kotott
Hg(IT)

meghatarozasa

ionok mennyiségének

spektrofotometrias uton
dithizon probaval tortént. A sejteket a
higany kezelés soran végig fényben
tartottuk (sejtszamok: 1-10° (a, b) és 1-10°
sejt/mL (c)). A lassu fazis felemelkedési
ideje (ty) fiigg a higany koncentraciotol
(w50 pM Hg®, ty, = 3 perc; 10 pM
Hg*, ty, = 11 min; A5 uM Hg*", t,= 23

min) (a). 10 pM Hg**-nal a Bkl

fluoreszcencia valtozo részét a kezeletlen
esethez viszonyitottuk (0 pM Hg®"), amely jol jellemzi a fotoszintetikus apparatus roncsolodasat. A
féléletidok: 7 perc (Fy, @) és 10 perc ([HQ]kswu0 m)(b). 50 uM Hg®*-nal a fényindukalt elektrokrom
valtozas jelzi az elvesztett fotoszintetikus aktivitast. A féléletidék: 17 perc ([HQliswe, ®) és 20 perc

(AAsgrs10, *) (C).

A Kinetika lassi fazisa a transzportfolyamatok energia igényét mutatja be. A

higanyfelvétel novekszik, ha hatdsdra a membran

abra). Ha a

nagysaga megvilagitas

energetizalodik  (5.2.2. fotoszintetikus  baktériumot folyamatos
megvilagitjuk, a higanyfelvétel jelentdsen megnd ahhoz képest, mintha soététben
tartanank (5.2.2a). Ha a megvilagitott sejteket FCCP-vel kezeljiik, ami egy kozismert
protonofér. Az aktiv higanyfelvétel nagysdga visszaesik arra a szintre, amit sdtétben
tartaskor tapasztalunk. Mivel a fotoszintetikus baktériumoknak nincsen eredendden
higany csatorndjuk, ezért valoszinlileg sejt metabolikus folyamataiban résztvevd

csatornakat is hasznaljdk az atjutashoz a sejt belsejébe. A bivalens kation csatornak
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szerepet jatszanak a higany transzportban. Ilyenek példaul az altalunk is vizsgalt Ca**

csatornak (5.2.2b).

1004 o W w ] 52.2. 4bra. A membran energetizicié (a) és a Ca’*
fény /././ transzport rendszerek (b) Osszefliggésbe allitasa a
4 ‘”ijijl higanyfelvétel lassu fazisanal Rvx. gelatinosusban. A
./l/‘ 7/%/‘?’{ - L . s 2+ .
504 ;[// — fény +FCCP sejtek 10 uM koncentracioja Hg™ kezelést kaptak,

fényben tobb higanyt kotott meg (m), mint sététben
sotét

;\5\ (A) és 20 uM FCCP (e) jelenlétében (a). A Ca®*
\?3 3 A | csatornaknak szerepiik van a higanyfelvételben: a lasst
B I T T T R S TR SR
21007 . ™ fazis megsziinik a Ca®* ion feleslegtsl (0.5 mM, %) és
o) fény +Ca
oy kg & Kk 4 x| animodipintél (10 uM, #) (b).
o ./ Ha a sejteket nimodipinnel kezeljiik, ami egy
fény potencialis  L-tipusi  Ca**  csatorna
b antagonista, akkor a transzport lassu fazisa
A | szinte teljesen blokkolodik. Hasonlé hatast
0 5 10 15 20 25 30 35 . . i ,
id6 (min) ériink el, ha a higanykezeléssel parhuzamosan

viszonylag nagy mennyiségben Ca* ionokat adunk a sejteknek. Ez arra utal, hogy ha
tultelitjiik a Ca?" csatornakat, akkor lecsokken a sejtek Hg2+ felvételi kapacitasa. Ezzel
ellentétben a kinetika gyors fazisdnak nagysdga megndvekszik, mert ezek a kezelések
nem befolyasoljak a gyors feliileti adszorpciot és a membranon keresztiili passziv
diffaziot.

Az aktiv és passziv higanyfelvételt egyrészt kinetikai alapon, masrészt az aktivacios
energidk kozti kiilonbség megallapitasaval el lehet kiiloniteni. A vizes (bulk) fazisbdl a
sejt belseje fel¢ iranyuld higanyfelvétel passziv (diffizio) és aktiv komponensei két,
egyméssal sorosan kapcsolt kinetikai reakcionak tekintheté. A Hg”" felvétel megfigyelt
inverz sebessége (Kobs), a passziv (Kp) és az aktiv (ky) inverz sebességek Osszege:
(kobs,)'l = (kp)'1 + (ka)'l. A kops megfigyelt sebesség aktivacios energidjanak kisérletes
meghatarozasakor valdjdban a sebességet meghatarozd 1épés aktivacids energidjat
mérjik, mert ez a (leglassibb) 1épés felelds az eredd sebességért. A Rvx. gelatonosus
baktérium esetében két sz€lso esetet vizsgaltunk. A planktonikus életmodnal a passziv
1épés (diffuzio) sokkal gyorsabb, mint a membranon valo athaladas (k, >> k,). Ezzel
szemben a biofilmes életmddnal, amikor a sejtek egy siirli extracellularis polimerek altal
létrehozott matrixban vannak, a higany ionok diffizidja lassabb, mint a mebranon

keresztiili transzport.
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A biofilmben a higany passziv felvétele novekszik, a lassii fazisban pedig jelentds
sebesség csokkenés figyelhetd meg. Ezt a jelenséget egyszerlien modellezhetjiik, ha a
planktonikus sejtekhez egy mesterséges halozatot kialakitd anyagot, ficollt adunk (5.2.3.
abra).

523.  4bra.  Higanyfelvétel

100 Osszehasonlitasa  Rvx.  gelatinosus

planktonikus sejteknél (o),

10% ficoll

természetes biofilm matrixnal (m) és

~
()
|

biofilm
- _— kiilonb6z6 ficoll koncentraciok (A
s 1o ficol 1 % 0 5 % ¢ < 10 %)
alkalmazasanal. A sejtkoncentracid

| planktonikus sejtek mindegyik esetben 1-10° sejt/mL és

(8] g1 (70)

25
50 uM Hg?** kezelést kaptak. A ficoll
o+ hatasara a sejtek hasonlé
0 5 10 15 20 25 30
idé (min) higanyfelvételi kinetikdt —mutattak,

mint a biofilm esetében.

A polimer hélozat (biofilm és ficoll) lecsokkenti az aktiv és lassu higanyfelvételt a
planktonikus sejteknél, és csak a passziv és gyors fazis mérhetd. Rvx. gelatinosusnal
10 % ficoll alkalmazasa esetén ugyanolyan kinetikat kapunk, mint amit biofilmben
tapasztaltunk. Ezaltal egyértelmiivé valik, hogy a polimer hdlozat kémiai tulajdonségai,
nem pedig a viszkozitds novekedése eredményezi a sejtek 4altali higanyfelvétel
csokkenéseét.

Arrhenius abrazoladssal mind a planktonikus sejteknél, mind a biofilmnél
meghatdroztunk az aktivacios energidkat (5.2.4. dbra). A két életformara két kiillonboz6
egyenest kaptunk. A planktonikus sejtek viszonylag nagy sebességet mutattak meredek
hémérséklet-fliggéssel, ami 520 meV aktivacids energianak felel meg. Ez az energia
sziikséges ahhoz, hogy a Hg®" ionok athaladjanak a membranon a sejt belsejébe. Ez a
viszonylag nagy aktivacios energia biztositja a sejtek aktiv metabolizmuséat a korai
exponencialis fazisban. A sejtek biofilmes életmodjanal a mért sebesség lényegesen
lecsokken, és az egyenes meredeksége is kicsi marad. Az aktivacios energia 100 meV,
ami a diffuzios folyamatokat jellemzi. Igy a mi kisérleti eredményeink alapjan jol

elkiilonithetdek a passziv diffuzio és az aktiv transzportfolyamatok aktivacids energiai.
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5.2.4. abra. Rvx. gelatinosus aktiv
planktonikus (e) és biofilmes (m)
életmodu  sejtek higanyfelvételének

aktivacidos energidi. Az Arrhenius

abrazolassal kapott egyenesek
meredeksége megadja az aktivaciods
energiakat, ami planktonikus sejteknél

520 meV, biofilmnél 100 meV.

A higanyfelvételi kinetika lassu fazisa nem csak a membranenergetizaciotol (5.2.2.

abra) fiigg, hanem a kozeg pH-jatol is. Ettdl a két paramétertdl (id6 és pH) valo fliggést

egy kvazi hdromdimenzids dbrazoldsban mutatjuk be (5.2.5. dbra).
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5.2.5. abra. Rvx. gelatinosus
higanyfelvételének id6 és pH
fiiggése sotétben és fényben
egy kvazi 3D abrazolasban.
Fényben és sotétben is a
higanyfelvétel maximuma a

neutrdlis pH tartomanyban
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A higanyfelvétel

maximuma neutralis pH
tartomanyban van. A savas és lugos tartomanyban egyarant mérsékeltebb a Hg2+
megkotése. Az alulrél nézve homoru pH-fiiggés annak tudhaté be, hogy egyrészt a
membran energetizacidja (kiilondsen a savas pH tartomanyokban) pH-fiiggd lehet,
masrészt a Hg2+ ionoknak versengniiik kell (savas kozegben) a protonokkal és (lugos
kozegben) az oxianionokkal. A kvalitativ szemlélet is meggydzhet benniinket arrol,

hogy mindezek ereddjeként adodik a mért pH-fliggés.
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Sztochiometria

Egy egész sejten (C) a kotohelyek szdma nagyon nagy lehet. Ezek a kotohelyek
konnyen kolcsonhatasba 1épnek a kis higany ionokkal (Hg). Viszonylag nagy higany
koncentraci6 ([Hg]~1 mM) kell ahhoz, hogy egy kihigitott sejtszuszpenzid
([C]~1-10° sejt/mL) sejtjeinek kotShelyei telitédjenek (5.2.6. abra).

1.0 5.2.6. abra. Higanytelitési

SOt (Rsp. 1) g X gorbék  kiilonboz8  torzsekre
087 / Kiilonboz6 korilmények kozott.
0.6 +/ > o (Rsp. rubrum, sotét, %), (Rvx.

gelatinosus, sotét, m), (Rvx.

fény, 0 min

[Hg] szabad/[Hg ]totél

049 P . gelatinosus,  fény,  Omin,O),

0o 0 /é1‘3'~5“““ (Rvx. gelatinosus, fény, 5 min,

' Ep— ). (Rvx. gelatinosus, fény, 20

0.0 min, A). Az x-tengelyen a mért

1015‘ 1616 1617 10‘18 10‘19 IOIZO 1621 szabad higany van feltiintetve
Hg atom/liter

(Hg atom/liter). A  vékony
vonalak az (5.4) egyenlet altal kapott illesztést jelzik. Az illesztési paramétereket a 5.2.1. tdblazat foglalja

0ssze.

A magasabb sejtkoncentracié hasznélatat elkeriiltiik a telitési vizsgalatoknal, mert a
sejtek aggregalodnak, és elveszhet a linearitds. A sejtek rovid idotartamt higany
kezelése alatt ~1 mM higany koncentracioval el tudtuk érni a telitettségi szintet a sejtek
lizise nélkiil. A mért telitési gorbe analizise utan megkaphatjuk a sejtek kotési allandgjat
(K), a kotohelyek szamat (n) és a betoltott kotdhelyek szamat (v). A Hg megkdotése

réveén foglalt kotéhelyek szamat a kovetkezd egyenlet definialja:

[Hg]total — [Hg]free

C] |

ahol a [HQlwta €s [HQ]lfee az Osszes és a szabad (= Osszes - kotott) Hg ionok

V= (5.1)
koncentracioja, C pedig a baktérium sejtek koncentraciojat jeloli.

Ha a sejt minden higany-kotéhelye azonos és egymastol fiiggetlen, akkor a betdltott

kotohelyek szamat ki tudjuk szamitani:

_n K '[Hg]free

- 1+K-[Hg],, 52)
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Altalanositsunk arra az esetre, amelyben a kotShelyek két kiilonbozé csoportba
sorolhatok (w: gyenge, s: erds higanykotohelyek), és ezek egymadstdl tovabbra is
fliggetlenek. A két kiilonboz6 affinitdsu kotohelyre vonatkozoan a kotési allandok

legyenek K,y és Ks, a kotéhelyek szama pedig ny, és ns. A betoltott kotdhelyek szama:

Ny - KW '[Hg]free

_ n ng - Ks '[Hg]free
1+ KW ’[Hg]free

1+ Ks ’[Hg]free

(5.3)
Osszevonva az (5.2) és (5.3) egyenleteket, megkapjuk a kisérletileg meghatarozhat6
[Hg]total/[HY]free aranyt a szabad [Hg] fiiggvényében:

. nw'KW'[C]
1+ Ky [Hy]

_ ns'Ks'[C]
1+ K -[Hg]

[Hg]free _

[Hg]total

A 5.2.1. tablazatban foglaltuk Ossze a kiilonbozd kezeléseknek kitett kiilonbozd

(5.4)

free free

baktérium torzsekre kapott kot6helyek szamat (n) és a kotési allandokat (K). A
paramétereket a telitési gorbékre (5.2.6. abra) illesztett (5.4) egyenlet alapjan

szamitottuk ki.

illesztési paraméterek
ng N Ky Kw
10° -10"? @M | (mwy?t
torzsek
Rsp.rubrum 7.6 0.16 0.13 1
Rba.sphaeroides 0.06 0.03 2.8 30
Rvx.gelatinosus 0.4 0.4 1.25 2
kemikaliak
sOtét
Nimodipine 0.7 0.3 0.4 2.7
n-Em 0 0.03 0 26
fény
Nimodipine 1 0.4 0.4 1.6
FCCP 0.03 0.07 9 13
id6
0 min 3.5 0.9 0.12 0.8
5 min 0.6 1 0.34 1
20 min 0.7 2 0.24 0.5

5.2.1. tablazat. Az erGs és gyenge higanykotdhelyek szama (n) és a kotési allandok (K) kiilonbozo
koriilmények (kemikalidk, fény és sotét, higany kezelés ideje) kozott harom fotoszintetizald baktérium

torzsnél. A paramétereket a telitési gorbékre (5.2.6. abra) illesztett (5.4) egyenlet alapjan hataroztuk meg.

A kotOhelyek nagy szdma azt jelzi, hogy a fotoszintetikus baktériumok szivacsként
szivjak magukba a higany ionokat. A felhalmozott Hg(I) mennyisége sokkal nagyobb,

mint az azt felvevo sejtek tomege.
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Ha a sejtkoncentracié tul nagy ([C]>> 1-10° sejt/mL), akkor a hasznalt higany
koncentraci6é nem tudja telitésbe vinni a kotohelyeket, ezért a higany kotés paramétereit
nem lehet a fentebb emlitettek alapjan meghatarozni. Mas (kozelitd) modszerhez kell
folyamodnunk. Megoldast jelenthet, hogy ahelyett, hogy az egész telitési gorbe
analizisét elvégeznénk, csak a higanykotés kezdd értékeit (pontosabban hatarértékét)
hatdrozzuk meg a kiilonb6z6 baktérium tdrzsekre. A nulldhoz kozelitd higany-
koncentracional a szabad/0ssz higany-aranyt a L’Hospital szabaly alkalmazasaval
nyerhetjiik:

[Holpee . 1
[Hglow 1+n-K-[C]"

(5.5)

ahol n a kotohelyek szama, K a kotési allandoja az erdsebb kotéhelynek. Az n-K-[C]
szorzat adja meg a baktérium tenyészet higanykotd kapacitasat. Ugyanazt a
sejtkoncentraciot ([C] = 1-10™ sejt/L) beallitva a kiilonbozd torzseknél, a higanykotd
kapacitasuk eltér6. A Rba. sphaeroidesnek kétszer kisebb a kapacitdsa, mint a Rvx.
gelatinosusnak planktonikus ¢életmodban és 6tszor kisebb, mint a biofilmes életmddban.

A Dbiofilmes esetben a megndvekedett higanyfelvétel az extracellularis matrixnak

tulajdonithato.
) lim  [HO e nK -[C]
torzsek : g]mtalﬁo [Hg]total abs rel
Rba. sphaeroides 2.4.1 0.18 4.5 1
Rvx. gelatinosus
planktonikus 0.1 9 2
biofilm 0.02 49 11

srer

higanykoté kapacitasainak (n-K-[C]) 6sszehasonlitasa. A higany telitési gorbe kezdd hatarértéke alapjan

szamolva aa (5.5) egyenlet alapjan.
Ha bevezetjik a kotShelyek telitési mértékét (@ = v/n), akkor Hill &brazolast

(&
végezhetlink: a |09@ mennyiséget a szabad higanyion koncentracié [HQ]free

fliggvényében abrazolva értékes kovetkeztetéseket vonhatunk le (5.2.7. abra).
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5.2.7. abra. Higanyfelvétel

Hill abrazolasban kiilonb6z6
Rvx. gelatinosus + n-Em

fotoszintetizald  baktérium
torzseknél: Rsp. rubrum (e),
Rba. sphaeroides (m) és Rvx.

