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1. Bevezetés

A beszdmoldban az OTKA tadmogatasaval — a beszamolasi id6szak alatt - szlletett
eredmények ismertetése soran az eredményeket ill. a vizsgélati szempontokat
csoportositottam. A vizsgalatok soran — az eredeti Utemtervhez képest alkalmasint kisebb
eltérésekkel — tobb feladat végrehajtdsat egyméssal péarhuzamosan végeztilk. Ezért,
valamint a jobb attekinthetdség érdekében, az eredmények ismertetése soran nem kdvetem
a kronoldgiai sorrendet.

1.1.  Eldzmények: termo-optikai szerkezetvaltozasok LHCII-tartalmu fénybegyiijté
antenna rendszerekben

A magasabb rendii n6vények egyik fontos sajatsaga, hogy képesek alkalmazkodni a kiilsé
kornyezet — mint példaul hémérséklet és fény — rovid tavl valtozasaihoz. Ezt tobbszintii
szabalyoz6 mechanizmusokon keresztiil képesek megvaldsitani, amelyek kdzott a tilakoid
membrénon bellli szerkezetvaltozdsok bizonyitottan fontos szerepet jatszanak. A
szerkezetvaltozasok ill. a szabalyozé mechanizmusok egy jelent6s része a masodik
fotokémiai rendszer (PSII) klorofill a/b fénybegyiijt6é komplexének, az G.n. LHCII,
részvetelével zajlik. Ezek egy jelentés része — mér a munka megkezdésekor is jol ismert
volt és az irodalomban részletes jellemzése rendelkezéstinkre allt.

Az irodalomban leirt rovid tava regulaldé mechanizmusok mindegyike valamilyen médon
Osszefluiggésbe volt hozhatd a fotoszintetikus apparatus fotokémiai aktivitdsaval. Erre
példa az u.n. energia-fiiggé nem fotokémiai kioltas (NPQ, ill. gE), amely a Kklorofill- a
(Kl-a) szinglet gerjesztési allapoténak kioltasa révén egyfajta fotoprotektios szerepet tolt
be. Ez fligg a transzmembran pH grédiens (ApH) felépllésétsl és a (szintén ApH-fiiggd)
xantofill ciklus mitkodésétél (Horton és mtsai 1996) valamint a PsbS protein jelenlétével
is (Li és mtsai 2009). Ez a folyamat nyilvdnval6an kozvetlendl - ill. a fotoszintetikus
elektron ill. proton transzport mitkodésén keresztiil - fiigg a fotokémiai aktivitastol, ami
magas fényen telitddik. Hasonloképpen, a foszforilacio is, amely az LHCIl és més
membrénproteinek foszforilacidjat szabalyozza és ezzel befoly4solja a két fotokémiai
rendszer gerjesztési energia ellatdsat, - redox-regulalt kindzok és foszfatdzok
kozbeiktatadsaval — kozvetlenul fligg a rendszer fotokémiai aktivitasatol (Allen és mtsai
2001). Ezekkel szemben — amint azt tobb munkaban kimutattuk, majd kés6bb masok is
beszamoltak hasonld jelenségekrél — a projekt megkezdése elott is egyre tobb kisérleti
bizonyiték allt rendelkezéstinkre, amik azt mutattdk, hogy a fotokémiai rendszer telitése
feletti tartoméanyban, a beesd fény intenzitdsaval aranyos szerkezetvaltozasok
kovetkeznek be. Ezek egy része a fotokémiai aktivitds gatlasa mellett is megfigyelhetd
volt. Kulénos figyelmet érdemelnek azok a korabban nem ismert fény indukalt
reverzibilis valtozasok, amik izolalt LHCII komplexeken voltak megfigyelhet6k (1. abra)



1'1 [ T T T T T
20
,g_ 1.0F .
- 15 L

E L
8
o - -
2 09 0l
S |
o
2 o8t 5
o
-(3 L

0,7k 0 ‘ ‘

! — — 0 200 400 600
0 200 400 600 800
Time. sec Light intensity, W/m?

1. 4bra

Ezek részletes targyalasat itt mell6zom; a legfontosabb — a termo-optikai mechanizmus
felismeréséhez vezeté eredmények megtalalhatok korabbi kézleményeinkben (Garab és
mtsai 1988, Barzda és mtsai 1996, Istokovics és mtsai 1997, Simidjiev és mtsai 1998).

A termo-optikai effektust ill. a szerkezetvaltoz&sok termo-optikai mechanismusét — a
terminologiat, tobb analégia alapjan folyadékkristlyos irodalombol kdlcsondzve
(Janossy, 1991) — részletesen, egy egyszeriit modellt hasznalva, el6szor 2000-ben irtuk le,
majd a kovetkezé években részletesebben is jellemeztiik. Korabbi munkainkban
granumos  kloroplasztiszokban  meghatéroztuk a termo-optikailag indukalhatd
szerkezetvaltozasok sorrendjét — a tapadt membréanok szétvalasat, a kirdlisan szervezett
termikus és fény-indukalt jellemz6it (Cseh és mtsai 2000, Garab és mtsai 2002,
Dobrikova és mtsai 2003), ill. a javasolt fizikai mechanizmussal 6sszhangban 1évé nem-
Arrhenius-i hémérsékletfiiggést (Cseh és mtsai 2005).

Az éltalunk javasolt biologai termo-optikai mechanizmus lényege a kovetkez6képpen
foglalhatd Ossze: a gerjesztési energia disszipacidja lokalis hécsomagokat kelt a
disszipacié helyén, amely — jollehet nagyon gyorsan (<~ 100 ps) szétterul, elemi
szerkezetvaltozésokat (&tmeneteket, Ai-Az, Az-As) okozhat, ha a disszipacié kozvetlen
kornyezetében talalhatd egy termikus atmenetre képes szerkezeti elem (2. dbra) .

A hé-indukélta szerkezetvaltozast
tehat ily modon a fényenergia
keltette lokalis hdé indukdlja - i
értelemszertien kizarolag a
disszipacié helyén, ellentétben a
termikusan létrehozhatd, a teljes
rendszerre kiterjedt és
(valosziniileg)  ezért  altalaban v s
irreverzibilis valtoz&sokkal. Fény- K, »
indukci6 esetén a ho/disszipacio
indukalta  valtozasok  lokalisak 2 4abra

maradnak; detektaldsuk kumulativ indukcidjuk révén lehetséges. A valtozasok
reverzibilitdsa, nem tulsdgosan erételjes és nem-tulsagosan hosszantarté kezelést
kovetden, széles tartomanyban megfigyelhetd. Ugyanakkor, a kétféle modon eldidézett
véltozasok karaktere — ahogy azt spektroszkopiai (elsésorban CD, cirkularis dikroizmus)
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adatok jelzik - lényegében megegyezik. Erre alapozva, a termo-optikailag indukalhatd
valtozasok keresése soran elszor a termikus instabilitasra utalé jeleket kerestink,
pontosabban olyan hémérsékleti atmeneteket, amik a denaturacios homérséklet alatti
tartoméanyban jatszodnak le és amelyek specifikus atrendez6désekhez rendelhetok (pl.
trimér-monomer atmenet, vagy a kiralis makrodomének felbomlasa); ezt kovetben
vizsgéaltuk ill. vizsgaljuk, hogy ugyanazon atmenetek fénnyel is kivalthatok-e és kell6en
specifikusak.

1.2.  Ceélkitiizések

A palydzat f6 célkitiizése az volt, hogy feltirja a termo-optikai szerkezetvaltozasok
fizikai-molekularis mechanizmusanak részleteit, a szerkezetvaltozasok pontos természetét
¢és fiziologiai jelent6ségét. Célunk volt annak a vizsgalata is, hogy a magasabbrendii
novények f6 fénybegyljté komplexein (LHCII) kiviil milyen mas egységekben ill.
fotoszintetikus szervezetekben mutathato ki hasonld eredetli szerkezetvaltozas. Kutatasi
feladatul tiztlk ki a vizsgalatba vont szerkezetek feltarasat ill. pontosabb leirdsat is.
Specialis mérési modszerek bevezetését ill. egyes stressz koriilmények tanulmanyozasat
azért tartottuk fontosnak, mert ezek segitségével azonosithatjuk a termo-optikai
vélaszreakcidkat és/vagy jobban megérthetjiuk azok élettani szerepét.

