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1. BEVEZETES

A sejtek a bioldgiai rendszerek alapegységeiként kornyezetiikbol energiat vesznek
fel és azt biologiailag hasznosithaté szabadenergiava alakitjak at. Az energia ter-
meloi és annak felhasznaléi egymastol elkiilonitett fehérje komplexek, melyeknek kap-
csolata szamos kutatas targyat képezte. Az energiaatalakité folyamatok csaknem
mindig valamilyen membranhoz kototten zajlanak és a ma maér elfogadott Mitchell-
féle kemiozmotikus elmélet [1] szerint a mitokondriumok, a kloroplasztiszok és a
baktériumok elektrontranszportlancait az ATP szintézishez a proton elektrokémiai po-
tencidlja kapcsolja. Az ATP szintézist és az elektrontranszfert reverzibilisen miikodd
protonpumpak hajtjak. igy példaul a mitokondriumban lejatszédéd oxidativ foszfo-
rildcidban a tapanyag elégetésekor keletkezett energiaval miik6do protonpumpdk pro-
tonkoncentracié kilonbséget hoznak létre a membran két oldala kozott, amely aztdn
az ATP-szintetaz enzimeken keresztiil egyenlitodik ki az ADP és inorganikus foszfatbdl
valé ATP szintetizalasa soran. A felvett energia tehat az ATP nagyenergiaju foszfat
kotésében tarolodik. Az energiahdztartas egyes molekularis részfolyamatainak pon-
tos mechanizmusa még mindig nem ismert, ezért a transzportfehérjék miikédésének

részletes feltardasa bioenergetikai szempontbdl nagy fontossaggal bir.

A kulonbozo sejtekben levo ionpumpék valtozatos médon hozzak létre a proton
elektrokémiai potencialjat. Az eddig legegyszeriibbnek tartott energia-atalakité mecha-
nizmussal rendelkezik a Halobacterium salinarium sejtmembranjaban talalhato fehérje-
festék komplex, a bakteriorodopszin (bR) [2]. A bR altal elnyelt fény hatdsdra a retinal
izomerizalodik és a fehérje a kromofér kornyezetében bekovetkezett pK, valtozasokon
keresztiill megvaldsitja a membran két oldala k6zott a protonkoncentracio-kiilénbséget.
A protonok az ATP-szintetdzon keresztiil visszaaramlanak a sejtbe, mikézben ATP
keletkezik. Mivel itt egyetlen molekula végzi a protontranszportot, valdsziniileg ebben
a rendszerben a legegyszeribb a pumpalas torvényszertiségeit vizsgalni. Ily mddon
a bR transzportfolyamatainak molekuldris szinti megismerése példa értéki lehet mads

ionpumpak mukodésének megértésében is.



Ennek a kis molekulastlyt (26 kDa), ardnylag egyszeri membranfehérjének jol ismert
az els6dleges szerkezete, mitobb hiaromdimenzids elektronstirliségi térképbdl szarmazd
szerkezeti modelliink is van réla. Mindazonaltal mitkodésének molekularis 1épéseirol
még mindig nincs pontos képtink. A dolgozatban ismertetett kisérletek eredményei
a bakteriorodopszin protontranszportjaval kapcsolatos folyamatok jobb megértéséhez

vezettek.

A bakteriorodopszinon végzett kutatasok jelentés része a fény altal, a molekuldban
elinditott reakcidk sorat probalja feltérképezni. Megvilagitas hidanyaban, a fehérje
sotétadaptalt dllapotban van: a retindl all — transz és 13 — cisz izomér formak
keverékeként van jelen. A csak 13 — cisz retinalt tartalmazé bR fotociklusardl még
keveset tudunk, akadrcsak a fényadaptacioé folyamatarol. Munkankban spektroszkopiai
és elektromos mddszerekkel vizsgaltuk a s6tétadaptalt bR -t, meghataroztuk a 13 —cisz
fehérje koztes allapotait és az dtmeneteket kiséré toltésmozgdasokat. Az eredmények
modellezése pedig lehet6vé tette a fényadaptacié folyamatdnak “azonositdsat” a

reakcidésorban.

A fényadaptdlt (csak all — transz retindlt tartalmazd) fehérje altal megvaldsitott
protontranszlokécié bizonyos molekuldris lépéseinek megértéséhez vezettek a bR pont-
muténsokon végzett optikai és fotoelektromos kisérleteink. Ezek a mérések ugyanakkor,
hasznos adatokat szolgaltattak egyes aminosavaknak a protontranszportban jatszott

szerepére vonatkozoan.




2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A BAKTERIORODOPSZIN

2.1.1. A bibormembran szerkezete

A bakteriorodopszin molekuldk a Halobacterium salinarium sejtmembranjaban
elkiiloniilve, koncentréltan helyezkednek el, a szintikrol elnevezett bibor membran frag-

mentumokban (bm). Ezek elektronsiirtiségi képe az 1. dbrdn lathaté [3].

1. &abra. A bibormembrdn elekirondiffrakcids vizsgdlatokbdl szirmazd képe a
membrdn normdlisdnak irdnydbdl nézve ([3] alapjin). A szaggatott vonal egy bakteri-

orodopszin molekuldt hatdrol. A folytonos vonal a hezagonalis rdcs elems celldjat jelol.



A bR molekuldk e membranokban rogzitetten, kétdimenzids hexagonalis
kristalyracsot alkotva helyezkednek el, (igy hogy a trimerekké Osszeallt molekuldk a
racspontokban taldlhaték. A bm-ok 4tlagos dtmérdje 0.5 um, vastagsiga 4.9 nm [4]. A
75%-ban csak bR fehérjét és 25% lipidet tartalmazé bm-ek ardnylag kénnyen izolalhatok
és mind strukturélisan, mind funkcionalisan hosszt ideig stabilak maradnak [5]. Az
izolalt bm-ek korong alakiak és nagy fehérjetartalmuk miatt eléggé merevek ahhoz,

hogy oldatban is nyitottak maradjanak.

A bm-et alkoté lipidek tobbsége toltott vagy polaros és mint a legtobb sejt-
membrénban, a glikolipidek a kiilsé rétegben helyezkednek el [6]. A lipidek valamint
a fehérje feliileti toltéseinek eredményeképpen a bm jelentGs negativ feltleti toltéssel
rendelkezik. Annak ellenére, hogy ezt kis mértékben a mebranhoz kapcsolédé ka-
tionok csokkentik, a toltottség magas feliileti potencialt eredményez, foként alacsony
sékoncentraciénal. Ez a feliileti potencial hatarozza meg a lokélis protonkoncentraciot,
tehat a fehérje ionizédlhaté oldalldncainak protonaltsagi dllapotat. Ezért a feliileti pH

nagy mértékben fiigg az oldat sékoncentracidéjatol [7].

2.1.2. Az opszin és a kromofor szerkezete

A bR azon membran-fehérjék kozé tartozik, amelyeknek elsoként hataroztak meg
az aminosav szekvenciajat és amir6l meglehetdsen j6 haromdimenzids szerkezeti képpel

rendelkezink.

A bR egy apoproteinbél, az in. opszinbdl, és az ebbe agyaz6doé retinal kromoférbol
all. A fehérje 248 aminosavbdl épiil fel, ennek elsédleges szerkezete a 2. abran lathaté

[8,9].



SER @Pwo
4

Aa 39

GLy 33
@)
LYs
& | [
VAL YR
ALA
- LEU e
TYR THR
LEU THR THR LU
GLY VAL
PRO
LEU Ly AL
MET ILE
LEu ALA
ALA b PHE ran
GLy M
LEU TYR
ALA LEU
LEU SER
TRP i MeT
I L
it <>TRP oLy LEY
GLu
TYR
| RO GLY

oY 6 R B7
THR e
ILE VAL
GLN PRO
AU
Gl

104
w5
@ Sy

Al

CLV@AU
HE
ILE

AON SER AL THR PRO
O™ we s
S L%

PROIGA 225 ser

1

GLY SER
SER
¢ g (w9) @cu AL
THR | V‘L- LEU
VAL P p
LU I oLy L SeR AL (§41] 7
LEU LEU PHE THR ILE /
ALA AU PHE PHE Eu ¢
LEY ILE LEU GLY L
@ | [am
LEU GLY VAL YR VAL GLY
LEU ALA LU VAL
¢ 2 @
LEU GLY ASN AL
PRO o | TR SER VAL SER
THR MET MET THR VAL
THR ILE VAL
PHE Gy AU ALA VAL LEU
LEU THR THR LEU VAL
TRP 6Ly SeR RP MET
LEU e . SER PHE o
A A A
A TYR uy Y RP i TYR AL
@ ALA PRO THR
AU LEU VAL PHE VAL
TRP THR VAL ILE
R @ @ TRP ASN
I VAL YR e =2 L
. PRO — - PRO
£ VAL
ASN YR — SR 122 GLY N [T ——
G TS SER 192 oLy 196
@ : @Gu AU
GLy
GLY

2. abra. A bakteriorodopszin aminosav szekvencidja ([9] alapjin). Az extracel-

luldris oldal az dbra aljin van; a korok a pozitivan, a rombuszok a negativan toltott

csoportokat jelzik.

Krio-elektronmikroszképiai mddszerekkel meg lehetett hatdarozni a bR harom-

dimenzids elektronstiriiségi térképét: 1.0 nm valamint 0.35 nm feloldassal a membréanra

merdleges, illetve azzal padrhuzamos sikban [10,11]. A 3. 4brdn a haromdimenzids szer-

kezet egyszertisitett modellje lathaté. A fehérje hét, a membranon atnyulo és ra ma-

jdnem merdleges a-hélixbe rendezddik, amelyek elég jol megkilonboztethetoek a bm

elektronsiiriiségi képén (1. dbra).
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3. abra. A bakteriorodopszin hdromdimenzids szerkezetének eqyszerisitett mo-

dellje ([11] alapjin). Az eztracelluldris oldal az dbra aljdén van.

Az A-G betiikkel jeldlt, hét hélix csatornit képez a membrénon keresztiil, amely-
ben a fehérje kromoférja, a retinal taldlhaté a bm normélisdnak irdnyabdl nézve a
molekula kozepén [12]. A retinal a membran intracelluldris oldaldhoz kozelebb esd, a G
helixen levé Lys — 216 fehérje oldallanchoz kovalensen ka,pcsolédik.egy C=N kotésen,
a Schiff-bdzison keresztiil [8,13].

A csatorna extracellularis része hidrofil és sokkal szélesebb mint a retindl és a
citoplazma kozotti hidroféb oldala [11]. Henderson és munkatdrsai altal kidolgozott

haromdimenziés szerkezet megadja a fehérje oldallancok helyzetét egy aminosav pon-



tossaggal. A 3. abran feltiintetett aminosavak: az Asp—85, Asp—96, Asp—212, Arg—
82 csak néhany azok koziil amelyek a kromofdr beagyazddasi tiregét alkotjak és amelyek

nagyon fontos szerepet toltenek be a protontranszlokaciéban.

A retindl helyzetérél a fehérjében neutron-diffrakciés és linearis dikroizmus
mérések szolgaltattak pontos adatokat. Ezek a kisérletek kimutattak, hogy a kromofér
atmeneti dipélusmomentuma, melynek iranya a retinal polién lancéval kozel azonos, a
membrén sikjdval 20°-os szOget zar be [14,15] mig a kromofér sikja merdlegesen all a
bm sikjdhoz képest [16]. A Schiff-bazis nitrogénje féliton a C és G hélixek kozott, a
ciklohexan gytirt pedig az E hélixhez kozel fekszik [17]. A Schiff bazis 1.6 nm, a jonon

gytri 0.9 nm tavolsidgra van az extracellularis oldaltdl [18].