Rsp. rubrum gelatinosus (+20 mM

logb/(1-0)

1
—
1

szulfhidril-csoport médosito,
N-etilmaleimid (n-Em), A).

Rba. sphaeroides

1
\S]
1

A meredekségek

egységnyiek, mert nincs

o7 jot 10t 1020 o
Hg atom/liter

—
16
10 kooperativitas a kotdhelyek

kozott. A megtort egységnyi

meredekségli egyenesek (kivéve a n-Em-mel kezelt sejteket) az erés és gyenge kotéhelyek bizonyitékai.

Ez az abrazolads szemléletesen mutatja a fliggetlen és kooperativ kotohelyek kozti
kiilonbséget. Ugyanakkor a Hill-abrazolas hatranya, hogy elveszitjiik a sejtek kiilonb6zo
affinitdsu kotéhelyeirdl (ny €s ns) nyerhetd informacidt. A higany koncentracid széles
tartomdnyan futd két 1-es meredekségii egyenes azt jelzi, hogy nincsen egyiittmitkdés
a kotohelyek kozott. Annak ellenére, hogy a kdtdhelyek szama ¢€s affinitasa hatalmas, a
kotohelyek egymastol fiiggetlenek, vagyis a betoltottségi allapotuk nem befolyasolja a
szomszéd kotdhely kotési tulajdonsagait. A gyenge €s erds kotdhelyek kotési allandoja

(&
megkaphat6 az egyenesek tengelymetszetének inverz értékébdl (6 =%, |0%= 0). Az

erds kotohelyek kapcsolatba hozhatoak a szulfhidril-csoportokkal. Az N-etilmaleimid,
ami egy alapvetden hasznalt szulfhidril modosito, eltiinteti azt az egyenest, amelyhez a
nagy higanykotd affinitds rendelhetd. Feltételezhetd, hogy az erds kotdhelynél lehet
kooperativitas, de ez elhanyagolhat6, mert két nagysagrenddel kisebb, mint a gyenge

kotdhelyek szama (lasd 5.2.1. tdblazat).

Az alkalmazott higany kimutatdsi modszer alapjan, vildgosan el tudtunk kiiloniteni
két (egy gyors ill. egy lasst) higanyfelvételi kinetikat (5.2.1. dbra). A gyors fazis egy
passziv bioszorpcid: ilyenkor az ionok a sejtek kiilsé felszinén 1év6 csoportokkal 1épnek
kapcsolatba, illetve passziv diffizioval atjuthatnak membranon. A passziv felvétel
gyors, reverzibilis, nem specifikus a fémekre nézve, ¢és fiiggetlen a sejt
metabolizmusatol (enzimatikus folyamatok) és az olyan fizikai koriilményektdl, mint a
pH vagy az ionerdsség. Ezt gy is el lehet képzelni, mintha egy inaktiv vagy élettelen

sejtekbdl allo biomasszanak hatarozndnk meg a higanykdotését. A kinetika lassu fazisa
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az aktiv folyamatokat tiikr6zi vissza, fiigg a sejtek metabolizmusatol, ezért protonofor
hatasara a kinetika sebessége kisebb lesz (5.2.2a &bra). A higany ionok kiilonb6zd
energiafliggd transzport rendszereket is hasznalhatnak a bejutashoz. Ide tartoznak az ion
pumpak, ion csatornak, hordozd kozvetitett transzport, Osszetett beszivargas és
lipideken Kkeresztiili ateresztés. Bemutattuk, hogy a higany ionok képesek a Ca®*
transzportereken keresztiil is bejutni a sejtbe versengve a Ca** ionokkal (5.2.2b 4bra).
Elkiilonitettiik a higanyfelvétel aktiv és passziv mddjat egyrészt a kinetika, masrészt
pedig az aktivacids energiak alapjan (5.2.4. ébra). A passziv felvételnek alacsony az
aktivacios energiaja (~100 meV), ami dsszhangban all a diffuzios folyamatokkal, az
aktiv transzport aktivacios energidja OtszOor nagyobb (~500 meV). Ezt a valtast a
sebesség meghataroz6 1épésekben a Rvx. gelatinosus két kiilonbozé életmodjaval tudtuk

magyarazni.

A higany felhalmozodas pH fliggése egy Osszetett teriilet, mert a sok részleges
megallapitas és eredmény bonyolultta teszi az atfogd szemlélést (Kelly és mtsai. 2003;
Le Faucheur és mtsai. 2011; Italiano és mtsai. 2009). Megfigyeltiik, hogy a higany
felhalmozddas pH fiiggd. Neutralis tartomanyban nagy mennyiségii higanyt vesznek fel
a sejtek, az acidikus és alkalikus tartoméanyok felé haladva pedig ez egyre csokkend
tendenciat mutat (5.2.5. dbra). Az egyszer(i értelmezés szerint a Hg®* ionok acidikus
tartomanyban versengnek a H'-okkal és/vagy H*/Hg?* antiport is mitkodhet. A sejtek
felszinén sokféle protonalhatd csoport taldlhato, igy ha csokken a pH, akkor a sejtek
felszinén megnd a protonalt csoportok szama (Mardti €és Wright 1988), vagyis kevesebb
ng+ ion kotddik meg, mert a protonok -elfoglaljdk a kotohelyeket. Ezzel
Osszefliggésben a protonalhatd csoportok deprotondlt formai felelések lehetnek a
higanykotésért (Italiano és mtsai 2009). Hasonld pH hatds tapasztalhatd az alkalikus
tartomanyban. A higany ionok komplexet képeznek klorid ionokkal, de akar a
hidroxilionokkal is. A hidroxil komplexek csapadékot alkotnak vizes oldatokban, vagyis
minél alkalikusabb egy kozeg, annal tobb higanyion megy komplexbe a hidroxil
ionokkal, ezért egyre kevesebb aktiv higanyion marad, amit a sejtek felvehetnének.
Acidikus ¢és alkalikus tartomanyokban is megmarad ez a tendencia fényben és sotétben
is. A higanyfelvételi gorbe alakja nem valtozik jelent6sen, csak a felvett higany

mennyisége nd, ha membran energetizalodik.

A baktériumok koziil szamos faj alkothat biofilmet. A biofilm vizes kdzegben €16

mikrobak aktiv sejthalmaza, amelyet, az altaluk termelt szerves extracellularis matrix
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(extracelluléris polimer, EPS) tart egyben, és segitségével valamilyen szilard feliilethez
tapadhat ki. A biofilmben ¢él6 sejtek sokkal nagyobb védelemben részesiilnek a
kornyezetbdl érkezé hatasokkal szemben, mint a planktonikus életmoddot folytatd,
egyedi sejtek (Hentzer és mtsai. 2001). A biofilm komponenseiben nagyon sok
negativan toltott foszfat, szulfat és karboxil csoport talalhatdo (Hunt 1986). A biofilm
kiszliri a kdzegbdl az antimikrobialis vegyiileteket, méreganyagokat, nehézfémeket és
nem vagy csak kis mennyiségben jutnak el ezek az anyagok a sejtekhez. Ezaltal egy
biofilmes sejthalmaz képes nagy mennyiségli nehézfémet megkdtni, és eltavolitani a
kozegbdl (Liehr és mtsai 1994).Ezekkel Osszhangban azt tapasztaltuk, hogy a Rvx.
gelatinosus fotoszintetikus  baktérium biofilmes ¢életmodban sokkal nagyobb
rezisztenciat mutat a higannyal szemben, mint planktonikus életmodban, egyedi
sejtekként. Ez annak kdszonhetd, hogy a higany ionok nehezebben jutnak el a sejtekhez
a biofilmes kozegben. Ezt a megfigyelést aldtdmasztja az a kisérlet, amikor a
természetes biofilmet kicseréltiikk egy mesterséges poliszaharid halézatra (Ficoll 400). A
Ficoll 400 nagyon sok hidroxil csoportot tartalmaz, ezért extrém moddon hidrofil és
vizoldékony. A planktonikus sejtekhez adva a ficollt, megnd a passziv higanyfelvétel
szintje, 10 %-ban alkalmazva pedig a természetes biofilm szintjét éri el (5.2.3. abra). A
higanyfelvételi vizsgalatokat foként érett planktonikus tenyészetekkel végeztik,
ilyenkor a higany diffuzioval eljut a sejtek felszin¢hez, atjut a lipid kettds rétegen, majd
bekeriil a sejt belsejébe. A természetben ezeknek a baktériumoknak nagy része kitapadt
biofilmes kozosségben él. A mi modell baktériumunk, a Rvx. gelatinosus, biofilmet hoz
1étre a ndvekedése soran, és igy a sejtek hozzaférhetdsége megvaltozik: 1.) a biofilmben
meredek kémiai gradiens alakul ki, 2.) a sejtek koré diffuz réteg képzddik, és 3.) a

higany adszobealddik a biofilm matrixban.

Az 5. fejezet a kovetkezd publikéaciok alapjan késziilt:

Mariann Kis, Gabor Sipka, Emese Asztalos, Zsolt Razga and Péter Mar6ti (2015) Purple non-sulfur
photosynthetic bacteria monitor environmental stresses, Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology 151:110-117.

Mariann Kis, Gabor Sipka, Péter Mar6ti (2016) Stoichiometry and kinetics of mercury uptakes by
photosynthetic bacteria. Photosynthesis Research (biralat alatt). referencia szam: PRES-D-16-00134
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6. Kritikus jelenség a baktériumok vilagaban: Rvx. gelatinosus sejtek

kollektiv siillyedése

Alapmegfigyelés. Lezart tenyészedényben anaerob koriilmények kozott fényen nevelt
Rvx. gelatinosus baktérium koncentracidja (a novekedési gorbének megfeleléen)
monoton emelkedik, a tenyészet egyre siirlibb lesz. A baktérium szuszpenzié a
homogenitasat még a staciondrius novekedési fazis kezdetén is megtartja, majd a
tenyésztés teljes idejéhez (kb. 72 o6ra) viszonyitva nagyon rovid (kb. fél ora) alatt
feltéredezik, heterogénné valik, és a baktériumok az edény aljara iilepednek (Steunou és
mtsai 2013). A leiilepedés fellépésének idépontja elére nehezen hatarozhaté meg, mert a
hasonloan elvégzett kisérletek tantisdga szerint tobb Oras szorast mutat. A folyamat a
fizikaban sokszor megfigyelt kritikus jelenségre (pl. fazisatalakulasra) emlékeztet, mert
hirtelen kovetkezik be, és megjelenése nem determinisztikus, hanem statisztikai jellegii.

A kollektiv és gyors iilepedésnek valdsziniisithetéen fiziologiai eldnye van: €16
kultarakban a szaporodd baktérium kozvetlen kozelében a tdpanyag viszonylag gyorsan
kimeriil, mert a mikroorganizmusok felélik (Marshall, 1992). Az ¢letbenmaradasuk
szempontjabol meghataroz6 lehet egy olyan mozgési (helyvaltoztatasi) stratégia
kialakitasa, amelynek révén mas, tdpanyagokban gazdag (még nem kimeriilt) régiok
hozzaférhetévé valnak. Egy ilyen tulélési stratégia részét képezheti a siillyedési
mechanizmus, amelynek révén a tengerekben a mélyebben fekvo és tapanyagban
gazdag teriiletek felkereshetdk.

Mivel ilyen helyvaltoztatdsi mechanizmussal a bibor fotoszintetizald baktériumok
altalaban nem rendelkeznek, ezért a Rvx. gelatinosus baktérium kozottik kiilonleges
tulajdonsagu. Ezt elsdsorban annak koszonheti, hogy a sejtek (kivaltképp a novekedés
staciondrius szakaszaban) fokozott polimer termelésre képesek, amelyet a sejten kiviili
térrészbe juttatnak (exo-polimer). Teljes polimer térhald (biofilm) alakul ki, amelybe a
baktériumok bekeriilnek, képesek ebben megkdtddni, és mobilitasukat ezzel elvesztik.
Kvalitative ezek a legfontosabb tényezdk, amelyek a kollektiv tilepedés kialakuldsahoz

vezetnek.
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. 6.1. abra. A Rvx. gelatinosus hossza

Z3.0

_EI = Ja iddtartamt novekedési gorbéje (@) és a hozza

g kapcsolodd exopolimer (EPS) gliikdz tartalma
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~ £  mobdszereinek alkalmazidsa erre a

L

> 5 13 jelenségkorre, amelyben a perkolécio-
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elemeznénk, és Monte-Carlo
idd (h) eljarasokon  alapuld  szamitdsokat
végeznénk. Ez jol illene az iilepedés
kritikus jelenségéhez, &m az analdgia feltardsa erdnket meghaladd szamitasokhoz
vezetne. Emiatt egy egyszerlibb, konnyebben ¢és kozvetleniil szadmithato, (kvazi)

egyensulyi modellt alkalmazunk.

A baktériumok magassag szerinti  Boltzmann-eloszlisa homogén

gravitacios térben.

Novekedjenek a baktériumaink egy vizszintes helyzetli, vékony, h hosszisaga
tenyészcsoben, amelyben végiil ¢y koncentraciot érnek el. Forditsuk ezutan fiiggdleges
helyzetbe a csovet, és varjuk meg a gravitacidé kozremiikddésével kialakulo egyensulyi
helyzetet.

A baktériumokra, mint részecskékre érvényes lesz a magassag szerinti exponencialis
(Boltzmann-féle) eloszlas (lasd a 1égkorre gyakran alkalmazott barometrikus magassag-
formulat), amely szerint a cs6 aljatol szamitott X tavolsagban mérhetd c(x) baktérium-

koncentracio:
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(6.1)

Itt Mper = M-(1—pyizd poak) 82 M tomegli baktériumnak a felhajtoerd figyelembevételével
korrigalt netto tomege (ovi, €S prak a tenyészoldat ill. a baktérium strtiségét jeldli), g a
gravitaciés gyorsulas allanddja (g = 9.81 m/s%), kg a Boltzmann-allandé (1,38-10% J/K)
¢s T az abszolut homérséklet (300 K). A pre-exponencialis faktort normalési feltételbol
kaptuk: a csdnek vizszintesbdl fiiggdleges helyzetbe vald forditasa nem valtoztatta meg
a csOben a baktérium Ossz-mennyiségét.

A h (cs6hossz) és 0< X <h hosszlisag mellett célszerli bevezetni egy masik,
hosszlsag jellegi mennyiséget:

kgT

H= , (6.2)
MpetY
amivel a Boltzmann-egyenlet egyszeriibben felirhato:
sl -)
e(x)=Co-- H (63)

6.2. abra. Rvx. gelatinosus sejtek tilepedése a h

A baktérium csGhosszusag fiiggvényében a (6.3) egyenlet

alapjan szamitva. A fiiggdleges tengelyen a csé

. tetején és aljan mért baktérium koncentraciok
lebegve eloszlik

0.67 atenyéazced mentén \ viszonyat abrazoltuk.

H csdkkenése

koncentraciok aranya fent/lent, c(h)/c(0)

04+ lilepedéshez vezet

0a lestillyed A h és H tavolsagok Osszehasonlitasaval
] a tenyészcsd aljara o . i

00 a széls6ségesen egyenldtlen eloszlas
001 o1 1 10 100 (stillyedés) vagy egyenletes eloszlas

" kozti atmenet konnyebben

megallapithatd. A fent (X = h) és a lent (X = 0) mért koncentraciok aranya: c(h)/c(0) = e
"M Ha H >> h, akkor c(h) = ¢(0) = co, azaz az eloszlas egyenletes marad, a baktériumok
nem siillyednek a cs6 aljara. Ezzel szemben, ha H << h, akkor c(h) << ¢(0), azaz a
baktériumok a csé aljara iilepednek. Tehat a H hosszmennyiségnek h cséhosszhoz valo
viszonya hatarozza meg, hogy baktériumok lebegnek-e (noha eloszlasuk nem marad

egyenletes a cs6 mentén, Boltzmann-eloszlast kovetnek) vagy lesiillyednek a cs6 aljara:
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Ullyed
<, stllye

6.4
> lebeg (6.4)

Ha H = h, akkor c(h)/c(0) = 1/(e-1). Az abran a tenyészcs6 tetején ¢és aljan mért
baktérium-koncentraciok viszonyat dbrazoltuk a (6.3) egyenlet alapjan szamitva a két
hossz aranyanak fliggvényében. Vegyiik figyelembe, hogy az abra vizszintes tengelyén
a hosszak aranyanak logaritmusa szerepel. Lathatd, hogy a baktériumok lebegése és a
tenyészcsé aljara siillyedése kozotti atmenet kelléen gyors (azaz nagyon érzékeny a h/H
aranyra) a Boltzmann-kifejezésben szerepld exponencialis faktorok miatt. A
tenyészoldatban lebegd baktérium a H érték hirtelen csokkenése kovetkeztében (az
abran vizszintes irdnyban elmozdulva) azonnal lesiillyedhet az edény aljéra.
Megforditva, ha H-t allando értéken tartjuk, mig a teny€szcsd hosszat valtoztatjuk,
akkor a hosszabb tenyészcsdben bekovetkezhet a baktériumok szedimentécioja,
mikdzben a rovidebb csében kozel egyenletes marad a baktériumok eloszlasa (ebben az
esetben is az abran a vizszintes tengely mentén balrdl jobbra torténik elmozdulas). A
feladatunk annak vizsgalata és megallapitasa, hogy mi vezethet a Rvx. gelatinosus
baktériumok esetén a h-nal magasabb H érték kialakulasara (lebegés), majd hirtelen
csokkenésére (stillyedés).