2. Termo-optikai szerkezetvaltozadsok mas fotoszintetikus rendszerekben

Korabbi vizsgalataink soran termo-optikai szerkezetvéltozasokat LHCII-tartalmd
rendszerekben, magasabbrendii novények izolalt, granumos kloroplasztiszaiban és
azokbdl izoldlt LHCII preparatimukon mutattunk ki (v.0 Cseh és mtsai 2005 és
referencidi). Annak elddntésére, hogy ez a (kordbban nem ismert) fotofizikai
mechanizmus, ill. a termo-optikai effektus vagy termo-optikai eredetli szerkezetvaltozas
el6fordul-e méas antenna-rendszerekben, ill. kimutathatd-e esetleg fotokémiai aktivitast is
mutat6 fotoszintetikus rendszereken, az alabb ismertetendd vizsgalatokat végeztiik.

2.1. Cianobakterialis antenna: a fikobiliszomadt érinté valtozasok

Cianobaktériumokban a f6 fénybegylijt6 komplex a fikobiliszoma (PBS), ami egy a
tilakoid membranhoz (annak sztroéma oldaldhoz) csatolt nagy méretii multimér protein
komplex. A PBS-k rendezett mddon helyezkednek el a membran felszinén és egy-egy
egység (nagy méretének koszonhetden) tobb PSII reakcidécentrumot is képes gerjesztési
energiaval ellatni. A magasabbrendli novényekhez hasonléan (Horton és mtsai 2005), a
cianobaktériumok is képesek fénybegyiijté rendszerikk miikkodését a kdrnyezeti tényezok
(hdmérséklet, fényintenzitas) fliggvényében finom-hangolni, amire tobb javasolt
mechanizmus ill. modell talalhaté az irodalomban: az in OCP protein segitségével torténd
kioltasi mechanizmus (Rakhimberdieva és mtsai 2004, Wilson és mtsai 2006), a PBS
mobilitaséra alapulé6 modellek (Mullineaux és mtsai 1997, Sarcina és mtsai 2001), és a
PBS-k energetikai lekapcsolodasa a membranrdl ill. a Kl-a-r6l (Schreiber, 1980). Ez utdbbi
modellek mindegyike a PBS bizonyos foku fizikai leszakadasét ill. levalasat feltételezik.

Vizsgélataink soran Synechocystis PCC 6803 és (a termotolerans) Thermosynechococcus
elongatus cianobaktériumokat hasznalva — abszorpcios és fluoreszcencia spektroszkopiai



maddszerekkel - tanulmanyoztuk a leszakadas hdmérséklet-fuiggését (20 és 80 °C kozott) ill.
azt, hogy az eldidézhet6-e (ill. milyen koriilmények kozott idézhetd elé) magas
fényintenzitasi megvilagitassal (fiziologiai hdmérsékleten, 10 min — 3 6ra, 600 — 7 500
umol foton m? s foton flux denzitdsi (PFD) fehér vagy széles savi monokromatikus
megvilagitas mellett).

Az abszorpciés spektrumok tanusaga szerint 1500
umol foton m? s PFD mellett még 3 6ra utan sem,
ill. 7500 pmol foton m? s PFD mellett 1 6ra utan
sem alakult ki jelentds pigment lebomlas
(Synechocystis, 25 °C-on nevelt sejtek), ami jol
mutatja ezen sejtek nagy mértékii tolerancidjat magas
fénnyel szemben. Hé-stabilitdsukat pedig az jelzi,
hogy az antenna komplexek 60 °C-ig nem mutattak —
abszorpcidval kimutathaté valtozast. Ezzel szemben,
amint azt a szobahdmérsékltii fluoreszcencia merések
jelezték, 564 nm-es gerjesztés mellett (a PBS
dominéns abszorpcidja) a hékezelt sejtek fokozatosan
50 °C and 60 °C kozott -elveszitik hosszl
hullamhosszu emisszidjukat, jelezve a PBS és a Kl-a L g
kozotti energiadtadasi folyamatok sériilését ésivagy — °f T
megszakadasat (3. abra). Ugyanakkor, 435 nm-es 600 625 650 675 70 75 780
. . , , Wavelength (nm)
(direkt Kl-a) gerjesztés mellett ebben a tartomanyban
Iényegi valtozds nem kdvetkezett be. 3.6s4. abra
Amint azt a 4. dbra mutatja, viszonylag gyenge (de a
nevelési fényintenzitasnal erésebb) megvilagitis (600 pmol foton m? s* PFD) nagyon
hasonl6 hatast valt ki. Ez ersen valdsziniisiti a termo-optikai mechanizmus fellépését —
amivel a gerjesztési energia reakcidcentrumok felé vandorldsa igy megszakithaté vagy
legaldbbis gatolhat6. Osszehasonlité vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a
leszakadasért felelds disszipacid a
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2.2. Kovamoszatok antenna- és membranrendszerének  szerkezete  és
szerkezetvaltozasai

Cirkuléris dikroizmus (CD) spektroszképia segitsegevel karakterizaltuk a pigment-
pigment kolcsonhatasokat kiillonbozé szervezddési szinteken Phaeodactylum tricornutum
kovamoszatok mintdkon: egész sejteken, izolalt tilakoid membrénokon és izolalt
fotoszintetikus fénybegylijté pigment-protein antenna (fukoxantin-klorofill protein, FCP)
komplexeken (6. abra). Megallapitottuk, hogy egész sejtekben erés CD sav figyelheté meg
(+) 698 nm kornyékén, mely differencialis fényszoréssal tarsul. Ez a sav psi (polimer és so-
indukalta) tipusu jellegzetességeket mutat. A sejtek CD spektrumaban tovabba megfigyeltiink
sdvokat (-)679 nm, (+)445 nm és (-)470 nm-nél is, melyek jelen voltak izolalt tilakoid
membranokban és FCP komplexekben is. A (+)445 nm és (-)470 nm-nél talalhatd s&vpér
exciton CD jelnek tekinthetd és a fukoxantin (Fx) és klorofill a és ¢ pigmentekbdl ered, mig a
(-)679 nm-es sav valosziniileg egy er6s, indukalt intrinzikus CD jel. Megfigyeltiik, hogy a
sejtekben azonositott (+)698 nm-es CD sav intenzitasa reverzibilisen valtozott erés fénnyel
torténé megvilagitas hatasara, mig a tobbi CD sav intenzitdsa nem, vagy alig véltozott (6b.
abra). Hasonlo valtozasokat figyeltiink meg hdkezelés hatasara (6¢. dbra), illetve a kozeg
ozmotikus nyoméasanak véltoztatésa esetén is (6d. abra).

0,0010
0.0008 (b)

intakt sejtek

—— sitét

fffff izolalt tilakoid - . fény
fény-sotét

izoldlt FCP

0,0005 0.,0004

o 0,0000 o
(@] O
-0,0004
-0,0005 4
-0,0008
-0,0010 T T T T T T
T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750 400 450 500 550 600 650 700 750
Hullamhossz (nm) Hullamhossz (nm)
0,0010
0.0006 4 kontrall
(d) - ---200 mM sorbitol
0.0004 4 - - 400 mM sorbital
—— 600 mM sorbitol
S T T T A W 0 mM sorbitol
o e e
o 0.0000
[&]

-0,0005 4

'00010 T T T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750
Hullamhossz (hm)

EEIU Bﬁlﬂ ?[50 ?2|[] Tiﬂ
Hullamhossz (nm)
6. abra

Izolalt tilakoid membranok esetén a (+)698 nm-es sav (mely eltlint a sejtek feltorésének

V4

tipusi CD sav visszadllitasa jol korrelalt a fotoszintetikus elektrontranszport hatékonysagara



utalo paraméterek, a PSII maximélis kvantumhatésfokanak (Fv/Fm) és a nem-fotokémiai
kioltas mértékének (NPQ) emelkedésével. Az eredményekbdl arra kovetkeztettlink, hogy az
FCP komplexek kiralis makro-szervez6dése megvalosul intakt sejtekben, ahol a tilakoidok
multilamellaris rendszerben rendezddnek el, izolalt tilakoid membranokban azonban ez a
hosszii tavi szervez6dés — szemben a magasabbrendii ndvények izolalt tilakoid
membranjaival — sokkal kevésbé figyelhetd meg. A komplexek makro-szervezédése a
sejtekben reverzibilis valtozasokat mutat a kiilonb6z6 kornyezeti tényezok hatasara, ebbdl
kovetkezdleg ez a rendezettség egy dinamikus rendszert biztosithat a fényenergia
hasznositasdban és a fotoprotekcidban fontos folyamatok szaméara kovamoszatokban.

