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BEVEZETO

A sejt az él6 szervezet alapegysége. Alapvet funkcidi kozé tartozik
a munkavégzés, amely lehet: izomodsszehiizédas mechanikai munkaja, toltések
szdllitdsakor végzett elektromos munka, féligateresztd membranokon keresztiil
torténd szallitaskor végzett ozmétikus munka és Uj anyagok szintézisekor végzett
kémiai munka. Ahhoz, hogy a kiilonb6z0 sejtek képesek legyenek az ilyen tipusu
munkakat elvégezni, sziikségik van energidra és olyan mechanizmusokra,
amelyekkel az energia a megfeleldé mddon atalakithatd. A legtébb esetben az
energia ATP lebontasbdl vagy szubsztrat oxidaciobol szarmazik.

Egyes él6 sejtek azon képességét, hogy a fényenergiat, mint
tbvébbi energiaforrast, a metabolizmusahoz fel tudja hasznalni, tobb fiiggetien
rendszer is “kifejlesztette” (Woese 1987). Az eubaktériumban ez a klasszikus
fotoszintézis, ami klorofill pigmenteken és redox-kémian alapul, az
Archaebaktériumban (Dencher 1983) pedig ez egy kromoprotein rendszer, ami

retinalt (Vitamin-A aldehidet) tartalmaz (mint kromofdr) és képes fény hatasara



jonokat szallitani a sejtmembranon keresztiil. Az egyik ilyen baktérium, ami ezt a
fényatalakitast elvégzi, az extrém halofil, a Halobacterium salinarum.

A baktérium sejtmembranjaban tobb fényérzékeny fehérje van.
Ezek koziil a bakteriorodopszin (BR) egy fény hajtotta proton pumpa (Lozier és
mtsai. 1975). A szubsztrathoz kotott energidk vezérelte kémiai reakciokhoz (ion
mozgatd ATPaz, NADH/NADP transzhidrogenaz) és a redox reakciokon alapuld
fényvezérelt elektron transzfer folyamatokhoz képest (citokrdm oxidaz, citokrém bc
komplex), a bakteriorodopszinban a proton atvitel pK, valtozasok altal vezérelt,
melyet a retinal fény hatasara bekovetkezd izomerizacidja indit el. A retinal
izomerizacidjat kovetd reakciok termikus relaxacio folytan jonnek létre. A
fényenergia elektrokémiai energiava alakul, protongradiens formajaban, amit a sejt
ATP szintézishez hasznal (Racker és Stoeckenius 1974; Oesterhelt 1975; Hartmann
és Oesterhelt 1977; Helgerson és Stoeckenius 1985; Mukohata és mtsai. 1986). A
proton pumpalasi folyamatnak és ATP szintézisnek ez a fajta 6sszekapcsolddasa a
Mitchell féle kemiozmatikus elméletet tamasztja ala (Mitchell 1961).

A proton pumpalas mechanizmusa ma mar nagyrészt ismert és a
szerkezet-funkcid kapcsolata is nagyjabol megoldottnak tekinthetd. A jelen
dolgozatban leirasra keriil, hogy a bakteriorodopszin kromofdrja a fény elnyelése
utan milyen mddon adja at a kapott energiat a fehérjének és hogyan alakul at ez

az energia proton pumpalast mozgaté er6vé (Ludmann és mtsai. 1998a). A




dolgozatot alkotd cikkekben az energetika mellett, a proton pumpalas folyamata
soran jelentkez6 proton mozgasabdl és a kiilonb6zo toltott aminosav oldallancok
mozgasabdl eredd, globalis toltésmozgasok leirasara is sor keriil (Ludmann és
mtsai. 1998b). Ezeket a munkdkat a, talan legvitatottabb koztes allapot
spektroszkdpiailag megkiilonboztethetetlen al-allapotai Iétének bizonyitasa egésziti
ki, egy olyan problémakor, amelynek eredményei szervesen kapcsolddnak az eddigi
kutatasi eredményekhez (Ludmann és mtsai. 1999).

Az altalunk hasznalt modszer jol felhasznalhatd mas jelenségek,
bakteriorodopszinon torténd, tanulmanyozasara is, mint példaul: a viz szerepének
tanulmanyozasa (Ganea és mtsai. 1997) és a kilonboz6 kémiai
adalékanyagoknak a fotociklusra kifejtett hatasanak tanulmanyozasa (Batori-
Tartsi és mtsai. 1999).

Tovabb dltalanositva, ezek a modszerek mas fehérjék
tanulmanyozasara is alkalmasak. Példaul egy klorid ion pumpalé fehérje a
pharaonis halorodopszin (Ludmann és mtsai. 2000) s6t még messzebb menve a

fotoszintetikus reakcié centrum (Rinyu és mtsai. 2000) tanulmanyozasara.



ROVIDITESEK:

BR — bakteriorodopszin

PM — bibormembran (purple membrane)

D85N, D96N, stb. — a bakteriorodopszin pontmutansai

OMA - optikai sokcsatornas analizator (optical multichannel analyzer)
K,L,M,N,O — a bakteriorodopszin fotociklusa koztes allapotainak jeldlése

SVD - sajatértékekre vald bontas (singular value decomposition)




A DOLGOZAT CELKITUZESEI

1. A bakteriorodopszin fotociklusanak leirasara az eddigi munkakban tobb modelit
is felhasznaltak. A modellek probaltak Iépésrol Iépésre hiven tiikrézni a proton
szillitds mechanizmusat. A fotociklus kbztes allapotai spektrdlisan és idoben
er6sen atfedik egymast, igy minden iddpillanatban tobb koztes allapot van
egyidejlileg jelen, ami nagyban megneheziti a valdsagban lezajlo lépések
pontos leirdsat. A széles homérséklet és pH tartomanyban mért jelek
feldolgozasakor célunk volt annak a legmegfelelébb modellnek a kivalasztasa
amely alkalmas a torténések egységes leirasara és érvényes a teljes
tanulmanyozott pH és homérséklet intervallumokra.

2. Az abszorpcio kinetikai jelek homérsékletfliggésének mérése lehetové tette a
fehérje termodinamikai paramétereinek: éz aktivacios entalpia, entropia és
szabadenergia kiszamitasat. Ennek értelmében célul tliztik ki a rendszer
energetikajanak megrajzolasat és targyalasat, melybdl kitlinik, hogy a retinal
altal abszorbealt foton energiaja hogyan keriil at a fehérjére és hogyan alakul

at proton szallitast mozgato er6vé.

eddigi kutatdsi eredményeket és még pontosabban megrajzolta a



toltésmozgasok és a BR fotociklusanak koztes allapotai kozotti szoros
Osszefiiggést. Célul tiiztiik ki annak a bizonyitasat, hogy az abszorpcio kinetikai
jeleket leginkabb illeszté szekvencialis modell alkalmas az elektromos jelek
illesztésére extrém pH és hOmérsékleti értékek esetében is.
. Célunk volt az elektromos és abszorpcio kinetikai jelek egyidejii illesztése és az
egyes koztes allapotokhoz tartozo elektrogenicitasok kiszamitasa.
. Az elektrogenicitasok széles pH tartomanyban valé abrazoldasa és a koztes
allapotok kozotti atmenetekhez tartozo toltéselmozduldsok még pontosabb
leirasa volt az egyik fontos feladat.
. A proton extracellularis térbe keriilése és a fehérjének a citoplazmatikus oldara
torténd kinyilasa kulcsfontossagu iépés a BR fotociklusaban. Ehhez a lépéshez
tartozik a fotociklus M koztes allapota, amelynek két spektroszkdpiailag
megkiilonbéztethetetlen formaja van. Az M koztes allapot, a tobbi koztes
allapothoz képest, kék felé tolodott abszorpcids maximummal rendelkezik és
laboratériumi berendezéseink segitségével konnyen tanulmanyozhatd. Célul
tliztk ki az M koztes allapot Ujragerjesztéses modszerrel torténd
tanulmanyozasat és alallapotainak megkiilonbdztetését.

A fehérje konformacid valtozasanak feltérképezésére és jobb megértésére
abszorpcio kinetikai és elektromos jel mérések elvégzését tiiztiik ki célul mutans

bakteriorodopszin mintakon.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A BR néhany altalanos tulajdonsaga

Anaerdb koriilmények kozott a Halobacterium  salinarum
sejtmembranja kétdimenzids hexagonalis kristalyracsba elhelyezett
bakteriorodopszin trimerek terjedelmes foltjait termeli, ezeket bibormembranoknak
nevezziik (Lanyi és Varé 1995). A bibormembranok vastagsaga 4.9 nm, atmérdje
0.5 um, 75%-ban fehérjét (BR-t) és 25%-ban lipidet tartalmaznak (Blaurock és
Stoeckenius 1971). A bibormembranok kénnyen, tiszta allapotban kivonhatok a
standard izolalasi technikdk segitségével. Izolalas utan a membranok nem
képeznek vezikulakat, hanem egy tobbé-kevésbé lapos, merev lapként
megmaradnak. Hasonléan mas biolégiai membranhoz, a bibormembranok is netto
negativ fellileti toltéssel rendelkeznek, kb. —0.002 toltés/ A2, ami 2 elektron/BR-nek
felel meg. A feliileti negativ toltés a BR savas aminosavainak és a lipideknek
tulajdonithatd (Kates és mtsai. 1982). Az aszimmetrikus fellleti toltéseloszlas
folytdn létezd permanens dipdimomentumot ~ 10’ Debye nagysagulra becsiilték
(Keszthelyi és Ormos 1980; Barabas és mtsai. 1983; Kimura és mtsai. 1984).

A 26 kDa molekulasulya fehérje egyetlen,' 248 aminosavat

tartalmazo polipeptid lancbdl all, amely a membrant 7, a membranra majdnem



1.1. &bra. A bakteriorodopszin 0.155 nm felolddssal késziilt szerkezeti képe (Luecke és mtsai.
1999). A fehérje koriil a lipid csoportok lathatok. A fehérjét alkotd 7 a-hélixet szalag abrazolasban

jelenitettiik meg.

merdleges o-hélixben szeli at (1.1. abra). A prosztetikus kromofor csoport all-trans

retinal, ami kovalensen, protonalt Schiff bazison keresztiil kapcsolodik a 216-0s

Lizin e-amino csoportjdhoz. A retindl a membran feliiletével 20°-os szoget zar be

(Bogomolni és mtsai. 1977, Barabas és mtsai. 1983, Harbison és mtsai. 1985).
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1.2. abra. A bakteriorodopszin bibor szinét add retindl és az extracellularis térbe protont vezetd,
hidrogén kétéses haldzat felnagyitott képe a 0.155 nm felbontassal késziilt szerkezet alapjan
(Luecke és mtsai. 1999).

In vitro korilmények kézott az all-trans retinal protonalt Schiff
bézisa 440 nm-en abszorbeal. A fehérjéhez valo kotédése az abszorpcios
maximumot 570 nm-re tolja, ami a Schiff-bazis kornyezetében Iévo toltott
oldalldncok altal keltett elektromos térnek tulajdonithaté (Kakitani és mtsai. 1985;

Nakanishi és mtsai. 1980; Warshel 1978). Ez az opszin-eltolddas a fehérje bibor
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szinét eredményezi. A Schiff bazis pozitiv toltését negativ téltéskomplex
ellenstllyozza egy hidrogénhidas elrendezidés segitségével (1.2. abra) (De Groot
és mtsai. 1989; De Groot és mtsai. 1990). Ez az elrendezGdés az Asp 85, Asp 212
és Arg 82 aminosavakat valamint kotott vizmolekulakat tartalmaz (Hildebrandt és
Stockburger 1984). A létez6 coulomb kolcsonhatas az Asp 85, Asp 212 és Arg 82
aminosavak pontmutansain végzett kisérletekbOl dertil ki és a kromofdr
abszorpciés maximumanak eltolédasaiban, a Schiff bazis pK, valtozasaiban és a
deprotonalodas megvaltozott kinetikajaban nyilvanul meg (Mogi és mtsai. 1988;
Subramaniam és mtsai. 1990; Otto és mtsai. 1990; Miercke és mtsai. 1991;
Zimanyi és mtsai. 1992a; Brown és mtsai. 1993; Turner és mtsai. 1993;
Needleman és mtsai. 1991).

A bakteriorodopszin haromdimenzids szerkezete, tobb probalkozas
utan (Henderson és mtsai. 1990; Grigorieff és mtsai. 1996; Kimura és mtsai. 1997;
Pebay-Peyroula és mtsai. 1997; Luecke és mtsai. 1998), ma mar 0.155 nm
felbontasban ismert, ez lehetové tette az oldallancok feltérképezését a fehérje
belsejében, valamint az extracellularis csatornaban helyet foglald vizmolekulak
helyének meghatdrozasat is (1.2. abra) (Luecke és mtsai. 1999). LehetOség nyilt,
hogy a fehérje koriili eddig nem lathato lipid csoportok helyét is meghatarozzak
(lasd az 1.1. abrat) (Luecke és mtsai. 1999). A bakteriorodopszin szerkezetében

két proton vezet6 csatornat feltételeznek, melyeket a retinal kromofor valaszt el a
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1.3. abra. A bakteriorodopszin fotociklusanak vazlatos modellje a kdztes allapotok és azok
abszorpciés maximumanak feltiintetésével.

membran belsejében (Nagle és Morowitz 1978). Az egyik az extracellularis oldalon
levO csatorna, amely tobb toltott aminosavat tartalmaz. A masik a citoplazmatikus
csatorna, amely foként hidroféb gyokoket tartalmaz. A bakteriorodopszin
mutansokon végzett kisérletek segitségével azonositottdk azokat az aminosavakat,
amelyek a protonvezetés folyamataban kozvetleniil szerepet jatszanak. Ezek az
Asp 85, Asp 212 és Arg 82, Glu 194, Glu 204 aminosav csoportok (1.2. abra) az

extracellularis csatornaban, és az Asp 96 aminosav a citoplazmatikus csatornaban
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(Mogi és mtsai. 1988; Tittor és mtsai. 1989; Butt és mtsai. 1989; Thorgeirsson és

mtsai. 1991).
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1.4. abra. A bakteriorodopszin fotociklusa kbztes allapotainak differencia spektruma a Gergely és
mtsai. (1997) alapjan.

A fehérje két allapotban létezhet: fényadaptalt allapotban (BRe)
és s6tétadaptalt allapotban (BRs:). A fényadaptalt allapot 100%-ban all-trans, 15-
anti retindlt, mig a sotét adaptalt allapot, szobahomérsékleten, kozel 1:1 aranyban

a 13-cis, 15-syn és all-trans, 15-anti retinalok keverékét tartalmazza, melyek
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termikus egyensulyban vannak egymassal. Sotétadaptalt BR-ben fénygerjesztés
folytan a 13-cis retinalt tartalmazé fehérje egyszer(i fotocikluson megy at, amely
két koztes allapotot tartalmaz és nem szallit protont a membranon keresztiil
(Kalisky és mtsai. 1977; Dencher 1983; Hofrichter és mtsai. 1989; Lozier és mtsai.
1992; Gergely és mtsai. 1994). Ezzel szemben a fényadaptalt BR all-trans retindlja
fénygerjesztés folytan tobb koztes allapoton megy keresztiil és ezzel egyidejiileg
egy protont szallit a citoplazmatikus oldalrdl az extracellularis térbe (Ebrey 1993;
Krebs és Khorana 1993; Lanyi és Varé 1995; Haupts és mtsai. 1997). Egy ciklus
idGtartama szobahGmérsékleten, pH 7 értéken kb. 10 ms.