Meghatarozo fontossagu kisérletet és annak eredményét mutatja a 6.3. dbra, amely
azt bizonyitja, hogy a (6.4) Osszefiiggésnek megfeleldoen a sejtek letilepedésének
id6épontjat (egyébként azonos feltételek mellett) a tenyészcsd hossza hatdrozza meg:

hosszabb cs6ben hamarabb szedimentalédnak a baktériumok, mint a révidebb csében.

— —

| ——

R i —m
LR - L L.

0h 1h 211 4h

¥ 1

6.3. abra. Rvx. gelatinosus iilepedése biofilm képz6dés hatisira a tenyészcs6 hosszasaganak
fliggvényében. A kiindulasi tenyészet lezart ivegben fényen ndtt a korai stacioner fazisig (65-70 ora),

majd ezutan keriiltek at a csovekbe €s késziiltek a felvételek. Cs6hosszak balrol jobbra: 30, 15, 7, 3.5 és 1

66



cm. (A 30 cm-es csonek az also fele latszik csak a képen). Az iilepedés spontan, a sejtek altal 1étrehozott

biofilm hatdsara tortént. Leggyorsabban (1 ora alatt) a leghosszabb csdben tortént meg az iilepedés.

A videofelvételt a leiilepedés megkezdésétol ugy értékeltiik ki, hogy a csé aljan
felgyiilemld baktérium-réteg vastagsagat nyomon kovettiik az 1d6 fiiggvényében (6.4.
abra). A letlilepedd sejtek lazan egymasra rétegzddnek a csé aljan, hasonléan ahhoz,
mint ahogy a hdesésben a talajon 1évo laza horéteg vastagsaga fokozatosan emelkedni
kezd. A leiilepedé baktérium-réteg vastagsaganak idobeli novekedése jol jellemzi a
szedimentacid kezdetét és sebességét. JOl felismerhetden a tenyészcsd hosszatol
figgben a sejtek leiilepedése kiilonbozd iddpontokban kezdddik el, és a teljes
baktérium-mennyiségtél fiiggden kiillonbozd rétegvastagsagok elérése utan (kissé
kiilonb6z6 id6tartamok utan) telitddik. Idével ezek a laza rétegek 6sszenyomddnak, és a
kés6bb ujra meginduld letilepedés soran az 11j rétegek mar erre rakodnak.

A letlilepedett sejt-réteg vastagsdganak iddbeli valtozasat egyszerli modell-
szamitassal kozelithetjiik. Feltételezhetjilk, hogy a leiilepedés megkezdése utan
valamennyi sejt azonos v egyenletes sebességgel kezd el siillyedni, és t id6 elteltével a
csO aljan X vastagsagl laza réteget képez, amelyben a sejtek koncentracidja
egyenletesen A-co lesz (A a sokszorozasi faktor). Az eredetileg egyenletes cy
koncentracio-eloszlas t id6 alatt v-t tdvolsagot siillyedt, amely ,,feltoltotte” a lehetséges

maximalis sejt-koncentraciora az X hosszusagu réteget: (V-t + X)-Co = A-Co-X. Ebbol:

X (t) = %, (6.5)

azaz a rétegvastagsag az idovel linearis modon emelkedik, és a maximalis Xmax=h/A
értékét ty, = hiv-(1-1/A) id6 elteltével éri el. Noha az egyenletes eloszlas helyett a (6.3)
egyenlettel megadott Boltzmann-eloszlassal finomabb, de csak numerikus eljarassal
kezelhetd eredményt kaptunk volna, az egyszeriibb modell is megfelelden tiikrozi a
kisérletileg kapott eredményeket: mind a maximalis rétegvastagsag, Xmax, Mmind annak
kialakulasahoz sziikséges id6tartam, ty, aranyosan csokken a h cs6hosszal. A 6.4. abra
szerint valoban a cs@ hosszaval ardnyosan vastagabb a lelilepedd réteg, és a
kialakuldsdhoz sziikséges 1d6 (a gorbék felemelkedési ideje, a karakterisztikus
szedimentacios 1d6) enyhén csokken, ha rovidebb csovet vesziink.

A baktérium siillyedésének még egy masik fontos tulajdonsaga is megallapithat6 a
6.4 abrarol. Ha a h csOhosszakat a szedimentdcidé meginduldsi idépontjanak

fliggvényében abrazoljuk, akkor egyenest kapunk, amelynek meredeksége 30 cm/120
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perc = 42 um/s. Mivel a szedimentacio pillanata akkor kovetkezik be, amikor h = H, ez
a sebességértek egyben a H tavolsag csokkenésének sebessége is a szedimentécio
megkezdésének idOpontjdban. A késObb bevezetésre keriild (6.12) egyenlet alapjan azt
is mondhatjuk, hogy ekkora sebességgel kezd a baktériumok diffuzios allandoja
csokkenni ill. a baktériumok tomege az asszociacio kovetkeztében emelkedni, mert ezek
vezetnek a H karakterisztikus tavolsag rohamos csokkenéséhez, és ebbdl kovetkezden a
kritikus tlilepedés jelenségéhez.

6.4. abra. Rvx. gelatinosus iilepedése

—
£ 513 I 130 biofilm képzédés hatisiara a csd
- . -
i N < hosszusag és az id6 fiiggvényében.
o “ O Os Egyébként azonos feltételeket
= 120 =
a4 39, . AN 2 biztositandd, a kiinduldsi tenyészet
> 1" min \ &
]
&D . o \\ S i lezart livegben fényen nétt a korai
5 2 o -
s . s e . ’ .

; o TN 110 B stacioner fazisig (65-70 ora), majd
_g 1. y E\ "/‘_A A A /(:ﬁ\
b i, 9min [ .t 7min 3 ezutan keriiltek 4t a csovekbe. Az
% " i L 7 min A R e
= ol v P o lilepedés mar ezekben a csovekben
@ T T T T T T T O
= 0 30 60 % 120 150 180 tortént, amelyet a  lesiillyedd

id6 (min) baktériumok  alkotta laza réteg

vastagsagaval jellemeztiink. Cs6hosszak balrél jobbra: 30, 15, 7 és 3.5 cm. Az lilepedés spontan, a sejtek
altal 1étrehozott biofilm hatdsara kovetkezett be. A cséhossz és a szedimentalt réteg-vastagsag aranya

allando (~6).

A baktériumok siillyedését aktiv rendszertelen mozgasuk (rangatozasuk)

akadalyozza meg.

Az aktiv mozgéast nem végzd baktériumokra szamitva H értéke altalaban sokkal kisebb,
mint a gyakorlatban el6forduld h érték. A slrliség-kiilonbség a legtobb
mikroorganizmusra (pacpviz) = 80 kg/m?, és fototrdp sejtekre akar 10 kg/m® értéket is
elérhet (Overmann és mtsi 1991). Ha behelyettesitjik H-nak a (6.2) egyenlet alatti
kifejezésébe a baktérium kozelitd linearis méretét (1 pm), és a slrliség-kiilonbségekre
ezeket az értékeket, akkor H = 5 pm ill. 40 um értékeket kapunk. Mivel ez a tavolsag
(még a minimalis slrliség-kiilonbség esetén is) sokkal kisebb, mint a gyakorlatban
el6forduld cséhossz (H << h), ez a (6.4) egyenlet alapjan azt jelenti, hogy a mindenféle
aktiv mozgast (pl. uszomozdulatokat) nélkiil6z6 baktérium gyakorlatilag minden (még a
legkisebb méretll) tenyé€szcsdben is leiilepedik. Ezt a feltételt igen jol megkdzeliti a

sotétben €s hiitdszekrényben hosszabb ideig (hetekig) tarolt bendtt baktériumtenyészet,

amely mar elveszithette az aktiv (planktonikus) mozgasra valo képességét, és igen lassti
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passziv slillyedést mutat. Az egyenletes eloszlasra felrazott tenyészet baktériumai
nagyon lassan szedimentalodnak: jol érzékelheté néhany éra mulva a felsd szint néhany
mm-es csokkenése. A legfelsObb réteg kitisztuldsa jol megfigyelhetd kontrasztot
eredményez, ¢és ebbdl kb. 0.5 pm/s egyenletes siillyedési sebességet tudtunk
megallapitani.

Ezekbdl a vizsgalatokbdl az az egyértelmii kovetkeztetés vonhatod le, hogy a Rvx.
gelatinosus baktériumok siillyedését aktiv mozgasuk (rangasuk, rangatozasuk,
kalimpalasuk, angolul ,,twitching”) akadalyozza meg. Mint ahogy az uszni nem tudo, de
kalimpald mozgast végzd egyén is fennmaradhat a viz felszinén, Gigy a baktérium is
hasonl6 mozgassal megakadalyozhatja a lesiillyedését. Az Rvx. gelatinosus
baktériumnak nincsenek kifejlett, hossza flagellatumai, amelyek ostoros csapésaival ill.
forgasaval (hajocsavarként) hatdrozott iranyu tiszoémozdulatokat végezhetne, csupédn az
apro, sejtfelszini csilloi rendszertelen mozgatasaval kalimpald, teljes tomegével
rangat6zd mozgast tud végezni. Ezzel véletlenszeri elmozduldsra képes, amely a
kornyezetével vald hdmérsékleti egyensulybol szdrmazé Brown-mozgéssal atlapolodik,
¢s annal lényegesen nagyobb atlagos eltdvolodést tesz szadmara lehetdvé. Felvetddik a
kérdés, hogyan tudjuk a kvalitativ elképzelésen tulmutatdéan a baktériumok kalimpalo,
rangat6zd mozgasat kinematikai szempontbdl leirni, és a siillyedésben betdltott

meghataroz6 szerepét bemutatni.
A rangatozo és Brown mozgasok dtlapolasa.

Tétel. Ha egy részecske (itt baktérium) egyszerre két, egymastol fiiggetlen véletlenszerii
bolyongast végez, akkor a megfigyelhetd eredd mozgas is véletlenszerii bolyongas. Ha a
két Osszetevd mozgas diffuzios allandoja Dy ill. Do, akkor az eredé mozgas diffuzios
egylitthatoja ezek 0sszege lesz, azaz D = D; + D,.

Bizonyitas. Tekintsiink egy egyenes (X tengely) menti (egydimenzids) és az X = 0
kezddpontbol kiinduld bolyongd mozgast, amelynek valosziniiségi stirliségfliggvénye a

o szorassal jellemzett Gauss-fiiggvény:

27 o 2-0

S

f(x) = ;exp(— x 2} (6.6)
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Ez a fliggvény azt mutatja meg, hogy mennyi annak a valoszinlisége, hogy a részecske

az X koordinataji hely korili dx intervallumban talalhatd. (A fliggvény 1-re

+00
normalt: I f (x)dx =1, azaz a részecske valahol az egyenes mentén biztosan fellelhetd.)

Ha a részecske egyidejlileg végez o1 és oy szordsokkal jellemzett bolyongast, akkor az
eredé mozgas F(X) stiriségfliggvényét a két f1(X) és f(x) stirliségfiiggvény konvoltacioja

adja:

F(x) = +fofl(x') - fo(x—x")dx'. (6.7)

A konvolucid azt fejezi ki, hogy ha a részecske az elsé tipusu bolyongésbol egy
tetszéleges X’ helyre jut, akkor a masodik tipusu bolyongésnak kell az x koordinataju
helyre juttatnia. Természetesen x’ a teljes szdmegyenest végigpasztazza.

Ha az f; és f, fliggvények helyére beirjuk a fenti normalt Gauss fliggvényt, és

elvégezzilk az integralast, akkor az ered0 F fliggvényre szintén normalt Gauss

fliggvényt kapunk:
1 x?
F(x)= exp{— —} (6.8)
\/271-(612+022) 2-(of +03)
amelynek szoradsnégyzete a két eloszlas szorasnégyzeteinek Osszege:
o? = 0'12 + 0'22 : (6.9)

Folytonos valdszinliségi valtozokra kiterjesztve mondhatjuk, hogy fiiggetlen normalis

eloszlasok sszege is normalis eloszlis o2 = o + o5 szorasnégyzettel (és m = my + my

varhato értékkel, amely itt m = my =m, = 0).

Mivel ¢ = 2D+t (sikban val6 bolyongas esetén 4Dt ill. térben vald bolyongas esetén
6D-¢, ahol t a bolyongas idejét jeloli), ezért (a dimenziotdl fiiggetleniil) a difftizids
allandok 6sszegzddnek:

D =D, +D,. (6.10)

Az iilepedéshez vezeto effektusok: a baktérium netto tomegének emelkedése és

crer

A D diffuzios egyiitthatd és a kgT termikus energia az Einstein-osszefiiggés alapjan
egyszerl Osszefliggésbe hozhat6:

keT =D-677R;, (6.11)
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ahol 7 a tapoldat viszkozitasa és Rs a baktérium hidrodinamikai Stokes-sugara. Ha a
(6.10) és a (6.11) egyenleteket H -nak a (6.2) egyenlettel kifejezett alakjaba
helyettesitjlik, akkor

= KeT (1+ thj, (6.12)
mnetg DBr

adodik, ahol Dy és Dg; a baktériumnak a rangat6zasbol ill. a Brown-mozgasbol ad6do
diffuzios allandoit és T a tapoldat hdmérsékletét jelolik. Ha a baktérium csak passzivan
hanykolédik (Dw = 0), azaz csupan Brown bolyongast végez, akkor a baktérium-
populaciéo homérséklete (az egyes egyedek kinetikus energidinak a sokasdgra szdmitott
atlagos értékének mértéke) a tapoldat hodmérsékletével megegyezik, azaz vele termikus
egyensulyban van. Ha azonban emellett aktiv mozgast is végez, amely Dy, diffuzios
egylitthatot eredményez, akkor a baktériumok sokasdgara szamitott (lokalis)
hémérséklet mar nem fog a tapoldat hdmérsékletével megegyezni, annal (1ényegesen, a
Dw/Dg; faktorral) magasabb lesz. Természetesen megindul a hoémérséklet-
kiegyenlitddés, de a mozgassal befektetett energia mindig biztositani képes ezt a
hémérséklet-kiilonbséget. Nem jon létre tehat termikus egyensuly a baktérium
populacié és a tapoldat (viz) kozott, és statisztikai értelemben a vizre és a
baktériumokra nézve két kiilonbozd homérsékletrdl beszélhetiink. Ha ledll az aktiv
mozgas, akkor mar hamarosan létrejon a homérséklet-kiegyenlitddés, de ezzel a
tapoldat hdmérséklete nem fog szdmottevéen emelkedni, mivel a baktériumok szdma és
igy hdokapacitasa elhanyagolhat6 a vizmolekuldk szamahoz és hokapacitasahoz képest.
Tovabb elemezve a (6.12) egyenletet megallapithatjuk, hogy a karakterisztikus H
tavolsdg valtozasaért gyakorlatilag két tényezd tehetd feleldssé: 1) a baktérium
rangat6z6 mozgasa (ill az ebbdl szamitott Dy, difftizios allandd) és 2) a baktérium
(netto) tomege. Mig a rangat6z6 mozgds ndveli, addig a baktérium tomegének
novekedése csokkenti H értékét, azaz a tenyészcsoben vald, az egyenleteshez kozeli
eloszlas esélyét. A sejt-populécido novekedése soran mindkét mennyiség valtozhat. A
novekedés kezdeti szakaszaban kicsiny a sejtkoncentracio, a sejtek nem aggregalddnak
(netto tomegiik minimalis), és az egyedi sejtek szabadon, nagy Dy, diffuziés allandoval
mozoghatnak (planktonikus ¢életmod). A sejtfejlodés kései fazisdban a sejtek
»bestirisddnek”, biofilmek héalozata alakul ki, amelyben a sejtek egymassal konnyen
Osszetapadnak, asszocidtumokat képeznek, és ezaltal a netto tomegiik megnd. Ezzel

parhuzamosan szabad mozgasukban egyre inkabb korlatozottak lesznek, ami formalisan
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a Dy diffuzios allando csokkenésében fejezddik ki. Két, a siillyedésre meghatarozé
modon és egyiranyba hatd tendencia (netto tomegemelkedés és a diffuzios egylitthatod
csokkenése) 1ép fel. Erdekesnek igérkezik annak kideritése, hogy melyik hats lesz a
domindns, valamint mikor ¢és milyen kritikus koriilmények kozott sikeril a H
mennyiséget a tenyészcs6 h hosszanal kisebbé tenni, ami a (6.4) Osszefiiggés szerint a

sejtek kollektiv alamertilésé¢hez vezet.