Egész P. tricornutum sejteken elvégzett elektrokrom abszorpcidvaltozas-mérésekkel
kimutattuk, hogy a Fx molekuldk egy csoportja igen érzékeny a transzmembréan elektromos
térre — erre utal a 560 nm kornyékén megfigyelhetd igen erGs abszorpcid tranziens, mig a
rovidebb  hulldmhosszon elnyelé  Fx

molekulak csak sokkal kisebb abszorpcio 0,010-
tranzienseket mutatnak 515 nm kérnyékén. 510nm | , 560nm
Ezek alapjan két f& Fx molekula-csoport |
jelenlétére  kovetkeztethettlink, — melyet
aldtdmasztottak korabbi, Stark-
spektroszkdpiaval elvégzett mérések izolalt
FCP komplexeken (Premvardhan és mtsai
2008). Megéllapitottuk, hogy a magas és
alacsony fenyintenzitdsokon novesztett
kovamoszat sejtek jelentdsen kiillonboznek -0,005-
a térre érzékeny Fx  molekuldk
mennyiségeben (7. &bra).
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mérések is aldtamasztottak az Fx molekulak 7. abra

heterogenitasat; noha mindkét f6 Fx csoport igen hatékony gerjesztési energiatraszfert
mutatott a kl a molekulakra, a vordseltolodott forma inkabb a PSII-t taplalta energiaval a PSI-
el szemben, mig a rovidebb hullamhosszi forma esetén ennek a forditottja igaz. Lineéris
dikroizmus (LD) spektroszkopiai mérésekkel megallapitottuk, hogy a két f6 Fx forma
membranban torténd orientacidja is kiillonbozik. Hasonld eredményeket kaptunk egy mésik
kovamoszat faj (Cyclotella meneghiniana) esetén is, ami arra utal, hogy a Fx és a FCP
szerkezeti és funkcionalis heterogenitasa altalanos jelenség kovamoszatokban.

Egyiittmiikddésben a Lipcsei Egyetem Novényélettani Tanszékével elvégeztiik izolalt FCP
komplexek kiillonb6z6 oligomerizaciés allapotainak biokémiai és  spektroszkopiai
karakterizdlasat is. Megéallapitottuk, hogy az FCP komplexek magasabb oligomerizacios
allapotdban a pigmentek hatékonyabb gerjesztési energiatranszfert mutatnak, valamint a
pigmentek kozotti exciton kodlesonhatasok is erdsebbek. Ezért az oligomer allapota FCP
komplex reprezentalhatja a nativ tilakoid membranokban jelenlevé antennaszervezodést

Vonatkozé folydirat kdzlemények: Lepetit és mtsai 2007 Biochemistry, Szabd és mtsai 2008
Photosynth Res, Szab6 és mtsai 2010 Chem Phys

2.3. Szerkezetvaltozdasok az elso fotokémiai rendszer (PSI) fénybegyiijté
antenna szervezodésében



A fotoszintézis fényhez kapcsolddo folyamatai a tilakoid membranokhoz kotottek, melyeknek
az egyik f6 komponense az I. fotokémiai rendszer (PSI) és az ehhez kapcsoldédo fénybegyiijto
komplex (antenna komplex vagy LHCI). A PSI kristalyos szerkezete ismert (Ben-Shem és
mtsai, 2003). A PSI core kdzponti részét egy heterodimer protein komplex, a PsaA,B alkotja.
A PSI disztélis antennaja az LHCI, melyet négyféle klorofill a/b-protein épiti fel (Lhcal-4) és

asszimerikusan (félhold alakdan) kapcsolodik

a core-hoz (8. dbra).
. Amig PSII és az ahhoz kapcsol6dd antenna

(LHCII) szerkezete és funkcidja jol ismert
(flexibilitdisa ~ révén  tobb regulacios
o folyamatban vesz részt), addig a PSI-LHCI
szuperkomplex szerkezet-funkcié kapcsolata
PsaA/B sokkal kevésbé ismert. Egy koézelmdltban
megjelent tanulmény szerint az LHCI is részt
vesz fotoprotekciés mechanizmusokban az
altal, hogy hosszabb ideig tar6 megvilagitas
soran ledisszocial a PSI core-rol (Alboresi és

é}* mtsai, 2009). Levleken végzett hdstressz

Ny viszgalatok szerint, hasonld disszociacios

ol folyamatok jatszodnak le hé hatasara (Lipova

Lheag e és mtsai, 2010). Ezek az adatok az sugalljék,
8. dbra hogy a PSI-LHCI szuperkomplexek szintén

résztvesznek a regulécios folyamatokban.

Munkank soran izolalt, PSI-ben dus sztréma tilakoid membanokon és izolalt PSI-LHCI
szuperkomplexeken kerestiink valaszt a h6-és fény indukalta PSI reorganizaciojara, regulacios
folyamataira.

Izolalt sztroma membrénokon cirkuléris dikroizmus (CD) es differencial péasztazo
kalorimetria (DSC) méréseket végeztiink. A DSC adatok alapjan négy hémérsékleti atmenetet
figyeltink meg. A CD és a DSC mérések eredményibdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy

rrrrrrrrrr
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disszociacio kifejezettebb, mint a hé indukalta LHCI disszociacio. Ezeket az eredményeket
kozlésre elokészitettiik. (Krumova, Varkonyi, Kovacs, Lambrev, Todinova, Busheva, Taneva
és Garab: Heat- and light-induced detachment of the light-harvesting antennae of photosystem
I.) Adataink jol Gsszeegyeztetheték a ,,biztonsagi szelep” hipotézissel (Alboresi és mtsai,
2009).

Izolalt PSI-LHCI szuperkomplexeken CD, mély hémérsékletii (77K) fluoreszcencia, P700 és
Western-blott méréseket végeztiink. A mintékat 10 percig kezeltik sotétben 4-90 °C kozott, a
fénykezelés soran 2000 foton m? s PFD megvilagitast alkalmaztunk. A CD és 77K
fluoreszcencia mérések eredményei alapjan megallapittottuk, hogy 50 °C-on a PSI-LHCI
ugyanakkor ezen a hdmérsékleten még nem kovetkezik be a PSI denaturacidja. Hasonlé LHCI
disszociéciot figyelhettiink meg a PSI core-r6l a fénykezelés soran is azzal a kiillonbséggel,
hogy a kezelés soran feofitinizaciot is megfigyeltink.

Annak elddntésére, hogy az Lhcal-4 klrorofill-protein komplexek milyen sorrendben valnak
le Western-blott analizist végeztink. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a



leggyorsabban illetve els6ként az Lhcal komplex disszocial le a PSI core-rol. Mig az Lhca3
magas hmérsékleteken és csak részlegesen valik le (9. dbra).

soc 1 BEE A P700 oxidacios kinetika lassulasa jol tukrozi a PSI
37:. abszorbcids hataskeresztmetszetének csokkenését ami az

2 - -

1 antenna komplexek levalasanak kovetkezménye, majd pedig

=) 5 a PSI fokozatos k&rosodasat jelzi (10. abra).

P700"
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10. abra

2.4. A masodik fotokémiai rendszer (PSII) reakcidcentrum komplexét és
oxigénfejlesztd komplexét (OEC) érinto viltozdasok

A termo-optikai szerkezetvaltozasok kimutatasara elsdsorban az antennakomplexekben
van jo esély. Ezekben a komplexekben ugyanis konnyen ellendrizhetd, hogy fotokémiai
reakciok nem jatszanak szerepet. A termo-optikai effektus ismertetése soran (kulfoldi
konferencidkon és intézeti szeminarium el6adasokon) gyakorta felmerilt az a kérdés,
hogy vajon szerepet jatszhat-e ez az effektus a fotokémiai reakcidcentrumok vagy ahhoz
kapcsolodd egységek reverzibilis vagy irreverzibilis valtozasaiban is. Jollehet ezekre a
kérdésekre — a megkezdett kutatdsok eredményei alapjan — nem tudunk hatarozott valaszt
adni, roviden ismertetem az ebben az irdnyban tett lépéseinket és eredmeényeinket,
melyek mindazonaltal mas vonatkozasban is érdeklédésre tarthatnak szamot.