Semleges pH-n és szobahOmérsékleten a fényadaptalt BR
fotociklusanak (1.3. abra) az alabbi, spektralisan megkilonboztethets, koztes
allapotai vannak: K, L, M, N, O, BR (Lozier és mtsai. 1975). A koztes allapotok
mindegyikének jol meghatarozott abszorpcids maximuma van (1.4. abra) (Gergely
és mtsai. 1997). A BR alapallapot 570 nm abszorpcidjahoz viszonyitva, a K és O
koztes allapotoknak voros felé tolddott, az L, M és N kdztes allapotoknak kék felé
tolodott maximuma van. Az M allapot kék felé tolddott maximuma a deprotonalt
Schiff bazis jelenlétére utal. Léteznek ezeken az allapotokon beliil alallapotok, p!. L;
és L, M; és M, N; és N; (Vard és Lanyi 1990; Cao és mtsai. 1993; Gergely és
mtsai. 1993; Zimanyi és mtsai. 1993; Chizhov és mtsai. 1996), amelyek jelenléte

arra utal, hogy a transzport folyamat 6sszetett.
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A fotociklus koztes allapotai k6zotti reakciokat spektralis valtozasok
kisérik mind a lathatd mind az infravoros tartomanyban. Ezek a valtozasok
szorosan kapcsolddnak a proton leadasi és proton felvételi Iépésekhez a membran
két oldalan. Ezt a fehérjéhez kovalensen kotott vagy a mérboldathoz kevert pH
indikatorokkal végzett kisérletek bizonyn’tjé.k (Grzesiek és Dencher 1986; Heberle és
Dencher 1992; Drachev és mtsai. 1984; Drachev és mtsai. 1987; Scherrer és
mtsai. 1994; Alexiev és mtsai. 1994; Zimanyi és mtsai. 1992a; Nagle és Morowitz
1978; Chang és mtsai. 1985; Druckmann és mtsai. 1985; Dencher és mtsai. 1983;

Sherman és Caplan 1978; Steinem és mtsai. 1997).

1.2. A BR fotociklusa kdztes allapotainak és atmeneteinek leirasa

A fotociklus két els6 lépése kozil a K = L, a us idotartomanyban
lezajlé atmenethez, a Schiff bazison torténo toltésszétvalasztas tartozik (Marcus és
Lewis 1978; Warshel és Ottolenghi 1979; Birge 1981; Mathies és mtsai. 1991). Az
L - M (50 ps alatt létrejovo) lépésben a retinal Schiff bazisanak protonja az
eredetileg negativan toltétt Asp 85-re keril (Braiman és mtsai. 1988; Butt és
mtsai. 1989; Gerwert és mtsai. 1990; Souvignier és Gerwert 1992; Braiman és

mtsai. 1991; Hessling és mtsai. 1993). Ez egyuttal a proton transzport els6 1épése.
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Ezzel egyiitt az extracellularis oldalon lévo protonleadd csoporttdl egy proton az
extracellularis térbe keriil. Az M utani lépések koziil az M => N (1 ms) atmenethez a
Schiff bazisnak az eredetileg semleges Asp 96-rdl valo reprotonalddasa tartozik
(Butt és mtsai. 1989; Braiman és mtsai. 1991). Az N = O (a ms idotartomanyban
lezajlé) atmenet soran a retinal ujra al-trans konfiguracioba izomerizalédik. Az O
allapot életideje alatt a Asp 85 atadja protonjat az extracelluldris oldalon levo
protonleadd csoportnak, a retinal erdeti konfiguracidja és a fehérje kdrnyezete
pedig az O = BR (10 ms) Iépésben all vissza (Lozier és mtsai. 1975).
A K és L allapotok spektrumanak meghatarozasara kezdetben
alacsony homeérsékletli spektroszkdpiat hasznaltak (Becher és mtsai. 1978; Iwasa
és mtsai. 1980; Hurley és mtsai. 1978; Hurley és Ebrey 1978). Ezek a korilbeldil
100 K alatti homérsékleten végzett kisérletek, 50-60%-os glicerin jelenlétében
zajlanak, hogy a hitéskor atlatszo lvegszeri minta jojjon létre. Megvilagitas
folytan, kalénbozé hulldmhosszakon a BR és K koztes allapotok fotostacionarius
keveréke jelenik meg. A K koztes allapot utan kovetkezo allapotok a minta
fokozatos felmelegitésével érhetdk el (Becher és mtsai. 1978). A BR => K reakcio
kvantum hatasfoka 0.65, a K = BR reakciéé pedig 1.0 (Govindjee és mtsai. 1990;
Tittor és Oesterhelt 1990; Xie 1990).
Szobah6mérsékleten a K = L atmenetet 600 nm feletti

hulldmhosszaknal vagy az infravoros tartomanyban lehet tanulmanyozni. Az
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atmenet két exponencidlissal, 1 pus és 100 ps id6allanddkkal és 9:1 amplitudo
arannyal irhato le (Varo és Lanyi 1991a; Varo és Lanyi 1991b). A kétfazisu kinetika
tranziens egyensuly kialakulasaként megmagyarazhatd, amely a K és L allapotok
kozott jon létre és Osszhangban van azzal a ténnyel, hogy a K allapot teljes
lecsengése megegyezik (tobbé-kevésbé) az L allapot lecsengésével (Vard és Lanyi
1991a; Sasaki és mtsai. 1993).

Az L allapot lecsengése és az M kialakulasa kilénosképpen
Osszetett. A jO jel-zaj viszonyl mérorendszer harom komponenst azonosit az M
kialakulasaban (Vard és Lanyi 1991a; Heberle és Dencher 1992; Alexiev és mtsai.
1994). A kortilbeltili id6allandok és amplitidok alakulasa a kovetkez6: 1-2 ps (kb.
10%), 35 us (kb. 25%) és 150 us (kb. 65%). Egy negyedik komponenst is jeleztek
az M kialakulasaban (Heberle és mtsai. 1993). pH 7-nél az L koncentracidja az M
koncentracidja eléri a maximumot (Vard és Lanyi 1991a). Magas pH értékeknél az
M kialakulasa egy nagysagrenddel gyorsabba valik (Zimanyi és mtsai. 1992b;
Hanamoto és mtsai. 1984; Bitting és mtsai. 1990; Varo és Lanyi 1990; Balashov és
mtsai. 1991).

Az M dllapot életideje alatti konformacids valtozasokat elektron- és
Rontgen-diffrakcids kisérletekbdl hataroztak meg (Koch és mtsai. 1991; Nakasako

és mtsai. 1991; Subramaniam és mtsai. 1993; Han és mtsai. 1994; Vonck és mtsai.
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1994). Gyakorlatilag két, spektroszkdpiailag megkiilonboztethetetlen M alallapotrdl
szamolnak be, melyek kozlil az egyikben a Schiff bazis az extracellularis tér feldl, a
masikban pedig a citoplazmatikus tér feldl hozzaférhetd (Vard és Lanyi 1991a;
Zimanyi és mtsai. 1992a; Druckmann és mtsai. 1992; Kataoka és mtsai. 1994;
Hessling és mtsai. 1997). Az M allapot két aldllapotanak tanulmanyozasara BR
mutansokon végzett kisérletek szolgaltattak figyelemreméltd eredményeket (Holz
és mtsai. 1989; Gergely és mtsai. 1993). Ehhez jarultak kés6bb az ujragerjesztéses
mddszerrel késziilt mérések, kihasznalva a koztes allapotok fényaktivitasat
(Balashov és mtsai. 1995).

Az M allapot lecsengése szintén tobb exponencialist tartalmaz
(Eisfeld és mtsai. 1993; Hendler és mtsai. 1994; Tokaji és Dancshazy 1992;
Mukhopadhyay és mtsai. 1994). A Schiff bazis reprotonalddasaval, az M allapot
utan, a fehérje az N allapotba megy at (Eisfeld és mtsai. 1993; Hendler és mtsai.
1994; Tokaji és Dancshazy 1992; Mukhopadhyay és mtsai. 1994). Az N allapot
protondlt Schiff bazist tartalmaz, a retinal még mindig 13-cis, 15-anti
konfiguracioban van. Az N és O allapotok kinetikai Gsszefliggése nem tisztazott,
bar az O allapotot, mint az N kdvetojét tekintik (Chernavskii és mtsai. 1989).

A kiilonb6z6 hullamhosszakon mért  abszorpcidvaltozasok
id6fiiggésének globalis analizise felfedett néhanyat a fentebb emlitett

paraméterekbdl, de nem képes egyetlen, jol meghatarozott fotociklus modellt
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igazolni (Lozier és mtsai. 1992; Souvignier és Gerwert 1992; Nagle és mtsai. 1982;
Nagle és mtsai. 1995; Maurer és mtsai. 1987; Nagle 1991; Miiller és mtsai. 1991).
Bar a fotociklus k6ztes allapotai latszolag egymasutan jelennek meg és csengenek
le, mégsem johet szoba egyetlen, a koztes allapotokat egyiranyl reakcidkkal
Osszekotd szekvencialis modell. Az irodalomban, a tobbkomponensii felfutasokat és
lecsengéseket figyelembe vevo fotociklus modellek kozott talalunk parhuzamos
fotociklusokat feltételez6 modellt (Hanamoto és mtsai. 1984; Balashov és mtsai.
1991; Dancshazy és mtsai. 1988; Birge 1990; Drachev és mtsai. 1992; Eisfeld és
Stockburger 1992; Pusch és mtsai. 1992), eldgazasokat tartalmazd fotociklus
modellt (Drachev és mtsai. 1992; Sherman és mtsai. 1979; Beach és Fager 1985),
reverzibilis atmeneteket feltételez0, elagazasokat nem tartalmazd fotociklus
modellt (Gerwert és mtsai. 1990; Varo és Lanyi 1991a; Varo és Lanyi 1991b; Varo
és Lanyi 1990; Vard és Lanyi 1990; Ames és Mathies 1990; Zimanyi és Lanyi
1993), valamint kétfotonos ciklust leird modellt, amely a lassabban lecsengé M
format az N koztes allapot fotoreakcidjaként képzodott formaként veszi figyelembe
(Kouyama és mtsai. 1988; Fukuda és Kouyama 1992).

Egyedil a spektroszkdpiai adatok nem elegendbek ahhoz, hogy
donteni lehessen az egyes modellek kozott, a kinetika tisztdazasahoz sziikség van

tovabbi és egymastol fiiggetlen adatokra.
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1.3. A BR fotociklusanak elektromos jelekkel torténo leirasa

A fotoelektromos mérések szempontjabol a membranstruktira
aszimmetridgja és a membran két oldalan levé feliileti toltéssiirliség kiilonbség
alapvet6 fontossaggal bir (Hayward és mtsai. 1978). Ez a toltéssliriiség kiilénbség
felhasznalhatd arra, hogy orientalt mintak késziiljenek a BR lipid kettOs rétegbe
agyazasaval (Dancshazy és Karvaly 1976; Bamberg és mtsai. 1981; Butt és mtsai.
1989), a bibormembranok lipid impregnalt sz(irore (Drachev és mtsai. 1984), vagy
vékony teflon rétegre (Holz és mtsai. 1988) orientalt adszorpciéjaval. Ezek a
mérési technikdk . nagyon érzékenyek az elgktromos je.l mérésekre, de hibajuk,
mivel a3 membranok egyréteget képeznek a hordozéi.felt'jleten, hogy a mintaknak
nagyon kicsi a stiriisége és az abszorpcio kinetikai jelek mérése nehézkes. Tovabbi
nehézséget jelent, hogy a bibormembranok két oldala a mérdoldatban nem
kézelithetd meg egyenlo mértékben, vagyis a mérési koriilmények nem azonosak a
telies mintara nézve. A viz szerepének tanulmanyozasakor késziiltek olyan
orientalt, ugynevezett szaraz mintak, ahol a bibor membranok egy vezet6 liveg
feliletére keriiltek elektroforetikusan (Varé 1981; Varé és Keszthelyi 1983;
Kononenko és mtsai. 1986; Lewis és mtsai. 1996). Ezeken a mintakon mar

lehet8ség nyilt mind abszorpcié kinetikai mind elektromos jelek mérésére és a

21



mintdk évekig mikodOképesek, de egy ilyen rendszer tavol all az él6 sejt
kortilményeitol.

A bibormembran szuszpenziok kiilso elektromos tér alkalmazasaval
térténd orientdlasa, a membranok permanens dipélmomentumat kihasznalva,
sikeres probalkozasnak bizonyult (Keszthelyi és Ormos 1983; Keszthelyi és Ormos
1989). Az orientacid akrilamid gélbe rogzitheto, és az igy késziilt mintak esetében
mar nem lépnek f6l az eddig targyalt hibak (Dér és mtsai. 1985). Probléma csak
magas sokoncentracioknal lép fol, ‘amikor a minta ellendllasa kicsi és a jel-zaj
viszony értéke csokken (Dér és mtsai. 1988; Dér és mtsai. 1992; Gergely és mtsai.
1993). Az elektromos jelek értelmezésére sziiletett elsé néhany probalkozas szoros
Osszefiiggést mutatott az eIektrc;mos jel Osszetevdi és a fotociklus koztes allapotai
koz6tt (Keszthelyi és Ormos 1980; Keszthelyi és Ormos 1983). Az elektromos jelek
pH- és s koncentracio fiiggését tanulmanyoztak (Ormos és mtsai. 1985; Liu 1990;
Liu és mtsai. 1990). Megfigyelték, hogy néhany puffer alacsony koncentracidkon az
elektromos jel eldjelét megvaltoztatia (Toth-Boconadi és mtsai. 1986; Dér és
mtsai. 1988; Liu és mtsai. 1991).

Abbdl a megfigyelésbdl kiindulva, hogy egyetlen .proton
mozgasarol van sz0 és a fehérje dielektromos allanddja allandd, a proton altal
megtett tavolsagot minden koztes allapot esetén kiszamitottak (Keszthelyi és

Ormos 1980). Ez a leiras kiegészitésre szorult, mivel a fotociklus folyaman nemcsak
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a szallitott proton, de a t6ltott aminosavak és azok oldallancai is mozoghatnak, és
nincs informacid a fehérje lokalis dielektromos allanddjarol. Elektromos és
magneses tér egyittes alkalmazasaval sikeriilt olyan gél mintakat elGallitani,
amelyekben a bibormembranok orientacidos foka, és ezzel egyiitt a minta

o ¥ ol

anizotropidjanak foka, jelentosen nétt (Dér és mtsai. 1995). Ezzel a megnévelt
kovetése, polarizalt fénnyel valo gerjesztés folytan (Dér és Ormos 1995). Egy
altaldnosabb leirasa a toltésmozgasoknak a koztes allapotok relativ
elektrogenicitasa, mint a dipdlnagysag alapallapothoz viszonyitott értéke (Trissl
1990; Gergely és mtsai. 1993). A relativ elektrogenicitasok értékét a fotociklus elso
néhany koztes allapota esetén, a D85N, D212N, és D96N mutansokon veégzett
kisérletek alapjan hataroztak meg (Gergely és Varé 1992; Gergely és mtsai. 1993;
Ganea és mtsai. 1995).