A Schiff-bazis nitrogénje reverzibilisen protont tud megkotni [13]. Egy poléros
olddszerben levé protonalt Schiff-bazis abszorpcidés maximuma 440 nm koril van. Ezen
érték és a fényadaptalt bakteriorodopszin 568 nm -es abszorpciés maximuma kozotti
kiilonbséget opszin eltoléddsnak nevezzilk és a fehérje altal, a retindl kornyezetében

okozott valtozasoknak koszonheto.

Az egyik tényez6 ami ehhez az opszin eltolédashoz hozzajarul, az a Schiff bazis és
a kozelében levo negativ ellenion kozotti kolesonhatas: egy gyenge hidrogén kotés,
mely hosszabb hulldmhosszak felé tolja az abszorpciés maximumot [19,20,21]. bR
pontmutansokon végzett tanulményok [22,23,24] hataroztdk meg az elleniont képezo
lehetséges aminosavakat. A deprotondlt allapotban levé Asp — 85 és Asp — 212
aminosavak meglehet8sen kozel, 4 A tavolsigra vannak a Schiff-bazistél. Mind-
kettd alapvetd fontossdgi ahhoz, hogy a fehérje megvaldsitsa a protontranszportot
[22,G1,G2,G3]. Az Asp — 85 kicserélése semleges aszparaginra az abszorpciés maxi-
mum voroseltoléddsat eredményezte, egy negativ toltés elvesztésének megfeleléen. A
Schiff-bazis és ellenionja kozotti gyenge hidrogénkotés arra utal, hogy a Schiff-bazis nem
csak egy aminosavval 4ll kolcsonhatdsban, hanem egy toltéskomplexxel [25]. A felsorolt

aszpartdtok egyitt az Arg — 82, Tyr — 57, Tyr — 185 csoportokkal az ellenion részét

10



alkothatjédk [25]. A hidrogénkotésben résztvevd csoportok kézé néhany vizmolekula is
beépiil [26]. Ujabb mérések szerint, nagy valésziniiséggel a pozitivan toltott Schiff-bazis
és Arg — 82, valamint a negativan toltott Asp — 85 és Asp — 212 nulla nettéd toltésu
quadrupdlust alkotnak [27].

A fehérjébe valé bekotodésekor a retindl s — transz izomér formaba alakul at a

Ce - Cr kotés mentén, és ez is hozzdjarul az opszin-eltolédashoz [28].

Valdszintileg a kromofér jonon gyurijének kozelében levo dipdlus is hozzajarul
az abszorpcids maximum voroseltolodasahoz [29]. A dipdlus alkotéi lehetnek a Trp —

138, Pro — 186 valamint az Asp — 115 protonalt karboxil csoportja [30].

A Schiff-bézis koriili elektrosztatikus kolcsonhatasok mellett, sztérikus kol-
csonhatdsok stabilizdljak a retindl helyzetét a fehérjében. A kromofér polién lancat
a Pro — 186 valamint a Trp — 86, 182 és 189 aromds aminosavak megfelel6 pozicioban
tartjak [11,31,32]. Mig a T'rp — 189 és Pro — 186 a jonon gyurt mozgasat korlatozzak,
a Trp — 182 és Trp — 86 a polién lanc elmozdulasat akadalyozzdk meg a membran
normdélisdnak irdnyadban. Ezen triptofin csoportok barmelyikének helyettesitése mas
aminosavakkal az abszorpcids spektrum eltolédasat, a protontranszport sebességének

csokkenését és a fehérjeszerkezet instabilitdsat eredményezte [33].

A fentebb felsorolt aminosavak egy tireget hatarolnak be, amelyben a kromofér
helyezkedik el j6l meghatérozott kotési lehetoségekkel és fotokémiai tulajdonsagokkal.
Annak ellenére, hogy a Schiff-bazis kotohelye meglehetésen zartnak mutatkozik kis

hidrofil molekulédk részére, a protont konnyen magahoz koti [34].

A protontranszport szempontjabdl a bR harom fontos funkcionalis egységre oszt-
haté: a kezdeti allapotban protonalt Schiff-bazis, a retindl és citoplazma kozotti,
protonfelvételt végzd hidroféb része a csatornanak, valamint a kromofértél a sej-

tenkiviili tartomany felé es6 hidrofil protonleadé rész.

11



2.1.3. A sotét- és a fényadaptalt bakteriorodopszin

A retindl a bakteriorodopszinban kétféle izomér allapotban fordul el6: a 13 — cisz
és all — transz formdkban [35]. Hosszas s6tétben allds utan a bR sotétadaptalt
allapotban van, amelyben a 13—cisz, 15— syn és az all—transz, 15—ant: (tovabbiakban
roviden 13 — cisz illetve all — transz) izomérek ardnya 2:1 [36], masok szerint 3:2 [37],
de ezt az aranyt mind a fehérje, mind a kromofér valtozasai konnyen modosithatjak
[21,38]. Hosszas megyvildgitas hatdsira kialakul az Gn. fényadaptalt bR, amelyben a
kromofér teljes egészében all — transz allapotba keriil. Alacsony fényintenzitasoknal
a fényadapatacié 0.035 latszdlagos kvantumhatdsfokkal megy végbe [39], de ez az
érték jelentSsen ndhet a fényerdvel [40,G4]. A sotétadaptaciéd termikus relaxécié sordn
megy végbe koriilbeliil féléras id6allandéval, szobahémérsekleten, pH 7-en [41,42,43].
A retindl izomerizacidjaban nagy szerepe van a fehérjének, a kromofort kortulvevo
oldalldncoknak, igy példaul az Arg — 82 kicserélése alaninra jelentésen megvaltoztatta
a sotétadaptacié id6allanddjat [44]. Altaldnosan elfogadott az a tény, hogy csak az
a bakteriorodopszin pumpdl protont fény hatdsira amelyben a retinal all — transz
allapotban van [45], habar pH 7 f6l6tt protontranszportot észleltek a 13 — cisz kon-
figurdciéja retinélt tartalmazé bR-ben is [46,47].

12



2.2. A BAKTERIORODOPSZIN FOTOCIKLUSA

Fénnyel val6é gerjesztés sordan a bakteriorodopszin egy fotociklusnak nevezett
reakciésoron megy at [48]. A fénykvantum elnyelése magasabb energiaju allapotba
juttatja a molekuldt, majd ezt az energidt a fotociklus termikus reakcidi soran t&bb
lépésben elveszitve, a fehérje visszatér alapallapotaba. A foton elnyelését kovetoen
0.5 ps id6 alatt, a retinal gerjesztett allapotan keresztil kialakul a molekula els
metastabil, nagy energidju allapota. Szobahémérsékleten és pH 7-en a ciklus 5 — 10 ms
alatt ér véget. Az egyes lépések soran kiilonbo6z6 hullamhosszaknal abszorbealo formak,
dgynevezett intermedierek alakulnak ki, melyeket J, K, L, M, N, O betiikkel jelolnek,
gyakran az abszorpciés maximumot is feltiintetve alsé indexben. Ezen reakcidsor alatt
a kromofér altal elnyelt fény energidja atadédik a fehérjének, amely aztan konformacids

valtozasok sordn megvaldsitja a protontranszportot [48,49].

A molekula gerjesztése utan kialakulé koztes formakat a lathaté tartomanybeli
abszorpcids spektrumaik alapjan értelmezték. Az eltéré spektrumok a kromofér és az
6t koriilvevo fehérje valtozasaira utalnak. A retindl izomerizacids valtozasait a fotocik-
lus sordn, els6sorban Raman spektroszképiai moddszerekkel lehet kovetni. A retinal
izomerizacidja utdn, az opszinban lejatsz6d6é konformacids valtozasokrdl, a fehérje
oldalldncainak protonaltsagi allapotardl pedig f6ként az UV-abszorpcids és IR-vibracios

spektroszkdpia ad szamot.

2.2.1. A fotociklus kinetikai modellezése

Kiilonboz6é spektroszképiai moédszerek, mint a flash-fotolizis és az alacsony
hémérsékleti spektroszkédpia lehetové tették a fotociklus modellezését. A legegy-
szeriibb modell a BR —- J - K - L - M — N — O — BR, ahol a BR

az alapdllapotban levé molekuldt jeloli. Ez a, méar 1975-ben Lozier és munkatarsai

[48] altal meghatdrozott egyszeri séma, mely a fényadaptalt bR molekula fotocik-
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lusdra vonatkozik, meglehetsen jonak bizonyult a semleges pH-ju, vizes szuszpenziéban
levé bR miikodésének leirasdra. Mindazonaltal, a fotociklus id6allanddinak fuggése a
kornyezet pH-jatdl, ionerdsségétol és ionosszetételétdl, akarcsak az észlelt jelenségek
valtozasa a fényerdséggel, szitkségessé tették a modell pontositasat. Mivel a fotocik-
lus 1épései minden bizonnyal jél meghatarozott molekularis torténésekhez tartoznak,
a reakcidsor dtmeneteinek és azok energetikajanak pontos leirdsa a protontranszport

molekuldris mechanizmusanak megértésehez vezet.

Altaldnosan elfogadott fotociklus modellrdl még nem beszélhetiink, f8ként a
koztes dllapotok lathatd tartomdnybeli spektrumainak atfedése miatt. Ennek ellenére,
a mérési technikdk tokéletesitése, és a jel/zaj viszony fokozatos javitdsa alapot
szolgaltattak bizonyos kiegészité megallapitasok megtételére, ugymint:

e az intermedierek kozotti atmenetek tobbnyire reverzibilisek

o létezhetnek olyan gyors atmenetek amelyeket az eddigi mérések nem
”1attak”, illetve spektrdlisan azonos, de kinetikailag elkiilénitheto formak bevezetése
is sziikséges lehet

e a fotociklus egyes koztes allapotaibdl elagazasok jelenhetnek meg

e a bR molekulanak lehetnek pH fliggo formai, kilonb6z6 idoallandokkal ren-
delkez6 fotociklusokkal.

Arra, hogy miként lehet egy ardanylag j6l meghatarozott reakciésorral modellezni a
bR fotociklusit 14thaté- és infravoros spektroszkdpiai illetve fotoelektromos mérésekbol,
kiilonbozé kutatécsoportok kritériumokat dolgoztak ki [50,51,52,53,54,55,56]. A
fehérjében, a fény altal okozott, abszorpciévaltozasok meghatdrozasa méréstechnikailag
jOl kidolgozott. Azonban, az abszorpcidvaltozas atszamolasa a megjeleno formak kon-
centracidjanak idéfiiggésévé nem egyszeru feladat. Tulajdonithaté ez elsésorban an-
nak, hogy a kialakul6 koztes allapotok spektrumai csak kozelitoleg meghatarozottak,
kovetkezésképpen az idofiiggések pusztan csak matematikai moddszerekkel nem
allapithatok meg. A feladat megolddsanak érdekében kiillonbozo kiegészito

feltételezéseket kellett bevezetni, mint példaul:
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e az atmenetek sebességallanddinak homérsékletfiiggése az Arrhenius
torvényt koveti [57,58]

e a szamolt spektrumok (a koztes allapotoké) némelyike elvethetd, f6ként
formabeli megfontolasok alapjan: az abszorpcié nem lehet negativ, a spektrumok alakja
az alapallapotban levé bakteriorodopszinéhoz hasonlé kell legyen [57,59]

e a bR mutacioi valtozatlanul hagyjak a modell “gerincét”, igy
tanulmanyozdsuk megoldasokat nyjt a kinetika egyes részeire [60,61]

e egyes modellek elonyben részesithetok masokkal szemben, ”fizikai”

értelmezésiiknek koszonhetden [62].

