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Alapkerdesek

Milyen elvek alapjan alkotta meg, €s hogyan a mUkodteti a
Termeszet az €l6 rendszerekben (csatorna-fehéerjekben,
bioenergetikai fehérjékben stb.) a proton transzfert €s a proton
transzportot?

Milyen szerepet jatszanak a (protonalt) vizmolekulak és a
hidrogen hidakkal osszekotott aminosavak a
protonvezetésben?

Hogyan segitik a protonvezetest a fehérje kofaktorai, a feherje
moz)g?asa (konformacio-valtozasa) és az elektrontranszfer (ha
van

Mennyire altalanosithatok az egy-egy fehérjére (esetunkben a
bakterialis fotoszintézis reakciécentrumara) megismert
tulajdonsagok és torvényszerlségek a tobbi feherjére?

Milyen kovetkeztetések vonhatok le ezekbdl az ismeretekbdl a
modositott (pl. mutacio(k)nak alavetett) ill. a mesterségesen
elGallitott rendszerekre?



A beszamolo felépitese

A vizsgalddasaink kozvetlen targya: a fotoszintetikus
baktériumok reakciocentrum-fehérje rovid bemutatasa

Proton-felvétel flash hatasara; egy mutacio (M266HL)
kiemelése, taglalasa es altalanosithato tulajdonsagai

Proton-felvétel folytonos es intenziv gerjesztes
hatasara (fiziologiai kozelités)
Alkalmazhatosag mas, protonvezet6 fehérjekre
Kiemelt eredmények (0sszegzes)



A reakciocentrum (RC) szerkezete ¢€s funkcioja
(Rba. Sphaeroides)

Vla QB s % - ) =y 7
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Stowell és mtsi. (1997, pdb 1AIG).



A protonok felvetelének utvonalai bakterialis RC-ban.

HiSLIQD

Residues HisH126, HisH128 and AspM17 are at the surface of the
protein. The path from the bulk phase to AspL.213 is shared by both
protons delivered to Q,. Accompanying the 1st electron to Q,
GluL212 becomes fully protonated and subsequently donates the 2nd
H* to QzH, after the 2nd electron. The 1st H is delivered in the Q,
Qg state via SerL.223, prior to the 2nd electron transfer. Water
molecules (green) fill some but not all gaps in the putative H*
pathway. Different positions are occupied in other structures
1ndicatine the nossibilitv of water dvhamics in the nroton deliverv.

. 118
His

The view looks down on the entrance. The white contoured surface
encloses surface residues that define a hole sufficient for weak acid
entry, AspH124, HisH126, and AspM17 (also shown in bond mode),
and ProH172 and GlyM19 (in contour mode only). All other
residues are buried, except HisH128. Residues are sized to indicate
depth of field. The figure was prepared in VMD; structure file was
1dv3.pdb.



A protont a fehérjeben az aminosavak
és protonalt vizmolekulak kiterjedt
halozata (kollektiven) veszi fel:

a ,proton-szivacs” koncepcio

Az elv ervenyesuleseét itt csak egyetlen mutacio
eseten mutatjuk be. Szamos egyeb mutansra is
bizonyitottuk a koncepcio létjogosultsagat.



Vas-kinon réglé 3D szerkezete (Rb. sphaeroides)

HisM219

M266His

Ennek a His aminosavnak a
szerepét vizsgaljuk a
protonfelvéetelben |

M234Glu




Nem mutatjuk, de
hasonlo valtozast
tapasztaltunk a
protonfelvétel
sztochiometriaja
pH-flggésében
Szamos mas
mutacio
esetében is.

H*/Q, proton felvétel
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Vad tipus

Fényindukalt
protonfelvétel
sztochiometriaja
(els6 flash)

A mutacio
hatasara a nyillal
jelzett magas pH-
ju sav lecsoOkken
(eltinik).

. m, 266HA: o, 266HL: o



M260Ala M259Asn
M265I1le v
M266His .
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M252Trp

M2 19Hi:i ;

("' M222Thr

Vad tipus (1,87 A) \‘}‘N Egymasra-

MOBEHI (2 A A) M252Trp vetitett QA

’ o kozeli 3D
A protonfelvétel pH- Y szerkezetek
fuggéseben o .
megfigyelt M219His T e ket, 3 Fe
I’<UI6n’bség nem J atom korul
irhatd a & Mo elforgatott
szerkezetben M26511e T
esetleg bekovetkezd M266HS poziciobol

valtozas szamlajara.