A jelen dolgozat tartalmazza a vad tipusi BR fotociklusa koztes
allapotai relativ elektrogenicitadsanak tanulmanyozasat pH 4,5 és pH 9 értékek
kézott (Ludmann és mtsai. 1998b). Az elektrogenicitasok pH fliggésének
megrajzolasaval kdvetkeztetések vonhatok le a fotociklus folyaman torténd belsd
toltésmozgasokrdl (Ludmann és mtsai. 1998b).

Megfigyelték, hogy a BR fotociklusa koztes dllapotainak mindegyike

fénnyel Gjragerjesztheto (Litvin és Balashov 1977; Balashov és mtsai. 1995; Nagel
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és mtsai. 1998). A K allapot voros fénnyel valé megvilagitasakor olyan elektromos
jelet ad, melynek iranya ellentétes azzal a jellel, amit a vad tipusti BR ~ben sarga
fénnyel valo gerjesztéskor észleltek (Ormos és mtsai. 1983; Trissl és mtsai. 1989;
Groma és mtsai. 1995). Az M allapot kék fénnyel valo gerjesztés folytan a fehérje
olyan fotocikluson megy keresztiil, melynek tébb koztes dllapota van (Litvin és
Balashov 1977; Druckmann és mtsai. 1992; Nagel és mtsai. 1998), és elektromos
jelet is ad (Ormos és mtsai. 1980; Dickopf és Heyn 1997). Az M koztes allapot ezen
tulajdonsagat olyan esetekben hasznajak, amikor az M allapot koncentracidjanak
és lecsengésének mérése a cél, és nincs lehetoség abszorpcié kinetikai mérések
elvégzésére (Nagel és mtsai. 1998). Az N koztes allapot szintén fény-aktivnak
bizonyult (Vard és Lanyi 1990).

A j.elen dolgozatban a protonalatlan Schiff bazist tartalmazo M
allapot fotoreakcidjanak tanuimanyozasara is sor keriilt optikai sokcsatornas
analizatorral (OMA), abszorpcid kinetikai és elektromos jel mérések segitségével,

mind vad tipusd, mind mutans BR mintakon (Ludmann és mtsai. 1999).

24




1.4. Abszorpciéo kinetikai és elektromos jelekbdl kapott eredmények

kombinalasa: a BR energetikaja

A BR energetikajat a csatolasi principiumok (Tanford 1983) alapjan
targyaltak (Vard és Lanyi 1991b): a) a vezérlo reakcid és a transzport Gsszekdtése
két konformacids allapotot igényel; b) az Gsszekotési reakcidban a szabadenergia
az aktiv helyrdl a fehériére adodik at; c) a legtobb atmenet esetében a
szabadenergia valtozasok zérohoz kozeli értékek kell legyenek; d) a transzport
irreverzibilitasat minimum egy, nagy szabadenergia veszteséggel jar6 Iépés
biztositja. A bakteriorodopszin gerjesztett allapotaban “birtokolt” szabadenergidja
vezérli a kromofdr és a fehérje Gsszes termikus atalakulasat és a protonatadas
reakcioit (Birge és Cooper 1983; Ort és Parson 1979b). A K allapotban tarolt
energia kalorimetridsan mért entalpikus energidgja 50 kl/mol (Birge és mtsai.
1991).

A szekvencidlis modell szerint (Varé és Lanyi 1991b) a BR
fotociklusaban két egyiranyl atmenet van: az M; = M, és az O = BR. Ez is
mutatja, hogy a K allapotban “birtokolt” szabadenergia diszkrét Iépéseknél
hasznalddik el és nem disszipalddik folyamatosan az atmenetek soran (Ludmann
és mtsai. 1998a). A Halobacterium salinarum sejteken mért proton visszanyomas

az M allapot felhalmozddasat eredményezi (Dancshazy és mtsai. 1983; Groma és
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mtsai. 1984), nem pedig az N vagy az O allapotokét, ami egyértelmien jelzi, hogy
a proton transzportot az M; =» M, egyiranyu reakcio biztositja. Ezt a megallapitast
alatdmasztja, hogy az N allapot kialakulasakor a proton transzportnak gyakorlatilag
vége van (Otto és mtsai. 1989; Kouyama és Nasuda-Kouyama 1989; Varo és
mtsai. 1990; Subramaniam és mtsai. 1991) és az is, hogy az M, = M; atmenetben
elveszitett AG elégséges proton mozgato er6t hozhat létre.

A BR fotociklusaban megfigyelhet6 mikroszkopikus
sebességallandok homérsékletfiiggésének megrajzolasa az aktivacids entalpidk és
entropiak kiszamitasat (vant Hoff aktivacios entalpiak és entropiak), az atmenetek
legtébbje szamara az entalpia- és entrdpianivdk egymashoz viszonyitott
helyzetének meghatarozasat is lehetové tette (Vard és Lanyi 1991b). AK=2 L=
M; és M; = N = O reakcidszegmensek termodinamikai paramétereinék
kiszamitasa mar leirasra keriilt pH 7 értéken, mind bibormembranokon, mind
bakteriorodopszin monomereken (Varé és Lanyi 1991b; Vard és Lanyi 1991). Az
els0 szegmens reakcidi izoenergikusan mennek végbe a AH, AS és AG lényeges
valtozasai nélkil. A masodik szegmens reakcidi szintén izoenergikusak, de
figyelembe vették, hogy a protonleadas €s protonfelvétel lépései kdzétt, az eredeti
értékhez viszonyitva AH = — 80 kJ/mol entalpia veszteség Iép fel (Ort és Parson
1979b; Garty és mtsai. 1982). Az entalpia diagram, az entalpia veszteséggel jard

atmenetként az M; =» M, reakcioét jelolte meg (Vard és Lanyi 1991b). Az M; = M,
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atmenet utdn a maradék szabadenergia negativ entrdpiaként jelent meg. Egy
rendszer ékkor képes negativ entropiat Iétrehozni, ha nagyfoku belsd szabadsaggal
rendelkezik. Ez kizarja a kromofor egyediili részvételét és megkdveteli, hogy a
konfiguracids-konformacids valtozas, a fotociklus masodik felében, az M, allapot
utdn j6jjon létre. Idofelbontasos Rontgen-diffrakcios mérések bebizonyitottak
(Koch és mtsai. 1991), hogy konformacios valtozasok valoban észlelhetok az N =
BR atmenetben, ahol a legnagyobb entrdpia valtozas bekdvetkezik (Vard és Lanyi
1991b).

A fotociklus masodik felét a fehérje konformacids visszaalakulasa
vezérli. Az alabb bemutatasra kertilo kisérletek mar nemcsak széles hOmérséklet
tartomanyon de széles pH tartomanyon is késziiltek, ami a fehérje energetikajanak
pontosabb megrajzolasat és értelmezését, sot néhol az atértelmezését

eredményezte (Ludmann és mtsai. 1998a).

27



2. MINTAK ES MERESI MODSZEREK

2.1. Mintakészités, mérési koriilmények

A vad tipusi BR bibormembranokat a Halobacterium salinarum S9
torzsbdl vontak ki az ismert modszer alapjan (Oesterhelt és Stoeckenius 1974). A
mérések elvégzésére a bibormembranokat poliakrilamid gélbe agyaztuk (Mowery
és mtséi. 1979). A gélbeagyazott (Dér és mtsai. 1985) BR végso koncentracidja ~
20-30 uM. A tridesztillalt vizben jol kiaztatott gélek tobb oran at 50 - 100 mM NaCl
—ban, 12,5-12,5 (esetenként 25-25) mM MES és TRIS pufferekkel a kivant pH —ra
beallitott oldatban aztak. A so és pH gradiensek kiegyenlitésére a mintak egész
éjszakara a mérGoldatban maradtak. A mérooldatban hasznalt pufferek
homérsékletfliggését két pH értéknél ellendriztiik: pH 5 és pH 8.5 értékeknél és az
eltérés nem volt tobb + 0.1 -—nél. A mérések el6tt a mintat fényadaptaltuk. A minta
olyan mintatartdba keriilt, amelyben a hémérséklet 0 °C és 50 °C kozott
beallithato, stabilizalhato.

Az adatok gy(jtése egy szamitogép vezérelt tranziens rekorder
(Thrulby DSA 524) segitségével tortént, tobb szakaszban, linearis idoskalan, 300 ns
és 1 s kozott. Az adatokat utolag logaritmikus idoskalara atalakitottuk egy, az

intézetben kifejlesztett programmal. A logaritmikus idGalapra valo attérés mellett a
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jelek mindségének javulasat is elértilk. Az abszorpcid kinetikai jelek mérése o6t
killonb6z6 hémérséklet és tiz kiildnbdz6 pH értéken (5 °C és 30 °C, valamint pH 4,5
és pH 9 kozotti tartomanyban) késziilt (Vard és Keszthelyi 1983). Az abszorpcid
kinetikai méréseket 6t kilonb6z6 hulldmhosszon végeztiik: 410 nm, 500 nm, 570
nm, 610 nm és 650 nm (Lanyi és Var6é 1995). Az elektromos jel méréseket 20 °C
hémérsékleten végeztiik pH 4,5-9 tartomanyban.

A D85N és D96N mutansokat az L-33 térzsben expresszaltak és
J.K. Lanyi (Irvine, California, USA) laboratériumabdl ajandékba kaptuk. A D85N
mutanson elektromos jeleket mértiink szobahomérsékleten, gél mintan, 100 mM
NaCl oldatban, amelyet 25-25 mM MES és Tris pufferekkel pH 9 értékre
beallitottunk. Az optikai sokcsatornds analizatorral differencia spektrumokat
mértiink a D96N mutansbdl késziilt gél mintan a 350 nm és 750 nm kozotti
tartomanyban, hattérmegvilagitas mellett (HBO 200 tipusi higanyldmpa),
szobahomeérsékleten, pH 8 értéken. A D96N mutansbol késziilt gél mintan
abszorpcio kinetikai és elektromos jeleket is mértiink pH 8 értéken, 6 kiilénb6z6
hémérsékleten: 5, 10, 15, 20, 25 és 30 °C. A minta mérdoldata minden esetben
100 mM NaCl, 25-25 mM MES és Tris pufferekkel a kivant pH értékre bedllitva.

Az M allapot Ujragerjesztéses modszerrel késziilt méréseit vad

tipusu bakteriorodopszinon végeztiik. Az elektromos jeleket szobah6mérsékleten
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mértik 100 mM NaCl, 25-25 mM MES és Tris pufferekkel pH 9 értékre beallitott

mérdoldatban aztatott gél mintakon.

2.2. Optikai sokcsatornas analizatorral (OMA) mért jelek és azok

kiértékelése

Az idofelbontasos spektrdszkopiai méréseket a kapuzott optikai
sokcsatornas analizatorral (OMA) végeztiik (2.1. dbra) (Zimanyi és mtsai. 1989;
Zimanyi és Lanyi 1993). A D96N mutans fotociklusa folyaman, kiilonb6z6
idopillanatokban, differencia spektrumok mérésére nyilt alkalom. A gerjeszto fény
egy excimer lézer pumpdlta festék lézer wvolt, hulldmhossza 420 nm,
impulzushossza 8 ns, energiaja 4 mJ. A mérofény egy wolframszalas izzo volt.

A mérofényt, a mintan valé athaladds utan, a spektrograf (S)
bemend résére fokuszaltuk. A spektrumot a detektor (D) érzékeli, amelyben egy
kapuzott gyors diodasor és egy nagyfesziiltséggel vezérelt képerGsito foglal helyet.
A nagyfesziiltség idozitésével szabalyozhato, hogy a diddasor mikor és mennyi
ideig érzékeli a raeso fényt. A detektor az OMA elien6rz6 rendszeréhez (E) van

kotve, kapuzasat az impulzus generator (IG) végzi.
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Az impulzus manipuldtor (IM) altal kibocsajtott jelek inditjak el a

lézert és az impulzus generatort, valamint szabalyozzak a fényzarat (Sh).

19291

2.1. bra. Az optikai sokcsatornas analizator (OMA) mérSberendezés vazlatos rajza. Lézer — excimer
lézerrel pumpalt festék lézer, L — mérdfény (Wolfram izzd), Sh — fényzar, Hsz — hész(ird, M — minta,
S - spektrograf, D - detektor, T - optikai fényérzékel6, IM - impulzus manipuldtor
(nagyfesziiltséggel vezérelt képerdsitd), IG — impulzus generator, E — ellen6érzd rendszer.

A mérést indito jelet a detektor ellendrz6 adja. A lézer gerjeszti a
mintat és az optikai fényérzékeld (T) inditja az impulzus generatort. A generator

kiadja a megfelel6 hossziisagu jelet a bedllitott idokésleltetéssel és a detektor
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érzékeli a mintaban okozott fényintenzitas valtozasokat. Az idofelbontas a
fotodiodak fizikai paramétereitdl és a nagyfesziiltséget kapcsolo elektronikatol
flgg.

Az adatok gyijtése a gerjesztést kdvetden 0,2 ps; 0,4 ps; 0,6 us; 1
us; 2,5 us és 6 ps késleltetéssel tortént. A jelek 100 ismétiés atlagai, igy
nagymértékben javult a jel-zaj viszony. A spektrumok komponens spektrumokra
bontdsat az SVD (sajatértékekre valé bontas) mddszerrel, az SPSERV program
segitségével végeztiik (Cao és mtsai. 1993; Bagyinka és mtsai. 1993). Ugyancsak
az SPSERV program adott lehetGséget a zajsziirésre és az abszorpcio kinetikai jelek
globadlis illesztésére.

Az OMA-val mért komplex spektrumok jol meghatarozott
amplitidokkal rendelkez6 komponens spektrumokra bonthatdk, melyekbdl

elhagyhatdk azok, amelyeknek nincs strukturajuk.

2.3. Abszorpcid kinetikai jelek mérése és kiértékelése
A gél mintat kiivettaba helyeztiik és egy excimer lézer pumpalta

festéklézerrel gerjesztettiik (Rodamin 6G, etanolban): hulldmhossza 590 nm,

impulzushossza 5 ns, energiaja 10 mJ. A lézer kériilbellil 15% BR -t gerjesztett ki a
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mintabdl. A gerjesztés iranyara merolegesen helyeztiik el a mérofény szerepét

betoltd wolfram szalas izzot. A lézer altal a mintaban okozott abszorpciovaltozas a

6. abra. Az abszorpcio kinetikai és elektromos jelek egyiittes mérésére hasznalt berendezés vazlatos
rajza: Lézer — excimer lézer pumpalta festék lézer, L — méréfény, Hsz — hdsziird, Mk — optikai szlr6,

FES - fotoelektronsokszorozd, ER — erdsitd, TR — tranziens rekorder.

mérofény fényintenzitasanak valtozasat okozza. A jel a monokromatoron és
fotoelektronsokszorozon keresztiil a tranziens rekorderbe jut és szamitogép rogziti

(lasd a 2.2. abrat).
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A mérés hazilag készitett szamitdgépes programmal vezérelt. Az
adatok 6sszegyuijtésekor az egyes lézerimpulzusok intenzitasat is mértiik, a jeleket
egy lézerintenzitasra normaltuk igy a lézerintenzitds + 15% -os ingadozasat
kik{isz6boltik.