Modell-kisérlet: A  baktériumsejtek laterdlis  diffuzios allandojanak

csokkenése Ficoll 400 polimerben.

(c<10° sejt/mL) Ficoll 400 (Sigma) polimert adunk, amely képes a Rvx. gelatinosus
sejtek megkotésére, és jol modellezi a baktérium altal termelt exopolmer tartalmu
biofilmnek tulajdonitott szedimentaciot. Itt azonban nem a stirliség ill. viszkozitas enyhe
novekedése (méginkdbb nem azok gradiense) miatt kdvetkezik be a sejtek siillyedése
(10% Ficoll oldat stirisége csupan 1,035 g/mL), hanem a Ficoll-hoz val6é kotés
eredményeképp eléallo nagyfoku mozgékonysag (difftizid) csokkenése miatt. Mivel a
Ficoll tomege 1ényegesen kisebb, mint a baktérium tdmege, ezért a kotéssel a baktérium

(netto) tomegében bekdvetkezd emelkedés emiatt nem jelentds.

Rba. Ruvx. gelatinosus (db/mL)
sphaeroides 14108 ;.5;105 54108 1

.

=
-
—

s

osszehasonlitas kedvéért egy 5+10° db/mL sejtszamu Rba. sphaeroides-t tartalmazo csovet is betettiink,
amely tenyészet ellenben nem iilepedett le a Ficoll hatisara. Az els6 1 6ra utdn a legnagyobb

crer

Az alkalmazott viszonylag kis sejtkoncentracié miatt a baktériumok nem tapadnak

Ossze. A mikroszkopikus felvételek is bizonyitjdk, hogy ilyen koriilmények kozott a
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baktériumok nem hoznak Iétre asszociatumokat, mégis a Ficoll koncentracidjatol
figgden a kezelés utan roviddel (néhany o6ra mulva) a sejtek lesiillyednek. Ennek
egyértelmii oka az elagazd Ficollhoz valo kotés kovetkeztében eléalldé mobilitas-
csokkenés, azaz a baktériumok diffuzios allanddjanak csdkkenése. Ezt a sejtek difftizios
allandojanak kozvetlen mérésével bizonyitjuk. Allandd sejtszam mellett a novekvd
Ficoll koncentracional meghatarozott diffuzids allandd monoton csdkken. Hasonld
monoton csokkenést kapunk, ha a Ficoll koncentraciot tartjuk allando értéken, és a
eléri a (6.12) egyenlet 4altal meghatarozott kritikus értéket, akkor a sejtek
szedimentalddnak.

Megkiséreljiik a fent elmondottaknak kvantitativ hatteret adni egy egyszerisitett
Ficoll-baktérium kotési modellben. Jeldlje [P] és [B] a poliszacharid (polimer) ill.
baktérium koncentracidit. A sejtek a poliszacharidon n szamu, egymastol fiiggetlen
helyen, de mindeniitt ugyanazon K kdotési allandoval kotodhetnek az alabbi arannyal

(lasd a sejtek Hg2+-k6tésével kapcsolatos korabbi szamitasokat):

B :J IR S PR ) 1 2+ 4
[Bree | . [Brot] K-[Brot \/(1 [Brot K'[Btot]J K- [Brot

Bod 2 (6.13)

Itt a ,,tot” és ,,free” indexek a baktériumok teljes, ill. szabad (nem k&tott) mennyiségeire
vonatkoznak. Azok a (planktonikus) baktériumok, amelyek nem ko6tddnek a polimerhez,
a szabad laterdlis mozgasra jellemzd Dsre difftizids allandoval mozognak, mig azok,
amelyek a polimerhez kotddnek, lelassulnak, és a mozgasuk diffuzids allandoja Dyoung
értékre csokken. A megfigyelhetd diffuziés allanddo ezeknek a megfeleld

koncentraciokkal sulyozott értéke lesz:

_ Dfree ’[Bfree ]+ Dbound' [Bbound]
D= , (6.14)
[Bfree ]+ [Bbound]
vagy, kis atrendezés utan (felhasznalva, hogy [Biot] = [Bree] + [Bbound])
B
D= Dbound"‘ (Dfree - Dbound)' [Bfree ] . (6-15)
[Biot]

A koncentréciot (és ennek megfelelden a K kotési allandot) db/térfogat (ill. térfogat/db)
egységben mérjiilk. A baktériumnal ez kozvetleniil a Biirker-kamraval vald6 mérésbol

kévetkezik (altaldban [Byo] = 10°-10% sejt/L tartoméanyba esik), mig Ficoll 400-nal ezt a
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molekulatomegbél (4-10° g/mol) kell atszamitani. P1. 10% (w/v) Ficoll [P] = 0,1 g/mL =
0,25 mM = 1,5-10%° db molekula/L koncentraciénak felel meg.

6.6. abra. Rvx. gelatinosus sejtek diffuzids

-
[ec]
i

allanddjanak  csokkenése a  Ficoll 400
16
T 1] koncentracidjanak fiiggvényében.
E
o 124 ; . 11
S A kisérletiinkben [Bi] = 110~ db
Q
g2 8 { molekula/L koncentracioju baktérium-
T 64 .
g, tenyészetet valasztottunk, és a Ficoll
5 2] koncentracidjat  0%-r6l  10%-ra
o T T T T T T T . 4 r
o 2 4 6 8 10 12 noveltik. A megfigyelt diffazids
[Ficoll] (%)

allandé monoton csokkent a Ficoll 400
esetén. A mért pontokra jol illeszthetd a fenti modellbdl kiszamithato gorbe. A kotési
helyek szdmanak (n) és a kotési allandonak (K) egyértelmii meghatarozasara azonban
sziikség lett volna még ettdl fiiggetlen, kiegészitd mérésre, de erre nem terjedt ki az
érdeklédésiink. Az n = 1 érték valasztasa jo kozelités, mert az 1 pm linedris méretli
baktérium szadmara valoszinisithetden térbeli okokbol csak egyetlen kotdhely lesz
hozzaférhetd a polimeren, amelynek Stokes raddiusza minddssze 10 nm. Ekkor a kotési
allandéra K = 10™°2 L/db molekula értéket, a hatarold diffuzios allandokra pedig Deree =
16.5 pmzls ill. Dpound = 0 értékek adddnak. Az utdbbi érték lényegében a baktérium
Brown mozgasabol szarmazo diffizids allandot kozeliti, amely a sejt relative nagy
méreténél fogva eleve kicsiny érték: 1 um Stokes radiuszt feltételezve az 1-10° kg-s2
viszkozitasi vizben a Brown mozgés diffuzidés allanddjara a (6.11) egyenletbdl
kovetkezéen 0,2 prnz/s értek adodik. Ez még tovabb csokken, ¢és teljesen
elhanyagolhatova valik, ha a baktérium a polimerhez kotodik.

Maga a sejtek siillyedése hidrodinamikai probléma, de az ezt megel6z6 allapot
hidrosztatikai. A sejteknek a magassag szerinti eloszldsa Boltzmann-eloszlast kovet,
amelynek varhat6 értéke (,,stlypontja™) a tenyészcsé kdzépmagassagabol fokozatosan a
cs0 alja felé kuszik a kritikus stillyedést kozvetleniil megel6z6 egyensulyi allapotokban.
A szedimentaci6 emiatt nem a csO teljes hosszaban egyszerre fog elindulni, azaz nem a
»kvazi” egyenletes eloszlast megdrizve fog lefele csuszni, hanem az alsé rétegekben (az
ottani valamivel nagyobb sejtkoncentracié miatt) fog elkezdédni. A leiilepedés els6

hullama alulrél indul, amelyet a felsdbb rétegek kis késéssel kovetnek.
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hozzaadasa utan 1.5 oraval kezdddott meg a leiilepedés. 5

ﬁ ora utdn a csO aljan 1év0 aggregatum tomorodik, és a

; feliiliszoban maradt szabad sejtek pedig tovabb osztodnak.

- Yl =9 6.7. abra. Rux. gelatinosus baktériumok iilepedése 5%
’ F Ficoll 400 hatasara. Sejtszam: 10° db/mL. A Ficoll
l
' A kritikus allapot elérése utani siillyedés masik

jellemzéje az, hogy nem a teljes sejttomeg fog

= —
letilepedni, hanem csak azok, amelyek a Ficoll-
hoz kotddtek, igy elvesztették mobilitdsukat. A
- - -

tenyészet tehdt nem fog teljesen Kkitisztulni a

sejtek kollektiv siillyedése miatt, hanem mindig

2 »
Oh 1.5h 3h 5h 24h
(arnyalatot), ami a visszamaradt (lebegd) sejtallomanynak k&szonhetd. Ebben az

megoriz egy halvanysarga/barna szint

allomanyban a (nem kotodott) sejtek tovabbra is szabadon mozognak, és goécként
szolgalnak egy masik letilepedési hullam kialakuldsahoz. A sejtek szaporoddsa miatt
ugyanis egy késdbbi idépontban hasonlo kritikus koriilmények fognak bekdvetkezni, és
a jelenség megismétlédik. A csé aljan ilyen modon egymasra rakodo rétegeket lehet
megkiilonboztetni. A kisérleteink sordn 3-4 ilyen periddust rutinszerien meg tudtunk
figyelni.

6.8. abra. Rvx. gelatinosus

sejtek lilepedése 14 cm hosszh

tenyészcsovekben 5% Ficoll 400

hatasara (a 6.7. abra kiértékelése

utén). Sejtszam: 10% db/mL.

A kisérletileg

sejtszam/ mL

megfigyelheté egyenstlyi

sejteloszlasok kozvetleniil

a kritikus stillyedés

h (cm) megjelenése  elétt  jol
mutatjak ezt a tendenciat. A kisérleti adatok azzal a legegyszeriibb feltevéssel is jol
szimulalhatok, hogy a baktériumok elkiiloniild két (szabad és Ficoll-hoz kotott)
populacidja kiilon-kiilon egy-egy Boltzmann eloszlast kovet kiilonbozé ¢ (teljes
szabad, ill. kotott koncentracio) és H értékekkel (lasd a (6.3) egyenletet). Ez a két

populdcid, mint két fiiggetlen kémiai identitds jelenik meg a teljes szabadenergia
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kifejezésében. A megfigyelt baktérium-eloszlas a két eloszlas dsszege lesz. Emiatt nem
lesz egyetlen Boltzmann-eloszlassal leirhaté a megfigyelt eloszlas, ami jol kivehetd a In

c vs. x fliggvényen, amely lathatoan nem irhato le egyetlen egyenessel.
Kollektiv siillyedés: a biofilm hatasa

A baktérium altal termelt exopolimer a tenyészido eldérehaladtaval egyre striibb halot
von a sejtek koré, amelynek soran mind a baktérium netto tomegének emelkedésével,
mind a rangat6zasbol szarmazoé diffuzios allandojanak csokkenésével szamolnunk kell
(lasd a (6.12) egyenletet). Ebben az esetben (szemben a Ficoll 400 polimer
alkalmazasaval) a két jelenség egylittesen 1ép fel, és az -elkiilonitésiikre csak
gondolatkisérletet végezhetiink.

Az egyszerliség kedvéért vizsgdljunk meg egy olyan egydimenzids bolyongasi
problémat, amelyben N szamu részecske (sejt) Osszekapcsolddott egyetlen
asszociatumma. Arra a kérdésre probaljunk vélaszt adni, hogy az aggregatum
képzddésével mennyire csokkenhet a részecskék diffuzids egyiitthatoja. Az
Osszekapcsolodas eldtt a (monomerikus) részecskék Aty 1dokozonként Ly hossziisagh

1épéseket tettek meg véletlenszerli iranyban (vagy jobbra vagy balra). A diffuzids

12
egyititthatot a D= (6.16)

Osszefiiggés alapjan szamithatjuk ki. Ha 2 részecske szorosan dsszekapcsolodik, akkor
(egységugrasok megtételét feltételezve) csak akkor mozdulhat el, ha mindkét részecske
egyszerre egyiranyba (vagy mindkettd balra vagy mindkettd jobbra) szeretne éppen
1épni. Ennek bekdvetkezésének valoszinlisége 2. Ha N szamu részecske kapaszkodik
0ssze, akkor ennek valdszinlisége 2N Az asszociatum tehat ritkdbban 1ép: At :2N'1~Ato,
de ha Iép, akkor nagyobbat, mint az egyedi részecske, mert L = N-Lg lesz a 1épéshossza.
Az ilyen feltételekkel megvaldsuld egydimenzos bolyongas diffuzios allandoja
2 2

:ﬁ =%. Dy (6.17)
lesz, azaz a megfigyelhetd diffuzios alland6 igen érzékeny az N aggregicio-szamra,
mert annak novekedésével D igen gyorsan (exponencialisan) csokken. Ha a netto

tomegnek ¢és a diffuzids egyiitthatonak az aggregacido-szammal vald kozelitd valtozasat

beirjuk a (6.12) egyenletbe, akkor
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N—1 “tw,0
HoKel g2 i (6.18)
N -Mpet 9 N DBr,O

adodik, ahol a 0 index a monomerikus (planktonikus) baktériumok esetén mért
értekekre vonatkozik, és feltételeztiik, hogy az asszocidtum Stokes-radiusza az egyedi
baktériumok Stokes-radiuszainak 0sszege (azonos baktériumok esetén N-szerese). Ezzel
a kozelitéssel azért ¢lhetiink, mert (a biofilm altal 6sszekotott) asszociatum tagjai elég
tavol vannak egymastol, és megorzik egyedi hidrodinamikai jellemzdiket (igy a Stokes-
sugaraikat). Az asszociatumra hatd (Stokes-féle) belsé surlodasi erd az egyes
baktériumokra hatd surlddasi
er6k (6mnRsv) egyszeri algebrai
Osszege lesz, azaz N szamu
azonos baktérium esetén
6nn7(NRs)v (itt v a baktérium

mozgasi sebessége).

6.9. abra. Mikroszkopos (Nomarski)
felvétel Rvx. gelatinosus 4 o6ras (felsd)
és 50 oras (als6) sejtekrol. A felsd
képen a  novekedési  fazisnak
megfeleléen csak planktonikus egyedi
sejtek lathatok, az also képen ellenben
monomerek, dimerek és nagyobb
asszociatumok is vannak (60x nagyitas,
olaj immerzid). A 20 um-es skala
szerint a baktérium tipikus hosszanti

mérete 2-4 um.

Amikor lebeg a baktérium,
akkor a rangatdzasbol szarmazo

diffazios allando sokkal

(nagysagrendekkel) nagyobb, mint a Brown mozgasbdl szarmazo diffizios allando:
Dwo >> Dgro, ezért a hanyadosuk mellett 1 elhanyagolhato a (6.18) egyenlet
szamlalgjaban. Ilyen kozelitésben az asszocidcids szam (N) novekedésével H egy tisztan

exponencialis fliggvény szerint fog csokkenni: H = Ho/2V?, és amikor a tenyészcsé h
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hosszanak koézelébe keriil (H = h), akkor mar kezdetét veszi a szamottevé kollektiv
sillyedés. N = 10 atlagos méreti asszociatum Iétrejottével H értéke akar 3
nagysagrendet is csokkenhet a planktonikus allapotban mért értékhez képest, amivel

mar konnyen megvaldsulhat a siillyedés kritikus feltétele.

20 6.10. abra. Rvx. gelatinosus

154 [ sejtek diffuzids allanddjanak (m)

@ J csokkenése a tenyészet
NE 10 4 novekedése soran. Az  x-
= J T tengelyen a  tenyészidonek
= 5 megfeleld sejtkoncentracié van
i - . feltiintetve. A 3-4 sejtbdl (O) és

04 i 10-15 sejtbdl allo asszociatum

' I108 T 169 (T>) csokkend diffuzids allandoit

sejtszam/ mL is feltiintettiik.