Csak a szemikinonnal (Q-) kolcsonhatasban allé protonalhato
csoport(ok) protonfelvétele (modell-szamitasok)

Egyetlen protonalhato csoport: Tobb (4), egymassal kdlcsonhatasban
protonaltsagi allapot és protonfelvétel. nem allo protonalhato csoport
Klasszikus Henderson-Hasselbalch
osszefligges
pK_ =6,0 B |
o protonfelvétel 1o, g N
" 2 4 pt:_| 8 10
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AH - A+ H* A, A A A
I _ LT ppK
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mindegyik csoportra



Fenomenoldgiai modell kolcsonhato csoportokra

Tekintsunk egy n db savmaradeékbal allo klasztert, amelyben a csoportok
semlegesek, ha protonaltak, és
anionikusak, ha deprotonaltak.

Ha nincs kozottuk kolcsonhatas, akkor a csoportok sajat (belsG) pK, ertékei pK,...pK .

Ha 0 és 1 szamokkal jeldljuk a protonalt, ill. a deprotonalt csoportokat, akkor a klaszter
tetsz6leges protonacios allapotat egy binaris szammal jellemezhetjuk. Pl. a {001101}
kettes szamrendszerbeli szam (= 13 a tizes szamrendszerben) azt jelenti, hogy az n =
6 szamu csoportbdl allé klaszterben az 1, 2, és 5 csoportok protonaltak (a tobbiek
nem). A protonacids allapotok teljes szama 2". Egy adott pH értéken, az i-edik csoport

semleges és anionikus allapotai bekovetkezesi valoszinliseégeinek aranya
1-1 OPH‘ PK,;

A példankban megadott konfiguracié (sorszama 13) esetén

lopH'sz X 10pH-pK4 X IOPH'pK6

R (pH) - D (1)

ahol D a minden lehetséges konfiguraciora megadott szamlalok Osszege (a
valdszinliség 1-re normalt).



Vezessuk be az elektromosan toltott csoportok kozotti kdlcsonhatasi energiat RTx
In(10) = 60 meV egysegekben: E, = E;. Az i-edik es a j-edik anionikus csoportok kozotti
kolcsonhatasi energia noveli a megfeleld pK, ertekeket: pKi = pK + E; €s pK'= pK+ E,
(ha csak ezen ket csoport kozt van kolcsonhatas). Az (1) egyenlet ekkor igy alakul:

1 O(3PH‘ PK5- pKy- pKg~ Esy~ Esg= Eyg)

R;(pH)*= D (2)

A P val6szinlség altalanositva igy irhato fel:
IOBk' (M(pH) B,)

21 (3)
z 108 M(pH) B;)
=0

F.(pH) -

Itt B, egy olyan vektor, amelynek i-edik eleme az i szam kettes szamrendszerbeli
alakja. PI. B,; = (0, 0, 1, 1, 0, 1). M(pH) egy olyan nxn eleml matrix, amelynek nem-
diagonalis elemei E,/2 és diagonalis tagjai (pH - pK)). Az M matrixnak a B vektorral valo

skalaris szorzata (kovér ponttal jelolve) figyelembe veszi valamennyi toltéspar
kolcsonhatasi energiajat.
Mivel a k-adik konfiguracio

n- zn (B,),



szamu protonalhaté csoportot tartalmaz (a B, vektor elemeinek Osszege a toltott
csoportok szamat adja), ezért a kotott protonok atlagos szama:

2”1

H(pH) = n- Z P(pH)Z (Bk)H (4)

Ha anionikus kofaktor (pl. szemikinon Q) is jelen van, akkor ezzel mindegyik csoport
tovabbi negativ Coulomb-kolcsonhatast (V) is kialakithat, amely tovabb modositja a

csoport effektiv pK, ertekét: pK, = pK + V.. A protonfelvétel sztochiometriajat kifejezd
H-(pH) fuggvényt a (3) és (4) egyenletek felhasznalasaval kapjuk, ha a pK értékeket a
Coulomb-kolcsonhatas figyelembe vételével modositjuk:

U(pH)= H (pH)- H(pH) )



Egymassal és Q-szal is kdlcsonhatasban allé csoportok protonfelvétele
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| Mindegyik csoportra a
1 kolcsonhatas nélkuli pK,=5,0

1: mind a 4 csoport jelen
van

2: egy csoportot
kiveszunk (3 marad)

A 4 csoportnak kulonbozbek
a kolcsonhatas nélkuli pK,

értékei: 3, 4, 5 és 6.
3: mind a 4 csoport jelen
van

4: a pK, = 3 csoport
eltavolitva
5: a pK, = 6 csoport
eltavolitva

Az egységesen viselked6 klaszterre a Henderson-Hasselbalch 0sszefliggés formalisan
csak ugy tarthato fenn, ha bevezetjuk a ,pH-fuggd pK” kiterjesztést (fabol vaskarika).



His-H126

Savas csoportoknak
és szerkezeti
vizmolekulaknak H-
hidakkal
osszekapcsolt
rendszere (klasztere)
a Qgz-hez vezet6

protonfelvételi uton.

A Rb. sphaeroides RC Qg koruli
szerkezete (PDB ID code 1AIG).

A nyilak a proton utjat mutatjak a
felszinhez kozeli His-H126 és His-
H128 —t6l a redukalt Qg —ig az Asp-
L213 és Glu-L212-en keresztul. A
piros szinl golyok kotott
vizmolekulakat ielolnek.



A teljes citoplazmikus térre kiterjedo H* klaszter:
aminosavak és (protonalt) vizmolekulak halozata

M266His

Q) |
S % Fo @ : ._" i
L213Asp U %
{ !:‘Ijlzcﬂu o7
M17As M249Ala
P r | oopre M234Glu
L210Asp H" cluster

rr\H124Asp Protonalt vizmolekula-asszociatumok (lasd a
kovetkez6 abrat):
J ' Eigen-ion H,O,*
H FH128Hs Zundel-ion H,O,*
Kozvetlen bizonyiték: kiterjedt és folytonos FTIR
sav (Gerwert és mtsi, bakteriorodopszin)
Kozvetett kisérleti bizonyiték: a megjelolt
csoportok mutansainak nagyon hasonlo a
protonfelvétele.

HI126His



Protonvezetes protonalt vizmolekulakkal
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From top to bottom: The
hydronium 1on (b) is almost planar
and 1s solvated by 3 water
molecules forming an Eigen 1on,
H,O,". Each solvating water 1s

hydrogen bonded to approx. 3
additional neighbors — this is
shown only for one solvating water
(c).

A hydrogen bond in the second
solvation shell (c—d) 1s broken and
the remaining 1on rearranges to

yield a Zundel ion, HO,". The

excess proton fluctuates along the
“proton coordinate”, between the
two oxygen atoms and is trapped at
either one as a new hydrogen bond
(here, from a to b) reforms an
Eigen 1ion — 1n this case on oxygen

s



Kitekintés és alkalmazasok mas
fehérjekre



Protontranszfer a gramicidin A (gA) csatornan

The gramicidin A, an ionophorous antibiotic may come as close as we know to a proton conducting, hydrogen bonded chain
with a low Born energy factor.

The experimental activation energy for H* conduction in gA is quite small in good agreement with calculated proton
energies relative to the bulk phase (5-7 kcal/mole, Warshel).

The proton’s exit from the channel seems the rate limiting step, which suggests that the channel, possibly including the
induced polarization of the water file, “holds on” to the proton as it tries to leave.

NMR studies have provided structural information on the conduction of alkali metal cations through the gA channel, which
may also be relevant to understanding proton conduction. Entry to the channel is accompanied by the sequential removal of
waters of hydration from the cation in three distinct steps as the ion moves from one site to the next. Ultimately, the ion is
associated with only 2 waters — one ahead and one behind in the single file of the channel. In this same entrance (and exit)
region of the channel, the ion has a significant electrostatic interaction with the 4 tryptophans (approx 1 kT per indole) that

comprise a well-defined collar in the membrane headgroup region of the channel. Conceivably, this provides the interaction
that limits proton exit from gA.