A hattér-megvilagitassal késziilt mérések esetében egy
higanylampat (HBO 200) hasznaltunk, ami elé egy hosz(ir6 és egy alul vago liveg
(500 nm) keriilt. Igy a ldmpa 57 W/cm? megvildgitast adott az 500-800 nm
hulldmhossz tartomanyban.

Az M allapot kigerjesztésére, hattérfény mellett egy excimer lézer
gerjesztette festék lézert hasznaltunk: hulldamhossza 420 nm, impulzushossza 10
ns, energiaja 4 ml. A kettOs gerjesztéses kisérleteinkhez az excimer lézer
gerjesztette festék lézert hasznaltuk: hullamhossza 590 nm, és egy nitrogén lézer
pumpalta festék lézert: hullamhossza 420 nm, impulzushossza 8 ns, energiaja 0.5
ml. A két lézer kozotti késleltetést hazi készitést idozitdvel hoztuk létre, melynek
legkisebb késleltetése 1ps.

A kiilonb6z6 hulldmhosszaknal mért abszorpcio valtozasok a
latszdlagos sebesség allandokat tartalmazzak. Elso Iépésben a spektralis valtozasok
a koztes adllapotok idofliggd koncentracid valtozasaiva alakitottuk az alabbi

Osszefiiggés alapjan:
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A, (1) =) A, -Ci(t) (2.1.)

Ahol AA(t)-az egyes hullamhosszaknal mért abszorpcio valtozasokbol felépitett
oszlopmatrix, az ey-az extinkcios egyitthatok matrixa (Gergely és mtsai. 1997), a
Ci(t)-pedig a fotociklus koztes allapotainak koncentracidibdl felallitott oszlop matrix.
A fotociklus koztes adllapotai idofiiggdé koncentracid valtozasaira modellt
illesztettiink egy, a Biofizikai Intézetben Groma Géza altal megirt, RATE nevi
programmal (Gergely és mtsai. 1993; Vard és mtsai. 1995). Az illesztés
eredményeképpen megkaptuk a fotociklus koztes allapotai kozotti atmenetekhez
tartozd mikroszkopikus id6allanddkat. A termodinamikai paraméterek kiszamitasa

az alabbi egyenletek segitségével tortént:

(2.2)

AG' =AH" —T-AS" (2.3.)

ahol k a sebességadllandd, ks- a Boltzmann allandd, h- a Planck allandd, T- az

abszolit homérséklet, R- az egyetemes gazallandd, AH, AS és AG az egyes
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atmenetekhez tartozé entalpia, entropia és szabadenergia valtozast jelenti, AH*,

AS* és AG* pedig az aktivacids entalpia, entropia és szabadenergia értékek.

2.4. Elektromos jelek mérése és kiértékelése

Az abszorpcid kinetikai jelek mérésére hasznalt berendezés (2.2.
abra) alkalmas az elektromos jelek mérésére is, ha a kivettaba helyezett orientalt,
gél minta mellé elektrddapart helyeztiink. Lézergerjesztés folytan a mintaban a
toltésmozgasok altal keltett aramjel egy erGsitén keresztiil a tranziens rekorderbe
keril és szamitogép rogziti. Az elektromos jeleket tobb idGalapon mért jel
“Osszevarrasabol” kaptuk meg és logaritmikus idGskalara alakitottuk at. Az
elektromos jeleket az abszorpcid kinetikai jelekb6l kiszamolt, a koztes allapotokhoz
tartozd, koncentraciok felhasznalasaval illesztettik. A mért aramjel integralja

aranyos a membranon generalt fesziiltséggel, amit az alabbi 6sszefiiggés ad meg:

U)=4-Y.C,(1)-E, (2.4.)

ahol U(t)- a feszliltség, A- a mérési feltételeket magaba foglalé dllandd, E- az

elektrogenicitas és Ci(t)- az i-edik koztes allapot koncentracidja. Az elektromos jel
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els6, gyors komponense a kezdeti toltésszétvalasztasnak, a retinal
izomerizacidjanak felel meg.

A toltésmozgasok leirasara az elektrogenicitasi egyiitthatokat
(réviden: elektrogenicitast) haszndltuk. A koztes dllapot elektrogenicitasat
eredetileg Ugy definialtdk (Gergely és mtsai. 1993), mint az alapallapothoz
viszonyitott dipélusmomentum valtozast. Az elektromos jelek csak a membran
sikjara meroleges dipolusmomentum valtozasokbdl sziiletnek. Az elektrogenicitas
jelét pozitivnak tekintettiik, ha a dipolusmomentumban bekdvetkezd valtozas
ekvivalens egy pozitiv toltésnek, a membranban, a proton transzport iranyaba
torténo eltoldsaval. Megegyezés szerint az elso jel relativ elektrogenicitasa -1, az
idoben kovetkez0 jeleket pedig hozza normaljuk. Mutansok esetében is az elso jel
relativ elektrogenicitasa —1, azt a hipotézist tartva szem el6tt, hogy a mutacio a
retinal kozvetlen kérnyezetét nem valtoztatja meg.

Az elektromos jelek illesztése a MATLAB program segitségével
késziilt. A relativ elektrogenicitasok kiszamitasakor, a nagy hibak elkeriilése végett
a szamitasokat, a fesziiltség jel két lépésben torténd illesztésével végeztiik.
Abrazolva a relativ elektrogenicitasok pH fiiggését lehetség nyilik a protonleadas
és protonfelvétel koriiiményeinek, a fehérjén beliili téltésmozgasoknak, valamint az
egyes koztes allapotok megjelenésének és eltiinésének feltérképezésére alacsony

és magas pH értékeknél.
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3. EREDMENYEK

3.1. Abszorpcid kinetikai mérések:

A 3.1. abran a fotocikius koztes allapotaira jellemz6 ot kiilonb6z6
hulldmhosszon mért abszorpcid kinetikai jelek lathatok, pH 7 értéken és hat
kiilonb6z6 homérsékleten. A hémérséklet 25 °C-al valé ndvelésével a jelek
felfutdsa egy nagysagrenddel gyorsabb. Ez lehetGséget adott a termodinamikai
paraméterek kiszamitasara, az Eyring dbrazolas elkészitésére (Varé és Lanyi
1991a). A kinetika homérséklet fiiggése sokkal hangstlyosabb mint a pH filiggése,
ahogyan a 410 nm és 570 nm hullamhosszakon, pH 5, pH 7 és pH 9 értéken mért
A pH értéknek két egységgel valo nivelése megfelel a homérsékletnek kevesebb
mint 5 °C fokkal valé novelésével elérhetd valtozassal. Ezért a mérd oldat pH
értékének + 0.1 pH egységge! vald valtozasat a hémérséklettel elhanyagolhatonak
tekintettiik. A K allapot felfutdsi sebessége 20 °C hémérsékleten szinte teljesen pH
fiiggetlen (570 nm hullamhosszon mért jelek, 3.2. abra). Alacsony pH értékeknél a
fotocikius 410 nm hulldamhosszon (vagyis az M allapotot mutatd) mért jeleinek
felfutdsa nem vdéltozott, de gyorsabba valt ha a pH értékét 7 —r6l 9 -re

valtoztattuk.
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3.1. abra. Akrilamid gélbe agyazott bibormembranokon mért abszorpcid kinetikai jelek pH 7
értéken, ot kiilonboz6 hulldmhosszon és hat kiilonbozé homérsékleten, jobbrdl balra: 5, 10, 15, 20,
25, 30 °C.

Ezt a gyorsulast a Glu 204 titralasanak tulajdonitjak (Brown és mtsai 1995; Richter
és mtsai. 1996; Balashov és mtsai. 1996). A pH 4.5-r6l pH 7-re valé atmenetnél a
jelek lecsengése gyorsul; késobb viszont, pH 7-rol pH 9-re vald ugrasnal lassul. A
3.1. abran a jelek amplitiddjabol lathatd, hogy azok csak gyengén
hémérsékletfiiggdek, kivéve az O koztes allapotra jellemzé 650 nm hulldmhosszon

mért jelet, amely er6s homérsékletfiiggést mutat.
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absz. valtozas

log id6 (s)

3.2. abra. Abszorpcié kinetikai jelek 410 nm és 570 nm hulldmhosszakon, 20 °C fokon és harom
kiilonb6zo pH értéken: pH 5 (folytonos vonal), pH 7 (szaégatott vonal) és pH 9 (pontozott vonal). A

mérési koriilmények mint az 3.1. dbran. A jeleket az extrémumaikra normalizaltam.

A 650 nm hulldmhosszon mért jelekben még pH 9 —en is megfigyelhettiik az O
koztes allapotot ha a hdmérsékletet 30 °C fokra emeltiik (3.3. abra). Ez arra utal,

hogy az O allapotnak az eltlinése alacsony homérsékleten energetikai okok miatt

koévetkezik be.
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absz. valtozas

log ido (s)

3.3. abra. Abszorpcié valtozas 650 nm hullamhosszon és 30 9C fokon, 6t kiilonboz6 pH értéken.

Az abszorpcio valtozasok nagyon Osszetettek, és nem irhatok le
egyszerli kinetikai modellel. Az alabbiakban felvazolom azokat a modelleket,
amelyeket a modellillesztéseink soran figyelembe vettiink: reverzibilis reakciokat
tartalmazod szekvencialis modell (m1) (Ames és Mathies 1990; Varo és mtsai. 1990;
Vard és Lanyi 1990; Varo és Lanyi 1990); két parhuzamos fotociklus modell,
egyiranyu reakcidkat feltételezve a koztes allapotok kozott mindkét agban (m2)

(Dancshazy és mtsai. 1988; Tokaji és Dancshazy 1992; Drachev és mtsai. 1993;
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Eisfeld és mtsai. 1993; Song és mtsai. 1994); két parhuzamos fotociklusbdl allé
modell, reverzibilis reakciokat feltételezve a kdztes allapotok kdzott mindkét agban

(m3) (Eisfeld és mtsai. 1993; Hendler és mtsai. 1994; Luchian és mtsai. 1996):

KoeLeoeMioM,oNeO-5>BRésN - BR (m1)

Ki»>Li>M1—5>N1->0:1->BR

Kz—»Lz->M2->N2->02-BR (m2)

K1(—) |.1(—) M1(—)N1(—)01-—) BR

Ko Lo Moo N2> 02— BR (m3)

Az mi-es modell esetén az illesztés josagat mutatja a x*> = 2.4 x 10 ; és hiban
beliil jo illeszkedést adott az Gsszes tanulmanyozott pH és homérsékleti értékre
(3.4. A. abra). pH 8.5 és pH 9.0 értékek esetében a x* enyhe emelkedése volt
jellemz6, ami a modell alkalmazasanak hatarait mutatja. Az m1 modellben lathatd

elagazast mar eldzOleg bevezették (Vard és Lanyi 1990; Varé és mtsai. 1990).
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absz. valtozas

absz. valtozas

absz. valtozas.

3
log id6 (s)

3.4. dbra. pH 7-en, 20 °C-on mért abszorpcid kinetikai jeleknek (folytonos vonalak) a harom
bemutatott modellel vald illesztése (szaggatott vonalak).

pH 4.5 és pH 7 k6z6tt az N lecsengésének egyidejlileg két utja lehetséges: N = BR
és N = O = BR. pH 7 érték folott a lecsengés az N => BR atmeneten kereszttil

valdsul meg.
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rel. konc.

rel. konc.

rel. konc.

3.5. abra. A szekvencialis modellel valé illesztésbdl szamitott koncentracidvaltozasok iddfiiggése
harom kiilonbodz6 pH érték esetén.

Az m2-es modell kevésbé jo illeszkedést mutatott, x* = 8.9 x 10, és az m3-as
modell egyetlen valtozata sem ad jobb illeszkedést az m1-es modellnél, y* = 2.2 x
103, ugyanakkor sokkal tobb paramétert tartalmaz. A kéztes allapotok
koncentracié valtozasanak pH-fliiggése (3.5. abra) azt mutatja, hogy az M, és M,
koztes allapotok kozotti atmenet alacsony pH-n egyensulyban van, de pH 6 folétt

egyiranyava valik.
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log k

3.6. abra. A sebességallanddk tizes alapu logaritmusanak pH fiiggése.

A pH névekedésével az L és O koztes allapotok koncentracidja csokken, az M; és N
koztes allapotok koncentracidja pedig novekszik. Az O és BR allapotok kozotti
atmenet pH 7 és pH 8 értékek kozott egyiranyuva valik (3.6. abra). A K és L koztes
allapotok kozo6tti atmeneten kiviil az 6sszes tobbi atmenet sebessége valtozik pH 7

érték folott.
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3.7. dbra. A sebességkonstansok Eyring abrazolasa a pH 7-en mért jelek alapjan, a reverzibilis
reakciokat tartalmazé szekvencialis modell figyelembevételével.

Az ml-es modell alapjan elkészitett Eyring abrazolas minden pH értékre linearis
fliggést mutat (pH 7.0, 3.7. abra). Nemlinearis Eyring abrazolast mutatnak a
parhuzamos modellekbdl kiszamitott sebességallanddk (nem késziilt abra), ami
megkérdGjelezi a parhuzamos modellek fizikai értelmezhetOségét. Ezért csak az

m1-es modellt targyaljuk. A 3.7. abran lathatd, hogy a
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3.8. abra. A harom pH értékre szamitott szabadenergia diagram.

fotociklus masodik felében harom, er6sebben hémérsékletfiiggd atmenet létezik:
azN =0, az N = BR és az O -> BR atmenet, ami pH 7 értéken létez6 magasabb
aktivacios barriert jelent (ezekre az atmenetekre). A pH novekedésével a koztes
allapotok energia nivdiban tobb jellegzetes valtozas észlelheto (3.8. — 3.10. dbrak):
az N adllapot energianivdja eltolodik, és hasonloképpen kisebb eltolodas az M1
energianivdjaban is megfigyelhetd. A K koztes allapot energianivdja ebben a

munkaban nem keriilt meghatarozasra, de referenciaként szolgalt, mivel a fehérje
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3.9. abra. Az entalpia diagram pH 5, pH 7 és pH 9 értékeken.

altal elnyelt, és ebben az allapotban tarolt energia egy része a protonnak a
membranon keresztiili szallitasara szolgal.