A 6.10. abran bemutatjuk, hogy mennyire érzékenyen valtozik (csokken) a mért
mintdban egyarant megtaldlhatok planktonikus €s kiilonbdz6 mértékben aggregalodott
sejtek. Ezeket kiilon-kiilon kivalasztva meghataroztuk a diffuzids egylitthatokat. Azt
talaltuk, hogy mar a dimér (N = 2) diffuzios allanddja is jelentdsen csokkent a
monomeréhez (N = 1) képest, és (az exponencialis csokkenés jellegének megfelelden)
mar kisebb rendii asszociatumok (N = 3-5) esetén is nagyon lecsokkent diffuzios
allanddkat mértiink. Az ennél is nagyobb aggregatumok diffuzids egylitthatéi annyira
lecsokkentek, hogy nem tudtuk meghatdrozni, mert az altalunk alkalmazott felbontdsban

mar mozdulatlanoknak tiintek.
A Boltzmann-eloszlastol valé eltérés nagy sejt- (ill. biofilm) koncentrdcio esetén.

Szigoraan véve mar Ficoll 400 polimer alkalmazésa esetén is megfigyelhettiik, hogy a
sejtek magassag szerinti eloszldsa nem egyetlen Boltzmann-eloszlast kovetett. Ez a
megfigyelés abbol szarmazott, hogy legalabb két sejtpopuléciot kiilonithettiink el
(szabad ¢és Ficoll-hoz kotott sejteket), és ezekre kiilon-kiilon ugyan érvényes volt a
Boltzmann eloszlés, de a baktériumok 6sszességére nézve mar természetesen nem. Most
megmutatjuk, hogy nagyobb sejtkoncentraciok esetén mar a homogén sejtpopulaciokra
nézve sem lesz szigortan érvényes a magassag szerinti Boltzmann-eloszlas. Korabban a

Boltzmann-eloszlasba a hdmérsékleten keresztiil intuitiv.e modon vittiik be azt a
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korrekciot, amely a Brown mozgas mellett a rangat6z6 mozgéasbol szarmazo bolyongést
is figyelembe veszi (lasd a (6.12) egyenletet). Most ennek jogosultsagat szilard elvi
(termodinamikai) alaprél kiindulva bizonyitjuk. Ennek révén a sejteknek a gravitacios
térben vald eloszlasardl nyerhetlink tovabbi érdekes értelmezési és (esetleg ebbdl
kiindulva késébb) gyakorlati alkalmazasi lehetdséget.

Vizsgaljuk meg, mekkora szabadenergia-véltozast szenved egy baktérium, mikdzben
(vakuumbol) vizes oldatba vissziik! Egyrészt a viz molekuldival valo keveredés miatt
entropikus energiara tesz szert (,entropy of mixing”), masrészt a gravitacios térben
helyzeti energiat nyer:

AG = AG® +kgT -InC+Mmy g - X, (6.19)
ahol AG® a standard szabadenergia-valtozas, T az a hémérséklet, amely a baktérium
teljeskorit  véletlenszeri mozgasat figyelembe veszi: a Brown-mozgashoz Ty
(szoba)hémérséklet, a rangatdozashoz pedig Ty, homérséklet rendelhets. Az ezekbdl a
véletlenszerli mozgédsokbol szarmazod energia-jarulékok OsszegzOdnek. Feltételezziik,
hogy a rdngat6z6 mozgés, igy az ennek tulajdonitott Ty, hdmérséklet novekvd
sejtkoncentracioval fokozatosan csokken, majd egy Cg kritikus értéknél nagyon
meredeken (exponencialisan) zuhan, végiil eltlinik:

T =Ty +Tyy -exp(— LJ. (6.20)
Ccr

Az ezt kivalto ok a sejtek tomegelése €s/vagy az altaluk termelt biofilm mennyiségének

fokozott (exponencialis) emelkedése. Az itt szereplé mértékegység nélkiili ¢ mennyiség

c=_ Mbak (6.21)
Npak + Nviz
ahol npak és Nnyi, az ugyanabban a térfogatban levd baktériumok ill. vizmolekulak szamat
jelentik. Mivel 1 mL vizben n, = 3,3-10% vizmolekula (vizrészecske) van, ezért ha
példaul 1-10%° 1/mL stirliségli a sejttenyészet, akkor az ennek megfeleld baktérium
részecske-szam frakcio a (6.21) definici6 alapjan ¢ = 3-10™° lesz.

A baktériumok a fliggbleges csOben akkor vannak egyensulyi helyzetben, ha
mindeniitt ugyanakkora szabadenergidval birnak, vagyis a szabadenergidjuk a
helykoordinatatol (x-t6l) fiiggetleniill mindenhol azonos: O6(AG)/ox = 0. A AG-nek a
(6.19) egyenlettel megadott fliggvényének X szerinti parcialis hanyadosanak felirasakor

vegylik figyelembe, hogy ¢ kozvetleniil, T pedig kdzvetve (c-n keresztiil, lasd a (6.20)
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egyenletet) fiigg X-t6l. Az ilyen modon felirhaté differencidl-egyenlet szerencsére
analitikus mddon (zart alakban) megoldhato:

c

Inc+W .o % lnc=—> 4 const. (6.22)
To H

Az integraciés konstans értékét a tenyészcsoben fellelhetd baktériumok megadott

szamabal (igy a c atlagos koncentraciobol) lehet meghatarozni:

h
j c(x)dx
~_0

c=—— (6.23)

A (6.22) egyenlet specialis esetekben visszaadja a korabban kapott egzakt (Boltzmann-
eloszlas) és intuitiv modon (rangatassal kiegészitett Boltzmann-) egyenleteket. Ha a
baktérium nem végez semmiféle véletlenszeri aktiv mozgést (nincs rangat6zas, Ty =
0), akkor visszakapjuk a szokasos Boltzmann-closzlast a (6.2) egyenlettel megadott H
(<< h) magassaggal. Ha van rangatozas (Tyy # 0), de a sejttenyészet siirlisége messze a
kritikus koncentracié alatt van (C << Cy,), akkor tjra csak Boltzmann-eloszlast kapunk,
am megemelkedett H(>h) magassaggal, amelyet a (6.12) egyenlettel mar korabban
megadtunk. (Az egyes mozgastipusoknak megfeleld To (Brown) ill. Ty, (rangatasi)
hémérsékletek aranyat megfeleltethetjiik a (6.11) alatti Einstein 6sszefiiggés alapjan a
megfeleld diffuzios allandok aranyaval).

12 6.11. abra. A sejtszam frakcid
x10

W
N

h=0,1m magassag szerinti eloszlasa h = 10 cm

H=1pm hosszi fiiggdleges tenyészcsdben a

-13
Cor=3-10"" baktérium-szé io . o
o baktériomszém frakel® (6 22)  egyenlet alapjan az 4bran
_ 1.1010 db baktérium i
ml megadott adatokkal szamolva. A

2‘ tw
Dirown =3:10° figgbleges  tengely  logaritmikus
T C_Eg)l =05 beosztisa egyértelmiivé teszi a
s )

Boltzmann-eloszlastol vald eltérést.

Ha a rangatoz0 mozgast a

sejttenyészet magas

sejtszam frakcio
baktériumszam/(baktériumszam + vizmolekulaszam)

—

1 M 1 M 1 M 1 * 1 ! rotre
002 004 006 008 010 koncentracioja a (6.20) egyenlet

o
o
o

c=

magassag, x (M) szerint exponencialisan fekezi,
akkor a baktériumok mar nem Boltzmann-eloszlas szerint helyezkednek el a
tenyészcsOben, hanem a csé alja felé haladva a Boltzmann-eloszlas altal megadottnal

gyorsabban (meredekebben) stirlisddnek. Erre mutatjuk be a 6.11 abrat, amelyet a (6.22)
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¢s (6.23) egyenletek numerikus megoldasabdl kaptunk az abran feltiintetett paraméterek
esetén. Mivel a fiiggdleges 1épték logaritmikus, ezért az egyenestdl (azaz a Boltzmann-

eloszlastol) valo eltérés nagyon meggy06z0o.

6.12. dbra. A (6.22) és (6.23)

Bl m
1.0- H=ipm egyenletekkel szimulalt éles

Cor = 3107 barmin ko atmenet a - sejtek  lebegése  (sejt-
10 db bakidriun .7 7 . -
R szuszpenzio) és siillyedése
Dy P . L, e, v
lebeg Do =3:10° (szedimentacid) kozott. A

sejtszam-frakcio novekedésével
hirtelen kovetkezik be a valtozas,
amely a kritikus jelenségekre

lestllyed jellemzé.

baktérium-szam frakcioé a csé
tetején/aljan, c(h)/c(0)
o
o

0.0 l e — Ennél a sejtkoncentracional
1E-13 1E-12 1E-11

baktérium-szam frakcio, c=n_/(n_ +n )

(ahol a  baktériumszam-

frakcio €=1,6-10"%) nem
csupan a sejtek magassag szerinti eloszlasa valtozik latvanyos modon, hanem a sejtek
lebegésének/siillyedésének allapota is rendkiviili érzékenységli. Ennél a koncentracional
a cs6 aljan mar kétszer nagyobb a sejtsiirliség, mint a tetején (c(h)/c(0) = 0,5), és ha
tovabb noveljiik a sejtek koncentracidjat a tenyészetben, akkor szinte azonnal, a kritikus
jelenségkorre jellemzo hirtelenséggel fog a siillyedés bekovetkezni. A 6.12 4bran jol
lathatéan ebben a tartomanyban szinte fliggdleges az eloszlast jellemz6 c(h)/c(0) gorbe
meredeksége, amely az exponencialis fiiggvénynél 1ényegesen meredekebb valtozast

takar.
A 6. fejezet a kovetkezo kézirat alapjan késziilt:

Mariann Kis, Gabor Sipka, Péter Maroti (2016) Critical phenomena in the world of bacteria: collective
sinking of Rubrivivax gelatinosus cells. Eu Biophys Journal (kézirat).

81



7. Osszefoglalé
Eredményeimet az alabbi pontokban foglalom 0ssze:

1.) A novekedés stacioner fazisaban a sejtek fotoszintetikus egységei kdzelebb keriilnek
egymashoz, és az energetikai kapcsolodasuk is szorosabb, mint a fejlddésiik korai
exponencialis szakaszaban.

A Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 fotoszintetikus membranjanak fejlodését

fényindukalt abszorpcids spektroszkopiaval, bakterioklorofill fluoreszcencia indukcio és
relaxacioval kovettem nyomon a tenyészet korai exponencialis és késdi stacioner fazisai
alatt.1.) A stacioner fazist sejteknél a belsé antennakomplex kifejezettebb, mint a
periférialis (LHI/LH2~1.5). 2.) A fluoreszcencia sav maximumanak 5 nm-es vOrds
eltolodasat, és a LH1 belsd antenna B875 abszorpcids savu pigmentjének 5 nm-es kék
eltolodasat figyeltem meg. 3.) A valtozo fluoreszcencia (Fy/Fmax) 10 %-0s ndvekedését
tapasztaltam a tenyészet koranak eldrehaladtaval. A fotokémiai folyamatok csekély
mértékll gyorsulast mutattak (a félemelkedési id6 200 ps-rol 140 ps-ra csokkent), amely
az antennarendszerek erésebb csatolodasanak jele. A stacioner fazisi sejtek
fotoszintetikus egységei (PSU) kozelebb helyezkednek el egymashoz, és szorosabb az
energetikai kapcsolat alakul ki koztiik, vagyis hatékonyabb lesz az energiadtmenet az
antennaktol a RC felé. 4.) A stacioner fazisu sejtek hosszabb ideig tart6, stabilabb
membranpotencialt mutatnak (1. abra). Az elektrokromikus jel feler6sddése (0.5 mOD-
r6l 3 mOD-ra) annak koOszonhetd, hogy a membranbeli veszteségi folyamatok
csokkennek, azaz a rekombinilodd elektromos toltések egymdastdl jobban
elszigetelddnek. 5.) A Bkl fluoreszcencia sotétrelaxacioja (1 ms) megvilagitas utan
tizszer hosszabb ideig tartja a magas fluoreszcencia szintet. A stacioner fazist sejteknél
lassabban jutnak el az elektronok a komplexekhez, mert a membran tomorebb és ezért
lassabb a diffuzio.
2.) A l1épcsdzetesen kialakitott sejtciklus (szinkrontenyészet) koriilményei kozott
kimutattam, hogy a pigmentek termelése €s aktivacigja fiiggetlen és idoben folyamatos
(aszinkron), a teljes foszfolipid-termelés és a membran energetizacidja ellenben a
sejtciklussal szinkronban 4all.

A Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 szinkrontenyészet fotoszintetikus membranjanak
jellegzetességeit  fényindukalt abszorpcié  spektroszkopiaval, bakterioklorofill
fluoreszcencia indukcidval és a sejtek molekularis komponenseinek (foszfolipidek,

karotenoidok és  bakterioklorofill) meghatarozasadval jellemeztem. Amig a
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bakterioklorofill (0.26 uM h™) és a karotenoid (0.38 uM h™) pigmentek termelése,
valamint a fénybegyiijté (Fmax: 0.23 h'l) ¢s a RC komplexek aktivacioja (AArsgg: 0.67
mOD/h) sejtciklus-fiiggetlen és idében folyamatos novekedést mutat karakterisztikus
lag fazissal (~ 3 o6ra), addig a teljes foszfolipid mennyiséget €s a membran
energetizacigjat (elektrokromizmus) Iépcsézetes sejtciklus szabélyozott ndvekedés
jellemez. A sejtosztodaskor a teljes membran feliilet jelentdsen megndvekszik, mert a
sejteknek a sajatjukon kiviil 1étre kell hozni a leanysejtek membranjat is. Ezért jelenik
meg hirtelen nagy mennyiségli foszfolipid felhalmozodas a sejtosztodasok koriil (3-4
ora kozott [P]i: 0.4>0.7 (rel. egység)), amelyeknek majd az Gjonnan képzddd sejtek
ICM-ba kell beépiilnie. A membran energetizacidjaban megfigyelt novekedést (AAszo-
5100 0.220.5 (rel. egység)) vagy a diffuzidban bekovetkezd tavolsag-csokkenés
(tomorebb a membran) vagy a diffuzios allandd emelkedése (ndvekszik a membran
fluiditésa, esetleg mindkettd) eredményezi.

3.) Az aerob- anaerob atmenet (z6ldités) soran a fotoszintetikus apparatus funkcionalis
egységenként all Gjra Ossze.

A Rhodobacter sphaeroides ¢s Rubrivivax gelatinosus fotoszintetikus membranjanak
lebomlasat  és  visszaépiilését  fényindukalt  abszorpcidé  spektroszkopidval,
bakterioklorofill fluoreszcencia indukcié és relaxacioval, az ezeket alatamasztod
morfologiai valtozasokat pedig transzmisszids elektronmikroszkopidval kdvettem
nyomon. Az intracitoplazma membran képzddését gatolja a 3% feletti oxigén
koncentracio. 20%-os oxigén koncentracio mellett a bels6 LHI1-es antenna lesz a
dominans, mivel a LH2 periférias antennakomplex B800 komponense teljesen lebomlik,
¢és a B850 csak kismértékii valtozast szenved. A fotokémiai folyamatok teljesitménye
(Fu/Fmax 0.7 0.1) és sebessége (1.2:10° s7>2:10% s7) is jelentSsen csokken. Ezzel
szemben az elektrontranszfer kissé felgyorsul (6:10° s'31.5:10* s7), mert a
fotoszintetikus egységek kozti kapcsolat fellazul, a cit c; és kinon szamara azonnal
elérhetéek a fehérje komplexek (RC és cit bcy). A zoldités soran megfigyelheté gyors
bakterioklorofill szintézis (0-4 6ra) mellett megfigyelhetd a periféridlis fénybegytijtd
antennak domindns (LH2/LH1~2.5) szerepe, a fotokémiai folyamatok jelentOsen
megemelkedett sebessége (~7-10* s7) és teljesitménye (Fu/Fmax ~0.7), valamint az
elektrontranszfer sebességének mérsékelt csokkenése (~6-103 S'l). Az anaerob
viszonyokhoz valé adaptalodéas kezdetén a periféridlis LH2 antenndk a folyamatosan

Osszealld mag-komplex koré csoportosulnak. Az egyre tobb mag-komplex
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kialakuldsaval és az azokat koriilvevd periféridlis antenndk felhalmozodasaval zartabb
szuperkomplexek alakulnak ki. Igy a disztalisan elhelyezkedé RC nehezebben elérhet6
a mobilis redox elemek szamara (cit C, kinonok), ami az elektrontranszfer sebességének
csokkenését idézi eld. Eszerint a fotoszintetikus egységek funkcionalis komplexenként
allnak Ossze, a periféridlis fénybegyiijtd antennak tomorddése ndvekvo konnektivitast és
teljesitményt eredményez.