A fotoszintetikus fotokémiai reakcidcentrumok koziil elsésorban a PSII tart szamot
érdeklddésre. Jol ismert, hogy ez a reakcidcentrum hdstabilitasa viszonylag alacsony
homérsékleten, 40 °C folott, konnyen inaktivalhaté; magas fényen pedig ez a
fotoinhibicid primér targetje. Ezért konnyen elképzelhetd, hogy a — fotoszintetikusan
hasznosulni nem képes, folos ("excess’) gerjesztési energia disszipacioja, ami a toltések
rekombinacidja sordn keletkezik, hozzajarul a reakcidcentrum kérositasahoz.
Természetesen, nem feledkezhetlink meg a reaktiv oxigén szpecieszek (ROS) ismert



szerepér6l sem (Melis TIPS 1999). Mindazonaltal, a kozvetlen héhatas szerepe sem
zarhatdé ki — mar csak a hémérséklet okozta karosodas miatt sem. A PSII
reakciocentrumnal is érzékenyebb a hozza kapcsoloddé Mn-tartalmu vizbont6d rendszer
(OEC), amely (magasabbrendli novényekben) mar 40 °C kornyékén szétesik. Hasonld
maodon, rendkivil érzékeny ez a komplex - a Mn komplex magas UV abszorpci6ja miatt -
UV-B indukalta Gn. donor-oldali fotoinhibiciora (Zsiros és mtsai 2006, Hakala és mtsai
2005).

Vizsgélataink soran alapvetden harom kiilonb6z6 megkozelitést alkalmaztunk. HO
impulzusokkal (késébb hdstressz koriilmények kozott) inaktivaltuk az  OEC-t.
Kimutattuk, hogy az OEC teljes inaktivalasat kovetden is jelen van egy nagy méretli
elektron donor *pool’, amit kés6bb aszkorbatként azonositottunk €s kimutattuk, hogy ez a
PSII reakcidocentrumok hatékony elektron donoraként tud miikddni, ami (amint azt még
nem kozolt eredményeink mutatjik) késlelteti a donor oldali fénygatlas fellepesét ill. a
PSII reakciocentrum inaktivalodasat.

Egy mésik megkozelitésben (amit Norio Murata-val egyiittmiikodésben végeztiink, de
kozlemény egyelore nem sziiletett beléle) kiillonb6z6 cianobakterialis OEC protein
mutdnsokat vizsgaltunk, amikben — méréseink egyértelmiien igazoltdk — a termikus
instabilitds szoros 0Osszefliggést mutatott a fény-instabilitdssal. Ezek a kisérletek
(inkonklaziv voltuk mellett is — ennek részletes taglalastdl eltekintek) arra batoritanak
benniinket, hogy a termo-optikai hatdsmechanizmus legaléabbis figyelmet és részletesebb
viszgélatot érdemel, amin tovabb dolgozunk.

A harmadik megkdzelitésben a PSII reakciocentrum — fluoreszcencia indukcids kinetikéval
detektalhaté — konformécid-valtozasait tanulmanyozzuk (Alfred Holzwarth és Gert
Schansker kozremiikodésével). Ez esetben sem taldltunk egyértelmli bizonyitékot a
termo-optikai effektus fellépésére, de kizérni itt sem tudtuk, hogy a tranziens elektromos
tér hatdsa mellett szamolni kell a disszipacié okozta termikus tranziensek jelenlétével is.
Ez a projekt részet képezi — ill. elvezetett — egy Gert Schansker altal elnyert projekthez.
Bejové Mobilitas NKTH-OTKA-EU 7KP (Marie Curie akcidk) altal kozdsen
finanszirozott *"MOBILITAS’ palyazat (HUMAN-MBO08) részeként: MB08-B 82403
»Fényindukalt konformacidvaltozasok a masodik fotokémiai rendszer
reakciocentrumaban és kdvetkezményei az in vivo klorofill a fluoreszcencia tranziensekre
értelmezeésére” cimmel.) Az elézetes eredményeket tobb rangos nemzetkdzi konferencian
bemutattuk ill. bemutatjuk — a kézlemény jelenleg elokésziileti fazisban van (Schansker
G, Kovacs L, Toth Sz, Javorfi T, Holzwarth AR, Garab G (2010) A light-driven
conformational change in photosystem Il reaction centers affects the fluorescence yield
and determines part of the fluorescence rise. In preparation).

Vonatkoz6 folyoiratcikk kdzlemények: Toth és mtsai 2007 BBA — Bioenergetics, Toth és
mtsai 2009 Plant Physiol

3. Szerkezeti hattér

A szerkezetvéltozasok termeszetének feltardsahoz szilkség van a szerkezet lehetdleg
minél pontosabb ismeretére. Ebben az irdnyban is tobb vizsgéalatot folytattunk —
kiilonb6z6 modszerekkel, koztiik elektron mikroszkopiaval (EM), elektron tomogréafiaval
(ETM), pésztdz6 transzmisszios EM-al (STEM), kisszogli szords technikakkal és
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kiilonbozé spektroszkopiai modszerekkel, mely viszgalatok a hierarchikusan felépitett
szerkezetek kiilonb6z6 szervezettségi szinteir6l nytjtanak informaciot.

Valamennyi szerkezet vizsgalatdban hasznaltuk a CD és LD (linearis dikroizmus)
spektroszkdpia modszerét. A szerkezetvizsgalatokban, kiillondsen anizotrép bioldgiai
szerkezetek feltirdsdban, igy a kloroplasztiszok erés kettdstorésének feltarasaban is,
hasznaltuk a DP-LSM md&dszerét, ami hasznalhatd tobbek kdzott cirkularisan polaros
luminszcencia (CPL) vagy fluoreszcencia detektéalt lineéris dikroizmus (FDLD)
leképezésekben is. A differenciél-polarizacios lézersugarpéasztazdé mikroszkép (DP-LSM)
berendezést ill. a DP kiegészté egységet szabadalmi eljaras ala vontuk.

Vonatkoz6 folydiratkdzlemények: Steinbach és mtsai 2008, Cytometry, Gombos és mtsai
2008 Cytometry, Steinbach és mtsai 2009 Acta Histochem, Steinbach és mtsai 2010 J.
Fluor

Szabadalmi bejelentés: Garab és Pomozi 2007 P0700635

3.1. A granumos kloroplasztisz 3D membranszerkezete és belsd szervezddése

Korabbi viszgélataink — elsésorban CD spektroszképiai modszerekkel, biokémiai
analitikai és EM segitségével (Barzda és mtsai 1994, Simidjiev és mtsai 1997, 2000)
valamint DP-LSM (kett6storés) leképezéssel (Garab és mtsai 2005) - megmutattuk, hogy
a granumos tilakoid membranok és az LHCII lamelléris aggregatumai magas foku
rendezettséget mutatd Kkiralisan szervezett makrodomeéneket tartalmaznak (Garab és
Mustardy 1999); kvazi-kristalyos szerkezeti részek kimutatasival hasonl6 kovetkeztetésre
jutottak fejlett EM technikdk alkalmazasaval is (Dekker és Boekema 2005).
Spektroszkopiai vizsgalataink, az EM-mel szemben, megengedik, hogy ezen szerkezetek
flexibilitasat és dinamikus szerkezetét is vizsgalni tudjuk (v.0 Garab és van Amerongen
2009 és referencidi). A spektroszkdpiai sajatsagok fontosak a 3-dimenzids
membréanszerkezet megeértéséhez is, A membranszerkezet - ’state-of-the-art’ all&sa
szerinti - modelljét 2003-ban publikaltuk (Mustardy és Garab 2003). Ennek értelmében a
granumokban a lapos, egymashoz tapadd zart vezikulum membranok multilamellaris
rendszerét, sztroma tilakoidok
veszik kordl helikalis rendben.
Osszekottetéseket és a membran
rendszer és a belsd vizes fazis
folytonossagat a marginalis régiok
nyilasai biztositjadk (11. &bra). A
modell felulvizsgalatat — Kiderdlt,
finomitdsat — Ujabb modellek
megjelenése tette sziikségesse.
(Shimoni és mtsai 2005).
Megjegyzendd, hogy ez a
kérdéskor, a grdnumos
kloroplasztiszok tilakoid
membréanrendszerének
szervezOdése ~ Onmagaban s
figyelmet érdemel, hiszen ez a
szerkezet — bér az evollcio egy viszonylag kései, ’minddssze’ néhany szaz millio éves

11. abra
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terméke, de - rendkivul sikeres terméke, amely szinte kivétel nélkil valamennyi
magasabbrendi névény leveleiben megtalalhato. Ezért a granumos tilakoid membran
szerkezet a Bioszféra legelterjedtebb - de egydttal minden bizonnyal az egyik
legbonyolultabb - haromdimenziés membranrendszere. Ennek megismerése alapvetd
fontossagu a fotoszintetikus fényenergiahasznositas mechanizmusainak megeértéséhez, és
nelkilozhetetlen a termo-optikai szerkezetvaltoz&sok értelmezéséhez is.