Amikor az M; és M, koztes allapot kozotti atmenet egyiranytva
valik, a két energianivo kozotti kiilonbség nem hatarozhaté meg. Ezért magasabb

pH értéken az M, energia nivéjat tetszOlegesen rajzoltuk. A M, energianivéja
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3.10. abra. Entrdpia diagram pH 5, pH 7 és pH 9 értékeken.

szamitasaink szerint joval alacsonyabb. Az utolsd, BR-be torténd, atmenet
egyiranyusagara onnan kovetkeztettiink, hogy gerjesztés nélkiil a mintaban a BR
allapoton kiviil mas koztes allapot (N és O) nincs jelen, a BR alapallapot spektruma
a tanulmanyozott pH tartomanyban nem valtozott. Ezeknek az atmeneteknek az
energianivoi nincsenek pontosan meghatarozva. Az egyiranylsag elvét kovetve

belathato, hogy magas pH értéken az M, és M, illetve az N, O és a BR kdztes
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3.11. abra. A koztes allapotok szabadenergidban, entalpiaban és entropidban fellép6 véltozasai az

6ket megel6z6 koztes allapotokra vonatkozd értékekhez viszonyitva.

allapotok kozotti szabadenergia nivdinak kilonbsége nagyobb kell legyen mint 11

kJ/mol. Az entalpia (3.9. abra) és az entrdpia (3.10. abra) diagramokbdl az energia

lokalizalasarol és a fehérjén beliili konformacid valtozasokrdl szerezhetiink

informaciét. Két olyan atmenet van az entrdpia diagramjan (3.10. abra), ahol
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entrdpia novekedés észlelheto: az egyik az M1 és M2 allapotok, a masik pedig az N
és O allapotok kozotti.

Ezek a kiilonbségek még inkabb észlelhetdk, ha az egymas utani
energianivok kozotti kiilonbséget a pH filiggvényében abrazoljuk (3.11. abra). Az
els6 esetben az entropia ndvekedést entalpia csokkenés kiséri és ez szabadenergia
csokkenést eredményez. Ez okozza az atmenetnek az M, koztes allapot felé térténd
egyiranyUsagat, és pH 6 felett ez rejti el a visszareakciot. A pH névekedésével az N
és O kdzotti dtmenet mind entrépia mind pedig entalpia novekedéssel jar, ami a
szabadener'gia‘ novekedését vonja maga utan és ez magas pH értékek esetén
magat az atmenet eldrehaladésat neheziti.

_* A szabadenergia diagramja (3.8. abra), a fehérje teljes energiajat
mutatja és azt, hogy az M; és az O koztes allapotok nivoja nem valtozik, csak az N
koztes allapot energia nivoja tolodik el, ami végsd soron az M, és az N kozotti

energia barrier névekedését vonja maga utan.
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3.2. Elektromos jel mérések:

Az orientalt gél mintak alkalmasak az abszorpcid kinetikai és

elektromos jelek egyiittes mérésére (a berendezést lasd a 2.2. abran).
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3.12. abra. A. Abszorpcio kinetikai jelek (410 nm, 500 nm, 570 nm, 620 nm, 650 nm
hulldmhosszakon). B. elektromos aramjel (I), valamint a kiszamitott fesziiltség jel (U), pH 7 értéken
és 20 °C fokon.

52



A 3.12.(A) abran o6t kiilénboz0 hulldamhosszon mért abszorpcié kinetikai jelet, a

3.12.(B) abran aramjelet és a kiszamitott fesziiltség jelet tlintettiik fel.

2- pH 9
pH 8.5
é 0 —mma
E
S
© pH 7
pH 8
24
L 1 T 1 ] ¥ ]
-7 6 5 4 -3

log id6 (s)

3.13. abra. Az dramjelek gyors komponensének pH-fiiggése. A kisérleti koriilmények azonosak a
3.12. abran leirtakkal.

A mérések pH 7 értéken, szobahOmérsékleten késziiltek. Az irodalombdl mar
ismert, hogy az abszorpcid kinetikai és elektromos jelek a fotociklussal korrelalnak.
Az elektromos jel analiziséhez sziikség van az idoallandokra és a koztes allapotok

idofliggé koncentracid valtozasaira (3.12.(A) abra). A pH 7 értéken késziilt
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abszorpcio kinetikai jeleken feltlintetett hullamhosszak a BR fotociklusa koztes

allapotaira jellemzok.

fesziiltség (mV)

3.14. abra. A feszilltség jelek pH fiiggése. A kiséreti koriilmények azonosak a 3.12. abran leirtakkal.
A vékony vonalak a zéro fesziiltségértéket jelzik.

A 3.12. B. dbran bemutatott aramjel és fesziiltség jel a fotociklus folyaman a
fehérjén beliil létrehozott toltésmozgasokrol ad szamot. A gyors toltésmozgasokat
inkabb az aramjel mutatja, mig a lassu toltésmozgasok leirasara a fesziiltség jel

alkalmasabb. A fesziiltség jelen végeztiink modellillesztést. Az aramjelek (3.13.
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abra) pH 7 érték felett, a szaz nanoszekundumos idétartomanyban, egy jellegzetes

csucsot mutatnak.

absz. valtozas

rel. konc.
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3.15. abra. Az abszorpcid kinetikai jelek illesztése (A), a koztes allapotok koncentracidinak
idofiiggése (B), és a fesziiltség jel illesztése (C). A kisérleti kiriilmények azonosak a 3.12. dbran
leirtakkal, pH 7 értéken.

Ebben az idotartomanyban nincs nagy kiilonbség az abszorpcid kinetikai jelek
kozott, egyediil az M koztes dllapot megjelenésének gyorsuldsa észlelhetd. A

fesziltség jelben a negativ fazis hamarabb eltink a pH novekedésével (3.14.
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abra), a pozitiv rész lassabban fut fel, amint maga a fotociklus is jéval lassabb. Az

adatok feldolgozasanal az abszorpcid kinetikai jelek az els6rendi reverzibilis

elektrogenicitas (rel. egys.)
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3.16. abra. A koztes allapotok elektrogenicitasainak pH-fiiggése. A vizszintes vonalak a megfelelé
elektrogenicitasok atlagértéket jelzik. A hiba kisebb + 15%-nal.

reakciokat tartalmazo szekvencidlis modellel illesztettiik, egyirany dtmenetet ez a

modell csak az utolso lépésben tartalmaz.

Az illesztést ugyanugy végeztiikk, mint az el6bb leirtaknal. Az

illesztés az egész pH tartomanyban egyforman jo volt. A pH 7 értékre késziilt
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illesztést a 3.15. A. dbra mutatja. A koztes allapotok idofliggd koncentracidit

(3.15.(B) abra) a koztes allapotok elektrogenicitasainak kiszamitasara,

aram (pA)

3.17. abra. Magas pH értéken megjelené pozitiv dramjel mért és szamitott értékeinek
osszehasonlitasa. 250 ns—-mal a gerjesztés utan, az aramjel mért érték (csillag) és az ugyanarra a
pontra szamolt érték (vonal), a két extrém pH értékre normalizalva.

a 2.4. egyenlet segitségével, hasznaltuk fel. Mivel az idopontok szama joval
nagyobb, mint az ismeretlen elektrogenicitdsok szama, az egyenletrendszer
tildetermindlt. A megoldas a legkisebb négyzetek mddszerével, a MATLAB

programban késziilt. A fotociklus gyors részében az elektrogenicitasok értéke egy

57



nagysagrenddel kisebb, mint a lassi részben. Hogy a hibakat elkeriiljik a
szamitasokat két lépésben végeztiik: elobb a fesziiltség jel els6 részét illesztettik,
amikor csak a K, L és M; koztes dllapot van jelen. Azutan ezeket az értékeket
rogzitve a késobbi koztes allapotok elektrogenicitasanak kiszamitasa kovetkezett, a
teljes fesziiltség jel figyelembe vételével. Az eredmény a 3.15.(C) abran lathato. Az
elektrogenicitasok pH-fﬁQgésénél jol latszik, hogy a fotociklus Gsszes koéztes
allapotaira kiszamitott értékek (kivéve az N allapotra szamitott elektrogenicitast)
pH-fliggetlenek (3.16. abra). Ez latszdlagos ellentmondasban all a 3.13. abra
adataival. Hogy ezt tisztazzuk, a fotociklus els6 néhany koztes dallapota
elektrogenicitasanak ellenorzésére elméleti szamitasokat végeztiink az aramjel els6
5 megmért pontjaban. A koncentraciok derivaltjdt a koztes allapot
elektrogenicitasanak értékével szoroztuk. A lézergerjesztés utan 250 ns-nal mért
aramjelet és az elméletileg szamolt jelet a két széls6 pH értékre normaltuk. Az
elméleti és gyakorlati szamitasok eredményét a 3.17. abran tiintettiik fel. Lathato,

s _wg F &

aramjelben jelentkez6 pozitiv csucsot (3.13. abra).
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3.3. Az M allapot ajragerjesztése
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3.18. abra. A D96N mutansban mért differencia spektrumok. Mérési koriilmények: 100 mM NaCl, 25
mM MES, 25 mM Tris pufferek, pH 8.0; 57 mW cm™ sirga hattérfény, gerjesztés 420 nm-en.
Késleltetési idok: 0.2; 0.4; 0.6; 1; 2.5 és 6 ps a nyil irdnyaban.

A D96N mutansban, magas pH értéken, sarga hattérfény
megvilagitasnal a fehérje teljesen az M allapotba keriil. Ennek igazolasara 570 nm

hullamhosszon abszorpcid kinetikai jeleket mértiink. A minta kifakulasa 35 ms

59



abszorpcio (rel. egys.)

1
350 450 550 650 750
hullamhossz (nm)

3.19. dbra. A D96N muténs spektruma. A mérési koriilmények azonosak a 3.18. abran leirtakkal.
BR-hattérmegvilagitas nélkiil; M-hattérmegvilagitassal; M’- és BR'-kdztes spektrumok, a 3.18. dbran
bemutatott differencia spektrumbdl szamitva.

koriili id6allandoval jelent meg. A kifakulds lecsengési ideje, a hattérfény
kikapcsolasa utan, 5.6 s. A két idoallandd aranya 160, értéke biztositott arrdl, hogy
a minta a megvilagitaskor valdban az M allapotban volt. 420 nm hullamhosszon

gerjesztve a mintat, az OMA meéréseket 200 ns—6 us késleltetési idokkel végeztik

(3.18. abra).
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3.20. abra. Abszorpci6 kinetikai (A) és elektromos (B) jelek. A mérési kériilmények azonosak a 3.18.
abran leirtakkal; S—-590 nm gerjesztéssel, hattérmegvilagitds nélkill; K420 nm gerjesztéssel,
hattérmegvilagitas nélkiil.

6 ps idoig az 570 nm abszorpcidjaban novekedés jelentkezett, 6 ps és 1 ms
késleltetéseknél a jelben valtozas nem volt észlelhetd, hosszabb idGeltolédasoknal
a jel korilbeliil 35 ms életidovel lecsengett (nincs abra). Az SVD analizis a
spektrumban két allapot jelenlétét mutatta ki. A koztes allapotokra vald spektrum

kereséssel a BR alapallapot spektruman kiviil (amit megvilagitas nélkiil mértiink) és
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absz. valtozas

aram (uA)

3.21. abra. Abszorpcid kinetikai (A) és elektromos (B) jelek. Mérési koriilmények mint a 3.18.
abran, kiilonbszé hémérsékleteken: 5, 10, 15, 20, 25 és 30 °C fokon, a nyil irdnyaban.

a hattérmegvilagitassal késziilt mérésbdl kapott M allapoton kiviil, még két allapot
jelenlétét mutattuk ki, amelyeket BR’ és M’ —vel jeloltiink (3.19. abra).
A BR’ spektrumat gy kaptuk meg, hogy a kék fénnyel kigerjesztett M allapot

mennyiségét (esetiinkben 5.7 %) a 100 ps késleltetésnél kapott differencia

spektrumhoz adtuk. Ha pedig a 200 ns késleltetésnél kapott jelhez adtuk, akkor a
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jelben két csucs jelent meg: az egyik 410 nm, a masik a 566 nm hulldmhossznal. A

masodik csucs mutatja, hogy a BR’ mar eleve jelen volt. Ha Ugy végeztiik el a BR’

aram (pA)
? I=
X
r f

aram (UA)

3.22. abra. Vad tipusi BR-en mért jelek. Mérési koriilmények: 100 mM NaCl, 25 mM MES, 25 mM
Tris pufferek, pH 9; S-590 nm gerjesztés; K-420 nm gerjesztés; S+K-5 ps idSeltolddas a két
gerjesztés kozott; M;-az M, koztes allapotnak megfeleld jel, amit az elsé harombdl szamitottunk ki;
M,-hasonloképpen szamitott jel az M, koztes allapotra, de 500 ps idSeltoldssal az S és K jelek
kozott.

spektrum kivonasat, hogy az 566 nm cstcs elt(injon, akkor megkaptuk az M’
spektrumat. Az M’ allapot a lézergerjesztés utan nagyon koran megjelenik és a BR’

allapotba cseng le. Mivel hattérfényben a fehérje miliszekundumos idéallandéval
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keriil az M allapotba a modszer nem alkalmas a BR’ allapotnak a BR alapallapotba
valo lecsengésének kdvetésére.

A D96N mutdnsban az M dllapot visszareakcidjanak kinetikajat
abszorpcid kinetikai és elektromos jelek mérésével hataroztuk meg, 420 nm
hulldamhosszal vald gerjesztésnél, sarga hattérfény bekapcsolasa mellett (3.20.
abra, 3.20.(B) abran az M gérbe). Az elektromos jelnek kontroll mérései: 590 nm
(3.20.(B) abran az S gorbe) és 420 nm (3.20.(B) abran a K goérbe) hullamhosszal
valé gerjesztésnél mértiik, hattérmegvilagitas nélkiil. A hattérmegvilagitas nélkiil
késziilt jelek mindegyike a BR alapallapot gerjesztésébdl szarmazik, és van pozitiv
komponense a nagy negativ mellett. A két jelet megfelelé konstanssal valé
beszorzas révén lehetett egymasra normalni. Ez bizonyitja, hogy mindkét jel a BR
alapallapotbdl szarmazik. Az M allapot visszagerjesztésébsl szadrmazé jelnek csak
negativ komponense van, és két exponencialissal illeszthetd. Az abszorpcid
kinetikai és elekt}omos jelek hOmérsékietfiiggésének tanulmanyozasdt azért
végeztik el, hogy az M koztes allapot fotociklusara jellemzd termodinamikai

paramétereket kiszamitsuk (3.21. abra és 1. Tablazat).
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1. Tablazat. A 20°C fokon meghatarozott idéallandok és a D96N mutans abszorpcié kinetikai és

elektromos jeleinek (3.22. abra) globalis illesztésébdl szamitott termodinamikai paraméterek. A hiba

+10 %.
T (ns) AH (kJ/mol) AS (3/mol K) AG (kJ/mol)
190 53.8 91.5 26.9
860 44.9 47.9 30.8

A vad tipusi BR mintaban, az M koztes allapot visszareakcidja
elektromos jelének mérésére kettGs gerjesztéses mérést végeztiink. A minta pH
értékét 9-re dllitottuk be. Az irodalom alapjan (Hessling és mtsai. 1997)
. (Ludmann és mtsai. 1998) ez biztositja, hogy 5 us késleltetésnél csak az M,
allapot legyen jelen a mintaban, 500 ps késleltetésnél pedig csak az M; allapot. Ez
a bedllitdas lehetGséget adott a két alallapot kozotti kﬁlﬁni)ség detektaldsara. Az
abszorpcid kinetikai jelekbol meghataroztuk, hogy a BR-bdl 30%-ot gerjesztettiink
ki az els6 impulzussal. Az M Ujragerjesztésére kapqtt elektromos jel elméleti
kiszamitasara (3.22.(A) abra) a kettds gerjesztéses (S+K) jelbol két jelet vontunk
ki: 590 nm hullamhosszu fénnyel valé gerjesztéssel kapott jelet (S), és a 420 nm
hulldmhosszi fénnyel vald gerjesztéssel kapott jelet (K). A 3.22.(A) abran
bemutatott jelek két gerjesztés kozotti 4.5 ps késleltetésnél késziiltek. A 3.22.(B)

abra a 5 us iddeltolassal kiszamitott jelet (ami az M, koztes allapotnak felel meg)
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3.23. dbra. A D85N mutdnsban mért elektromos jel. Mérési koriilmények: 100 mM NaCl, 25 mM

MES, 25 mM Tris pufferek, pH 9. S, gerjesztés 590 nm; K, gerjesztés 420 nm; M’, az el6z0 két jelbol
lett kiszamitva.