Left: longitudinal view of the
head-to-head dimer, with
water molecules (green)
modeled in. The membrane
plane is vertical. Right: view
down the central pore (no
waters). Note the four
tryptophan residues at the C-
terminal end of each
monomer. The structure file,
with waters placed according
to a molecular dynamics
equilibration, was kindly
provided by Régis Pomeés
(Toronto, Canada). All figures
were nrepared in VMD.




Aquaporin
The aquaporin is a membrane protein designed to conduct water but not protons. Here, the water
chain that spans the channel reverses the polarity of the hydrogen bonded water dipoles at the
mid-point of the membrane span and this structural feature was suggested to impede proton
transport by interrupting the conduction pathway. However, subsequent calculations and
molecular dynamics simulations have shown that a significant contribution to the barrier for
proton conduction comes from the electrostatics and related desolvation penalty for a protonic
charge to penetrate into the channel interior. The relative magnitudes of these contributions are.
under intense debate! '|

Only one monomer is shown, although aquaporins and _ )
aquaglyceroporins are homotetramers, each monomer
apparently acting independently. Note the two half
helices and re-entrant loops positioned quasi-
symmetrically across the midpoint of the structure. The
membrane plane is horizontal. Waters shown (green) are
crystallographic. The , N78 and N194, of the
two NPA sequences at the end of each half-helix, are in
orange. Histidine H182 and arginine R197 provide some
of the electrostatic barrier to cation passage through the
channel. Structure file: 1j4n.pdb, for bovine red blood S
cell AQP1 at 2.2 A. w \




Carbonic anhydrase

Proton transfer from active site of carbonic anhydrase: a proton 1s take
up (or released) as part of the stoichiometric turnover:

CO, + H,0 «— HCO, + H

Somewhat surprisingly, the transport of H" in and out of the active site 1s
the rate limiting step. PT occurs over a distance of 8-10 A and is
associated with the regeneration of the active site Zn** - OH- complex:

Zn*" -OH, + B < Zn * -OH + BH*

The communication between the zinc-bound water and the aqueous
phase 1s mediated by a short chain of 2-3 water molecules and an amino
acid side chain, represented by B/BH*, which is in contact with the bulk
phase. In carbonic anhydrase II, the fastest of the many mammalian
1sozymes, B/BH" 1s a histidine (His64, see the structure).



Thr200 Thr199

: The active site
RN, .\ of carbonic
" anhydrase II.

Asnb67

The reactive water/hydroxyl is bound to a zinc(II) ion (black), which is liganded by
three histidines. The fourth histidine, His64, 1s at the entrance of the active site cleft
and 1s observed in two distinct configurations — the “out” position is essentially in the
bulk phase. Up to four additional water molecules are seen in different crystal

€6 99

structures, as shown, brideing the zinc-bound water and His64 in the “in” position.



Bakteriorodopszin

hiv

| /ERS?{}\
0610
i
N

[ ]

560 Ls50
H* uptﬂkc}\ H* releasc
(cytoplasmic) M2 M1 (extracellular)

w

Bacteriorhodopsin (left) and its photocycle (right). The light-adapted all-trans retinal (mauve) is covalently linked to Lys216,
forming a protonated Schiff base (-HC=NH+-). The retinal chromophore isomerizes in less than 1 ps, and the resulting
strains on the protein give rise to several early spectroscopic intermediate, at least one of which (J) is not shown. Relaxation
of these strains via spectroscopic intermediates K and L cause deprotonation of the Schiff base to yield M1. The proton is
released to the extracellular phase. Further relaxation completes the bond rotations in M2, which switches accessibility of
the Schiff base from the extracellular to the cytoplasmic side. The Schiff base is then reprotonated by proton uptake from the
cytoplasmic side. This facilitates the reisomerization back to the all-trans state. Structure file: 1c3w.pdb, at 1.55 A.



Extra proton tarolasa
a citokrom c oxidaz D
jelt proton-utvo-
nalanak hidrogen-hid
halozataban.
Protonalt viz-klaszter
azonositasa.

Gregory A. Voth et al.