Elektron tomografias vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a korabban javasolt helikalis

modell alapvetd szerkezeti elemei helytalloak, bar a helicitas kozel sem olyan szabalyos

és periodikus, mint ahogy azt korabban hitték/hittlik (12. abra).
' 150 nm' . -

12. dbra

A kozleményben részletesen kifejtett kvazi-helikalis modell kielégité magyarazatot ad a
szerkezet Onszervez6dd kialakulasara is. Ehhez figyelembe kell venni (i) az LHCII és
PSII komplexek makrodomén-szervez6d6 képességét (ami a két fotoszisztéma lateralis
szétvalasztasanak is alapja), (ii) ezen domének hajlandésagat Osszetapadasra (ami
kedvez0, sztroma oldalon viszonylag lapos, egymashoz jol illeszthetd szerkezetiiknek is
koszonhetd), tovabba (iii) a tilakoid membranok fuzios keépességét (ami dsszefligg azzal a
sajatsagukkal, hogy nagy mennyiségben tartalmaznak an nem-lamella-képz6 lipideket — I.
3.3).

A grdnumos szerkezet flexibilitdsanak, fényindukalt szerkezetvaltozasainak és altalaban
dinamikus sajatsagainak megeértésében sok segitséget nyudjthatnak — a projekt keretei
kozott megkezdett — kisszogili neutron szoras vizsgalataink is. Ezek jelenleg adatgyiijtési
fazisban vannak ill. eredményeink tobb nemzetkozi konferencian mar elézetes formaban
bemutatasra kertltek (pl. Nagy, Kovacs, Lambrev, Miloslavina, Székely, Porcar, Callow,.
Holm, K. Kirkensgaard, Rosta, Peters, Posselt, Garab: Structure and flexibility of
thylakoid membranes in plants and in algal cells revealed by small angle neutron
scattering, 2010, Tianjin, Kina). Ezeknek a vizsgélatoknak a folytatdséra és
kiterjesztésére nyljt médot az NKTH-OTKA “Onszervezddd lamellaris molekularis
szerkezetek strukturaja és dinamikai sajatsagai” c. palyazatunk (CNK 80345).

12



Vonatkoz6 folydiratcikkek: Mustardy és mtsai 2008 The Plant Cell, Garab és Mannella
2008 The Plant Cell.

3.2. Az LHCII in vivo és in vitro szerkezetei; rekonstitualt komplexek

Amint azt a grdnumos szerkezettel dsszefliggésben megjegyeztem (. 3.1.) az izolalt
LHCII aggregatumai a granumos szerkezethez hasonlé multilamellaris szerkezeteket
vesznek fol, amelyek spektrélis sajatsdgaikban is nagyon hasonlitanak a granumos
szerkezetekhez. Tovabbi nagyon fontos hasonlésaguk szerkezeti flexibilitasuk ill.
képességlik termo-optikai szerkezetvaltozasokra (Holm és mtsai 2005, Cseh és mtsai
2005 és referenciaik). A spektralis sajatsagok legmarkansabb hasonlésdga az Un psi-
tipusi CD jel jelenléte. Ennek pontosabb eredetét szerettilk volna feltarni. Szdmos
viszgélati eredménylink van, melyek azonban a projekt keretein nem voltak lezarhatok.
Pl. STEM segitségével is sikerilt kimutatnunk a multilamellaritas 1étét és azonositanunk
periddikus struktarék jelenlétét

ey, ezt elemelt (31 HEIL microcrystals (STEM)
Ezeket az eredményeket a %y L
soron kovetkezd Light
Harvesting Antenna
konferencian  mutatjuk  be
(Tianjin, Kina 2010. augusztus
18-22: Miloslavina,. Lambrev,
Kovacs, Varkonyi, Javorfi,
Wall, Hind, Garab. Magnetic
CD and CD of oriented <. : ! =
thylakoids and LHCII L R o o Doricds1Za2034
samples). Ezen eredmények

alapjan j6 okkal hisszik,

o stance=724.98 A Angle= 24.44

hogy (Norbert Krauss-tol, LHCII
London, kapott) — microcrystals and — lamellae
mikrokristalyokon, azaz .

sokkal jobban definialhato
anyagon, hasonl6  CD
eredmények nyerheték és
akkor a kozel atomi o.0ees
szerkezetii struktira (Liu és 0005
mtsai 2004) segitségével a
psi-tipusi CD eredete -
elsoként az ilyen
aggregadtumok  kozul - 0.0020
meghatarozhatdva valik. 00025
Mivel a psi tipust CD o, - -
szamos magasan szervezett nm
rendszer sajatja (Tinoco és 13. 4bra

mtsai 1987), és mert ezen a

szerkezeti szinten szamos élettanilag fontos atrendez6dés mehet végbe (pl. sejtmagokban,
protein aggregatumokban, granumos kloroplasztiszokban), a spektralis paraméterek
pontos szerkezethez rendelése nagyon fontos elérelépés lenne. A feladat megoldasa vagy

lamellae
microcrystals
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legaldbbis pontosabb megkozelité megoldasa lehetdvé valik az OTKA CNK projekt
keretei kozott.

Rekonstitucios kisérleteink LHCII-n tébb szempontbdl érdekesek. Ezzel a modszerrel
jobban definialt komplexek hozhat6k létre — ui. egyébként, természetes korulmények
kodzott az LHCII trimérek heterogén természetiiek. Masfel6l, ilyen modon allithatok eld in
vitro LHCII mutansok ¢€s pigment Osszetételben kiilonb6zo komplexek. Az igy
eléallithatd komplexek vizsgalata fényt derithet arra is, hogy milyen tényezok
befolydsoljak a trimérek hémérsékleti- és fény-stabilitdsat ill. a trimér-monomer
atmenetet. Az eléallitott mutansok, amikben a lumen oldali negativan t51t6tt csoportokat
cseréltiik ki — varakozésainkkal ellentétben — nem mutattak lényeges eltérést a trimér-
monmér atmenetben. Vizsgalataink ugyanakkor megmutattdk, hogy a lumenbe nyulo
polipeptid loop - jollehet tavol van a pigmentkotd régiotdl - jelentésen befolyasolhatja a
alkalmasak lehetnek arra, hogy a disszipaciés hdcsomagok sorsat kovethessiik. Erre
vonatkozd projekt-javaslatunk befogadast nyert az Amszterdami Egyetemen (VU)
miikod6 Eurdpai Lézer Centrum fs-os feloldast mid-IR készulékére.

LHCII aggregatumokat és szolubilizalt trimereket CD és LD spektroszkopiaval és id6-
felbontasu fluoreszcencia spektroszkopia segitségével tanulményoztuk. Az eredmenyeket
Osszevetettik a tilakoid membrénokban megfigyeltekkel, hogy képet kapjunk a LHCII
nativ llapotardl in vivo. Megfigyeltik, hogy a lamellaris aggregatumok CD spektrumai
nagymértékben hasonléak a nem kapcsolt tilakoid membrénokéihoz, mig a n-dodecyl-
B,D-maltoside-dal, n-octyl-B,D-glucopyranosid-dal és Triton X-100-zal szolubilizalt
trimerek spektruma jelentdsen kiillonbozott a Soret tartomanyban. Detergenssel
szolubilizalt tilakoid membranok és LHCII aggregdtumok CD sepktrumai hasonloak az
izolalt trimerekéihez. LHCII szolubilizalasa nagymértékii valtozasokat idézett el6 a
spektrumokban és a fluoreszcencia élettartam megndvekedésehez vezetett. Ezek az
eredmények alatdmasztjdk azt a feltételezést, hogy a LHCII lamellaris aggregatumai
képviselik a LHCII native szervezddését a tilakoid membranokban. Az eredmények azt is
mutatjak, hogy a LHCII szupramolekularis szervez6désének — valosziniileg specifikus
trimer-trimer kdlcsdnhatdsok miatt — jelentds hatdsa van a pigment-k6lcsonhatsokra a
komplexekben.