és az 500 ps idGeltolassal mért jelet (ami az M, koztes allapotnak felel meg)

mutatja. Az M; koéztes allapothoz tartozo jelnek gyorsabb lecsengése figyelheto

meg a 3.22. abran.

A D85N mutans pH 9 értéken protonalatlan Schiff bazist jelz6 M —

szer( dllapotot tartalmaz 50%-ban (Turner 1993). A minta 590 nm hullamhosszal
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valé gerjesztése negativ jelet eredményez, aminek jellegzetes torési pontja van a
0.5 ps —nal (3.23. abra S gorbéje). Ez azt jelzi, hogy a jel legalabb két komponenst
tartalmaz. 420 nm hulldmhosszal valo gerjesztésnél az elektromos jel gyors része
pozitiv, mig a lassii komponense negativ (3.23. abra K gérbéje). pH 7 értéken ahol
foleg bibor dllapot van jelen az 590 nm gerjesztéssel késziilt jel hasonlé a pH 9 —en
késziilt jellel, ami az irodalomban el6z6leg is ismert volt (G.J.Turner 1993,
C.Gergely 1992). pH 7 értéken, 420 nm gerjesztésnél mért jel hasonlo az 590 nm
gerjesztésnél kapott jellel, de amplitGddja fele akkora (nincs abra). pH 7 értéken
mért jelek aranyat hasznalva, a K gorbét az S-bol kivonva, az M—féle formahoz
tartozo jelet sikeriilt meghatarozni (3.23. abra M’ gorbéje), ami egyetlen pozitiv,

gyors komponenst tartalmaz.
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4. AZ EREDMENYEK TARGYALASA

4.1. Abszorpcio kinetikai mérések:

A BR fotocikiusat tanulmanyoztuk a pH 4.5—-pH 9.0 tartomanyban,
mivel az alapallapot spektrumaban lényeges valtozasokat el6z6leg sem mutattak ki
(Gergely és mtsai. 1997), és a kinetika egyetlen modellel valo leirasara nyilik
alkalom. pH 4 érték alatt az Asp85 protonaltsaga miatt (Varo és Lanyi 1989) az
alapallapot spektruma a hossz( hullamhosszak felé tolddik, a fotociklus és a
fehérje proton pumpaldé aktivitasa is megvaltozik (Dér és mtsai. 1991). A koztes
allapotok megjelenése (a jelek felfutasa) nem valtozott pH 4 és pH 7 értékek
kozott, de gyorsult, amikor a pH 7-r6l pH 9-re emelkedett. Ez a gyorsulas a Glu204
titraldsanak tudhato be. pH 9 érték felett, a Glu204 titralasa heterogenitast idéz el6
a mintaban (Cao és mtsai. 1993), és a jelek lecsengése erdsen lassul. Fontos itt
megjegyezni, hogy a méréseink soran is a pH 8.5 és pH 9.0 értékeknél kapott
eredményeket mar befolyasolta ez a jelenség. Az adatok négydimenzioju (id6,
hulldmhossz, pH, homérséklet) Gsszegylijtése és kétféle vizsgalt jel (abszorpcid
kinetikai és elektromos jel) mérése hozzasegitett a kilonb6z6 fotociklus modellek

komplex analiziséhez.
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A K koztes allapot pH-fiiggetlennek, az L, M és N allapotok kevésbé
homérsékletfliggének, az O koztes allapot erGsen pH- és homérsékletfiiggonek
bizonyult (3.1. abra, 650 nm-nél mért jelek, 3.3. abra), ahogyan ezt el6z6 munkak
is bizonyitottak (Chizhov és mtsai. 1992). Mig az ml modell fiiggetien
paramétereinek szama 13, az m2 modellé 12, addig az m3-as modell 20 fiiggetien
paramétert tartalmaz. Ez utobbi modell az els6 két modell kombinaciojabol
épitheto fel. Egy komplexebb szekvencialis modellt is tanulmanyoztunk, amely két
N, illetve két O koztes allapotot feltételez (Zimanyi és mtsai. 1993). A
modellillesztés josagat azonban nem javitotta és az Eyring abrazolas nem volt
linearis. Az m1 modell alapjan szamolt sebességallandok Eyring dbrazolasa minden
pH értéknél linearis fiiggést mutatott. A sebességallandoknak az illesztéstdl vald
eltérése + 3%.

Az irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy a fehérje feltekeredési
folyamatokban, a hdkapacitas erdsen homérsékletfiiggd (az entropia és entalpia a
hokapacitas fliggvényei), mivel nagy a feliileti kotodési vizmolekuldk
atrendezodése. Ekkor az Eyring abrazolas gérbiil (Baldwin 1986).

A mi esetiinkben, az m2 és m3 modellek alapjan készitett Eyring abran ha a
nemlinearitds oka a hokapacitas valtozasa lett volna, mindkét esetben a
protonfelvétel és protonleadas sebességallanddi hasonlo gorbiiletet mutattak volna

(nincs abra). Ez az egyik lehetséges magyarazat, ami azonban kevéssé valoszinii
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mivel a BR olyan membranfehérje, amelyben a fotociklus soran létezik a
vizmolekuldk helyi atrendezGdése, de joval kisebb mértékben, mint a fehérje
feltekeredési folyamatokban.

Masik lehetséges magyarazat az, hogy kilonb6zd homérsékletek
esetén energetikailag kuloénbdzo atmenetek dominalnak. Az Eyring abrazolas ekkor
is nemlinearis (nincs abra), ami joval komplexebb fotociklus megrajzolasahoz
vezet. Van egy harmadik lehetséges magyarazat is az Eyring abrazolasok
nemlinearitasara, éspedig az, hogy a parhuzamos eldagazasokban, a hasonld
atmenetek sebességallandoi kozeli értékeket mutatnak, ami oda vezet, hogy egy
adott homérséklet esetében a reakcio az egyik agon megy végbe, mig egy masik
hémérséklet esetén egy masik agon, és igy egy Osszetett valtozas jon létre.

A parhuzamos modellekre felallitott Eyring abrazolas masik érdekes
jellemzbje az, hogy néhany sebességallandd esetén az illesztés negativ entalpia
barriereket adott, aminek nincs fizikai értelme.

Kovetkeztetésképpen: a reverzibilis atmeneteket feltételez6 soros
modellel dolgoztunk tovabb, mert ez bizonyult olyan modellnek amely fizikailag
értelmezheto.

pH 5 értéknél (3.5. abra) a K és L koztes allapotok jelenléte a
fotociklus végéig megfigyelhetd. A sebességallandok pH fiiggésébdl lathato (3.6.

abra), hogy ez az M, = M; atmenet létezésének tulajdohl'thaté. Hasonlo
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egyenstlyt fedeztek fel alacsony pH értéknél a D96N mutdns fotociklusaban
(Zimanyi és mtsai. 1992a) és pK, 5.8 —as értéket taldltak az M, = M; atmenet
“befagyasara”. A vad tipusu BR esetében pKa, 5 és pK, 6 kozotti értéket becsiiltiink
(3.6. abra).

pH 7 érték folott, az O -> BR atmenet “befagyott”. El6z6
mérésekbs! ismert volt, hogy az O > BR “nem létezik” pH 6 érték alatt, csakis
magas pH értékeknél jatszik szerepet ez az atmenet (Varé és Lanyi 1990). Az
ellentmondas annak tudhatd be, hogy bar a munka pH 7 értékre, 6 kiilonb6z6
homérsékletre vonatkozd adathalmazt mutatott be, id6tartomanya is kozel azonos
volt az altalunk hasznalttal, de a modellben még nem vették figyelembe az M, =
M; reakciot, a szamitdsok nem késziiltek szamitdgépen és az N allapot
energianivojat sem ismerték pontosan.

Kiszamitottuk az O allapotbdl a BR-be visszaalakuld
bakteriorodopszin pH-fiiggését: pH 6.5 alatt ez az érték az 6sszBR ~ 30%-a; pH 7
érték folott csokken és pH 8 folott teljesen eltiinik (ahogyan a 3.6-os dbran az O =
BR sebességallando gorbéje valtozasa mutatja). A 3.6. abra kiemeli, hogy nincs
olyan sebességallandd, amely folytonosan cstkkenne a pH fliggvényében és amely
a proton felvételnek tulajdonithatd. Ez a tény bizonyitja, hogy a protonleadas és
protonfelvétel nagyon fontos lépéseit a fehérjén beliili protonalhaté aminosavak

hatarozzak meg (Balashov és mtsai. 1996).

71



A reverzibilis atmeneteket feltételez6 szekvencialis modellel késziilt
adatanalizis a tanulmanyozott pH tartomany egészére egységes energetikai leirast
adott. Az M; => M, visszareakcid figyelembevételekor az egész jelenségre
vonatkozo energetikai kép megrajzolasara sor keriilhetett pH 6-os értékig
(3.8.(A),3.9.(A) és 3.10.(A) abrak). A szabadenergia két fontos valtozast mutat: az
M, eltolddasat, ami a két M allapot visszareakciojat befolyasolja; valamint magas
pH értékeknél az N dllapot eltolodasat, a kériilétte levé barrierek eltolddasa
formajaban. Ez utobbi eltolddas miatt, a fotociklus lassibba valik, az N allapot
felhalmozodik, az M, allapot pedig hangsulyozottabban sokfazisian cseng le. A
kisebb szabadenergia novekedés az L és M, koztes allapotok kozétt, az M; allapot
felnalmozddasat vonja maga utan, ahogyan az a koncentracio valtozasokban is
nyomon kovethetd (3.5. abra, pH 9.0). Ez a tény az Asp85 pKs-janak
novekedésével hozhatd képcsolatba, amikor a Glu204 deprotonalt allapotban van,
és sokkal hatékonyabb proton atadast segit a Schiff bazistol az Asp85-ig (Balashov
és mtsai. 1996).

El6z0leg az M, és M, koz6tti atmenetet, mint entropia-csokkenéssel
jard lépést tekintették (Varo és Lanyi 1990). Alacsony pH értékeknél ez az atmenet
reverzibilis, magas pH-ra vald extrapoldlasa pedig az M; és M, kozotti atmenet
entropiandvekedéssel jaré tendencidjat mutatja (3.11. abra). Nem tudunk

egyértelmii valaszt adni a sajat eredményeink és mas kutatdcsoportokban (Ort és
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Parson 1979a) elért eredmények kozotti kllonbségre, de az biztos, hogy a
kiilonb6z6 mérési technikakban keresendd a valasz. A fentebb emlitett munkak
esetén fotoakusztikus mddszereket hasznaltak, ahol nem lehet kiilonbséget tenni a
fehérje és kornyezete kozotti, hGcsere okozta térfogatvaltozas, és a fehérjében
magaban torténé térfogatvaltozas kozott. A mérési rendszer idofelbontasa nem
terjedt ms ald, az eredményeket viszont exponencidlissal illesztették. Az
entropiandvekedés a fehérje konformacids szabadsagahoz valé hozzajarulast
jelenti, és a két M allapot kozétti konformacids valtozason tul, a kristalyszerkezet
merevségbol valo fellazulasa eredményezi.

A retinalok kozotti exciton kolcsnhatas megsziinése, ami a retinal
orientacidjaban létrejovd rendezetlenséget mutatja, és amelyet cirkularis
dikroizmus-mérésekkel mutattak ki (Draheim és Cassim 1985, Zimanyi és mtsai.
1987), megmagyarazhatd eredménytink alapjan.

A pH novekedésével létrejovO entropiandovekedés és
entalpiacsokkenés, a két M dllapot kozott, a szabadenergia csokkenésében
nyilvanul meg (3.11. abra), ami a mozgato rugdja a fotociklusnak a késobbi
Iépések felé, és ami egyiranyuva teszi az atmenetet pH 6 folott. A két M allapot
kozotti szabadenergia valtozas a proton kilépésében létrejovd valtozashoz
kapcsolddik (Zimanyi és mtsai. 1992b). A fotociklusnak ezen a pontjan a fehérje

kinyilasa energetikailag alatamasztott.
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Egy masik nagy entropianévekedés észlelhetd a pH ndévekedésével,
az N és O allapotok kozott (3.11. abra). Ez tovabbi fehérje-kinyilast mutat, amit
ezuttal entalpiandvekedés kisér, és ami végiil szabadenergia noévekedést
eredményez az N és O kozott, az O allapot eltiinését eredményezve magas pH
értékeknél. Az entalpiandvekedés az entropiandvekedésbol szarmazo konformacios
energia csokkenését egyensulyozza. Hasonld eredmény sziiletett abszorpcio
kinetikai mérésekbol és homérséklet ugrasos moddszerekbol (Chizhov és mitsai.
1992).

A fehérje energia-diagramja (3.8. abra) mutatja, hogy minden
eddig felsorolt valtozast az N allapot szabadenergia nivdjanak az M>~héz és O-hoz
viszonyitott csokkenése okozza. Az M, és O allapotok nivdja majdnem valtozatlan
marad. Ambéar az N allapot entrépianivéja nagyobb az Mx-énél, pH 5-6n, magas pH
értékeknél ez az érték kisebb lesz (3.10. és 3.11. abrak).

Tobb aminosav is van, amelyek a protonszallitdsaban fontos
szerepet jatszanak, titralodasuk nagy szerepet jatszik a kinetikai valtozasokban. Az
irodalomban leirt pK, értékeknek a sebességallandok pH-fliggésével és az energia
diagramokkal valoé Gsszehasonlitasa bizonyitja, hogy az Asp85 és Glu204 komplex
titralodasa az irodalomban leirt pK, értékekhez kozeli érték (Balashov és mtsai.
1996). A konformacids valtozasokat, mas faktorokon kiviil, e két aminosav

protonacids allapota is befolyasolja. Az L = M; atmenetben az Asp85 a Schiff
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bazistol protonalodik, ami a Glu204 deprotonalddasat vonja maga utan semleges
és magas pH értékeknél (Zimanyi és mtsai. 1992a). pH 9 folott, a Glu204 a BR
alapallapotaban deprotonalt. pH 6 alatt, ahol a Glu204 nem tud deprotonalddni, a
protonleadas késébb torténik, egyenesen az Asp85-t6l (Zimanyi és mtsai. 1992a).