Ezek a feltételezések kiilonféle fotociklus modelleket eredményeztek. A bakte-
riorodopszinon végzett mérésekbdl szarmazéd spektralis adatok komplexitasa azonban
lehetévé teszi a kiilonb6zo modellekkel torténd, kozel azonos minéségh illesztésiiket
[58,63,64,G5]. A mérések jel/zaj viszonya altalaban nem elegendé ahhoz, hogy valamely
modell mellett donteni lehessen. A helyzetet tovabb bonyolitja az a tény is, hogy azonos
szamui szabad paramétert tartalmazé kiilonb6zo modellek egyforman illeszthetok az

adatokra.

Az elsé, egyszert fotociklus modell médositasat szitkségessé tette az a megfigyelés
is, hogy egyes koztes allapotok kialakuldsa és lecsengése tobbfazisu. Az 1j adatok
nem értelmezheték az egyirdnyd reakcidkat tartalmazé modell alapjan [65], de tobb
olyan bonyolultabb fotociklus modell 1étezik amely a tobbfazist idéallanddkra prébél
magyarazatot adni. Ezek kozé tartozik:

(A) az a modell amely parhuzamos fotociklusokat tételez fel a bR preparatum
valészin{i heterogenitasabdl eredden [66,67,68,69]

(B) az eldgazéasokat tartalmazé fotociklus modell [69,70]

(C) egyetlen elagazasmentes fotociklust feltételezo modell, amelynek atmeneteit
tobbnyire reverzibilis reakcidk képezik [55,57,71,72,73,59]

(D) kétfotonos ciklus, amelyben az M forma lasst lecsengése az 6t kovetéo N

allapot fotoreakcidjanak a kovetkezménye [74].
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4. abra. Bakteriorodopszin fotociklus modellek. A J formdt nem tintettuk fel a
sémdkban. A hullimos vonali nyilak fény dltal hajtott reakciokat jeleznek. A kulonbozo

aldllapotok jeloléseiben megjelenik a gyors (gy) illetve lassd (1) lecsengési komponens.
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Az emlitett fotociklus modellek sémai a 4. abran lathatok. A kilonbozo fotociklus
modellek bemutatdsdra részletesebben ki fogunk térni a kés6bbiekben, egyes atmenetek

targyalasakor.

Az idéfelbontdsos FTIR mérések eredményei [55,75], a Raman rezonancia
spektrumok [71], valamint a lathaté tartomdnybeli spektroszképiai kisérletekbol
szarmaztatott kinetika [57,73,59,76] alapjan a bR fotociklusa jol leirhaté a szekvencidlis,
reverzibilis reakcidkat tartalmazé, BR —J — K < L & M1 — M2 < N < O — BR
(4C. 4bra) modellel. Ennek a modellnek az alapjan sziiletett meg a fotociklus elsé tel-
jes termodinamikai targyalasa. A sebességi allandok homérsékletfiiggésébal ki lehetett

szamolni az egyes reakcidk aktivalasi entrépidjat és entalpiajat [57].

Amint azt a tovdbbiakban latni fogjuk egyes formaknak aldllapotai is lehet-
nek: kinetikai megfontoldsok az els6vel csaknem azonos abszorpciés spektrummal ren-
delkezd mésodik L, M, N, O formék beillesztését teszik sziikségessé [60,62,73,G6]. Az
alapallapotban levé BR, akércsak a koztes allapotok, széles, aszimmetrikus abszorpciés
savval rendelkezik a lathaté tartomanyban. A kovetkezd paragrafusokban a fotociklus
intermedierjeinek spektrélis jellemzdirdl, valamint az egyes dtmeneteket kiséro, az op-

szinban és a retinalban lejatszod6 valtozasokrdl lesz szo.

2.2.2. A J és a K forma

A kromofér altal elnyelt foton gerjeszti a molekuldt és a BRygg 0.5 ps alatt 1j,
600 nm koriil abszorbeald, J formdba megy at, amelybol aztan 4 ps alatt alakul ki a K
allapot [77,78,79,80]. A J formardl meglehetdsen keveset tudunk, mindazonaltal nagyon
valdszinti, hogy az 1518 ¢cm™! vibrdcié ami rogton a gerjesztés utan felvett Raman
spektrumban megjelenik nem més, mint a J &llapot C=C kettdskotés vibracidja [80,81].
A J — K 4tmenet nem lassithaté le a hdmérséklet 10 K -ig torténo csokkentésével sem,

ezért a J forma nem tanulményozhaté alacsony homérsékleti spektroszképidval.

17



A K forma sokkal jobban ismert, elsésorban azért, mert a fotociklus
befagyaszthaté ezen a ponton. A BR — K atmenet jol tanulmanyozhaté optikai
modszerekkel és rovid, 4 ps-os idoallanddja ellenére, a vibracios spektroszkopia illetve
a fotoelektromos mérések is eredményeseknek bizonyultak [80,81,82]. A K interme-
dier kialakuldsanak kvantumhatasfoka 0.64 és ez az érték homérséklet-, valamint pH 5
és 10.5 kozott, pH fliggetlennek bizonyult [83]. A Ksg¢ format fénnyel gerjesztve, az
visszaalakul a kiinduldsi, BRsgs allapotba [84].

A vibracids spektroszkopia eredményei szerint a retinal konformacioja kiilonbozik
a J illetve K formakban. A K allapot kialakulasdig egy fotoizomerizacidé jatszodik
le, amelynek soran a kromoféron all — transz — 13 — cisz konformaciévaltozas zaj-
lik le [85,86]. Ha felvessziikk a fotociklus koztes allapotainak kozeli ultraibolya tar-
toménybeli spektrumait, tobbségiikben egy 335 nm koriili abszorpcios sav jelenik meg,
az ugynevezett ” cisz -cstics”, amely a kromofér 13 — cisz forméjara utal [87]. A csics
intenzitasa alig valtozik a BR — K &atmenet soran. A kromofér K-beli 13 — cisz kon-
formdcidja kiilonbozik a relaxalt 13— cisz konformaciétdl [88]. A retindl izomer formdja

a K-ban sztérikus fesziiltségek kovetkeztében csavart, torzult [89,90].

A fotoelektromos kisérletekbdl kapott elektromos jelek eldjele arra utal, hogy ha
pozitiv toltés mozgasat feltételezziik, akkor az elsé lépésekben ez azzal az irannyal
ellentétesen mozog, amely felé a fotociklus késobbi részében a proton leaddsa torténik
[91,92]. A mért jelet a kromofdr izomerizdcidjanak és az azt koveté mozgasanak tulaj-

donitottak.

Az, hogy miként tarolédik a K formaban a bR molekula altal elnyelt foton e-
nergidja még mindig nem tisztazott, habar léteznek mar szamoldsokkal alatamasztott
elképzelések errol a mechanizmusrél. Egyesek szerint az izomerizacié soran a pro-
tonalt Schiff-b4zis és negativ ellenionja elszakadnak egymastol. Az igy kialakulé K
dllapotban elektrosztatikus energia formdjaban tdrolédik tehat a fényenergia [85]. Ezt

az elméletet tdmasztja ald a K forma abszorpcids spektrumanak voroseltolodasa is, ami
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a 7 elektronok delokalizaciéjanak kovetkezményeként, megfelel a protondlt Schiff-bazis
és ellenionja kozti tavolsdg novekedésének [85]. Mas elméletek a kromofér deformadlt,

csavart allapotat tartjak kulcsfontossdgiunak az energiatarolds szempontjabdl [93].

2.2.3. Az L forma

A K koztestermék nem stabil, élettartama 2 ps koriil van (szobahémérsékleten

és pH T-en) és termikus reakciéval az 550 nm -nél abszorbealé L formaba megy at

[78,77,94].

Az intermediereknek, az alapéllapotban levéo BR-hez viszonyitott FTIR dif-
ferencia spektrumai sok olyan informdciét tartalmaznak, melyekbdl bizonyos fehérje
oldalldncok protonaltsdgi allapotara lehet kovetkeztetni a fotociklus egyes lépéseiben
[30,95]. Az L forma egy 1740 cm™! -nél megjelend komplex spektralis sdvval jelle-
mezhetd, amely elsosorban az Asp — 96 oldallanc perturbaldsa miatt jelenik meg
[30,96,97]. Vita targyat képezte az, hogy a K — L atmenetben csak az Asp — 96
kornyezete valtozik meg [55], vagy maga az aszparaginsav deprotondlédik [30,98], de
ijabb eredmények az elébbi lehet8ség mellett szdlnak [97]. FTIR spektrumokbdl az is
kitlinik, hogy az L-ben az Asp — 85 még deprotonalt dllapotban van [30,55,75,98,56].

Egyes 600 nm feletti hullamhosszakndl, illetve infravoros tartomanyban végzett
spektroszkdpiai mérések szerint a K — L atmenetet csak kétfazisu kinetikaval lehet
jol leirni [57,73,99]. Ezt a jelenséget meg lehet magyardzni ha a K és L kozé egy

visszareakcid is keriil, azaz a K és L kozott tranziens egyenstly alakul ki [62,73,100].

Alacsony hémérsékleten (201 K) az L lecsengése nagyon lelassul. Az ilyenképpen
befagyasztott bakteriorodopszinbdl kivontak a retinalt, amely az L allapotban 13 —cisz
konformdcidjinak bizonyult [101]. Kés6bbi tanulmanyok kimutattak, hogy a kro-
mofér geometridja azonos az L, M, N allapotokban, mindegyikben 13 — cisz izomer

formdjaban van jelen [102]. A K — L atmenetben relaxalnak a kromofér korili
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sztérikus feszlltségek, azaz a K formadt jellemzo torzult 13 — cisz konformaciéju
kromofér allapota megvéltozik [103]. Az Lsso forma abszorpciés maximumdnak el-
tolédasa feltehetden ennek a relaxaciénak és azon fehérje oldallancok elmozdulasanak

a kovetkezménye, amelyek a retinal bekétodési helyének a kornyezetében vannak.

A fotoelektromos mérések kis toltéselmozdulast mutatnak [82]. A jel negativ,
akarcsak a BR — K atmenetre kapott, mintha egy pozitiv toltés mozdulna el a pro-
tonpumpaval ellentétes iranyban. A fotoelektromos jel, valdszintleg toltott fehérje
oldalldncok mozgésanak, és a K A&llapotban még deformalt retinal relaxaciéjanak

koszonheto.

2.2.4. Az M forma

Az L formébdl tjabb termikus reakcié nyoman korilbelil 85 us alatt
(szobahSmérsékleten, pH 7), kialakul a 412 nm -nél abszorbealé hosszt élettartamu
(8 ms) M intermedier. Ujabb mérések szerint, az L bomlésa komplex folyamat. pH
9 folott az M forma kialakuldsa felgyorsul (kb. egy nagysagrenddel), eltiinése pedig
lelassul, mitobb, mind a két folyamat tobbfazisi kinetikat mutat [66,104,105,106,107].
fgy az M kialakuldsaban még két mdsik komponens is megjelenik: 300 ns és 6 us -os
idéallanddkkal és a pH tovabbi novelése az idéallanddkat nem, csak a komponensek
amplitidéit valtoztatja [66,108,109]. Mdsok szerint az amplitiddk és az idéallanddk is
valtoznak a pH-val [62,71,106].