Vonatkoz6 folydiratcikkek: Lambrev és mtsai 2007 BBA — Bioenergetics, Yang és mtsai
2008 BBA — Bioenergetics, Garab és Amerongen 2009 Photosynth Res

3.3. A tilakoid membran lipid féazisainak meghatarozasa, nem-lamella-képzé
fazis(ok) jelenléte

A tilakoid membranok és &ltaldban az energiakonvertdld membranok egyik sajatséga,
hogy nagyon magas benniik az Un. nem-lamella-képz6 lipidek aranya. Ilyen lipidek
minden ismert biologiai membranban eléfordulnak de pontos szerepiuk nem ismert — ez a
bioldgiai membranok maig egyik fontos alapkérdese. A ’bulk’ fazisban, amint azt egy
korabbi munkahipotézis formajaban javasoltuk, fontos szerepet tdlthetnek be a
lipid:fehérje arany beallitdsaban (Garab és mtsai 2000). Ennek értelmében a nem-lamella-
képzé (vagy nem-bilayer) lipidek szegregacios képeségiikkel biztositjdk a megfeleld
lipid:protein aranyt, adott esetben, a tilakoidokban, a magas, kb 50%-o0s relativ nem-
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bilayer lipid tartalomnak koszonhetdé a magas 70-80%-0s protein koncentracio.
(Tilakoidokban a nem-bilayer lipid az MGDG, monogalaktozil diacilglicerol, fontos
galaktolipid még a DGDG (digalaktozil diacilglicerol) is, amely kb 30%-at teszi ki a lipid
mennyiségnek). Hipotézisink masik része volt, hogy a szegregécio és potencidlis Ujra-
belépések miatt hozzajarulnak a membrén flexibilitdsdhoz, ill. a membran-dinamikahoz.
(Més modon, egy frusztralt allapot fenntartdsaval de Kruijff (1997) is javasolta kordbban,
hogy ezek a lipidek fontos szerepet tdlthetnek be a membran dinamikai sajatsdgainak
megszabasaban. Hipotézusiink ezzel szemben a ki- és belépést is megengedi.)

A kérdéskor membrandinamikaval, és kozelebbr6l a termo-optikailag indukalt
reverzibilis szerkezetvaltozasokkal val6 6sszefliggését — lipid-LHCII lamellaris
aggregadtumokon és specifikusan MGDG:LHCII rendszereken - kordbbi kisérleteink
erésen valosziniisitették (Simidjiev és mtsai 1998, 2000).

Hipotézisiink egyik — kisérletileg is ellendrizhet6 - kdvetkezménye, hogy a lipidek nem-
bilyer fazist is alkotnak, tehat az altaldnosan elfogadott nézettel szemben (l. pl. Lee 2000)
a lipidek nem csak kettsréteg struktdrakban talalhatok  funkciondlis tilakoid
membrénokban. Ezt ellenérizendd, szisztematikus viszgalatokat végeztiink vad tipusa és
muténs kloroplasztisz tilakoid membranokon — széles hémérsékleti tartomanyban.

P-NMR vizsgalatok segitségével sikerllt kimutatnunk, hogy izolalt, funkcionalisan aktiv
kloroplasztisz tilakoid membrénok lipidjei nem kizardlag kettdsréteg szerkezetet vesznek
fel. A nem-kettdsréteg strukturak - nagy valdszinGséggel - a tilakoid lumenban a
kett6sréteg membrannal asszocialt szerkezetek. Merocyanin (MC540) fluoreszcens lipid
marker festékkel kapott stacionarius és ultragyors spektroszkopiai eredményeik is azt
mutatjdk, hogy a lipidek leirdsa egyetlen fazissal nem lehetséges. Ezek az eredmények
ugyan nem tarjak fol a heterogenitas lipid-fazishoz kothetd természetét, de Gsszhangban
vannak az NMR adatokkal. DGDG-ben hianyos (és igy MGDG-ben relative foldusult
membréanok) - CD, MC540 ultragyors spektroszkdpiai mérések, fluoreszcencia élettartam
¢s a membranpermeabilitasra jellemz0 elektrokrom abszorpcids tranziensek segitségével
meghatarozott — héstabilitasa, vélhetdleg a lipid-keverék tulsdgosan magas nem-lamella-
képzé hajlamanak koszonhetden, szignifikdnsan alacsonyabb, mint a vad typusu
membrénoké. Ezen munkdk képezték Sashka Krumova, holland-magyar ‘szendvics
program keretében, Wageningenben megvédett doktori értkezésének alapjat.

Vonatkoz6 folyodiratkdzlemények: Krumova és mtsai 2008a,b BBA — Biomembranes, 2010
Photosynth Res

4. A termo-optikai szerkezetvaltozasok fizikai mechanizmusa

A fizikai mechanizmus feltarasara iranyuld kisérleteink koziil itt elsésorban az ultragyors
lézerspektroszkopiai  eredményényekrél szamolok be, roviden vazolom optikai
hullamvezetékon kapott eredményeinket. Tobb mas vizsgalat elokészitése folyamatban
van (. 6.).

4.1. A gerjesztési energia disszipaciojabdl szarmazd hdcsomagok megjelenése és
szétterulése
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A hécsomagok fellépését és szétoszlasat korabban a hdcsomag egyszerii model segitségével
irtuk le, ami azt mutatta, hogy a disszipaciot kovetden mintegy 20 ps-os iddallandéval lecseng
(szétoszlik) (Cseh és mtsai 2000). Kisérletes Gton ezt a kérdést ugy kozelitettik meg, hogy
kiaknaztuk azt a tényt, hogy a LHCII abszorpcids savjainak termikus kiszélesedése 4K és
300K kozott jol kalibralhatd molekuldris hdmérdként hasznalhatd (14. dbra). A h6csomagok —
instans modon ultragyors lézerspektroszképiai madszerrel — exciton-exciton annihilacioval
generalhatok.

Az LHCII tranziens spektrumaban jelenlevé nem-egyensulyi lokalis hdemelkedést kiilonbdzo
gerjesztési  fényintenzitdsok  alkalmazasaval  széles  homérsékleti  tartomanyban
tanulmanyoztuk, 10K-t61 szobahdémérsékletig. Szobahémérsékleten nem volt megfigyelhett a
lokalis héemelkedés, mig 10K-en a lokalis hdemelkedés kinetikajat ugy tudtak felvenni, hogy
tobb mint 10 excitont pumpaltunk LHCII trimerenként és impulzusonként. llyen korilmények
kozott a gerjesztési energia h6évé konvertalodik az exciton-exciton annihilacié eredményekeént.
A hdenergia eredetileg a klorofill a molekuldkon lokalizalodik, tobbszaz fokot elérve a
legmagasabb gerjesztési intenzitdsokon, amely kb. 100 excitonnak felel meg LHCII
trimerenként, melyet egy gerjesztési impulzus generdl. A nem-egyensulyi hémérséklet
lecsengése jol leirhatd két exponencialissal. A lehtilés kezdeti fazisa, melyet valosziniileg a ho
fehérjéken valo tovaterjedése okoz, kb. 20 ps iddallandoval rendelkezik. Késobb a lehtilés
mértéke lelassul, a kb. 200 ps-os komponens megjelenése a médiumra térténd hoatadassal
magyarazhato.
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Vonatkoz6 folyoiratkdzlemény: Gulbina és mtsai 2006 Biochemistry

4.2.  Szerkezetvaltozasok detektalasa optikai hullamvezetékkel
Optikai hullamvezetére iltetett LHCIlI hosszabb megvilagitds hatdsara jol azonosithat6
torésmutatd valtozasokat mutatnak. A tdrésmutatd ndvekedése es/vagy a réteg vastagsag
csokkenése jelenti a szerkezetvaltozasokat.