Az M; allapot utani lépésekben nagy térfogat valtozasok mar nem
észlelhetok (Lanyi és Vard 1995). A kinyilast, ami a citoplazmatikus oldalrol
valészin(i (Subramaniam és mtsai. 1997) megfelelo térfogat csokkenés kell, hogy
kisérje az extracellularis oldalon. A pH emelkedésével, az extracellularis oldalon
lévé Asp85, a Glu204 negativ toltésében létrejovo valtozason keresztiil lassitja a
reizomerizaciot, ami az. O kialakulasahoz szilkkséges. Az egyik toltés
semlegesitésének az O kialakulasat kellene serkentenie, ahogyan az E204Q mutans
tanulmanyozasakor bebizonyosodott (Brown és mtsai. 1995).

Az O lecsengését szintén az Asp85 és Glu204 aminosavak
protonaltsaga hatarozza meg (Richter és mtsai. 1996). Az L93A mutansban
hasonléképpen felhalmozaddik az O allapot (Subramaniam és mtsai. 1997).

A jelen dolgozat eredményei alatamasztidk az eddigi

megfigyeléseket.
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4.2. Elektromos jel mérések:

Az abszorpcio kinetikai és elektromos jelek egyiittes mérése (3.12.
dbra) gél mintakon lehetséges és lehetGséget ad az elektromos jelek és a
fotocik!us kéztes allapotai kozotti korrelacio felallitdsara. Az aram- (3.13. abra) és
fesziiltség (3.14. abra) jelek pH-fliiggése mutatja, hogy a fehérjén Dbeliili
toltésmozgasok erdsen pH-fiiggdek. Lassabb idGtartomanyban a fesziiltség jel mar
nem vatozik jelentdsen, de az észlelhetd, hogy jellege folyamatosan atalakul. A
jelek egyidejii illesztése (3.15. dbra) a kﬁztes- allapotok elektrogenicitasainak
kiszémn’tését teszi Ieh¢t6vé. Az N dllapoton kivil minden kéztes allapot pH-
fliggetlennek bizonyult, hiban belll (3.16. abra). Tehat a tanulmanyozott pH
tartomanyban az elektrogenicitasok nem titralédnak. Ez arra utal, hogy a szallitott
protonon kiviil, a téltésmozgasok a fehérje belsejében lévo aminosav oldallancoktdl
szarmaznak, vagy tobb olyan, a proton csatornan beliil taldlhato, kotott viz
molekula orientacidjatol, amelyek nem koézelithetbk meg direkt médon a vizes
fazisbal.

A fotociklus els6 koztes allapotainak vizsgalata, amely a D85N,
D212N és D96N mutansokon késziilt, hasonld értékeket adott a K, L és M,
allapotok elektrogenicitasaira és azt is megmutatta, hogy azok pH-fiiggetlenek

(Gergely és mtsai. 1993). Az els6 lépésekben, a K allapot eléréséig a retinal
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mentén torténé toltés-szétvalasztas és az all-transz = 13-cisz izomerizacié
kovetkezik be (Chang és mtsai. 1985). Az elsO negativ elektrogenicitas ezeknek a
folyamatoknak tulajdonithaté. Az L allapotban, a fehérjében lokalis relaxacio
észlelhet (Lohrmann és Stockburger 1992), amely néhany oldallancot is magaba
foglal. Az L => M; atmenet a Schiff bazistol az D85-h6z toérténd aktiv proton
transzlokaciot takarja (Butt és mtsai. 1989) és pozitiv elektrogenicitast ad az M,
kbztes allapotra. Az M; => M, atmenet a fehérje egyik konformacids valtozasanak
helye, ami az F és G hélixek membrannal majdnem parhuzamosan t6rténd
bedllasaban nyilvanul meg. Ezzel egyitt a pozitiv toltés extracellularis térrészbe
valo szdllitasa valosul meg, ami az M, allapot pozitiv elektrogenicitasaban
mutatkozik meg. Ez a protonnak az Utjan valé mozgasabdl és a konformacios
valtozas alatt létrejovo toltéselmozdulasnak a membran normalisara torténd
vetiiletébdl tevodik 6ssze.

Az irodalmi adatok szerint nemcsak az M, de az L, N és O koztes
allapotoknak is léteznek alallapotai (Zimanyi és Lanyi 1993). A jelen munkaban
ezeket a ,spektroszkopiailag megkiilonboztethetetlen” atmeneteket nem vettiik
figyelembe, igy az elektrogenicitasok kiszamitasakor a koztes éllapdtok teljes
elektrogenicitasat kaptuk meg. Az M = N = O atmenetek alatt két fontos lépés
valosul meg: a Schiff bazisnak D96-tdl vald reprotonalddasa, valamint az D96

protonfelvétele a citoplazmatikus csatornaban (Zimanyi és mtsai. 1993).
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Az O allapot elektrogenicitasa jelentosen nagy érték és pH-
fliggetlen. Alacsony pH értékeknél, ahol nincs N, de sok O van jelen a
fotociklusban, a D96 kis tavolsagrél reprotondlodik és a fotociklus sebességét
meghatarozd lépés a retindl reizomerizacidja.

Magas pH értékeknél, a reprotonalddas az N allapot lefolydsa alatt
torténik, az O allapot mar nem detektalhato kinetikailag a fotociklusban, ami azt
jelzi, hogy a sebességet meghatarozo lépés szoros Gsszefiiggésben van a fehérje
protonszallitd mechanizmusaval. pH 6 koriil, az N és O koztes allapotok jelen
vannak a fotociklusban de alacsony koncentracidban. Az utolsé két kéztes allapot
illesztése az elektromos jelben eléggé nagy hibaval torténik, ha a koncentracidk
alacsonyak (lasd az O elektrogenicitasat az 16. abran). Az N allapot kis
elektrogenicitasat az O allapot magas elektrogenicitasa ellensulyozza. Az N allapot
elektrogenicitasa eros pH-fliggést mutat.

A pH novekedésével a proton kornyezetbdl valo felvételének
lehetGsége erdsen csokken. A proton egyre tavolabbi helyrél kell, hogy a
citoplazmatikus csatornaba keriiljén. Innen is latszik, hogy nincs jol meghatarozott
proton donorja a D96-nak, a konformacios valtozasok és a citoplazmatikus
csatorna elérhetd protonjai valtoztatjdk a D96 hozzaférhetGségét (Zimanyi és

mtsai. 1993).
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A D96N mutansban, ahol a proton donor hianyzik, a Schiff bazis
reprotonalodasa pH-fliggové valik, a reprotonalddas folyamata pedig hasonlit az
D96 aminosavnak a vad tipusi BR—ben valo reprotonalddasi folyamatahoz. A D96N
mutansban, az M, elektrogenicitasa pH-fliggové valik (Gergely és mtsai. 1993). Ez
a citoplazmikus félcsatornaban, a fehérje konformaciés valtozasai alatt
bekdvetkez6, vizmolekula vagy aminosav oldalldnc protonaltsagi allapotanak pH
fliggését mutatja. Az N allapot elektrogenicitasanak pH fliggésére vonatkozé masik
lehetséges magyarazat, hogy két, kinetikailag erdsen atfed6 N allapot létezik a
fehérje kiilonbdz6 protonaltsagi fokaival (Zimanyi és mtsai. 1993). Méréseink
kiértékelésekor csak egy N allapotot vettiink figyelembe. A pH novekedésével, a
két alallapot koz6tti egyensily valtozk meg, ami az N allapot teljes
elektrogenicitasanak megvaltozasat vonja maga utan.

A fotociklus végén a fehérje visszatér alapallapotdba. Az
ioner0sség dllandd a szuszpenzidban, a membran vastagsaga nem valtozik. A BR
elektrogenicitasat kizarolag a protonnak a citoplazhikus oldalrol az extracellularis
térrészbe vald szallitdsa hatarozza meg, ami a membran fentebb emlitett allando
vastagsaga mellett, allando kell maradjon, olyan eredmény ez, amelyet a
szamitasaink is alatamasztottak (3.16. abra).

Az elektrogenicitds értékek megbizhatésaganak ellendrzése: a

kiszamitott fesziiltség értékek illesztése a kisérleti eredményekhez (3.15.(C) abra)
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és az elméletileg kiszamitott 250 ns-os aramjelek illesztése a kisérleti
eredményekhez. Fontos megjegyezni, hogy az elektrogenicitasnak semmiféle pH
fiiggését nem kell figyelembe venni, mivel a kinetikai allanddk a teljes effektust jol

leirjak.

4.3. Az M allapot Gjragerjesztése:

A D96N mutans M.koztes allapotanak abszorpcids maximuma,
melyet hattérmegvilagitasos kisérletiinkben kaptunk, 402 nm, ami megeggyezik az
* irodalmi adatokkal (Zimanyi és mtsai. 1993). A BR folyamatos megvilagitasakor a
fotociklus leglassabban lecseng6 koztes allapota, az M, allapot halmozddik fel. A
Schiff bazis deprotonalédasa utan a fehérje konformacidja megvaltozik,
extracellularis konformacidbdl citoplazmatikus konformacioba megy at (Zimanyi és
mtsai. 1993). A D96N mutans spektruma (3.19. abra), amelyet a gerjesztés utan
felvett differencia spektrumbdl szamitottunk ki, egy gyorsan megjeleno (M) koztes
allapotot mutat, 412 nm abszorpciés maximummal, valamint egy masik hosszu
életli koztes allapotot, 566 nm abszorpcids maximummal (BR"). Ez utdbbi koztes

allapot lecsengési ideje a szekundumos idotartomanyban van.
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Az M koztes allapot elektromos jele a D96N mutansban csak
negativ dsszetevOket mutat (3.21.B. abra), ahogyan ez a vad tipust BR-ben mar
ismert volt (Ormos és mtsai. 1980). A BR fotociklusaban az M allapot
kialakulasakor a teljes toltésmozgas pozitiv (Keszthelyi és Ormos 1980). Az M
allapot gerjesztésekor a toltés az eredeti helyére 1ép vissza, vagyis a Schiff bazis
reprotonalodik. Az M koztes dllapot Ujragerjesztésére végzett abszorpcio kinetikai
és elektromos mérések feldolgozasanal (3.21. abra) két exponencidlisos globalis
illesztést végeztiink. A jelek homérsékletfiiggésébdl (3.22. abra) kiszamitottuk az

atmenetek termodinamikai paramétereit (1. Tablazat).

2. Tablazat. Az M allapot Gjragerjesztésével kapott idoallanddk. Az illesztés hibdja + 10%.

Torzs 11 (;‘exs[; ?c(;‘exs[;
D96N 190 860
D85N 150 -
BR, M, 130 -
BR, M, 240 -
BR, M; és M, 60 300

Az eredmények alapjan olyan fotociklust allitottunk fel, amelyben
az M allapot utan két koztes allapot van jelen. Az M dllapot, a kék fény elnyelése

utdn az M’ dllapotba megy at és visszavéve az el6zOleg leadott protont a BR’
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allapotba cseng le. A BR’ allapot a BR allapottdl konformacidban és
energiatartalomban ktilonbozik. A BR’ allapot lassan cseng le és a fehérje visszatér
eredeti allapotaba, eredeti konformacidjaba.

Karakterisztikus kiilonbség van az M, és M, fotoreakcidk életideje
kozott, ahogy az a vad tipusi BR—en mért jelekbdl lathatd (3.23.(B) abra). Az M,
allapotra kapott életid6 megegyezik a D96N mutansban mért M allapot életidejével
(lasd a 3.20. abra M gorbéjét és a 3.22. abra M, gorbéjét).

A vad tipus(i BR—en mért elektromos jelek nagy zaja miatt elég volt
egyetlen exponencialissal illeszteni, de a két exponenciélisbs illesztést is elvégeztiik
(2. Tablazat). Az egyetlen exponencialissal illesztett jelb6i kiszamitott életid6 az
irodalmi adatokkal jol egyezett (FTIR mérésekbdl kapott eredmények)(Hessling és
mtsai. 1997), és ezek az eredmények alatdmasztottak a két M koztes allapot
kilonbozoségét. A két idoallando kozotti kulonbség azt mutatja, hogy az M;
allapotban a fehérje extracellularis konformacidban van, a proton kénnyebben eléri
a Schiff bazist mint az M, dllapotba valé fordulds utan, amikor a fehérje mar
citoplazmatikus konformacidban van. Mindkét esetben, az elektromos jelek
elojelébol nyilvanvald, hogy a protonfelvétel az extracellularis térbdl tortént.

Lipid-impregnalt lapokra adszorbealt PM—eken végzett mérések két

koztes allapot jelenlétét mutattak (Dickopf és Heyn 1997). A méréseink alapjan a
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két M koéztes allapot kétexponencidlisos globalis illesztését elvégezve hasonld
eredményt kaptunk.
A D85N mutansban, magas pH értéknél, egy M-szer(i forma alakult
ki, protondlatlan Schiff bazissal. A jel, amelyet ennek az M formanak a
gerjesztésekor kaptunk, ellentétesnek bizonyult a vad tipusu BR-ben illetve a D96N
mutansban mért jelekkel: nem volt negativ komponense, egyetlen exponencialissal
lehetett illeszteni. IdGallanddja nagyon hasonld a vad tipusu BR —ben az M;
allapotra kapott értékkel, ami azt is mutatja, hogy a Schiff bazis kénnyen
hozzaférhet6 a leadott proton szamdra. El6z6 tanulmanyokbdl ismert, hogy a
fehérje citoplazmatikus konformacidoban van (Kataocka és mtsai. 1994); az
elektromos jel elGjele mutatja, hogy a protonleadas és a protonfelvétel a
citoplazmatikus oldalon tortént (Dickopf és mtsai. 1995). A kisérletek a Schiff bazis
reprotonaloddsara egy tobb miliszekundumos életidejii kék koztes allapot
megjelenését tamasztjdk ala (Kataoka és mtsai. 1994; Dickopf és mtsai. 1995);
ramutatnak egy gyors életideji koztes allapot létezésére, amely megel6zi a kék
koztes allapotot (Kataoka és mtsai. 1994). Ugyanebben a munkaban egy koran
megjelend, 450 nm maximummal rendelkez6 koztes allapotrdl szamolnak be.
A spektrum alapjan elmondhatjuk, hogy ennek a koztes allapotnak nem
lehet protonalt Schiff bazisa, ami ellentmond az altalunk mért eredményeknek,

mivel a gyors lépés a Schiff bazis reprotonalddasanak kell megfeleljen és a gyors
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elektromos jel megjelenését kell vonja maga utan. A kék koztes allapot
megjelenésének ideje megfelel a proton felvétel életidejének (Dickopf és mtsai.
1995), ami arra utal, hogy a protonfelvétel meghatarozhatta a kéztes allapot
megjelenését. A D96N és a D85N mutansokban az M allapot Ujragerjesztésekor,
valamint a vad tipusu BR-ben az M, allapot Ujragerjesztésekor, a fehérje
citoplazmatikus konformécioban volt, de csak a D85N mutans esetében tortént
protonfelvétel err6l az oldalrdl. Minden esetben a protonfelvétel arrdl az oldalrdl

torténik, ahol a protonleadas bekovetkezett.
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5. OSSZEFOGLALAS

A bakteriorodopszin, mint proton pumpa energetikajanak és
toltésmozgasainak leirasara abszorpcio kinetikai, elektromos jel és Ujragerjesztéses
méréseket végeztem pH 4.5-9 valamint 5-30 °C hdmérséklet tartomanyban. A
méréseket bakteriorodopszint tartalmazd bibormembran fragmentumokbol
készitett poliakrilamid gél mintakon végeztem. Az elektromos jel mérésekhez
orientdlt gél mintakat készitettem. A mérések kiértékelése szamitégépen tortént,
az SZBK Biofizikai Intézetében készitett programok segitségével, valamint el6z0
spektroszkopiai mérések alapjan szamolt, a bakteriorodopszin fotociklusara
vonatkozd adatok felhasznalasaval.