Az észlelt kinetikai valtozasok kiilonféle analizisei kiilonb6z6 fotociklus mo-
delleket eredményeztek. Az eltérések okait kereshetjik a kisérleti berendezések
idéfelbontasainak kiilonbozosége, illetve a bR preparatumokat jellemzo ionerosség, pH
és hémérsékletbeli kiilonbségek kozott is. A tobbfazisu kinetika magyarazatara tobb
modell is sziiletett. Az egyik szerint az ok a bR heterogenitasaban keresendo, azaz
kétfajta populécié keverékérdl van sz, melyeknek az ardnyait a pH adja meg és amelyek

parhuzamosan futé fotociklusokban végzik a protontranszportot [66]. A masik modell
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szerint ez a multiexponenciélis kinetika megmagyarazhato egyetlen szekvencialis ciklus
létezésével is, ha visszareakciét iktatunk be, azaz az L «— M atmenetben egyensulyi
folyamattal kell szamolnunk [71,73,100]. pH > 7 értékeknél az L eltlinik amikor az M
koncentricidja a maximumadt éri el [73]. Ezért az L « M egyensilyt kovetGen be kellett
vezetni egy egyirdnyu folyamatot két, gyakorlatilag azonos abszorpciés spektrummal
rendelkez6 M forma kozott: M; — M, [100,106]. Kilonleges koriilmények kozott:
szolubilizalt bakteriorodopszinban, illetve a jonon gyuru kozelében levé Asp — 115
kicserélése kovetkeztében, jol megkiilonboztetheté a két M forma abszorpcids spek-
truma [73,110]. l’J'jabb mérések szerint, ha az Asp — 96 -ot kicseréljuk aszparaginra, pH
< 6 -ndl az M; és M, abszorpciés maximumai eltdvolodnak egymastdl [107] és a két

M forma kozott megjelenik egy M, — M, visszareakcid is [60].

A fenti modellel ellentétben, [62] szerint az L és M kozott kell léteznie
egy 1j koztes terméknek, melynek az abszorpcidés spektruma hasonlé az L -éhez.
Természetesen létezhetnek az emlitett modellek ”keverékei” is: a bR pH fiiggs
populécibi pdrhuzamosan futé fotociklusokkal, amelyekben az L és M kozott egyensilyi

folyamat van.

A bakteriorodopszin miikodése szempontjabdl az egyik legérdekesebb forma az
M. A fotociklusban, valésziniileg az M kialakuldsa és bomlasa soran torténnek a leg-
nagyobb valtozésok a molekuldban. Ezt tamasztjak ald azok a mérések is amelyek
kimutattdk a fotociklus viszkozitdstél vald fliggését [111]. Az M-ben a kromofér geo-
metridja 13—cisz, az L formééhoz hasonléan [102]. Az My, abszorpcidés maximumanak
a B Rsgs -hoz viszonyitott kékeltolddéasat elsdsorban a Schiff-bazis nitrogénjének depro-
tonaléddsdval magyardzzék [112]. Raman spektroszképiai mérések is azt mutattak,
hogy nincs proton a Schiff-bazison: a C=N kett&skotés rezgési frekvencidja a nitrogén

protonvesztését kiséré tomegcesokkenésnek megfeleléen né [13].

Az L — M atmenetben tehdt a Schiff-bazis elveszti protonjat és egyidében vele

az Asp — 85 csoport protondlédik [30,113,114]. bR pontmutdnsokon végzett FTIR
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mérések kimutatték, hogy a protonalt Asp—85 COOH vibracidja 1761 cm ™! -nél jelenik
meg, illetve az M spektruma meglehetosen csékkent intenzitasti kromofér savot mutat
[30,75,98]. Ugyancsak mutéansokon végzett mérések bizonyitottak, hogy az Asp—85 -nek
kulcsfontossdgl szerepe van a protontranszportban [114,G1,G2]. Az M infravords spek-
trumdban 1739 cm ™! koriil megjelenik egy COOH rezgés, amit kezdetben az Asp —212
protondléddsanak tulajdonitottak [30]. Ujabb mégneses magrezonancia [115] és FTIR
spektroszképiai mérések [116] eredményei azonban, azt bizonyitjak, hogy ez a rezgési
sav az Asp — 115 protonaltsdgdt mutatja és az Asp — 212 nem protondalédik a fotocik-
lus sordn. A kozelben levé tirozin oldalldncok protondltsagi allapotardl keveset tudunk,
mert réluk a 295 nm - nél megjelen6 abszorpcids valtozasok adnak szamot, ezekre pedig
ratevédik a triptofanok spektruma. A 240 nm koril megjelent karakterisztikus abszor-
pcids valtozasokbdl azonban, kovetkeztetni lehetett egy szokatlanul alacsony pK, -ju

tirozin jelenlétére [105].

Az L — M &atmenetre jellemz6 fotoelektromos jelekrol kimutattak, hogy egy pro-
ton oldatban valé megjelenésének tulajdonithatok [117]. A jel el6jele megfelel annak a
képnek ami szerint egy proton tavozik a fehérjébdl a membran extracellularis oldalan
[82]. A proton kortilbelil az L — M &tmenet életidejével jelenik meg az oldatban
[114,108]. Valdszintinek tiinik, hogy a proton, miutdan elhagyja a Schiff-bazist egy kis
ideig fehérje oldallancokon tartézkodik, mielétt még proton jelenne meg az oldatban. A
Schiff-bazis protonja megkozelitéleg 1 ms -ig nem hagyja el az Asp — 85 -6t, ezalatt mar
megjelenik egy proton az oldatban [55,98,113]. Feltehetoleg egy masik csoport veszti el
protonjat az Asp — 85 protonaléddsanak kovetkeztében. Az extracellularis tartomdny
protondonorja lehet az Arg—82, amely a Schiff-bazis és az Asp— 85 kozelében talalhato
[118]. Egyes kutatasokbdl tigy tlinik, hogy a protont egy hidrogénkotéssel osszetartott
komplex adja le, melynek alkotd elemei az Arg —82 mellett egy viz molekula [30], és egy
tirozin: a Tyr — 57 vagy a Tyr — 185 [105]. f]jabb molekulédris dinamikai szamolasok
[119], valamint bR mutdnsokon végzett mérések szerint azonban, a legvaldsziniibb pro-
ton donor a Glu — 204 [120]. Ez az aminosav a csatorna extracellularis oldalan, a kiils6

feliilethez kozel, mintegy 15 A tavolsagra helyezkedik el a Shiff-bazistél [11].
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Alacsony pH értékeknél a bibormembran szine kékre valt. Ilyenkor a bR fotocik-
lusdban nem alakul ki M forma [121], és a fény elnyelése nem eredményez protontransz-
portot [108,122]. A protonpumpa blokkolasa valésziniileg a proton akceptor Asp — 85
kezdeti protondléddsanak tulajdonithaté [6,22].

Amint az elébbiekben lattuk, az M formanak nagy valdszintséggel alallapotai
is vannak. Miutdn az M allapot kialakult alacsony homérsékleten, kiilonb6zo utakon
fog bomlani, a hémérséklet figgvényében [123]. Elméleti megfontoldsok alapjan is
sziikségesnek latszik tobb M forma létezése. Ahogy az elobbiekben emlitettiik az M
kialakuldsa utan proton jelenik meg az oldatban, még mialatt az Asp — 85 protonalt.
Ezért is két M-nek kell 1éteznie, mindketté protonalt Asp — 85-el, de az egyik pro-
tonalt, a masik deprotondlt X proton donorral. Masrészt amikor az L-ben a Schiff-
bézis alacsony pK, -ji formava alakul a protonleaddst megel6z6en, a kialakult M-
ben szintén alacsony pK, -ji lesz; aztan a fotociklus soran olyan fehérje konformadcio
valtozdsnak kell végbemennie aminek kovetkeztében a Schiff-bazis 1) kornyezetbe
jut, ahol mds csoportokkal keriil kolcsonhatasba és ily médon reprotonalédik a cito-
plazma feldli oldalrdl [11,103]. Az M forma kialakuldsat koveté konformaciovéltozast
sikertilt kimutatni [124]. A vad tipusu és D96N mutans bakteriorodopszinon végzett
jabb mérések szerint, a fotociklus sebességi allanddinak a nyomasfiuggése kisebb-
nagyobb térfogatvaltozasokat mutatott ki az dtmenetek sordn [125]. A legnagyobb
térfogatvaltozds az My és M, kozott észlelhetd. A nyomads novelésével lassul az M
bomlésa és gyorsul az N lecsengése, azaz a Schiff-bazis reprotonalédasa gatlodik és az
Asp—96 protonfelvétele gyorsul. Ez az eredmény aldtamasztja azt az elképzelést, ami az
M forménak az alapallapothoz viszonyitott elektrondiffrakciés valtozasaibol sziiletett
[126]: az F hélix citoplazmatikus végének a mozgisa gy "nyitja” a csatornat, hogy
a Schiff-bazis hidrataltabb fehérjekornyezetben konnyen reprotonalédhasson, majd

"zarja” azt, hogy az Asp — 96 1j protont vehessen fel hidroféb kornyezetben.
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2.2.5. Az N forma

Az M 4llapot bomlésa szintén multiexponencialis kinetikat mutat, amire a
kiilonbozé fotociklus modellek sajatos médon adnak magyarazatot. Minden esetben
elfogadott azonban az a tény, hogy az M koztesallapot egy 550 nm -nél abszorbeald
N intermedierbe megy at. Mér a bR fotociklus elsd, egyirdnyd reakcidkat tartalmazé
modelljében megjelent egy 530 nm -nél abszorbedlé N forma [48]. Aztédn egy ideig
megkérddjelezték az N létezését, tigyhogy ki is hagytak a fotociklus modellekbdl [127],
késébb 1jra ”felfedezték” [100,128]. Kinetikus rezonancia Raman spektrum mérések
bizonyitottak, hogy az N az M allapotot koveti [129], késobb ezt alacsony homérsékleti
mérésekbd] valamint tobb homérsékleten és pH -n végzett abszorpciokinetikai adatok
globdlis illesztésebdl kapott adatok is aldtdmasztottak [62,106,130]. A vibraciés spek-
trumban megjelenik a C=C kettéskdtés rezgése 1531 cm ™! -nél, egy 1548 em ™! koriili

vallal, ami egy 550 nm-es abszorpciés maximummal rendelkezé formédnak felel meg

[129].

Az M — N é4tmenetben a Schiff-bazis reprotonalédik, de a kromofér még mindig a
13 — cisz konforméciéjdban van [129]. Annak ellenére, hogy az Lsso és Nss5o formdkban
a retindl geometridja egyforma, illetve a Schiff-bdzis mindkét esetben protonalt, a
vibracids spektrumokban észlelt killonbségek arra utalnak, hogy a két allapotban fehérje

szerkezetbeli eltérések vannak [68,81].

Azokon a bR mutdnsokon végzett mérések szerint, amelyekben az Asp — 96 -ot
kicserélték, a Schiff-bdzis reprotonéléddsa jelentés mértékben lelassult, igy feltehetéen
ez a csoport tolti be a protondonor szerepét [56,100,131,G5]. Ilyen mutansokon végzett
korabbi FTIR mérések azt is kimutattak, hogy az Asp — 96 COOH rezgése 1738 cm™?
-nél jelenik meg, azaz protonaltsagi allapota megfelel annak, hogy protondonor legyen
[30,55,96]. Ujabb vibraciés spektroszképiai mérések pedig bebizonyitottik, hogy az
1738 ¢cm ™! -nél, M -ben megjelend sav eltiinik az N kialakuldsa utdn, tehat valéban

az Asp — 96 vesziti el a protonjat [98,132,133]. pH 9.5 folott az Asp — 96 meglehetosen
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konnyen teljesiti a proton donor szerepét, ami szokatlanul magas pK, -ra utal egy
aszparaginsavnal [131], készonhetd ez az 6t koriilvevd hidroféb kdérnyezetnek is [11]. Az
Asp96 pK, -jat csak a kozelmultban, mutansokon végzett FTIR mérésekbdl lehetett
meghatarozni, és az érték valéban magasnak bizonyult: 11 [134]. A pH nodvelésével
az M bomlasa nagyon lelassul és a pH-val ardnyos lesz [128,131]. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy amikor az Asp—96 a BR alapallapotaban deprotonaltta valik, azaz
elveszti proton donor szerepét, a Schiff-bazis protont vehet fel egyenesen az oldatbdl
[131]. Az Asp — 85 -rél kimutattak, hogy az N -ben még protonalt dllapotban van
[30,113,96].