Vonatkoz6 folyoiratkdzlemény: Lukacs és mtsai 2006 Biosens Bioelectronics
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5. A szerkezetvaltozasok élettani jelentésége ill. a termo-optikai valtozisokat
befolyasolé tényezék hatasai
5.1. Az LHCII és mas membranproteinek foszforilacidja

Magasabbrendii novények tilakoid membranjaiban talalhatd egy protein kindz, mely
foszforildlja a LHCII bizonyos treonin aminosavait és egyéb foszfoproteineket. Mig az
jelenleg mér tiszazott, hogy a foszforilacié konformécids valtozasokat indukal az LHCII és a
tilakoid membran szervez6désében nem ismert, hogy a foszforilacié hogyan hat a tilakoid
membranok dinamikus sajatsdgaira. Annak érdekében, hogy a kérdés bizonyos részleteit
tisztdzzuk, megvizsgaltuk a duroquinol-indukélta foszforildci6 membrén ultrastrukturéra, a
kiralis makrodomének fény- és hostabilitasara és a LHCII trimer szervez6désére gyakorolt
hatdsait. Amint azt kisszogli neutronszoras mérésekkel kimutattuk tilakoid membranokon, a
duroquinol kezelés kismértékii (~10%-0s) emelkedést okozott a sztroma membranok
tvolsdgaiban, és a foszforilacio egyuttjart a fényszorés-intenzitds csokkenéssel, mely
valoszintileg a granum membranok részleges szétkapcsolodasaval van Osszefliggésben. CD
mérések szintén csak kismértékli valtozasokat fedtek fel a komplexek kiralis
makroszervez6désében és a LHCII oligomerizacids allapotdban. A jellegzetes CD sévok
homérsékletfiiggése azonban azt mutatta, hogy a foszforilacio jelentdsen lecsokkentette a
kiralis makrodomének hdéstabilitdsat a foszforilalt mintdkban a nem-foszforilalt mintakhoz
képest (levelekben és izolalt tilakoid membranokban 48.3 °C-rol 42.6 °C-ra, illetve 47.5 °C-
rol 44.3 °C-ra). Amint azt tilakoid membranok nem denaturdldé poliakrilamid
foszforilaci6 mintegy 5 °C-kal csokkentette az LHCII trimerek monomerré torténd
atalakulasanak homérsékletét. Tovabba eldsegitette a kiralis makrodomének fényindukalt
szétesését és a LHCII trimerek monomerizalédasat 25 °C-on. Eredményeink arra utalnak,
hogy a membréanok foszforilacioja jelent6sen megkonnyiti

a ho- ¢és fényindukalt atrendezddéseket a tilakoid membranokban és ezaltal a
membranszervezOodés szerkezeti flexibilitasat.

Vonatkoz6 folyoirat: Varkonyi és mtsai 2009 Photosynthesis Res,

5.2. A xantofill ciklus hatasa, stressz-valaszok

Korabbi stressz-élettani vizsgalataink valosziniisitették, hogy kiilonb6z6 biotikus és
abiotikus stresszek hatdsara az antenna fényindukalt szerkezetvaltozasai erdteljesebbek, mint
a stresszmentes mintdkon. Ez indokolta azokat (a termooptikai mechanizmus szempontjabdl
elokészité jellegli egyébként pedig magaban is érdekes) kisérleteket, amiket nehézfém
stresszhatasok tanulményozésara terveztunk (ill. mar kordbban megkezdtink).

A xantofill ciklus (XC) pigmentjei (violaxanthin-antheraxanthin-zeaxanthin, zold
algdkban és zoldnovényekben ill. diadinoxanthin (Ddx) és diatoxanthin (Dtx)
kovamoszatokban) epoxidacids/deepoxidécios enzimek segitségével egymasba alakulnak - a
kornyezeti tényezokhoz (elsésorban a megvilagitasi viszonyokhoz) igazitva a fotoszintetikus
szervezetek antennarendszerét. A xantofil ciklus ill. a Ddx —Dtx atalakulas fontos kiilonb6z6
stressz-valaszreakciokban is. A zeaxanthin ill. a diatoxanthin jelenlétében a disszipacio
mértéke novekszik. Egyes feltételezések szerint az epoxidacios allapot befolyasolja a
membran permeabilitasat és a komplexek atrendezédését. Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy
a XC mddositja membranok és kozvetlenil az antennarendszer szerkezeti flexibilitasat
(Havaux és mtsai 2006). Erre alapozva, méréseket vegeztiink mesterségesen ApHval indukalt
VX—Zx konverzionak alavetett tilakoid membranokon. CD spektroszkopiai kisérleteink
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azonban azt mutatjak, hogy a Zx jelenléte (relativ feldisulasa) nem volt hatassal sem a
makrodomének szerkezeti flexibilitdsara sem pedig a trimer-monomer atmenetre.

A diadino- ¢és diatoxantin a magasabbrendii novények VAZ ciklusahoz hasonléan a
xantofill ciklus komponensei. Azonban a ciklus szabalyozasadban résztvevd enzimek, azok
miikodéséhez sziikséges kofaktorok jelentdsen kiilonboznek a VAZ-ciklustol (Lavaud, 2007).
A deepoxidaciot végz6 diadinoxantin deepoxidaz (DDE) pH optimuma joéval magasabb mint a
VDE enzimé, ezért a reakcidé mar a lumen enyhe savanyodédsara — melyet pl. okozhat a
Klororespiracié - is beindulhat. Tovabba, a DDE enzim kisebb aszkorbat és MGDG
koncentrciot igényel a hatékony miikddéshez. A diatoxantin epoxidaz (DEP) enzim
ugyanazokkal a kofaktorokkal mitkddik mint a ZEP, azonban a reakci6 szabalyozasa eltér. A
reakcio teljes mértekben gatolt megvilagitas soran, ezért — ellentétben a VAZ ciklussal - csak
a deepoxidacids folyamatok zajlanak ebben az esetben. (Goss et al. 2006). Ez a tulajdonsag
biztositja a Ddx gyors és hatékony epoxidacidjat Dtx-na, mely a NPQ egy f6 meghatarozo
komponense kovamoszatokban. Hatasdnak részletesebb jellemzése jelenleg is folyamatban
van.

A kadmium az emberi tevékenység altal az egyik legnagyobb mennyiségben a krnyezetbe
juttatott nehézfém, amely kis mennyiségben is toxikus novényekre, &llatokra és
microorganizmusokra egyarant. Vesszélyességét fokozza, hogy a hosszu bioldgiai felezési
ideje miatt konnyen felhalmozddik az é161ények szervezetben ill. a taplalék lancban. A Cd a
toxikus hatasat szamos modon fejtheti ki, azonban a legtobb Okoszisztéma alapjat jelentd
fotoautrof €él61ények szamara 1étfontosségli fotoszintetikus folyamatok kiilondsen érzékenyek
erre a toxikus nehézfémre.

A Cd-nak a fotoszintézisre gyakorolt gatld hatdsat régota vizsgaljak, de az eredmények
alapjan nindezidaig nem sikerlt egy egyseéges modellt alkotni a Cd hatdsmechanizmuséra. A
Cd egyarant befolyasolja a fotoszintézis fény- és sotétreakcioit. Gatolja a a CO, fix4cibt a
Calvin-ciklusban, a primer fotokémiai folyamatokat, a fotoszintetikus elektrontranszportot,
véltozasokat indukdl a kloroplasztisz és tilakoid membranok finomszerkezetében, gatolja a
Klorofill bioszintézisét, eldsegitheti az oxidativ stresst az enzimatikus és nem enzimatikus
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létfontossagt mikroelemek Osszetételét.

Egyeldre nem tisztazott, hogy ezek kiiziil melyik hatdsok tekinthetdk primer hatasnak, és
melyek a mésodlagos, indirekt hatadsok. Egyes eredmények azt mutatjak, hogy a Cd direkt
modon befolyasolja a PS II miikddését, mig mas eredmények azt a nézetet erdsitik, hogy a Cd
elsddlegesen a CO, redukcidt gatolja a Calvin-ciklus enzimeinek gétlasaval és az ez altal
kivaltott feed-back regulacio csokkenti a PS II aktivitasat. Az ellentmondasok egyik f6 oka,
hogy az in vitro végzett kisérletek mas eredmeényt adnak mint az in vivo vizsgélatok. Az in
vivo korilmények kozott azonban a magasabb rendii novényeknél a Cd felvétele ill.
transzportja a fotoszintetikus szvetekbe és a kloroplasztiszokba annyi ideig tart, hogy kézben
a masodlagos hatasok, mint példaul a vas hiany, tiinetei is kialakulnak és id6ében atfednek az
els6dleges hatasokkal.

Szemben a magasabb rendi novényekkel az egysejtii algak és cyanobacteriumok gyorsan
felveszik ¢és akkumulaljdk a kadmiumot ami alkalmasabba teszi Oket a Cd hatdsanak
vizsgalatara. A cyanobakteériumok nagy Cd megkotd képessége nemcsak a Cd hatasanak
vizsgalata szempontjabdl jelentds, hanem ez a tulajdonsaguk alkalmassa teheti 6ket Cd-mal
szennyezett vizek és talajok tisztitasara is. Az ilyen irdnyu felhasznalasukat segiti a Cd
hatdsmechanizmusanak tisztazasa ezekben a szervezetekben.