A széles pH és homérséklet tartomanyokban késziilt mérések
alapként szolgaltak a bakteriorodopszin energetikai képének megrajzolasahoz és az
energiaatadas folyamatanak feltarasahoz.

A méréseim soran kapott legfontosabb eredményeim:
e Bebizonyitottam, hogy a BR fotociklusanak termodinamikai leirasa a reverzibilis

reakcidkat feltételez szekvencidlis modellel Gsszhangban all a kilonboz6

parhuzamos modellekhez képest. Részleteket fed fel a koztes allapotok
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kialakulasardl és lecsengésérél, és arra is valaszt ad, hogy a pH valtozasaval

hogyan valtozik a kéztes allapotok mennyisége (Ludmann és mtsai. 1998a).

Megerdsitettem azt az el6zetes megfigyelést, mely szerint a gerjesztett
allapotban, a retinalban tartalékolt energia a fotociklus soran tobb atmenetben
disszipalddik: az M; =» M, és az N = BR illetve O = BR atmenetben. Az
atmenetekre jellemzO, hogy a AG értéke alig valtozik. Az M; allapotig a
gerjesztésbdl szarmazo en(_argia teljesen a retindlon van. Csak az M; = M,
atmenetben disszipélédik, és késobb, az N = BR illetve O => BR atmenetben a
fehérje konformacids fellazulasat eredményezi, miel6tt az eredeti allapotaba all

vissza (Ludmann és mtsai. 1998a).

A bakteriorodopszin termodinamikai leirasa alapjan megallapitottam, hogy a
fotociklus masodik felében két nagy konformacids valtozas kovetkezik be. Ha
kicsi a protonkoncentracid, az M; =» M, atmenet a fotociklus egyirdnyusagat és
az atfordulds valdszinliségét noveli. Ezt a fehérje az M, szabadenergia
nivéjanak csokkenésével éri el, amit entropianévekedés és konformacios lazulds
kisér. Az O koztes allapotban mas konformacios valtozas azonosithatd, ami
szabadenergia novekedéssel jar egyiitt ami az O allapot magas pH értékeknél

valo megjelenését gatolja (Ludmann és mtsai. 1998a).
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Kimutattam, hogy a reverzibilis reakcidkat feltételez6 szekvencidlis modell a
tanulmanyozott pH és homérsékiet tartomanyban az elektromos jelek

illesztésére is alkalmas (Ludmann és mtsai. 1998b).

Bebizonyitottam, hogy a koztes allapotok elektrogenicitasa, az N allapot
elektrogenicitasat kivéve, pH-fiiggetlen. Ez azt mutatja, hogy a fehérjén beliili
toltésmozgasok a proton transzport lépései alatt ugyanazok az egész pH
tartomanyban. A koztes allapotok kozo6tti atmenetek soran bekovetkez6
toltéselmozdulasok pH-fliggetlenek. Ez egy ujabb, indirekt bizonyiték a

tanulmanyozott modell érvényességére (Ludmann és mtsai. 1998b).

Kimutattam, hogy bar az elektromos mérések nem adnak pontos leirast a
protonleadds és protonfelvétel Iépéseirdl, de a protonnak a membran egyik
oldalarél a masikra valo szdllitdisa jol meghatarozott lépésekben torténik

(Ludmann és mtsai. 1998b).

A D96N és D85N mutansokon végzett kisérletek alapjan sikeriilt az M allapot

két aldllapotanak tanulmanyozasa és megkilonboztetése. Kovetkeztetéseket

vontam le a fehérje konformacidjara és a protonleadas és protonfelvétel
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lépéseinek meghatarozasara vonatkozolag. A mutansokon végzett kisérletekbdl
megallapitottam, hogy az M visszareakcidja alatt a fehérje citoplazmatikus
konformacidban van, de egyediil a D85N mutans esetében torténik err6l az

oldalrdl a protonfelvétel (Ludmann és mtsai. 1999).

A vad tipust bakteriorodopszin kett0s gerjesztéses mddszerrel végzett mérései
alkalmasnak bizonyultak az M allapot két alallapotanak feltérképezésére és
annak megallapitasara, hogy az M allapot két alallapotanak jelenlétében a
fehérje két kiilonbdz0 konformacioban van jelen. Minden kisérlet esetében
megallapitottam, hogy a proton a fehérje azon oldalan keril felvételre, ahol

el6z6leg a protonleadas tértént (Ludmann és mtsai. 1999).
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ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO

THE ENERGETICS AND CHARGE MOVEMENTS OF A PROTON PUMP

I. INTRODUCTION

Bacteriorhodopsin (BR) is the simplest known active membrane
transport protein. This light driven proton pump form trimers in two-dimensional
hexagonal crystalline lattice in the cell membrane of Halobacterium salinarum. The
248 amino acids form 7 membrane-spanning o helices perpendicular to the
membrane surface. The structure of the protein was resolved to less than 0.3 nm
and lately refined to 0.15 nm. The chromophore is in the middle of the 4.9 nm
thick membrane, dividing the protein in two proton transporting channels: the
cytoplasmic and the extracellular half-channel.

At light excitation the protein goes through several intermediate
states, denoted as K, L, M, N, O and back to BR and consequently a proton is
transported to the extracellular phase. The process can be repeated with new
flashes of light and this cycle is called the photocycle of BR. My study was limited
to models generally used in the literature: the sequential model with reversible
reactions between the intermediates; the two parallel reactions with unidirectional
reactions and a generalization containing both models, involving two parallel
branches with reversible reactions between the intermediates. From absorption
kinetic data one can calculate rate constants that belong to the formation and
decay of the intermediate states. The electric signal measurements helped to
collect information about the steps of charge movement during the proton
transport. The aim of my work was to perform both optical and electric signal
measurements, on wide pH and temperature range, and calculate the
thermodynamic parameters: activation enthalpy, entropy and free energy. Then to
map the energetics of the protein and find a single model that can describe the
proton transport process.

II. MATERIALS AND METHODS

Purple membranes were isolated from Halobacterium salinarum
strain S9 by a standard procedure. J. K. Lanyi kindly supplied the mutants D85N
and D96N expressed in strain L-33. The isolated purple membranes were
embedded in polyacrylamide gel. The sample was kept overnight in the bathing
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solution to equilibrate the pH and salt concentration gradients. Optical absorption
kinetic data were recorded at five wavelengths (410, 500, 570, 610 and 650 nm)
after laser excitation of the light-adapted sample, on a logarithmic time scale
covering the interval from 300 ns to 0.5 s. The measurements were performed at
six temperature values between 5 and 30 °C, at every half pH unit from 4.5 to 9.
Excitation was performed with an excimer laser-driven dye laser, A = 590 nm.

In the experiments performed with background illumination a
mercury lamp was used, with a heat filter and a low cut-off glass filter, giving an
irradiance of 57 W/cm? in the spectral range 500-800 nm. To excite the
intermediate M, an excimer laser pumped dye laser was used, A = 420 nm. In the
double-flash experiments, the first flash was given by the excimer laser pumped
dye laser, A = 590 nm and the second pulse by a nitrogen laser pumped dye laser,
A = 420 nm. The delay between the two lasers was set by a home made timer.
Time-resolved spectroscopy, with a gated OMA, provided difference spectra at
various time points during the photocycle, as described elsewhere. Singular value
decomposition (SVD) of the spectra and the global fitting of the absorption kinetics
were performed with the program SPSERV. The extinction coefficients of the
intermediates at the measured wavelengths were determined, using the earlier
published spectral data. The model fitting to the data was performed with the
program RATE. The thermodynamic parameters of the transitions were determined
from the temperature dependencies of the rate constants, by using the program
EYRING. From the electric signal measurements the electrogenicity of the
intermediates was calculated. The fit of the electric signals was carried out in the
MATLAB program.

III. RESULTS AND DISCUSSION
1. Absorption kinetic measurements

The study of the BR photocycle was restricted to the pH interval
4.5-9, and temperature range of 5-30 °C. The overall 25 °C increase of
temperature gave the possibility to calculate the thermodynamic parameters
(Ludmann és mtsai. 1998a). The rise part of the photocycle did not change at
low pH but it became faster when the pH was raised from 7 to 9. Rising the pH
from 4.5 to 7, the decay part of the signals was accelerated; from pH 7 to 9, the
decay of signals became slower. The amplitudes of the signals were not strongly
temperature-dependent, and the decay of the signal measured at 650 nm,
characteristic of intermediate O, revealed strong temperature dependence of this
intermediate. The Eyring plot of the rate constants for the sequential model with
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reversible reactions at every pH value gave a linear dependence. There are three
strongly temperature-dependent transitions in the second part of the photocycle:
the reactions N to O, N to BR and O to BR. Up to pH 6, when the existence of the
M, to M; back-reaction was taken into account, the overall energy picture of the
photocycle could be calculated. The free energy indicates two important changes,
a downshift of M,, preventing the back-reaction between the two intermediates M,
and at higher pH values a downshift of intermediate N, with an increase in the
barriers around it. Because of this latter change, the photocycle becomes slower,
intermediate N accumulates and M; decays with a more accentuated multiphasic
character. A smaller free energy decrease between the intermediate L and M,
leads to the accumulation of intermediate M, in a larger amount, as observed in
concentration changes. The transition M; to M, was earlier regarded as an entropy
decrease step but in my study at pH above 6 an entropy increase during the M; to
M; transition could be observed.

The entropy increase mean an addition to the conformational
freedom of the protein leading to a decrease in the rigidity of the crystalline
structure. The increase in the entropy and the decrease in the enthalpy, between
the two intermediates M as the pH is increased results in a free energy decrease,
which gives the driving force of the photocycle towards the later steps, making the
transition unidirectional above pH 6. The opening of the protein is energetically
favored at this stage of the photocycle. Another large entropy increase, as the pH
is raised, could be observed between the N and O intermediates. This mean a
further opening of the protein, but this was now accompanied by an enthalpy
increase, which results in a free energy increase leading to the disappearance of
intermediate O. The energy picture of the protein reveal that all these changes are
caused by a decrease in the free energy level of N as compared to M; and O. The
relation of M, and O remains almost unchanged. While the entropy of the
intermediate N is larger than that of M, at pH 5, at higher pH values it becomes
smaller.

It could be concluded that the excitation energy stored on the
retinal, is given step-by-step to the protein, first to the counter ions, amino acids
around the retinal and later to the whole protein. These steps are the same at all
pH values, but with different time constants.

The thermodynamic treatment of the BR photocycle favored the
sequential model with reversible reactions as compared to the different parallel
models. So a unique model could be found to describe all the changes within the
limits of the chosen pH and temperature interval.
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2. Electric signal measurements

Electric signal measurements were performed in the pH range 4.5-
9 at 20 °C (Ludmann és mtsai. 1998b). Absorption kinetic measurements were
performed as well and the calculated concentrations of the intermediates were
used to fit the electric signals and determine the electrogenicity of each
intermediate. During the data processing the sequential model with reversible
reactions was considered.

While the fast part of the signal is better characterized by the
current signal, the slow charge motions give larger contribution to the integral of
the current signal, the voltage signal. Above pH 7, a characteristic peak appears in
the current signal in the hundred ns time interval. In this time domain, there is no
large change in the absorption kinetic signals, only an acceleration of the rise of
the intermediate M can be observed. In the voltage signal, the negative phase
disappears earlier, with increasing pH, and the late part of the voltage signal rises
slower, as the whole photocycle becomes slower. At longer times the voltage
signal does not change dramatically, but can be observed to alter continuously.

Except for the intermediate N, all the electrogenicities were pH
independent, within the error of calculation. In the early steps, up to intermediate
K, a charge separation along the retinal and the al/-trans to 13-cis isomerization
occur. During the L intermediate, a local relaxation of the protein is observed,
involving some charged side chains resulting in negative electrogenicity. The L to
M, transition contains an active proton translocation from the Schiff base to the
proton acceptor Asp-85, giving a positive electrogenicity for intermediate M;. The
M; to M; transition is considered as a conformational change of the protein and
there is a total shift in the positive charge toward the extracellular side of the
membrane, resulting in the positive electrogenicity of intermediate M,. The
transition through intermediate M to intermediates N and O contains two major
steps: the reprotonation of the Schiff base from Asp-96 and the proton uptake step
from the cytoplasmic side of the membrane to Asp-96. The very low electrogenicity
of intermediate N is compensated by a corresponding high value for O. The change
in the electrogenicity of the intermediate N at high pH values seems to be highly
pH dependent. This suggests that there is not a well-determined location of a
proton donor toward Asp-96, but the conformational changes of the protein and
the available free proton in the cytoplasmic side modulate its accessibility. At the
end of the photocycle, the protein returns to the unexcited ground state BR.

The used sequential model with reversible reactions proved to be
valid for the whole considered pH and temperature range.

We proved that the electrogenicity of the photocycle
intermediates, with the exception of the N intermediate, are pH independent. This
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indicates that the charge motions inside the protein, during the proton transport
steps, are the same for the whole studied pH range. The electric measurements do
not give information about the proton release or uptake steps, but show that the
transfer of proton from. one side of the membrane to the other occur in well
determined steps. The constancy of the electrogenicities can be regarded as
another indirect proof to the validity of the considered sequential photocycle.

3. Back photoreaction from intermediate M

Study of the switch step in the bacteriorhodopsin photocycle to
distinguish between the two M forms could be done by the back photoreaction
from intermediate M of the photocycle (Ludmann és mtsai. 1999). To achieve
reliable information about these phenomena, spectroscopic, absorption kinetic and
electric signal measurements were performed on wild type and several mutant
bacteriorhodopsins.

To drive the photocycle in intermediate M, different techniques
were applied. For wild-type bacteriorhodopsin double-flash experiments were
carried out. The mutant D96N was driven in intermediate M with a background
light on the sample at pH 9. The mutant D85N produced an M-like intermediate at
pH 8 in dark. Each case the accumulated M intermediate was excited by a 420 nm
laser flash.

The electric signals of the wild-type protein and mutant D96N,
belonging to the back reaction from intermediate M had only negative
components. The M-like intermediate of the D85N mutant had only a positive
component. A photocycle model for the light driven back reaction of the M
intermediate was suggested that contain only two intermediate states. The spectra
of these intermediates, the sign and the calculated time constants of the electric
signals suggested that the deprotonated Schiff base in the M state after light
excitation is quickly reprotonated, but the protein reaches its ground state only in
several seconds.

During the back reaction from M in D96N, D85N and M, in wild-
type BR, the conformation of the protein was oriented toward the cytoplasmic site,
but only in the case of D85N was the proton taken up from this side. In all cases
the proton is taken up from the side where it was released earlier.
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