Amint azt az elébbiekben lattuk, az M bomléasa legalabb kétfazistiinak bizonyult
és ezt kiilonbozo fotociklus modellek eltéréen magyarazzak. A preparatum feltéte-
lezett heterogenitasabdl, vagy a fotociklus M elotti elagazasabdl kiindulva, egyesek
parhuzamosan tobb M format feltételeznek, amelyek kilonbozo sebességi allandokkal
bomlanak le [67,135,136,137,138,139]. Més modell szerint az M lecsengésének lassi
komponense nem mds, mint az N formédnak egy mésodlagos fotoreakcidja [128,74].
Megint méasok szerint az M bomléas multiexponenciélis kinetikdja jol megmagyarazhato
az M és N allapotok kozotti egyensulyi folyamat 1étezésével, amit aztan az N bomlasa
kovet egy elagazasmentes ciklusban [71,106,131,140]. Magas, pH> 8.5 értékeknél
végzett kettos gerjesztéses kisérletek bizonyitottak egy N — M visszareakcid létezését
[140,141]. [140] szerint a protonfelvétel az M bomlds mésodik idéallanddéjdval torténik
és nem az N lecsengésével, ezért két szekvencialis N formdnak kell 1éteznie amelyekben

kilonbozo az Asp — 96 protonaltsagi allapota.

Az a megfigyelés, hogy a fotociklus eredményeképpen, pH -t6l fiiggoen, nett6d pro-
ton leadasrdl illetve felvételrol beszélhetiink, alkotta az alapjat annak az elgondolasnak
ami szerint az L — M atmenet utan a fotociklus kiilonboz6é utakon folytatodik, ala-
csony illetve magas pH értékeknél [60]. A fotociklus magas pH -n futé dgédban f6ként az
N forma, mig az alacsony pH -n futé reakciésorban az O allapot alakul ki [142]. Az N

allapotban a kromofér még 13 — cisz, mig az O -ban mar all — transz konformacioban
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van [129,143]. A szekvencidlis, egyensilyi reakcidkat tartalmazé fotociklus modell sze-
rint pH > 6 -nal, amikor a protonleadds megtorténik a ciklus els6 felében, tehat a
fehérje elvesztett egy pozitiv toltést, az ezaltal "megerosodott” ellenion megnoveli a
retindl reizomerizacidéjanak a potencialfalat. Ugyanakkor mads, kozeli csoportok is de-
protonalédhatnak, novelve a hatast. Ezért magas pH -n foként az N intermedier hal-
mozdbdik fel [142]. Ilyen esetekben a két N forma kozotti atmenetben torténik meg az

Asp — 96 reprotonalédasa a citoplazma feldl [140].

2.2.6. Az O forma és a kezdeti allapot visszaalakulasa

Az N allapotot egy 1jabb intermedier, az O koveti. Mivel a vad tipusi bR -ben
az O forma bomlésa gyakorlatilag mindig gyorsabb, mint a kialakulasa, a fotociklus
nem fagyaszthaté be ennél a lépésnél, igy az O koztesallapot tanulmanyozasa alac-
sony hémérsékleti infravoros spektroszképiai moédszerekkel meglehetésen nehéz [57].
Az N — O &atmenet soran a kromofér reizomerizalodik, igy ebben az allapotban a
retindl konformadcidja all — transz [143,118]. Az O é&llapot C=C kettéskotés rezgése
1508 cm ™! -nél jelenik meg, ami 645 nm -es abszorpciés maximumra utal [143,118]. Az

O forma pontos spektrumanak a meghatarozasa még mindig nyitott kérdés.

pH 7 -en és kozepes sékoncentracidban az N kortilbelill 3 ms alatt bomlik el
[71,106]. Hésokkal perturbalt O forma kinetikdja arra enged kovetkeztetni, hogy az
O egyenstlyban van az 6t megelézé6 N éllapottal [144,145]. Az egyensuly létezését
tamasztjak ald kiilonféle spektrumillesztési médszerek eredményei is [62,106,113]. [71]
szerint az N — O &tmenet sebességi 4llanddja pH fiiggetlen, ezzel ellentétben [106]
-ben jelentds pH fliggést talaltak. Mitobb, az N lecsengése - pH -tdl fuggéen- két uton
torténhet: az O forman keresztiil, vagy egyenesen a BR kezdeti dllapotaba [72].

Amint azt az el6bbi paragrafusban részleteztiik, 1étezik olyan modell, amely sze-

rint az M utén a fotociklus pH -tél fiiggden kiilonboz6 utakon zarul [60]. Ezen modell

szerint pH < 6 értékeknél az extracelluldris protonleadéds csak a fotociklus végén, a
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kezdeti BR allapot kialakulasakor torténik meg, ezért a pozitivan toltott extracellularis
protonleadasi tartomany kovetkeztében gyengiil a Schiff-bézis ellenionja. Ezt a hatést
mas itt 1évo csoportok protonalédasa is novelheti. Ennek eredményeképpen a retinal
koril gyengiil a 7 elektronok hatasa és a reizomerizacié potencidlfala csokken. A Schiff-
bazis protonaldédéasat koveti a retinal all — transz formaba valé atalakulasa, és az O

allapot alakul ki [142].

pH < 6 -ndl 4gy tlint, hogy az N — O sordn a fehérje egy tjabb protont vesz
fel, és a protonfelvétel idoallanddja kortilbelill megegyezik az atmenet idoallanddjaval
[146,147]. Késobbi eredmények azonban arra utalnak, hogy alacsony pH értékeknél a
protonleadas késik: csak a fotociklus O — BR lépésében jatszodik le és az Asp — 96
protont vesz fel a citoplazmabdl az N — O atmenetben [60]. Vibracids spektroszképiai
mérések is azt mutattak, hogy az M — N soran deprotonalédott Asp — 96 csoporthoz
proton kotédik [75]. Mivel ez a proton a kiilsé kérnyezetbol keriil az Asp — 96 -ra, az N
bomlés sebességi dllanddja fiigg a kiils6 protonkoncentraciotdl, azaz az oldat pH -jatodl,
[106] -al egyetértésben. Az Asp — 85 oldalldnc még mindig protondlt allapotban van az
O -ban [56].

Fotoelektromos mérések [146] valamint pH érzékeny festékekkel végzett kisérletek
[147] is bizonyitottak, hogy a fehérje az N — O atmenetben veszi fel a protont, a korabbi
elképzelésekkel ellentétben, ahol ezt a folyamatot az M — N 1épéshez kapcsoltak.

Az N — O &tmenetben tehdt az Asp — 96 protont vesz fel és a kromofér
reizomerizalédik all — transz formava [143,118]. A két folyamatot még nem sikeriilt
kinetikailag is kiillonvéalasztani, de ésszerti feltételezntink, hogy az O forma két
aldllapotat hatdrozzdk meg. [148] -ben be is vezettek két szekvencidlis O; illetve O,

format.

Kozepes sékoncentracidoban és pH 7 -en az O intermedier 5 ms alatt visszaalakul a

BR kezdeti allapotdba. Ebben a lépésben valdszintileg az Asp — 85 elvesziti protonjat,
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amelyet az extracellularis proton leadasi tartomany X proton donor csoportja vesz
fel. Valéban a vibracids spektroszképia eredményei szerint a protonalt karboxilcsoport
1760 cm ™! rezgése (15°C -on) az O — BR éatmenet idéallanddjaval cseng le [56]. Az
O — BR folyamat egyiranyu reakcio.

Optikai sokcsatornds analizatorral (OSMA) végzett abszorpcidkinetikai mérések
alapjan meg lehet hatdrozni a bR koztes dllapotainak spektrumait [73], ezek lathatok

az 5. abran.
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5. Adbra. A bakteriorodopszin fotociklusdban megjelend koztes dllapotok abszorp-

ci08 spektrumas.
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2.3. A PROTONTRANSZPORT MECHANIZMUSA

A fénnyel gerjesztett bakteriorodopszin a fotociklusa soran proton aktiv transz-
portjat hozza létre a membréanon keresztiil, ezaltal valdsitva meg a fényenergia
atalakitdsét proton elektrokémiai potenciélld [3,149]. pH 7 -en kérulbelil 10 ms alatt
lezajlik a kromofér fotoizomerizacidja, a proton leadas, majd az 1j proton felvétele

végiil a retindlnak az eredeti geometriajaba val6 visszaallasa.

A bR protonpumpaként valé miikédésének pontos molekuldris mechanizmusa még
nem teljesen tisztdzott. Amint azt az elobbiekben lattuk a spektroszkopiai mérési ada-
tok illesztése fotociklus modellekkel még korantsem egyértelmii, ezzel magyarazhato
az egyes molekuldris 1épések kiilonféle, modelltdl fiiggd értelmezése. Ennek ellenére
azért mar van, ha nem is minden részletében, de a f6 1épésekben &ltalanosan elfo-
gadott képlink arrél, hogy miként valdsitja meg a protontranszlokéciét ez a fehérje. Az
el6z6 fejezetben felsorakoztatott kisérleti eredmények alapjan a bR miukodésére alko-

tott, aranylag széles korben elfogadott modellt fogjuk ismertetni a kovetkezokben.

Az bR fotociklusdban megjelend koztes allapotokra jellemzd, opszin és kro-

mofdérbeli valtozasok a 6. dbran kovethetok.

A fotociklus elsé lépéseiben (BR — K &tmenet) az elnyelt fény energidja
elsésorban elektrosztatikus energidva alakul at, ugyanis a K allapot kialakulasaig a

kromoféron all —transz — 13 — cisz izomerizacid jatszddik le, és ennek kovetkeztében

a Schiff-bazis eltavolodik ellenionjatol.

A fotociklus tovabbi 1épéseiben a K-ban tarolt energia haszndlédik el a cito-
plazmdbdl az extracelluldris tartomanyba torténd vektorialis protondtvitelre. Ennek
a folyamatnak molekuldris torténései lehetnek az egyes proton donor illetve akceptor
fehérje oldallancok ”4torientaléddsa” a membran egyik oldalatdl a masik felé, vagy ezen

csoportok pK, véltozdsai [150].
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6. abra. A protontranszlokdcié mechanizmusa a bakteriorodopszinban. Az dbrdn
a retindlbol csak a Schiff-bdzist, valamint egy pdr fehérje oldallinc karbozil kotésest

tuntettuk fel.
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A legtobb modell mindkét mechanizmus létezését sziikségesnek tartja.

A fotociklus kovetkezo 1épésében, a K — L atmenet soran relaxal a kromofér
13 — cisz torzult konformdécidja. Az L — M lépésben a Schiff-bazis atadja protonjat
a tole extracellularis tartomany felé levé Asp — 85 aszparaginsavnak. Az Asp — 85
protondléddsanak kovetkeztében valdszintleg a kozeli proton donor csoport protonja

1ép ki a kiils6 térbe.