4.) A fotoszintetizald baktériumok legsériilékenyebbek az 6lom hatdsara, gyenge
toleranciat mutatnak a higany irdnt €s igen ellenalléonak bizonyulnak a krémmal
szemben. A biofilmes életmodjanak kdszonhetden a Rubrivivax gelatinosus magasabb
rezisztenciat mutat a nehézfémekkel szemben.

A nehézfémszennyezés az egyik legfobb kornyezeti kockazat a vizi kdrnyezetben €16
baktériumok szamara. Harom kiilonboz6 baktérium torzset (Rhodospirillum rubrum,
Rhodobacter sphaeroides és Rubrivivax gelatinosus) kezeltiink harom kiilonb6z6
nehézfémmel, mikromoélos (Hg(Il)), szubmillimdlos (Cr(VI)) és millimolos (Pb(II))
koncentraciokban. A membran funkcionalis valtozésait fényindukalt
abszorpciovaltozassal ¢és bakterioklorofill fluoreszcencia indukcioval, az ezeket
alatdmaszté6 morfologiai valtozasokat pedig transzmisszids elektronmikroszkopidval
kovettem nyomon. A baktériumok eltérd érzékenységgel reagaltak. Az 6lom hatasara
azonnali és jelentGs a roncsolas az antennakomplexekben, amelyre a Bkl fluoreszcencia
anélkiil, hogy a valtozo fluoreszcencia (F./Fmax) jelentdsen modosulna) és a fény
indukalt abszorpcidvaltozas kinetikajabol (a gyors felemelkedés amplitudgja
megfelezddik) kovetkeztethetiink. A magasabb koncentradcioban (20 mM) alkalmazott
mar jelentdsen megvaltoztatia a RC és cit bc; komplex kozott az elektron- és
protontranszfert. A Rsp. rubrum sejtek fotokémiajat a 20 uM koncentracioju Hg2+ 2-3
ora alatt leépiti, a Rba. sphaeroides ndvekedési sebességét pedig mar 2 pM Hg?
lefelezi, viszont a Rvx. gelatinosus-ban 200 pM Hg”** sem okoz nagyobb mértékii
karosodast. A Rvx. gelatinosus fotoszintetikus baktérium biofilmes életmodban még
nagyobb rezisztenciat mutat a higannyal szemben, mint planktonikus életmoddban,
egyedi sejtekként, mert a biofilm akdr Otszorosére is megnoveli a higanykotés
kapacitasat. Biofilmben a sejtek hozzaférhetdsége megvaltozik, mert 1) a biofilmben

meredek kémiai gradiens alakul ki, 2) a sejtek koré diffuiz réteg képzddik, és 3) a higany
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adszorbealodik a biofilm matrixban. Megvilagitott korilmények kozott €16 Rubrivivax
gelatinosus biofilmes tenyészet szivacsként szivja magaba a higanyt, ezen tulajdonsaga
alapjan egyszeri és olcsO eszkoze lehetne a biomonitorozd ¢és bioremediacids
rendszereknek vizes ¢l6helyeken.

5.) A higanyfelvétel kinetikailag egy gyors passziv adszorpcids és egy lassabb aktiv
metabolikus 1épésbdl all, neutralis pH-n a leghatékonyabb és aktivalhatd fénnyel. Két,
jol elkiiloniilé affinitasu Hg2+ kotohelyet azonositottam: 1 (uM)'1 (erés kotés) és 1
(mM) ™ (gyenge kités) egyensulyi ktési allandokkal.

A higany bioakkumulacidjanak fizikai-kémiai tulajdonsagait a Rubrivivax
gelatinosus fotoszintetizald6 baktériumban kémiai analitikai modszerrel (dithizon),
fényindukalt abszorpciovaltozassal ¢és bakterioklorofill fluoreszcencia indukcidval
vizsgaltam. A higanyfelvételrdl a kdvetkezOket allapitottam meg. 1.) Kinetikailag egy
gyors (perc alatti idoskala) és egy lassabb (1-30 min) [épésbdl all. A gyors fazis passziv
bioszorpcid, amely reverzibilis, nem specifikus a fémekre nézve és fiiggetlen a sejt
metabolizmusatol. A lassi fazis az aktiv folyamatokat tiikrozi, és fligg a sejtek
metabolizmusatol. 2.) A higanyionok kation csatorndkat is haszndlnak az atjutashoz,
ami gatolhato magas (0.5 mM) Ca®* koncentracioval és Ca** csatorna blokkoléval. 3.)
Neutralis pH-n a leghatékonyabb (acidikus tartomdnyban a protonokkal, alkalikus
tartomdnyban pedig a hidroxil ionokkal versenyeznek). 4.) Energiafiiggd, ami
aktivalhato fénnyel és gatolhato protonoforral. Ezek a baktériumok képesek felhalmozni
sajat tomegiiknél joval nagyobb mennyiségii (105) higanyt. Két eltéré kotohelyet
figyeltem  meg: egy  erdset  ¢és egy  gyengét 1 (uM)™? ill.
1 (mM)™ egyensiilyi kotési allandokkal. Az erSs kotShely a szulfhidril csoportoknak
tulajdonithatd, amelyek blokkolhatok szulfhidril modosito szerekkel, de ezeknek a
szama joval (két nagysagrenddel) kisebb, mint a gyenge kotdhelyek szama. Annak
ellenére, hogy a kotohelyek szama és affinitidsa hatalmas, a kotohelyek egymastol
fliggetlenek, vagyis a betoltottségi allapotuk nem befolyasolja a szomszéd kothely
kotési tulajdonsagait.

6.) Rubrivivax gelatinosus sejtek kollektiv siillyedése hatterében az altaluk 1étrehozott
biofilm matrix miatti diffuzios allando csokkenés ¢€s magasabb rendii sejt-
asszociatumok képzdodése all.

A Rvx. gelatinosus sejtek (kivaltképp a ndvekedés stacionarius szakaszaban) fokozott
polimer termelésre képesek, amelyet a sejten kiviili térrészbe juttatnak. Teljes polimer

térhald (biofilm) alakul ki, amelybe a baktériumok bekeriilnek, képesek ebben
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megkotddni (aggregalodnak), és mobilitasukat ezzel elvesztik. Ezek a legfontosabb
tényezOk, amelyek a kollektiv iilepedés kialakulasahoz vezetnek. Korai exponencialis
fazisban az egyedi planktonikus baktériumok siillyedését aktiv rendszertelen mozgasuk
(rangat6zasuk) akadalyozza meg. A baktérium altal termelt exopolimer a tenyészido
elérehaladtaval egyre siiribb halot von a sejtek koré, amelynek soran mind a baktérium
nettd tomegének emelkedésével, mind a rangatdzasbol szarmazo diffizids allandojanak
megtalalhatok planktonikus (D = 13.5 pum?s) és kiilonbozé mértékben aggregalodott
sejtek. Az asszociatum novekedésével érzékenyen valtozik (csokken) a mért difftzios
alland6. Azt taldltam, hogy mar a dimér (N = 2) diffuziés allandoja is jelentdsen
csokkent a monomeré¢hez (N = 1) képest, és (az exponencidlis csokkenés jellegének
megfeleléen) mar kisebb rendii asszociatumok (N = 3-5) esetén is nagyon lecsokkent
diffuziés allandokat (D = 4 pm?/s) mértem. A nagyobb 10-15 sejtb8l 4ll6 asszociatum
pedig a stacioner fazisu sejtek diffuzios allandojat kozeliti meg (D = 1.9 pm?/s).
Modell-kisérletként kis koncentracioju (c<10° sejt/mL) baktérium-tenyészethez Ficoll
400 polimert adtam (1-10%), hogy a baktériumsejtek lateralis diffuzios allanddjanak
csokkenését meghatarozzam (5%-nal méar D = 2.25 pm?/s). A Ficoll 400 j6l modellezi a
baktérium altal termelt exopolimer tartalmu biofilmnek tulajdonitott szedimentéciot.
Allando sejtszam mellett a ndvekvd Ficoll koncentracional meghatérozott diffuzids

alland6 monoton csokken. Hasonld monoton csokkenést kaptam, ha a Ficoll

crer
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8. Summary
The summary of my results are listed as the followings:

1.) Photosynthetic bacteria in the stationary phase of growth demonstrated closer
packing and tighter energetic coupling of the photosynthetic units (PSU) than in their
early logarithmic stage of development.

The development of photosynthetic membranes of intact cells of Rhodobacter

sphaeroides was tracked by light-induced absorption spectroscopy, induction and
relaxation of the bacteriochlorophyll fluorescence. 1) The dominance of the core light
harvesting complex LH1 compared to the peripheral complex LH2 was stronger in old
cells, than in young cells. 2) The fluorescence maximum of the old cells showed red
shift of about 5 nm and similar size but blue spectral shift was observed for the B875
pigment. 3) The variable fluorescence was larger by 10% in old bacteria than in young
bacteria and the photochemical rise time showed also slight variation (200140 ms)
indicating moderate changes of the size or connectivity of the antenna system during
aging. 4) The old cells performed more stable membrane potential after flash excitation
than the younger cells. 1 h after inoculating a fresh culture, the cells have a small abrupt
increase of electrochromism followed by fast decay. The intact cells in stationary phase
of growth (26 h) have additionally a second and slower increase followed by a much
slower relaxation. 5.) The dark decay of the fluorescence after relatively long (1 ms)
illumination shows marked difference between the cells at different growth phases. The
mature (26 h) cells keep the high level of fluorescence longer (ten times) than the lag
phase (1 h) cells. In stationary phase cells, the shuttle time of the electrons via mobile
redox species between the complexes becomes longer probably due to rearrangement of
the membrane resulting in slower diffusion.
2.) While the production of the bacteriochlorophyll and carotenoid pigments and the
activation of light harvesting and reaction center complexes showed cell-cycle
independent and continuous increase, the accumulation of phospholipids and the
energetization of the membrane exhibited stepwise increase controlled by cell division.

Photosynthetic membranes of Rhodobacter sphaeroides steady-state synchronised
culture were characterized by light-induced absorption spectroscopy, induction of
bacteriochlorophyll fluorescence and molecular components of cells (phospholipids,
carotenoids and bacteriochlorophyll). In steady-state synchronous culture, the number

of cells increases stepwise as all of the cells are in the same stage of their development.
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The production and insertion of bacteriochlorophyll (0.26 uM h™) and carotenoid (0.38
uM h™) pigments into the ICM and activation of the photosynthetic complexes (light
harvesting (Fma: 0.23 h™), RC (AA7gs: 0.67 mOD/h) and cytochrome bc; complex) are
cell-cycle independent processes. They do not follow a stepwise but rather a continuous
process with well-defined lag phase (~3 h) at the beginning. In contrast to the
continuous production of the pigments and the RC protein, the phospholipid synthesis
and the electrochromic signal due to the cytochrome bc; complex showed clear cell-
cycle dependence. Upon division of the cell, the area of the total membrane surface of
the cell should increase significantly due to the resulting daughter cells with their own
outer, cytoplasmic and ICM membrane systems. This is why a burst of phospholipid
synthesis occurs prior to cell division (between 3-4 hours [P];: 0.4>0.7 (rel. units)) and
the phospholipids will be inserted into the replicating ICM as it is being partitioned to
daughter cells. The electrochromic change that is connected to the energetization of the
membrane, demonstrates cell-cycle-dependent increase (AAszo-s10: 0.2>0.5 (rel. unit))
upon cultivation. The changes observed during the cell cycle can be attributed either to
shorter distance of diffusion (membrane bilayer crowding) or to increased diffusion
coefficient (increased fluidity of the membrane) or to both effects.

3.) The photosynthetic apparatus during aerob-anaerob transition (greening) is
assembled in functional unit.

The disintegration and assembly of photosynthetic membrane of intact cells of Rba.
sphaeroides and Rvx. gelatinosus were tracked by light-induced absorption
spectroscopy and induction and relaxation of the bacteriochlorophyll fluorescence. The
morphological changes were recognized in electron micrographs. As the ICM formation
is repressed by high oxygen tension, increasing the oxygen partial pressure results in
disruption of ICM assembly together with disintegration of the photosynthetic
complexes. The B800 component of the LH2 complex exhibits fast drop at 20 %
oxygen tension, while no loss of the B850 component is observed, i.e. RC-LH1 core
(875 nm) dominates. The ratio of Bkl variable fluorescence to maximum fluorescence
(from 0.70 to 0.10) and the photochemical rate constant (from 1.2:10° s to 2:10% s
exhibits marked decreases. The rate of fluorescence relaxation showed slight increase
from 6-10% s to 1.5-10* s, because the protein complexes (RC and cyt bc,) are readily
accessable to the mobile redox species (cyt ¢, and Q) that assures high electron transfer
rate. The greening resulted in rapid (within 0-4 h) induction of Bkl synthesis
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accompanied with a dominating role for the peripheral light harvesting system (up to
LH2/LH1~2.5), significantly increased rate (~7-10% s*) and yield (Fy/Fmax ~0.7) of
photochemistry and modest (~2.5-fold) decrease of the rate of electron transfer (6:10% s
1). At the beginning of adaptation to the anaerobic conditions, the peripheral light
harvesting antenna (LH2) starts to surround the core complex that improves the yield
and rate of photochemical conversion. The initially loose structure of the supercomplex
facilitates the access of cyt ¢, to the RC and cyt bc, complexes that makes fast cyclic
electron transfer available. Upon synthesis and insertion of more and more LH2
complexes, the membrane becomes more densely packed and the diffusion of mobile
redox species will be partially hindered. After 3-4 h, the regular anaerobic
photosynthetic competence is achieved with optimal organization of the cyclic electron
transport chain.

4.) The photosynthetic bacteria were vulnerable to the prompt effect of Pb®*, showed
weak tolerance to Hg?* and proved to be tolerant to Cr®*. Due to the biofilm lifestyle
Rubrivivax gelatinosus shows higher resistance to heavy metals than strains with
planktonic lifestyle.

Heavy metal ion pollution is major environmental risks for microorganisms in
aqueous habitat. The potential of purple non-sulfur photosynthetic bacteria for
biomonitoring and bioremediation was assessed by investigating the photosynthetic
capacity in heavy metal contaminated environments. Cultures of bacterial strains
Rhodobacter sphaeroides, Rhodospirillum rubrum and Rubrivivax gelatinosus were
treated with heavy metal ions in micromolar (Hg®"), submillimolar (Cr®") and
millimolar (Pb*) concentration ranges. Functional assays (flash-induced absorption
changes and bacteriochlorophyll fluorescence induction) and electron micrographs were
taken to specify the harmful effects of pollution and to correlate to morphological
changes of the membrane. The aggressive nature of Pb(ll) is expressed by severe
prompt effects on near IR steady state absorption spectra and Bkl fluorescence
induction. The lead treatment decreases both the initial (Fo) and the maximum (Fmax)
fluorescence levels without modifying the variable fluorescence (the F./Fnax value)
significantly. Besides Pb(II) decreases the magnitude of light-induced electrochromism,
it prohibits the fast component of discharge of the energetized membrane. Addition of
Cr(111) ion of high (up to 20 mM) concentration to the culture, the kinetics will be not
modified to that of the intact cells (control) and supports the harmless nature of the

trivalent form of chromium. The treatment with 0.8 mM Cr(VI) modify of electron and
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proton transfer between RC and cyt bc; complexes. While 20 uM Hg?* bleaches the
cells of Rps. rubrum within 2-3 h and the rate of growth of Rba. sphaeroides culture is
halved at 2 pM Hg®* concentration, in cells of Rvx. gelatinosus orders of magnitude
larger concentration (200 pM Hg?") does not cause significant damage. Rvx. gelatinosus
with biofilms were more resistant to Hg2+ than planktonic cells (without biofilms)
because the biofilm increases the mercury binding capacity further by a factor of about
five. Rvx. gelatinosus is able to evolve biofilm during the growth and is expected to
affect mercury availability in several ways, including 1) changes in mercury speciation
with steep chemical gradients within the biofilm, 2) the formation of an additional
diffusive layer surrounding cells, and 3) adsorption of mercury by the biofilm.

5.) The mercury uptake by photosynthetic bacteria consists of a rapid passive adsorption
and a slower active metabolic step. It is most effective at neutral pH and can be
activated by light. Two distinct binding sites were identified with 1 (uM)™ (strong) and
1 (mM)™ (weak) equilibrium binding constants.