Fotoszintetikus aktivitas méréseink megmutattak, hogy a Cd 40 pM koncentrécidban,
rovid idon beliill drasztikusan csdkkenti az intact sejtek fotoszintetikus aktivitasat, az oxigén
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fejlodés sebessége 10-20 percen belill csaknem teljesen megsziinik. Ugyanakkor a Cd
kezelést kovetden mesterséges elektronakceptorok segitségével mérve sem az elsé, sem a
masodik fotokémiai rendszer aktivitdsaban nem latunk akkora valtozast, amivel a teljes
fotoszintetikus aktivitashan megfigyelt gatlas magyarazhat6 lenne. A P700 oxidacios kinetika
mérések ezzel parhuzamosan kimutattak, hogy a P700 kinetika ferredoxin-oxodoreductéaz
fiiggh gyors komponensét nem, de a lassabb calvin-ciklussal dsszefuiggésben allo gyors
komponensét a Cd nagymértékben befolydsolja. A P700 sotét redukcidja Cd kezelést
kovetéen gyorsul, ami a NADPH felhalmozodasat mutatja. PAC (Perturbed Angular
Correlation of gamma ray) spektroszképiés vizsgalatokkal egy a kadmiumot specifikusan
koté fehérje jelenlétét tudtuk intakt sejteken kimutattuk mar rovid ideji (15-20 perces)
inkubacio utan. A fehérje PAC spektroszkopias jellemz6i egy szénsav-anhidrazra utalnak. A
szénsav  anhidrdzok  kulcsfontossag  szerepet  jatszanak a CO,  koncentrald
mechanizmusokban, mely folyamat biztositja az optimélis CO, koncentriciét a RUBISCO
miikodéséhez. Mindezek alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a Cd gyors hatasaért a Calvin-
ciklus, vagy az ahhoz kapcsolodd CO, koncentral6 mechanizmus gatlasa okozza. Ezt a gyors
gatlast, egy iddben elhuzdodo, lassabb fazis koveti, amelynek soran a PSII aktivitas fokozatos
elvesztését  figyelhetjlk meg  termolumineszcencia ill. a PSIl  mesterséges
elektronakceptorainak jelenlétében mért oxigénfejleszté aktivitis mérésével. Immunoblott
segitségevel a PSII reakciocentrum fehérjének a D1 proteinnek a degradacidjat is
megfigyeltik. Ez a masodik, lassi szakasz fényfiiggé. A PSII aktivitas csokkenés fény
hat4sara sokkal gyorsabb valik a sotétben tartott, kadmiummal kezelt mintakhoz hasonlitva.
A két fazis Cd koncentraci6 fliggése nagyon hasonld, mindkett esetén az Isq érték 20 pM
korulinek adddott. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a Cd és fény kombinalt hatisa egy
kaszkad mechanizmuson keresztiil a PSII gatlasat valtja ki. A Cd kozvetlen, elsddleges
hatasként gatolja a f6 NADPH fogyasztd calvin-ciklust, ami a NADPH felhalmoz6daséhoz
vezet. Megvildgitas hatdsara a NADPH felhalmozodas az elektrontranszportlanc
komponenseinek redukci6jahoz, majd a redukcios nyomés fokozodasa a PSII inaktivalasdhoz
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Vonatkozd folydiratcikk: Horcsik és mtsai 2007 Photosynthetica, Sas és mtsai 2006
Journal of Biological Inorganic Chemistry

5.3. A gerjesztési energia kioltasi mechanizmusai

A Kklorofill fluoreszcencia nem-fotokémiai kioltdsdnak (NPQ) kinetikajat tanulmanyoztuk
borso levelekben kiilonb6zé homérsékleteken 5 és 25 °C kozott valamint a levelek
homérsékletének ugrasszerii megvaltoztatasa soran. 5 °C-on a NPQ igen lassan
relaxalodott sotétben és 30 percig fennmaradt. Ez fliggetlen volt attél a hdmérséklettol,
amelyen a NPQ indukalddott. A hémérséklet 25 °C-ra torténd emelésével a kioltott allapot
megszint 1 percen beliil, amely tipikus a qE, az NPQ energiafliggé komponense esetén. A
sOtétadaptalt és megvilagitott levelek membréan-permeabilitdsanak (AAsis) és az NPQ
dithiothreitol jelenlétében torténé meérési eredményei arra utalnak hogy az alacsony
hémérséklet NPQ-ra gyakorolt hatdsa nem a lumen pH vagy a xantofillok deepoxidacios
allapotanak limit4ci6jabdl ered. Ezek az eredmények 0Osszhangban vannak azzal a
megéallapitassal, hogy a kioltott allapot 4talakuldsa a nem-Kkioltott &llapotba (és forditva) a
fotoszintetikus apparatus szerkezeti atrendezddéseivel jar. Egy nyolcallapoti modellt
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javasoltunk, amely a Horton és mtsai (2005) &ltal javasolt model kiterjesztése, és egy
hipotézist allitottunk fel a gE-val egyuttjaré konformacios valtozasok értelmezésére.

Magasabbrendi novények LHCII oligomereinek idéfelbontdsti fluoreszcencia mérései
arra utalnak, hogy az in vitro oligomerizacié gyengén kapcsolt inter-trimer klorofill-
klorofill exciton &llapotot eredményez, amely nehany 10 ps alatt olyan &llapotta alakul,
mely spektralisan kiszélesedett és tavoli vorosbe eltolddott fluoreszcencia spektrummal
rendelkezik. Mind az élettartama mind pedig a spektruma nagy hasonlésagot mutat az
Arabidopsis levelekben megfigyelheté 400 ps fluoreszcencia komponenssel, mely akkor
jelenik meg, ha a NPQ induk&lddott. A magas tavoli voros/voros ardnyu fluoreszcencia
komponens igy a NPQ &llapot jellegzetes markere in vivo. A tavoli vords emittalé allapot
egy emissziv klorofill-klorofill toltéstranszfer allapot, mely Kkulcsszerepet jatszik a
kioltasban.

Vonatkoz6 folydiratcikk: Miloslavina és mtsai 2008 FEBS Letters, Lambrev és mtsai
2007 Photosynthesis Research

6. Kitekintés

Az OTKA tamogatésaval most lezart projekt egyuttal tobb, a téméaval szoros kapcsolatban 4ll6
kutatési terviink el6tt nyitott 1j utakat ill. a megkezdett munkat folytatni tudjuk. Ezek a
kovetkezok:

(i) Az OTKA-NKTH CNK 80345sz. projekt keretében tanulmanyozzuk a multilamellaris
szerkezeti dinamikajat, melynek keretében a psi-tipusi CD eredetérél is tovabbi fontos
inform&ciot, reményeink szerint egy jo kozelitési modellt nyerhetiink. A multilamellaris
szerkezetek fizikai paraméterei és annak valtozasait eurdpai nagyberendezések (neutron és
rontgen forrdsok) segitségével hatarozzuk meg.

(i) Az EU FP7 Marie Curie Initial Training Program *Harvest’ c. projekt keretein belil tobb
vezetd eurdpai laboratoriummal mitkodiink egyiitt, amelyekben a termo-optikai mechanizmus
kérdéseit is tovabb vizsgaljuk, koztiik pl. a lipidek szerepét a szerkezeti atrendezddésekben.
Tanulményozzuk a kioltds mechanizmusat (NPQ) és vizsgéljuk a reakciocentrum
konformacié valtozasait.

(iif) Kétoldalu (pl. TéT, akademidk kozti) egyiittmiikodés tamogatasaval tovabb
tanulmanyozzuk a termo-optikai effektus tovabbi élettani szerepét. A wageningeni NMR
Centrumban — kodzos PhD program tdmogatasaval — lipid muténsok fazis vislkedését
tanulmanyozzuk.

(iv) Egyedi lehet6ségek révén specidlis nagy miiszeres mérések végzése. Jelenleg elfogadott
projektiink amszterdami VU Lézer Centrumban a hécsomagok kivaltotta proteinmozgasok
feltardsara irdnyul. Ehhez (lengyel és kinai egyiittmiikodésben) Ni-Bkl és Ni-KI tartalmu
rekonstitualt fénybegyiijt6 komplexeket haszndlunk a prompt disszipacié kivaltdsdhoz. A
tranzienseket ultragyors, szubpikoszekundumos feloldasi mid-IR spektroszkdpidval vessziik
fel.
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