Ezt a 1épést koveti a Schiff-bazis atfordulasa a membran extracellularis oldalatél a
citoplazmatikus felé, ami az M forma kialakulasat koveto fehérje konformacié valtozas
sordn valdésul meg. A Schiff-bazis ”atkapcsolasa” két ton valdsulhat meg: a proton
transzportban résztvevo fehérje oldallancok pK, valtozasain keresztiil, vagy geometri-
ailag, a proton akceptorok illetve donorok ko6zotti tavolsagok és szogek valtozasai altal

létrehozott potencialfal killonbségeken keresztiil. Természetesen a kétféle mechanizmus

egyltt is létezhet.

Az M — N &tmenetben a Schiff-bazis protont vesz fel az Asp — 96 -rol. A Schiff-
bézis reprotondléddsat az el6z6 1épésben tortént protonvesztés soran kialakult negativ
kornyezet is segiti. Az Asp—96 -os oldalldnc az N — O atmenetben reprotonalédik és a
kromofér reizomerizalédik: a retinal all—transz konformaciéba keril. Az L — M soran
protondlédott Asp — 85 még mindig protondlt allapotban van az O -ban. Feltehetoen
ezen csoport és a pozitivan toltott Schiff-bazis kozti elektrosztatikus taszitas hatasara az
O — BR 4tmenetben az Asp—85 atadja protonjat a kozeli X proton donor csoportnak,
ily modon zarva a fotociklust. A proton donor nagy valdszintiséggel a Glu — 204 amely
harom, hidrogén-hid kotéssel osszetartott viz molekulan keresztil az Arg — 82 -vel all

kapcsolatban [120].

pH érzékeny festékekkel végzett abszorpcidvaltozas mérések azt mutattak, hogy
magas pH -nél a proton leadds megeldzi a proton felvételt, de ha a pH kisebb az extra-

celluldris proton akceptor csoport pK, -jdnal, habdr a proton felvétel korulbeliil ugyan-
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abban az id6ben megtorténik, a proton leadas az O — BR 1épésig késik. Mindenképpen

a fotociklus eredménye nettd proton atvitel a citoplazmdbdl az extracellularis térbe.

Annak a tisztdzasa, hogy miként vezetnek a fehérje és kromoforbeli valtozasok
kiilonboz6 aminosavak és a Schiff-bazis pK, valtozasaihoz, 1j kutatasok targyat
képezi, de a valaszt megtaldlni nem egyszeri. A Schiff-bazis pK, -jat alacsony
s6koncentracidéban meghataroztdk, értéke 13.3 [151]. Oldatban levé retinalok protondlt
Schiff-bdzisainak a pK, -ja 7.4. A fehérjébe valé bekotodéskor kapott magasabb pK,,
feltehetden a Schiff-bazis és ellenionja kozotti gyenge hidrogénhid kotés kialakuldsaval
is magyarazhato [152]. Mdsok szerint a kozeli Asp — 85 csoportnak is nagy szerepe van
a Schiff-bazis pK, -janak a megnovelésében [23,24]. A fotociklus soran a Schiff-bazis
pK, -ja erdsen csokken ahhoz, hogy az L — M &tmenetben megtorténhessen a pro-
tonleadds. Lehetséges, hogy egy kozelben levé kation, vagy az Arg — 82 kozeledése a
Schiff-bazishoz, valamint a hidrogénhid kotés geometridjaban térténé valtozasok okoz-
nak ekkora csokkenést a pK, -ban [11,153]. Mas elméletek szerint a retinal Ci4 — Cis
egyeskotésében megjelend deformécid is okozhat pK, csokkenést a Schiff-bazisban [154],
akércsak az L forma kialakuldsa soran észlelt polarosbol hidréfébba valtozé kornyezet a
Schiff-bézis koriil [11]. Ugyanakkor egyes szamoldsok azt mutatjak, hogy a Ci3 = Cig
kettdskotés transz-cisz rotdcidja elszakitja a retinal polién lanca korili 7 elektronok
rendszerét. Ennek kovetkeztében csokken az elektronstiriiség a Schiff-bazis nitrogénjén
és ez instabilabbéd teszi a proton helyzetét a kotésen [155,156]. Mivel a retinal
polién ldncét és jonon gytirijét triptofdn csoportok rogzitik [11], az izomerizacié arra
kényszeriti a Schiff-bazist, hogy egy mas, feltehetéen elektronegativabb kornyezetbe
mozduljon el [157].

A magas protonaffinitéssal rendelkezé6 Asp — 96 gyakorlatilag az egész fiziologias
pH tartoményban a protondonor szerepét tolti be [134]. Szerkezetileg azonban ez az
aszparaginsav és a G hélixen levé, pozitivan toltott Arg — 227 olyan helyzetben vannak
[11], hogy kolcsonhathatnak, és igy egymashoz val6 kozeledésiik okozhatja a fotociklus
végén az Asp — 96 pK, -jénak dtmeneti csokkenését [140,148].
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A felsorolt mechanizmusok ko6ziil szinte mindegyik fehérjekonformacié-valtozast
igényel. A protontranszport vektorialitasat a Schiff-bazisnak a kiilsé tér illetve a cito-
plazma felé valé ”atorientdléddsa” biztositja. Abban még nincs altaldnos egyetértés,
hogy ez az dtkapcsolds pontosan a fotociklus melyik atmenetében torténik, mindeneset-
re azt tudjuk, hogy valahol az M kialakuldsa és az N kozott. Kisebb-nagyobb fehérje
konformécié véltozasokkal a fotociklus csaknem Osszes 1épésében szamolnunk kell. Ezen

folyamatok feltérképezése még a jovobeli kutatasok nagy kihivasa.
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2.4. A PROTONTRANSZPORT VIZSGALATA BAKTERIORODOP-
SZIN MUTANSOK SEGITSEGEVEL

A bakteriorodopszinon végzett sikeres pontmutacidk 4j lehetoségeket nyujtanak
a fehérje tanulmanyozésira. A muténsokon végzett spektroszkdpiai tanulmanyok je-
lentés mértékben segithetnek a fotociklus megoldasaban, ugyanis bizonyos csopor-
tok kicserélése mdsokra egyes dtmenetek megszinését, a fotociklus egyszeriisodését
eredményezhetik. Ilyen esetekben altaldban kénnyebben és pontosabban modellezheto
a megmaradt reakciésor. Ugyanakkor ezekbdl a kisérletekbol kbvétkeztetni lehet bi-
zonyos aminosavaknak a proton transzportban betdltott szerepére. A mutans fehérje
szerkezetében azonban torténhetnek olyan valtozasok, melyek kovetkeztében a vad
tipust bakteriorodopszinnal végzett Osszehasonlitdsok mar nem helyénvaléak. Ezért
minden esetben nagyon fontos a muténs szerkezeti jellemzése, a vad tipusu fehérjéhez
képest észlelt kiillonbségek meghatirozdsa. Messzemen6 kovetkeztetések levonasara
azok a muténsok a legalkalmasabbak, amelyekben egy oldalldncot cseréltek ki, illetve
amelyek a fotociklusban csak egy par atmenet sebességi allandéjat valtoztatjak meg.
Egyes bakteriorodopszin mutédnsokban gond lehet a fényadaptalassal: csak a molekuldk
egy részében torténik meg a kromoférok all — transz -ba valé izomerizalédésa, a
tobbiben a retindl 13— cisz konforméciéban marad. Mindezek ellenére a bR mutansokon
végzett mérések egyre gyakoribbak, és kétségtelen, hogy az eredmények nagy mértékben

hozzajarulnak a protontranszport molekuldris mechanizmusanak megértéséhez.

A bakteriorodopszin mutdnsokat elszor az Escherichia coli -ban fejezték
ki [158,159,160], de a fehérje csak koriilményes kristalyositdsok utdn képezett
bibormembrénszerti szerkezetet [161]. Ezeken a mutédnsokon végzett kisérletek
egyes aminosavaknak a fehérje szerkezetében és mitkodésében betoltott szerepére
szolgaltattak adatokat [115]. Késébb, amikor a mutacidkat sikeresen el lehetett végezni
az eredeti Halobacterium salinarium -ban [162], nyilvanvaléva valt, hogy a két kiilonféle
baktériumban kifejlesztett azonos muténsok spektroszképiai jellemzoi kilonboznek

[24,163]. A kiilonbségek feltehetéen azzal magyarazhatdk, hogy az Escherichia coli-
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ban kifejezett mutdnsok nem alkotnak ugyanolyan kristalyszerkezetet mint a bm és a

retindl is mds ardnyban tartalmazza a 13 — cisz /all — transz izoméreket.

Habar az eddigiekbdl maér kit{inik a muténsokon végzett kisérletek jelentos sze-
repe a bakteriorodopszin miikédésének megértésében, a kovetkezokben részletesebben
kitérink erre a targykorre elsésorban a Halobacterium salinarium -ban kifejlesztett bR

mutdnsokon végzett mérésekbdl szarmazo eredményekre tamaszkodva.

2.4.1 Mutdciék az extracelluldris proton leadas tartomanyaban

Az opszinnak az extracellularis tér felé esé részében helyezkednek el azok az
aminosavak melyeknek szerepe az, hogy protont ”vezessenek ki” a kulsé térbe. Amint
azt az el6bbiekben lattuk a Schiff-bazis a protonjat az Asp—85 csoportnak adja at az M
kialakuldsa sordn [30,114]. Bakteriorodopszin pontmutansokon végzett FTIR mérések
kimutattédk, hogy a protondlt Asp — 85 COOH vibricidja 1761 cm™! -nél jelenik meg
[30,75,98]. Az aszpartdt aszparaginra valé kicserélése soran kapott D85N muténsban
hidnyzik a negativan toltott proton akceptor oldallinc. Ennek kovetkeztében a
Schiff-bazis csak kis mértékben deprotondlédik [164,165,166] és a proton inkdbb a
citoplazma felé mozog nem az extracelluldris térbe [164,165,167]. Ugyanakkor az
ilyen mutdnsokban nincs netté proton &atvitel [22,114,115,164,168,169,G1,G2]. Ez az
eredmény tijabb bizonyitéka annak, hogy az Asp — 85 oldalldncnak kulcsfontossagu

szerepe van a protontranszportban.

Annak ellenére, hogy a kozelben levé Asp — 212 nem proton akceptor, a D212N
mutansban, pH > 7 értékeknél a Schiff-bazis protondlt marad és protontranszport sem
torténik [24,169,G1,G2]. A D85N illetve D212N muténsok all —transz fotociklusaibdl
hidnyoznak az M, O formdk és a ciklust a BR — K «< L < N — BR, szekven-
cialis reakciésorral lehet leirni, pH 6 f6l6tt a D85N muténsndl [165] és pH 7 folott a
D212N mutdnsnaél [24]. Az utdbbi esetben el6szor egy mésodik L allapotot vezettek be

kinetikai megfontoldsokbdl [24], amirdl a késébbiekben a Fourier transzformalt infra-
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voros mérések kimutattak, hogy tulajdonképpen egy N -szerti formérdl van szé [170].

Az ugyancsak ebben az extracellularis fehérje tartomanyban taldlhaté Arg — 82
helyettesitése més csoportokkal enyhébb valtozasokat okoz a bR fotociklusaban. El6szor
is, a Schiff-bazis deprotondléddsa koriilbeliil 10 -szeresére gyorsul [44,166], ami felte-
hetden a kozeli Asp—85 pK, -janak a novekedésével fugg 6ssze. Masodszor, az L — M
4dtmenetben nem jelenik meg egy proton a kiils6 térben [163,171], ami arra utal, hogy
az Arg — 82 nélkiil nem mikodik a normalis extracelluldris proton leadas. Harmadszor,
a fotociklusban nem jelenik meg az O forma, ami megmagyarazhaté ha a Schiff-bazis
ellenionja hatdssal van az N — O atmenetben lejatszodo reizomerizacidra. Ezek szerint
az Arg — 82 mds aminosavval valé helyettesitése soran az ellenion negativabba valik,
megerdsitve a retinal kortli = elektronok rendszerét, aminek kovetkeztében megné a

reizomerizdcié potencialfala [156].