Mercury bioaccumulation is studied in intact cells of Rvx. gelatinosus by use of
analytical (dithizone) assay and physiological photosynthetic markers (pigments,
fluorescence induction and membrane potential) to determine the amount of mercury
ions bound to the cell surface and taken up by the cell. The Hg(Il) uptake 1.) has two
kinetically distinguishable components. The prompt (subminute time scale) uptake is
passive, reversible, relatively nonspecific with respect to the metal species and
independent of cellular metabolisms. The slow (1-30 minutes) kinetic phase, however,
reflects active processes and depends on the cellular metabolism. 2.) It includes co-
opted influx through heavy metal transporters since the slow component is inhibited by
high Ca®* concentrations and Ca®* channel blockers. 3.) It describes complex pH-
dependence demonstrating the competition of ligand binding of Hg(ll) with H" ions
(low pH) or hydroxyl ions (high pH). 4.) It is energy dependent as evidenced by light-
activation and inhibition by protonophore. Photosynthetic bacteria can accumulate
Hg(l1) in amounts much (about 10°) greater than their own masses by strong and weak
binding sites with equilibrium binding constants in the range of 1 (uM)™* and 1 (mM)™,
respectively. The strong binding sites are attributed to sulfhydryl groups as the uptake
is blocked by use of sulfhydryl modifying agents and their number is much (two orders

of magnitude) smaller than the number of weak binding sites.
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It is a remarkable experimental conclusion that despite of the large number of binding
sites and their large affinity of mercury ions, the binding sites are independent, i.e. their
binding status does not influence the binding properties of the neighbors.

6.) The main factors of sudden and collective sinking of Rubrivivax gelatinosus cells
upon biofilm formation are the significant decrease of the diffusion coefficient and the
aggregation of the bacteria.

Rvx. galatinosus cells (particularly in the stationary phase of growth) are able to
increased polymer production that excrete the extracellular compartment. Full polymer
network (biofilm matrix) is formed, that will embed the cells. The integration of the
bacteria into the dense matrix will increase the net mass via aggregation and decrease
the diffusion coefficient (D) of the cells. Both factors lead to significant reduction of the
mobility of the bacterium. These are the main factors resulting in a sudden and
collective sinking that shows up physiological significance: it is a form of bacterial
motility to search for new sources of food. The bacteria perform active random
movements (twitching) that prevent the individual planktonic bacteria (in the early
exponential phase) from sinking. In stationary phase, however, the cell can be found
both in planktonic (D = 13.5 um%s) and biofilm (D < 0.1 um?s) lifestyles. In biofilm,
not only the diffusion of the cells is reduced but its aggregation number is increased, as
well. It was found, that even a relatively small (< 5) aggregation number can decrease
the diffusion coefficient below the limit of measurement. The behavior of the cells in
natural biofilm can be modeled by planktonic cells in Ficoll 400 polymer solution. In
low concentration of bacteria (¢ < 1-10° cells/mL), the lateral diffusion coefficient of
the cells (D = 2.25 um?/s at 5% Ficoll) decreased in a similar manner as in biofilm
under natural conditions. It can be concluded that not the slight increase of the viscosity
but rather the strong connectivity of the components can be made responsible for the

sudden and collective sinking of the bacteria.

91



Koszonetnyilvanitas

Ko6szondm témavezetomnek Dr. Mardti Péternek, hogy 6nallo tudomanyos munkara

0sztonzott, valamint az irdnymutatast és a sok segitséget, amit az évek alatt nyujtott.

Ezuton szeretnék koszonetet mondani Dr. Bari Ferencnek az Orvosi Fizikai és Orvosi

Informatikai Intézet vezetdjének és az 6sszes munkatarsnak.

Koszonettel tartozom doktorandusztarsaimnak, Asztalos Emesének, Sipka Gabornak,
Hajdu Katanak és Szabo Tibornak a kutatomunka sordn nyujtott segitségért, tovabba a

csoporton beliili kivalo légkorért.

Ko6szonom Laskayné Toth Juditnak, hogy laboransi munkakore ellatasaval és

baratsagéaval gordiilékenyebbé tette a munkat szamomra, valamint az

A transzmisszios elektronmikroszkopos képek megvalosulasaért pedig az SZTE-AOK
Patholégia Intézetbdl Dr. Réazga Zsoltnak és Németh Erikanak.

A Rubrivivax gelatinosusrol késziilt mikroszkopos videdk és fotokért pedig Ayaydin

Ferhannak az SZBK N&vénybiologiai Intézetbol.

Végiil koszondom édesanyamnak és barataimnak, hogy tamogattak és mellettem alltak,

amig ez a munka késziilt.

92



Irodalomjegyzék

An S. et al. (2010) The Impact and Molecular Genetics of Bacterial Biofilms. Environmental Molecular
Microbiology. Caister Academic Press, 11-26.

Aagaard J., Sistrom WR. (1972) Control of synthesis of reaction center bacteriochlorophyll in
photosynthetic bacteria. Photochem Photobiol 15:209-225.

Ahluwalia SS., Dinesh G. (2007) Microbial and plant derived biomass for removal of heavy metals from
wastewater. Bioresour. Technol. 98 (12):2243-2257.

Anderson RA. (1997) "Chromium as an Essential Nutrient for Humans". Regulatory Toxicology and
Pharmacology. 26 (1 Pt 2):35-41.

Armitage, JP, Kelly, DJ, Sockett, RE . (1995) . Flagellate motil ity, behav ioral re spon se s and act ive
tran sport in purple non- sulfur bacter ia . In: Blanken sh ip RE, Mad igan MT, Bauer CE (Ed s.)
Anoxygen ic Photo synthet ic Bacter ia . Kluwer Academ ic Publ isher s. Dordrecht, The Netherland s.
1005-1028

Asztalos E., Italiano F., Milano F., Maréti P., Trotta M. (2010) Early detection of mercury contamination
by fluorescence induction of photosynthetic bacteria. Photochem. Photobiol. Sci. 9:1218-1223.

Asztalos E., Maroti P. (2009) Export or recombination of charges in reaction centers in intact cells of

photosynthetic bacteria. Biochim Biophys Acta 1787:1444-1450.

Asztalos E., Sipka G., Kis M., Trotta M., Mar6ti P. (2012) The reaction center is the sensitive target of
the mercury(I1) ion in intact cells of photosynthetic bacteria. Photosynth. Res. 112:129-140.

Bae W., Mehra RK., Mulchandani A., Chen W. (2001) Genetic Engineering of Escherichia coli for
Enhanced Uptake and Bioaccumulation of Mercury. Applied and Environmental Microbiology. 67(11):
5335-5338.

Bahatyrova S., Frese RN., Siebert CA., Olsen JD., van der Werf KO., van Grondelle R., Niederman RA.,
Bullough PA., Otto C., Hunter CN. (2004) The native architecture of a photosynthetic membrane. Nature
430:1058-1062.

Bailleul B, Cardol P, Breyton C, Finazzi G (2010) Electrochromism: a useful probe to study algal
photosynthesis. Photosynth Res 106:179-189.

Barceloux DG (1999) Chromium. J. Toxicol. Clin. Toxicol. 37:173-194.

Bardy S, Ng S, Jarrell K (2003). "Prokaryotic motility structures". Microbiology. 149 (Pt 2): 295-304.

93



Bauer CE, Setterdahl A, Wu J, Robinson BR (2009) Regulation of gene expression in response to oxygen
tension. In: Hunter CN, Daldal F, Thurnauer M, Beatty JT (eds) Advances in photosynthesis and
respiration: the purple phototrophic bacteria. Springer, Dordrecht 707-725.

von Burg R, Liu D (1993) Chromium and hexavalent chromium. J. Appl. Toxicol. 13:225-230.

Bakkaloglu I, Butter TJ, Evison LM,. Holland FS, Hancock C (1998) Screening of various types biomass
for removal and recovery of heavy metals (Zn, Cu, Ni) by biosorption, sedimentation and desorption.
Water Sci. Technol. 38 (2-3):114-122.

Bartlett GR (1959) Phosphorus assay in column chromatography. J Biol Chem 234:466-468.

Bligh EG, Dyer WJ (1959) A rapid method of total lipid extraction and purification. Can J Biochem
Physiol 37:911-917.

Borsetti F, Martelli PL,. Casadio R, Zannoni D (2009) Metals and metalloids in photosynthetic bacteria:
interactions, resistance and putative homeostasis revealed by genome analysis, in: The Purple
Phototrophic Bacteria, Springer, Dordrecht, The Netherlands 655-689.

Bryant DA, Frigaard NU (2006). "Prokaryotic photosynthesis and phototrophy illuminated”. Trends
Microbiol. 14 (11): 488-96

Bruins MR, Kapil S, Oehme FW (2000) Microbial resistance to metals in the environment, Ecotoxicol.
Environ. Saf. 45:198-207.

Cain BD, Deal CD, Fraley RT, Kaplan S (1981) In vivo intermembrane transfer of phospholipids in the
photosynthetic bacterium Rhodopseudomonas sphaeroides. J Bacteriol 145(3):1154-1166

Cartron ML, Olsen JD, Sener M, Jackson PJ, Brindley AA, Qian P, Dickman MJ, Leggett GJ, Schulten
K, Hunter CN (2014) Integration of energy and electron transfer processes in the photosynthetic

membrane of Rhodobacter sphaeroides. Biochim Biophys Acta. doi:10.1016/j.bbabio

Cline K (2003) Biogenesis of green plant thylakoid membranes. In: Green BR, Parson WW (eds) Light-
harvesting antennas in photosynthesis (advances in photosynthesis and respiration), vol 13. Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, pp 353-372

Comayras F, Jungas C, Lavergne J (2005) Functional consequences of the organization of the
photosynthetic apparatus in Rhodobacter sphaeroides: I. Quinone domains and excitation energy transfer

in chromatophores and reaction center antenna complexes. J Biol Chem 280:11203-11213

Compeau, G. C.; Bartha, R. (1985). "Sulfate-Reducing Bacteria: Principal Methylators of Mercury in
Anoxic Estuarine Sediment". Applied and Environmental Microbiology. 50 (2): 498-502.

94



Clayton RK (1966) Spectroscopic analysis of bacteriochlorophylls in vitro and in vivo. Photochem
Photobiol 5:669-688

Clayton RK, Clayton BJ (1981) B850 pigment—protein complex of Rhodopseudomonas sphaeroides:
extinction coefficients, circular dichroism, and the reversible binding of bacteriochlorophyll. Proc Natl
Acad Sci USA 78(9):5583-5587

Costerton, J. W., Lappin-Scott, H. M. (1989) Behavior of bacteria in biofilms. Am. Soc. Microbiol. News
55, 650-654.

Cutler RG, Evans JE (1966) Synchronization of bacteria by a stationary-phase method. J Bacteriol
91(2):469-476

Dart, R.C.; Hurlbut, K.M.; Boyer-Hassen, L.V. (2004). "Lead". In Dart, RC. Medical Toxicology (3rd
ed.). Lippincott Williams & Wilkins. ISBN 0-7817-2845-2. p. 1426.

Deng X, Jia P (2011) Construction and characterization of a photosynthetic bacterium genetically

engineered for Hg 2+ uptake. Bioresource Technology 102:3083-3088

Deng X, Wang P. (2012) Isolation of marine bacteria highly resistant to mercury and their

bioaccumulation process. Bioresour Technol 121:342-7
Dusenbery DB. (2009). Living at Micro Scale, p. 136. Harvard University Press, Cambridge, Mass.

De Philippis R, Faraloni C, Sili C, Vincenzini M. (2005) Populations of exopolysaccharide-producing
cyanobacteria and diatoms in the mucilaginous benthic aggregates of the Tyrrhenian Sea (Tuscan
Archipelago) Sci. Total Environ. 353:360-368.

Fedotova J, Zeilstra-Ryalls J (2014) Analysis of the role of PrrA, PpsR, and FnrL in intracytoplasmic
membrane differentiation of Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 using transmission electron microscopy.
Photosynth Res 119:283-290

Feniouk BA, Junge W (2009) Proton translocation and ATP synthesis by the FOF1-ATPase of Purple
bacteria. In: Hunter CN, Daldal F, Thurnauer M, Beatty JT (eds) Advances in photosynthesis and
respiration: the purple phototrophic bacteria. Springer, Dordrecht, pp 475-493

Fraley RT, Yen GSL, Lueking DL, Kaplan S (1979) The physical state of the intracytoplasmic membrane
of Rhodopseudomonas sphaeroides and its relationship to the cell division cycle. J Biol Chem

254(6):1987-1991

Gabr RM, Hassan SHA, Shoreit AAM (2008) Biosorption of lead and nickel by living and non-living

cells of Pseudomonas aeruginosa ASU 63, Int. Biodeterior. Biodegradation 62:195-203.

95



Gadd GM (2000) Bioremedial potential of microbial mechanisms of metal mobilization and
immobilization, Curr. Opin. Biotechnol. 11:271-279.

Gao JL, Wraight CA (1990) Sulthydryl modifying reagents inhibit QA— oxidation in reaction centers
from Rhodobacter sphaeroides and Capsulatus, but not Rhodopseudomonas viridis, Photosynthesis
Research 26(3):171-179.

Gao R, Stock AM. (2009) Biological insights from structures of two-component proteins. Annu. Rev.
Microbiol. 63:133-154

Genetics  of  Biofilms  Laboratory. (n.d.). Retrieved  October 14, 2014, from

http://www.pasteur.fr/recherche/unites/ Ggb/recherchResults.html

Georgalis Y, Philipp M, Aleksandrova R, Kriiger J.K (2012) Light scattering studies on Ficoll PM70

solutions reveal two distinct diffusive modes. Journal of Colloid and Interface Science, 386, (1):141-147

Giotta L, Agostiano A, Italiano F, Milano F, Trotta M (2006) Heavy metal ion influence on the
photosynthetic growth of Rhodobacter sphaeroides, Chemosphere 62: 1490-1499.

Glick BR. (2010) Using soil bacteria to facilitate phytoremediation. Biotechnol. Adv. 28, 367-374.

Hassan S, Awad YM, Kabir MH, Joo JH (2010) Bacterial biosorption of heavy metals. In book:
Biotechnology Cracking New Pastures, Chapter: Four, Publisher: MD Publications PVT LTD New Delhi,
79-110.

Heliosa BM, Wolosker, De Almeida DF (1975) Two-step Doubling of Synchronous Cultures of
Escherichia coli K12. Joirrnal of General Microbiology 88: 381-383

Hentzer M, Teitzel GM, Balzer GJ, Heydorn A, Molin S, Givskov M, Parsek MR (2001) Alginate
overproduction affects Pseudomonas aeruginosa biofilm structure and function. J Bacteriol 183:5395—
5401

Hugenholtz P., Pitulle C., Hershberger K., Pace NR (1998) Novel division level bacterial diversity in a
Yellowstone hot spring. J Bacteriol 180:366—-376

Hunt S (1986) Diversity of biopolymer structure and its potential for ionbinding applications, pp 15-46.
In H. Eccles and S. Hunt (ed.), Immobilisation of ions by bio-sorption. Ellis Horwood Ltd., West Sussex,

United Kingdom.

Hughes MN, Poole RK (1989) Metals and Microorganism, Chapman and Hall, London, 280-285.

Italiano F, Buccolieri A, Giotta L, Agostiano A, Valli L, Milano F, Trotta M (2009) Response of the
carotenoidless mutant Rhodobacter sphaeroides growing cells to cobalt and nickel exposure. International

Biodeterioration & Biodegradation 1-10.

96



Jamieson SJ, Wang P, Qian P, Kirkland KY, Conroy MJ, Hunter CN, Bullough PA (2002) Projection
structure of the photosynthetic reaction centre antenna complex of Rhodospirillum rubrum at 8.5 A

resolution. EMBO Journal, 21(15):3927-3935.

Jarrell K. (2009)Pili and Flagella: Current Research and Future Trends. Caister Academic Press, 173—
206.

Joliot P, Vermeglio A, Joliot A (1989) Evidence for supercomplex between reaction centers, cytochrome
c2 and cytochrome bcl complex in Rhodobacter sphaeroides whole cells. Biochim Biophys Acta
975:336-345

Jungas C, Ranck J, Rigaud J, Jolliot P, Verméglio A. (1999) Supramolecular organization of the
photosynthetic apparatus of Rhodobacter sphaeroides. EMBO Journal 18(3):534-542.

Kelly CA, Rudd JW, Holoka MH (2003) Effect of pH on mercury uptake by an aquatic bacterium:
implications for Hg cycling. Environ Sci Technol 37(13):2941-6

Kiley PJ, Kaplan S (1988) Molecular genetics of photosynthetic membrane biosynthesis in Rhodobacter
sphaeroides. Microbiol Rev 52(1):50-69

Kis M, Asztalos E, Sipka G, Mar6ti P (2014) Assembly of photosynthetic apparatus in Rhodobacter
sphaeroides as revealed by functional assessments at different growth phases and in synchronized and
greening cells. Photosynth Res. 122:261-273.