2007. jan. JACS

Protonalt vizmolekulak H-hid halozata. Az id6-atlagolt szerkezet és a kristalyszerke-
Szinezés atomok szerint: C cian; N kék; zet atlapolasa. A kristalyszerkezet és a viz
O piros; H fehér. A H-hidak zold vonalak. oxigén atomjai zold szinldek. A szimulalt

Az O-0 tavolsag a W148 és a tobbi (3) szerkezet atomjai szokasos szinliek. A koz-
vizmolekula kozétt 2.58 A, 2.57 A és ponti hidronium és az els® szolvatacios

2.45 A. vizburok oxigén atomjai kiemeltek és kékek.




Folytonos megvilagitas,
folytonos protonfelvetel,
fotociklus.

Kofaktorok (kinonok),
elektrontranszfer és
fehérjemozgas
szerepe a protonvezetesben.



Redox and protonation states of ubiquinone

INn agueous solution, protein, organic solvent
AG = 60 mV.(pH-pK) - nF(E.-E_)
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a) Laser diode

b) P* generation

¢) Role of donor
to P*

d) Kinetics of
cytochrome
photo-oxidation

Redox changes
of electron
donors (P and
cyt c¢) in RC
under
rectangular
shape of
illumination of
two intensities



The rate of the photocycle:
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Cytochrome photo-oxidation 1n bacterial RC under
continuous illumination: the light intensity 1s the rate
limiting step of the turnover (wild type)

4 - kI (S - 1)

7 110

N 290

800
1,800 »30(

0 20 40 60 80 100
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12

cytochrome photooxidation (cyt ¢>*/RC)
=)



Kinetics of cytochrome photo-oxidation
and H*-10n uptake:
not the light intensity but the proton uptake is the rate limiting
step of the turnover (inhibited proton uptake)
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The rate of cytochrome oxidation
does depend on the light intensity,
althoueh 1t should not!



Sudden switch between light intensities

t (ms)



Slow down the rate of turnover of the acceptor
side by inhibition of the proton uptake at
different intensities of continuous i1llumination.

L6
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120

The £, was varied by
changing the pH of
the solution and by
use of different
transition metal 10ons:
Cd*" and Ni1** for
adjustment of

higher and lower
values of k,,,

respectively. The k,,
remained the

rate-limiting step in
the photocycle 1n all

rals N~ I«



Where the electrons go?
Production of superoxide radical during the photocycle
of RC of inhibited proton uptake.
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The NBT assay for superoxide synthesis was applied to determine the
number of escaped electrons from the standard photocycle of the RC.



Cytochrome assay for superoxide synthesis:
dark reaction due to the reduction of cyt ¢** by
superoxide radical
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Extended kinetic model of the photocycle




Themodynamic model of
redox changes, conformational changes and dissociation
constants of quinones and semiquinones
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What could cause the conformational change?

Slow proton uptake

separation and
recombination
(10 ns) between
H, and P:

PH, <> P*H, =
‘ hv




Conformational Transition




Kiemelt eredmények

1) A fény (szemikinon)-indukalt protonfelvétel bakterialis RC-ban
aminosavak és
protonalt vizmolekulak haldézataban
lejatszodo
kollektiv (egyuttes) és
antikooperativ (az egyik csoport protonfelvétele a
masik csoport protonfelvételének esélyét csokkenti)
folyamat.

2) A protonklaszter az eddig feltételezettnél Iényegesen nagyobb térrészre (a fehérje
teljes citoplazmikus régidjara) terjed ki.

3) A klaszter tagjai kozotti kdlcsonhatas valdszinlleg nagyobb (60 meV), mint azt a
Poisson-Boltzmann elektrosztatikai szamitasok alapjan eddig feltételezték.

4) A protonfelvétel legmagasabb pH-ju savja ujj-lenyomatként hasznalhatoé a klaszter
azonositasara ill. tulajdonsagainak valtozasara.

9) A protontranszfer kapcsolodik a kinon redox-allapotaihoz, az elektrontranszferhez és
a fehérje konformacio-mozgasahoz. Ezek egyuttesen finoman képesek hangolni a
fehérjén bellli protonvezeteést.

6) A protonklaszter-elmélet j6l alkalmazhaté mas fehérjékre (pl. citokrom oxidaz, szén-
anhidraz enzim, rodopszin stb.) is.



Koszonetnyilvanitas

Koszonom az OTKA tamogatasat.