A fentebb emlitett harom aminosav: Asp — 85, Asp — 212 és Arg — 82 a Schiff-
bézissal kolcsonhatdsban levd ellenion részét alkotjak. Az aszpartatok helyettesitése
mads, nem toltott csoportokkal az abszorpciés maximum vordseltolodasat, az arginin
kicserélése pedig a kék felé vald eltoléddsat eredményezte. Az eredmények megfelel-
nek azoknak a valtozdsoknak amit a negativan, illetve pozitivan toltétt oldalldncok
eltdvolitdsa a Schiff-bazis kornyezetébdl okozhat [85,152]. Természetesen a két asz-
partdt szerepe nem azonos. A D85N mutansban az abszorpciés maximum 47 nm -el
tolédik el a voros felé [22,107,165] és a Schiff-bazis pK,, -ja 7 -re esik le [165]. A D212N

muténsban a voroseltolédds csak 15 nm és a pK, nem véltozik [22,24].

A D212N/R82Q dupla mutanson végzett mérések célja volt megvizsgalni, hogy
egy negativ és egy pozitiv toltés eltavolitdsdval, de a Schiff-bdzis tartomany netto
toltését valtozatlanul hagyva miként valtoznak a protonpumpélds folyamatai [172]. A
fotociklusban nem halmozddik fel M allapot, azaz a Schiff-bazis protondlt marad, en-
nek ellenére a fehérje megvaldsitja a protontranszportot, felteheten egy teljesen mas

mechanizmus alapjan.
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Ugyancsak mutansokon végzett (ij mérések eredménye az, hogy az extracellularis
proton leadds tartomanyaban levé Glu — 204 csoport tolti be nagy valdszintiséggel a
proton donor szerepét [120]. Amikor a Glu — 204 -t glutaminra cserélték ki megszint
a proton leaddsa, nem igy amikor a csoportot aszpartattal helyettesitették. Az FTIR
mérések azt mutattdk, hogy a Glu — 204 protondlt a BR alapéllapotban és deprotonalt
az M -ben [120]. A bR szerkezeti képébol és molekula dinamikai szamolasokbdl ugy
tiinik, hogy a Glu— 204 hirom vizmolekula hidrogénhid kotéssel 6sszetartott lancolatan
keresztiil kapcsolédik az Arg — 82 csoporthoz [11]. Utdbbi aminosav pedig, djabb
vizmolekuldkon keresztiil az Asp — 85 -el van kolcsénhatasban. A Glu — 204 pK, -ja a
fehérje M formajaban kellden alacsony ahhoz, hogy amikor az Asp — 85 protonalodik,
a vizmolekuldk ldncolatan keresztiil az Arg — 82 pozitiv toltése a Glu — 204 -re kertiljon

4t. Ezutdn a Glu — 204 leadja protonjat a kornyezetének [120].

A Schiff-bézis kozelében levd Tyr — 185 illetve T'yr — 57 oldallancok is részei lehet-
nek az ellenion komplexnek, de réluk még nem sokat tudunk. A Tyrl85 kicserélése
fenilalaninra a protontranszport aktivitdsanak 2/3 -os cs6kkenését eredményezte, ami
arra utal, hogy habdr ez a csoport is részt vesz a proton transzferben, annak nem
nélkiilozhetetlen eleme [173]. FTIR mérések szerint a Tyr — 185 protondlt a K
allapotban és deprotondlt az M -ben, igy feltehetden ez a csoport a fotociklus kezdeti
lépéseiben jatszik szerepet [174].

A D115N muténson végzett mérések szerint az Asp — 115 az M kialakulasaban
tolt be valamilyen szerepet [60]. Ujabb mutsnsokon végzett kisérletek azt a kérdéskort
prébéljak megoldani, hogy a Val — 49 illetve Ala — 53 aminosavak miként valdsitjak
meg a kromofér bekotédési helyének, azaz a Lys — 216 oldallancnak a kitdmasztdsat

[61].

2.4.2 Mutaciék a retinal korul

A retindl kornyezetében levo fehérje oldalldncok teszik lehetévé a kromofér
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bekotddését, ezek hatdrozzak meg az egyébként linedris polién lanc szénkotéseinek a
rotaciéit, torzulasait a fotociklus egyes lépései sordn. Az olyan mutansokon végzett
kisérletek, ahol egyes oldalldncokat mds, t6litkk kiilonb6z6 formdja és térfogata cso-
portokkal cserélnek ki, hasznos adatokat szolgaltattak e folyamatok megértéséhez. A
molekuldris torténések pontos leirdsdhoz azonban, a bR jobb felbontasu szerkezeti

képére is sziikség van.

A Trp — 182 és Trp — 189 aromds aminosavak tartjak megfeleléo pozicidban
a kromofér polién ldncat [11,31,32]. Ezen triptofdn csoportok helyettesitése mas
aminosavakkal az abszorpciés maximum eltolédésdt eredményezte [33]. A WI182F
illetve W189F mutdnsokban a vad tipusi bR -tOl eltéréen, a kezdeti gerjesztett
allapotban lezajlé all — transz — 13 — cisz izomerizacidja a kromoférnak nagyon
lelassul [175,33,176]. A W182F mutdnsban az M forma kialakuldsa is lassabb és
FTIR mérések szerint ez azzal magyarazhatd, hogy a retinalt rogzité Trp — 182
eltavolitdsdval megsziinik az a sztérikus feszliltség a lanc 9-metil csoportja kortl, ami
normalis 4llapotban a Schiff-bdzis pK, -jat csokkentette az L -ben [177]. A W182F
muténsban az N bomlés sebességi dllanddja csokken és O forma nem halmozddik fel

[176], tehédt a retindl reizomerizéacidja is meglehetésen lelassul.

A Leu — 93 a retindl 13-metil csoportjanak kozvetlen kozelében helyezkedik el
[11]. Ha ezt az aminosavat kisebb térfogati alaninnal vagy treoninnal helyettesitjik, a

fotociklus végén észleliink valtozdsokat: a kezdeti dllapot visszaalakulasa lelassul és N

+ O formék keveréke halmozddik fel [171,178,179].

2.4.3 Mut4cidk a citoplazmatikus proton felvétel tartomanyaban

Az opszinnak ebben a részében taldlhaté az Asp — 96 csoport amely a pro-
tondtvitelben a Schiff-bdzis proton donorjanak a szerepét tolti be. A DI6N muténson
abszorpcié kinetikai méréseket végeztek csak, amelyekbdl aztan fotociklus modell is

sziiletett a mutdlt fehérjére [73,115,60,180,G5]. Az Asp — 96 kicserélése aszparaginnal
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lelassitja és pH fiiggévé teszi az M forma bomlasat [60]. A vad tipusd bR -nél észlelt
kétfazisa kinetika, a mutansnal egyfazisuva valik pH 5 f6lott. Az egyszeriis6d6 kinetika
arra utal, hogy a proton donor hidnyaban a Schiff-bazis kozvetlentil a citoplazmatikus
oldalrdl protonalddik. A preparatumhoz adott azid felgyorsitja az M bomlasat, felte-
hetéen az Asp — 96 proton donor szerepét véve &t [181,G5].

Az Asp — 96 és Schiff-bdzis kozotti tavolsag koriilbeliil 12 A, ezért valészintileg
mas csoportok is kozrejatszanak a protonatadasban. A folyamatokban a viznek is nagy
szerepe van, erre utalnak a nehézvizzel végzett mérések is: a HyO — D,0O kicserélés
a D96N muténsnil az L utdni dtmenetek lassuldsit eredményezte [G7]. A Thr — 46
és Arg — 227 kolcsonhathatnak az Asp — 96 -al elektrosztatikusan és/vagy hidrogénhid
kotésen keresztiil [182]. Helyettesitésitk mds aminosavakkal a fotociklus M <+ N — BR
részében okoznak véltozdsokat. A Thr — 46 kicserélése valinra az M < N egyensulyt
N felé tolja el, azaz az M bomlds gyors komponensét latjuk [163,183,184]. Ezzel el-
lentétben az Arg — 227 kicserélése glutaminra az egyensulyt az M felé tolja el: az
M elt{inés lassi komponense jelenik meg [140,163,185,186]. Ugyanakkor az N — BR
dtmenet lelassul a 746V mutdnsban, illetve felgyorsul az R227Q -ban. Ezekbol az
ellentétes hatdsokbdl tigy tinik, hogy Thr — 46 hianyaban a Schiff-bazis konnyebben
protonalédik, de ez a tartomany nehezebben vesz fel jabb protont a citoplazmabdl,

mig az Arg — 227 kicserélésének pontosan ellenkezd kévetkezményei vannak.

Az M — N atmenet soran lezajlé konformacié valtozasok tanulmanyozaséara
a kozelmultban olyan bR mutdnsokat készitettek, amelyekben a hélixek citoplazma
feloli végére cisztein csoportokat tettek, majd ezekre maleimid vegytleteket kotottek.
Ezek a bekotések dltaldban nem okoztak lényeges véltozasokat a fotociklusban, kivéve
amikor azt az F hélixen végezték [187]. Ezeknél a mintédknal a Schiff-bazis repro-
tonélédésa felgyorsul és az Asp — 96 proton felvétele gatlédik: a csoportok bekotésével
megkonnyitették az F hélix altal végzett csatorna kinyitdst és hidratdlast, illetve
gatoltdk a bezdrdsat, azaz a hidroféb kornyezet visszaallasat. Ugyanakkor a hélixek

mozgdsdnak teljes gatldsa ellentétes véltozasokkal jart. Az eredmények osszhangban
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vannak el6z6 elektrondiffrakciés mérésekkel [126].

Amint az el6bbiekben lattuk, a bakteriorodopszin pontmutansokon végzett
kisérletek jelentés segitséget nyGjtanak a protontranszport mechanizmusanak
megértésében. Az igy kapott eredmények hozzdjarulnak egy pontosabb globélis kép
kialakitdsdhoz a fehérje miikodésérdl, de még rengeteg olyan kérdés van, melyek
megvalaszolasaban a jovoben kidolgozandd, 1j pontmutdnsok segitséget tudnak

nyudjtani.
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2.5. A FEHERJE ELEKTROMOS VALASZJELENEK ELMELETE

Mivel a kisérleteinkhez alkalmas mintakészités és mérési mddszerek €l6z6 ku-
tatdsok alapjan torténtek, a tovédbbiakban ezeket ismertetem, még miel6tt ratérnék

az altalunk sajatosan hasznalt mdédszerek bemutatdsara.

Elektromos jeleket mértek mar kilonbozo, bR -t tartalmazd, elektromos
szempontbdl aszimmetrikus rendszereken. Ilyenek példaul azok amelyekben a
bibormembranokat, illetve a vezikulakba beépitett fehérjét toltott feltiletre, pl. bi-
molekuldris lipidmenbranokra vitték fel [188,189,190,191]. Ezeken a komplex rend-
szereken mért jelek azonban nehezen értelmezhetéek és mivel azonos koriilmények
kozott abszorpcidkinetikai méréseket nem lehet végezni, messzemeno kovetkeztetéseket

nem lehet levonni [82].