Kis M, Sipka G, Asztalos E, Razga Z, Maroti P (2015) Purple non-sulfur photosynthetic bacteria monitor

environmental stresses, Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology 151:110-117.

De Klerk H, Govindjee, Kamen MD, Lavorel J (1969) Age and Fluorescence Characteristics in some
Species of Athiorhodaceae. Proc Nat Acad Sci 62:972-978.

Knacker T, Harwood JL, Hunter CN, Russell NJ (1985) Lipid biosynthesis in synchronized cultures of
the photosynthetic bacterium Rhodopseudomonas sphaeroides. Biochem J 229: 701-710

Koblizek M, Shih JD, Breitbart SI, Ratcliffe EC, Kolber ZS, Hunter CN, Niederman RA (2005)
Sequential assembly of photosynthetic units in Rhodobacter sphaeroides as revealed by fast repetition rate
analysis of variable bacteriochlorophyll a fluorescence. Biochim Biophys Acta 1706:220-231

Krell T, Lacal J, Busch A, Silva-Jimenez H, Guazzaroni ME, Ramos JL. (2010) Bacterial sensor kinases:

diversity in the recognition of environmental signals. Annu. Rev. Microbiol. 64:539-559

Le Faucheur S, Tremblay Y, Fortin C, Campbell PGC (2011) Acidification increases mercury uptake by a

freshwater alga Chlamydomonas reinhardtii. Environmental Chemistry 8(6): 612-622

97



Lavergne J, Vermeglio A, Joliot P (2009) Coupling between RC and cytochrome bcl complex. In: Hunter
CN, Daldal F, Thurnauer M, Beatty JT (eds) Advances in photosynthesis and respiration: the purple
phototrophic bacteria. Springer, Dordrecht, pp 509-536

Liehr SK, Chen H-J, Lin S-H (1994) Metals removal by algal biofilms. Water Sci Technol 30:59-68

Lueking DR, Fraley RT, Kaplan S (1978) Intracytoplasmic membrane synthesis in synchronous cell
populations of Rhodopseudomonas sphaeroides. J Biol Chem 253(451-457):17

Lueking DR, Campbell TB, Burghardt RC (1981) Light- induced division and genomic synchrony in
phototrophically growning cultures of Rhodopseudomonas sphaeroides. J Bacteriol 146(2): 790—797

Lundholm, I, Wahlgren, WY, Piccirilli, F, Di Pietro, P, Duelli, A, Berntsson, O, Lupi, S, Perucchi, A,
Katona, G. (2014) Terahertz absorption of illuminated photosynthetic reaction center solution: a signature
of photoactivation? Rsc Advances 4:25502-25509

Malik A (2004) Metal bioremediation through growing cells, Environ. Int. 30:261-278.

Marshall KC. (1992) Biofilms: an overview of bacterial adhesion, activity and control at surfaces. Am.
Soc. Microbiol. News 58: 202—-207.

Masuda S, Bauer CE (2002) AppA is a blue light photoreceptor that antipresses photosynthesis gene
expression in Rhodobacter sphaeroides. Cell 110:613-623

Mardéti P, Wraight CA (1988) Flash-induced H+ binding by bacterial photosynthetic reaction centers:
comparison of spectrometric anconductometric methods. Biochim Biophys Acta 934:314-328

Mar6ti P, Asztalos E (2012) Calculation of connectivity of photosynthetic units in intact cells of
Rhodobacter sphaeroides. In: Lu C (ed) Research for food, fuel and future—15th international conference

on photosynthesis, pp 27-31

Maroti P, Asztalos E, Sipka G (2013) Fluorescence assay for photosynthetic capacity of bacteria. Biophys
J 104(2):545a

Marialigeti Karoly, Borsodi Andrea, Felfoldi Tamas, Jager Katalin, Makk Judit, Marialigeti Karoly,
Romsics Csaba, Toth Erika, Banfi Renata, Pohner Zsuzsanna, és Vajna Balazs (2013) Bevezetés a

prokariotak vilagaba, E6tvos Lorand Tudomanyegyetem

McGrath SP, Smith S (1990) Chromium and nickel, in: B.J. Alloway (Ed.), Heavy Metals in Soils, Wiley,
New York. 125-150.

McLean J, Beveridge TJ (2001) Chromate reduction by a pseudomonad isolated from a site contaminated

with chromated copper arsenate, Appl. Environ. Microbiol. 67:1076-1084.

98



Mehta SK, Gaur JP (2005) Use of algae for removing heavy metal ions from wastewater: progress and
prospects. Crit Rev Biotechnol 25:113-152.

Menzel, Randolf (1979), "Spectral Sensitivity and Color Vision in Invertebrates”, in H. Autrum (editor),
Comparative Physiology and Evolution of Vision in Invertebrates- A: Invertebrate Photoreceptors,
Handbook of Sensory Physiology, VII/6A, New York: Springer-Verlag, 503-580.

Merz A, So M, Sheetz M (2000). "Pilus retraction powers bacterial twitching motility".
Nature.407(6800): 98-102.

Moore MD, Kaplan S (1994) Members of the family Rhodospirillaceae reduce heavy metal oxyanions to

maintain redox poise during photosynthetic growth, ASM News 60: 17-23.

Moore MD, Kaplan S (1992) Identification of intrinsic high level resistance to rareearth oxides and
oxyanions in members of the class proteobacteria: characterization of tellurite, selenite, and rhodium

sesquioxide reduction in Rhodobacter sphaeroides, J. Bacteriol. 174:1505-1514.

Mozharov AD, Shchipakin VN, Fishov IL, Evtodienko YV (1985) Changes in the composition of
membrane phospholipids during the cell-cycle of Escherichia coli. FEBS Lett 186:103-106 Murata N,
Fork DC (1975) Temperature dependence of chlorophyll a fluorescence in relation to the physical phase

of membrane lipids in algae and higher plants. Plant Physiol 56:791-796

Munoz R, Guieyss B (2006) Algal-bacterial processes for the treatment of hazardous contaminants: a
review, Water Res. 40 (15):2799-2815.

Murata N, Fork DC (1975) Temperature dependence of chlorophyll a fluorescence in relation to the

physical phase of membrane lipids in algae and higher plants. Plant Physiol 56:791-796

Niederman R (2013) Membrane development in purple photosynthetic bacteria in response to alterations

in light intensity and oxygen tension. Photosynth Res 116:333-348

Nies DH (1992) Resistance to cadmium, cobalt, zinc, and nickel in microbes, Plasmid 27:17-28.

Nies DH (1994) Microbial heavy-metal resistance, Appl. Microbiol. Biotechnol. 51:730-750.

Oh JI, Kaplan S (2000) Redox signaling: globalization of gene expression. EMBO J 19:4237-4247

Olsen JD, Sturgis JN, Westerhuis WH, Fowler GJS, Hunter CN, Robert B. (1997) Site-directed
modification of the ligands to the bacteriochlorophylls of the light-harvesting LH1 and LH2 complexes of
Rhodobacter sphaeroides. Biochemistry 36 (41):12625-12632.

Olsen JD, Tucker JD, Timney JA, Qian P, Vassilev C, Hunter CN (2008) The Organization of LH2
Complexes in Membranes from Rhodobacter sphaeroides. J Biol Chem. 283(45):30772-30779.

Overmann J and Garcia-Pichel F (2006) The Phototrophic Way of Life Prokaryotes 2:32-85.

99



Papiz Mz, Cogdell RJ, Isaacs NW (1995) Crystal structure of an integral membrane light-harvesting
complex from photosynthetic bacteria. Nature 374:517-521

Jin Hee Park; Nanthi Bolan; Mallavarapu Meghara; Ravi Naidu; Jae Woo Chung (2011). "Bacterial-
Assisted Immobilization of Lead in Soils: Implications for Remediation" (PDF). Pedologist: 162-174.

Pearson H, Schonfeld D (2003) "Lead". In Rudolph, C.D. Rudolph's Pediatrics (21st ed.). McGraw-Hill
Professional. 369.

Poole RK, Gadd GM (1989) Metals: Microbe Interactions, IRL Press, Oxford 137.

Puranik PR, Paknikar KM (1999) Biosorption of lead, cadmium, and zinc by Citrobacter strain MCM B-
181: characterization studies, Biotechnol. Prog. 15:228-237.

Qian P, Bullough PA, Hunter CN (2008) Three-dimensional reconstruction of a membrane-bending
complex: the RC-LH1-PufX core dimer of Rhodobacter sphaeroides. J Biol Chem 283:14002-14011

Ren D, Navarro B, Xu H, Yue L, Shi Q, Clapham DE (2001) A prokaryotic voltage-gated sodium
channel. Science. 294(5550):2372-5.

Rivoyre M, Ginet N, Bouyer P, Lavergne J (2010) Excitation transfer connectivity in different purple

bacteria: a theoretical and experimental study. Biochim Biophys Acta 1797:1780-1794

Roeselers G, Loosdrecht MC, Muyzer G. (2008) Phototrophic biofilms and their potential applications. J.
Appl. Phycol. 20:227-235.

Roszak AW, Howard TD, Southall J, Gardiner AT, Law CJ, Isaacs NW, Cogdell RJ (2003) Crystal
structure of the RC-LH1 core complex from Rhodopseudomonas palustris. Science 302(5652):1969-
1972.

Sener MK, Schulten K (2009) From atomic-level structure to supramolecular organization in the
photosynthetic unit of purple bacteria. In: Hunter CN, Daldal F, Thurnauer M, Beatty JT (eds) Advances
in photosynthesis and respiration: the purple phototrophic bacteria. Springer, Dordrecht, pp 275-294

Sener MK, Olsen JD, Hunter CN, Schulten K (2007) Atomic-level structural and functional model of a
bacterial photosynthetic membrane vesicle. Proc Natl Acad Sci USA 104:15723-15728

Singh A, Kuhad RC, Ward OP (2009) Biological remediation of soil: an overview of global market and

available technologies. Advances in Applied Bioremediation. Springer, Berlin, Heidelberg.

Schaefer JK, Rocks SS, Zheng W, Gu B, Liang L, Morel FMM (2011) Active transport, substrate
specificity, and methylation of Hg(l1) in anaerobic bacteria. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108: 8714-8719.

Scheuring S (2009) The supramolecular assembly of the photosynthetic apparatus of purple bacteria

investigated by high-resolution atomic force microscopy. In: Hunter CN, Daldal F, Thurnauer M, Beatty

100



JT (eds) Advances in photosynthesis and respiration: the purple phototrophic bacteria. Springer,
Dordrecht, pp 941-952

Schiering N, Kabsch W, Moore MJ, Distefano MD, Walsh CT, Pai EF (1999) Structure of the

detoxification catalyst mercuric ion reductase from Bacillus sp. strain RC607, Nature 352:168-172.

Silver S (1996) Bacterial resistances to toxic metal ions-a review, Gene 179:9-19.

Silver S, Phung LT (1996) Bacterial heavy metal resistance. New surprises, Ann. Rev. Microbiol.
50:753-789.

Sistrom WR (1962) The kinetics of the synthesis of photopigments in Rhodopseudomonas sphaeroides. J
Gen Microbiol 28:607-616

Sloof JE, Viragh A, Vanderveer A (1995) Kinetics of cadmium uptake by green-algae, Water Air Soil
Pollut. 83 (1-2):105-122.

Steunou AS, Astier C, Ouchane S (2004) Regulation of photosynthesis genes in Rubrivivax gelatinosus:

transcription factor PpsR is involved in both negative and positive control, J. Bacteriol. 186:3133-3142.

Steunou AS, Liotenberg S, Soler MN, Briandet R, Barbe V, Astier C, Ouchane S (2013) EmbRS a new
two-component system that inhibits biofilm formation and saves Rubrivivax gelatinosus from sinking.
Microbiologyopen. 2(3):431-46.

Sutherland IW (2001) The biofilm matrix - an immobilized but dynamic microbial environment. Trends
in Microbiology. 9 (5):222-227.

Sturgis JN, Niederman RA (2009) Organization and assembly of light-harvesting complexes in the purple
bacterial membrane. In: Hunter CN, Daldal F, Thurnauer M, Beatty JT (eds) Advances in photosynthesis

and respiration: the purple phototrophic bacteria. Springer, Dordrecht, pp 253-273

Szeberényi Jozsef, (2014) Molekularis sejtbiologia Dialog Campus Kiadd

Takemoto J, Lascelles J (1973) Coupling between bacteriochlorophyll and membrane protein synthesis in
Rhodopseudomonas sphaeroides. Proc Natl Acad Sci USA 70:799-803

Théraulaz F, Thomas OP (1994) Complexometric Determination of Mercury(ll) in Waters by
Spectrophotometry of its Dithizone Complex, Mikrochim. Acta 113: 53-59.

Tucker JD, Siebert CA, Escalante M, Adams PG, Olsen JD, Otto C, Stokes DJ, Hunter CN (2010)
Membrane invagination in Rhodobacter sphaeroides is initiated at curved regions of the cytoplasmic

membrane, then forms both budded and fully detached spherical vesicles. Mol Microbiol 76:833-847

Ullrich M. (1999) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Caister Academic
Press, 159-262.

101



Ullrich, Susanne; Tanton, Trevor; Abdrashitova, Svetlana (2001). "Mercury in the Aquatic Environment:
A Review of Factors Affecting Methylation". Critical Reviews in Environmental Science and
Technology. 31 (3): 241-293

Valls M, de Lorenzo V (2002) Exploiting the genetic and biochemical capacities of bacteria for the
remediation of heavy metal pollution, FEMS Microbiol. Rev. 26:327-338.

Varga AR, Staehelin LA. (1983) Spatial differentiation in photosynthetic and non-photosynthetic
membranes of Rhodopseudomonas palustris. J Bacteriol. 154(3):1414-30.

Venugopal, B. (2013). Physiologic and Chemical Basis for Metal Toxicity. Springer. 177-8

Vermeglio A, Joliot P (2014) Modulation of the redox state of quinines by light in Rhodobacter
sphaeroides under anaerobic conditions. Photosynth Res 120:237-246.

Walz T, Jamieson SJ, Bowers CM, Bullough PA, Hunter CN (1998) Projection structures of three
photosynthetic complexes from Rhodobacter sphaeroides: LH2 at 6 A, LH1 and RC-LH1 at 25 A. J Mol
Biol 282(4):833-845.

Wiener JG., Krabbenhoft DP., Heinz GH., Scheuhammer AM (2003) "Ecotoxicology of mercury,"
Chapter 16 in Hoffman, D.J., B.A. Rattner, G.A. Burton, Jr., and J. Cairns, Jr., eds., Handbook of
Ecotoxicology, 2nd edition.: Boca Raton, Florida, CRC Press, 409-463.

Vincent, JB (2015) "Is the Pharmacological Mode of Action of Chromium(lll) as a Second Messenger?".
Biological trace element research. 166 (1): 7-12.

Watt RK, Ludden PW (1999) Ni 2+ transport and accumulation in Rhodospirillum rubrum, J. Bacteriol.
181:4554-4560.

Wise S (2012) "Chromium and genomic stability”. Mutation Research/Fundamental and Molecular
Mechanisms of Mutagenesis. 733 (1-2): 78-82.

Woronowicz K, Sha D, Frese RN, Niederman RA (2011) The accumulation of the light-harvesting 2
complex during remodeling of the Rhodobacter sphaeroides intracytoplasmic membrane results in a
slowing of the electron transfer turnover rate of photochemical reaction centers. Biochemistry
50(22):4819-4829.

Woronowicz K, Olubanjo OB, Sung HC, Lamptey JL, Niederman RA (2012) The effects of protein
crowding in bacterial photosynthetic membranes on the flow of quinone redox species between the
photochemical reaction center and the ubiquinol-cytochrome c2 oxidoreductase. Photosynth Res 111(1—
2):125-138.

Woronowicz K, Harrold JW, Kay JM, Niederman RA (2013) Structural and functional proteomics of

intracytoplasmic membraneassembly in Rhodobacter sphaeroides. J Mol Microbiol Biotechnol 23:48—62

102



Wraight CA (2006) Chance and design—proton transfer in water, channels and bioenergetic proteins.
Biochim Biophys Acta 1757:886-912

Wu M, Roberts J, Kim S, Koch D, DeLisa M (2006). "Collective bacterial dynamics revealed using a
three-dimensional population-scale defocused particle tracking technique”. Appl Environ Microbiol. 72
(7): 4987-94.

Wouichet K, Zhulin IB. Origins and diversification of a complex signal transduction system in
prokaryotes. Sci. Signal.;3:ra50

Zwietering MH, Rombouts FM, van’t Riet K (1992) Comparison of definitions of the lag phase and the
exponential phase in bacterial growth. J Appl Bacteriol 72 (139-145):20.

103