Ezért munkénkban az SZBK, Biofizika Intézetében kidolgozott bR kisérleti rend-
szert haszndltuk, mint az egyetlen olyan ismert rendszert amin mindkét tipusa kisérlet
elvégezhetd azonos mérési koriilmények kozott. A mddszer alapjat az a megfigyelés
képezi, hogy bizonyos magas fehérje tartalmi membran fragmentumok oldatban is
nyitottak és elektromos térben jél orientalhaték permanens dipdélusmomentumuknak
koszonhetéen [15,192,G8]. Ilyenek a bibormembréanok is, amelyek jelentés (p =
2 x 1072Cm/um?) permanens dipélusmomentumstiriiséggel rendelkeznek és igy maér
10 — 20 V/em -es sztatikus elektromos térrel is j6l orientdlhaték [15,192]. Ez a
dipdlusmomentum a membrdn normalisdnak az iranyaba mutat, és ily mdédon az
elektromos térre merdlegesen bedllé bm -ek megfelelé oldalai egy iranyba néznek
[15]. A kapott rendezettség kovetkeztében a révid fényimpulzussal szinkronizalt
toltésmozgasok Osszegezddnek és ezt a fehérje elektromos vélaszjeleként (PERS) mérjiik
[92,193]. Az orientdcié a tér kikapcsoldsa utdn még 300 — 500 ms -ig megmarad,
jéval tovabb mint a fotociklus id6tartama [192]. Az elektromos térrel orientalt bm -
ek szuszpenzidjan abszorpcidkinetikai mérések is végezhetok. Mivel az elektromos és

az abszorpcidkinetikai jelek kozott szoros korreldcié van [92], ezekbdl a mérésekbdl a
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fotoelektromos jelek kvantitativan is értelmezhetdk.

Elektromos térrel orientdlt bm -ek vizes szuszpenzidjira jellemzd fotoelektromos
és abszorpcidkinetikai jelek lathatok a 7. dbran, a [193] dolgozat alapjdn. A méréseket
az orientalé fesziltség kikapcsolasa utdn, de még orientalt allapotban levé membran
fragmentumok szuszpenzidjan végezték. A PERS jelek idéallandéi azonosak a fotociklus
dtmeneteinek idéallanddival [92,193].

= -

100us

M=)

A =408 nm

A=408 =M O—-tR
A=635nm

7. abra. Fotoelektromos és abszorpcidkinetikar jelek orientdlt bibormembrdnok

vizes szuszpenzidjin. A jeleket kulonbozé idéofelbontdsban mérték (a-c), 5°C (a), illetve

22°C (b,c) hémérsékleteken.

Az elsé jelentés mérések kiértékelésére dolgoztak ki Keszthelyi L. és Ormos P.
a fehérje elektromos valaszjelek (PERS) elméletét [92,193], aminek alapjin meg lehet
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hatérozni, hogy a mozgé t6ltés milyen iranyban és mekkora tavolsagra mozdul el a foto-
ciklus egyes dtmenetei soran. A tovdbbiakban az elmélet alapjat képezo szamolasokat

mutatjuk be.

Vélasszunk ki egy bibormembran fragmentumot és szamoljuk ki azt az eltolodasi
4dramot amit egy @ toltés mozgasa indukal két elektroda kozott. Az elektrodinamika

Ramo-Shockley tétele szerint ez az aram a kovetkezo:

i) = 249 ®

ahol v(t) a toltés sebessége, D' az elektrodak kozotti tavolsag és € a fehérje dielek-
tromos allanddja. Feltételezhetd, hogy a toltés nagyon gyorsan mozog, mintegy atugrik
egyik helyrdl a masikra. Az (1) egyenlet 1d6 szerinti integralja megadja az elektrodakon

indukdldédé toltést:

[T = 2 / ~ _ R4
Wind = /0 i(t)dt = A v(t)dt = D’ (2)
ahol d a toltés altal megtett tavolsdg. Az indukalt toltés feltolti a mérckor

C kapacitdsat, amely aztdn az R ellendlldson keresztiil kistil. A keltett fesziiltség a

kovetkezo:

Qz’n - Qd -

Valéjdban egyidében N szédmi toltés mozog p(t) exponencidlis idéeloszlassal:

p(t) = kNe™*, (4)
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ahol k a sebességi allandé. Minden egyes t6ltés a (3) egyenlettel leirt fesziiltséget
kelti. Ahhoz, hogy meghatdrozzuk Vy(t) Osszfeszliltséget, Osszegeznunk kell a D
tavolsagra levs elektréddk kozott az N darab Vi(¢) figgvényt minden ' < ¢

id6pillanatras:

Vult) = /0 t p(tYVA(t —t')dt'

kNQd R —kt _ _—t/RC
oD 1-kRC © ~° s

(5)

A bR esetében a toltésmozgasoknak szamos komponense van, kilonbozo, egymast
kovetd idéallanddkkal, ezért tobb exponencialis komponens is megjelenik. Ez a folyamat
jol leirhaté a radioaktiv bomldsi sorozatoknal hasznédlatos Bateman fliggvénnyel, amely

az ¢ -edik Atmenetre:

ekt

k1, k2, ..., kiyt) = kaka.. ki Z (6)
v=1

: )
Ay

ahol .
Ay = H (ki - k,,) ) (7)
J=1,5#v
és k; az i-edik dtmenet sebességi allanddja. Az i-edik atmenetre jellemzo d;
toltésmozgds tehat a mérékorben a kovetkezd fesziiltséget fogja indukélni (ha £ <

1/RC):

i NQRd;
W) ==

13

ki f(k17k2$"'ki) ) (8)

ahol ¢; a dielektromos allandéd; feltételeztiik, hogy a kozeg izotrép minden pont-
ban. A (8) -as egyenlet mérheté mennyiségei a Vls,i)(t), N, D, f(ki,ks,...k;), az is-

meretlenek pedig a d; és €;. A tovdbbiakban az elmélet a dielektromos allandét a
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fehérje belsejében mindeniitt € = 2 -nek veszi, igy ki lehet szdmolni az elmozdulasok

nagysagait.

A PERS elmélet rendkiviili fontossaga abban rejlik, hogy a fentebb bemuta-
tott szamoldsok alapjan lehet6vé tette az elektromos jelek kvantitativ értelmezését
(ezek a sebességi allanddkkal és az elmozduldsokkal ardnyosak). Elsé izben meg
lehetett mondani, hogy a proton a fotociklus atmenetei alatt merre mozog és mekkora
tavolsagokra. Nyilvanvalova valt, hogy a BR — K atmenet elektromos jelének az
irdnya ellentétes a protonpumpa irdnyaval és az elmozdulas nagysaga arra utalt, hogy
ebben a lépésben Schiff-bazis protonja akkora tavolsagra mozdul el, amekkora a retinal
izomerizéléddsdbdl adédik. A K — L atmenethez tartozé kis negativ elmozdulas
valésziniileg a torzult retinal relaxacidjahoz tartozik. Az L — M lépésre kapott elmoz-
dulds nagysaga megfelelt a Schiff-bédzis és ellenionja kozotti tavolsagnak, egyetértésben
azzal, hogy a Schiff-bazis protonja az Asp — 85 -re kertil at. A tovabbi lépések proton
elmozduldsai nagyobbak, ezekben torténik a proton leadasa, majd a Schiff-bazis repro-
tonaléddsa. A bR legiijabb hdromdimenzids szerkezeti képe szerint azonban, f6ként az
utolsé elmozdulédsokra kapott értékeket pontositani kell. Sziikséges ez azért is, mert a
fehérje nem izotrdp és igy a dielektromos allandé értéke jelentésen valtozik a molekula

kiilonbozo részeiben.
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3. CELKITUZES

A dolgozatban a vad tipusi és mutans bakteriorodopszinon végzett abszorp-
cidkinetikai és fotoelektromos kisérleteinket ismertetjiik. Az eredmények a fehérje

miik6désének jobb megértéséhez vezettek.

A viszonylag jOl ismert, csak all — transz retindlt tartalmazé fényadaptalt
bakteriorodopszin fotociklusaval ellentétben a 13 — cisz bR (a fehérje sotétadaptalt
formdjaban) fotociklusardl keveset tudunk. A fényadaptélas is egy részleteiben még
nem ismert folyamat. Célul tiiztiik ki a 13 — cisz bR elektromos jelének megmérését
és értelmezését is. Mivel az elektromos jelek mérésénél nincs mérofény, az ilyen
tipusi kisérletek megfeleldek a sotétadaptalt bR vizsgalatara. Az elektromos jelek
kvantitativ elemzéséhez azonban sziikség van a fény altal a mintaban el6idézett ab-
szorpcidos valtozasokra. A fehérje koztes allapotainak a meghatarozdsdhoz pedig
nélkiilozhetetlenek, a szintén fény jelenlétében, optikai sokcsatornas analizdtorral
felvett differencia spektrumok. Az emlitett kisérletek elvégzéséhez egy atfolyods
kiivetta-rendszert iktattunk be a kisérleti berendezésbe és igy minden egyes mérés az
el6zbvel azonos, jonnan bepumpalt prepardtumon tortént. Ily moédon biztositottuk,
hogy méréseink mindig a bR sotétadaptalt formajan torténjenek. A kisérleteket
parhuzamosan a fényadaptalt bR -en is elvégeztiik. A sotétadaptalt bR jeleibdl levonva
a fényadaptalt fehérjére kapottakat, a bR 13 — cisz retinalt tartalmazo fotociklusara
szdrmaztak eredményeink. Tovdbbé, az adatokra modellt illesztve azonositottuk azt a

1épést a ciklusban, ahol nagy valdszintiséggel lejatszédik a fényadaptacio.

Szdmos bR -en végzett kutatdsnak a célja a protontranszlokacié valamint a fo-
tociklus dtmeneteit kiséré toltésmozgéasok kozvetlen mérése. A fotoelektromos jel tar-
talmazza az Osszes olyan informdciét amely a fehérjében, a membranra merdlegesen
lejatszédé toltésmozgasokkal kapesolatos. Ezen komplex jelek értelmezése igen nehéz
a vad tipust bR -en, a fotociklusban megjelend nagy szamu koztes allapotok miatt. A

bR mutinsokban azonban, bizonyos aminosavak kicserélése a fotociklus egyszeriis6dését
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eredményezi aminek kovetkeztében az elektromos jelek is konnyebben értelmezhetok.
Ezek a mérések hasznos informacidkat szolgdltatnak egyes aminosavaknak a pro-
tontranszportban betoltott szerepének megértéséhez is. Tovabba, munkank céljaul
tiztik ki a fotociklus elsé részében lezajlé toltésmozgasok feltérképezését és ezek
értelmezését. A D85N illetve D212N mutansokon végzett elektromos és abszorp-
cidkinetikai méréseinkbol meghataroztuk a BR — K « L atmenetek toltésmozgasait
és az Asp — 85 illetve Asp — 212 csoportoknak a protondtvitelben betoltott sze-
repérél vontunk le kovetkeztetéseket. Egy 1épéssel tovabb haladva a fotociklusban,
az M &allapothoz tartozd toltésmozgasokat a DI6N mutanson végzett kisérleteinkbol
hatdroztuk meg. Ebben a mutansban nem alakulnak ki az NV, O formak, igy a fotociklus

megmaradt része kinetikailag konnyebben megoldhato.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. MINTAKESZITES

A bibormembrdn fragmentumok a Halobacterium salinarium S-9 -es torzsébol
standard eljarassal késziiltek [5]. A sotétadaptalt bR -en végzett optikai kisérletekben
a bm szuszpenzié 30 uM bR, 100 mM NaCl és 50 mM foszfat puffert tartalmazott. A
szuszpenzid pH -jat 4 és 7 kozott valtoztatva végeztiik az abszorpcidkinetikai méréseket.
Az elektromos méréseknél az oldat pH -ja 7 volt és nem tartalmazott sot és puffert. A
fényadaptdlt bR -en végzett mérésekhez a szuszpenziét egy 200 W -os higany lampdval,

hé és sarga fény szlir6kon keresztiil, mérések el6tt és alatt is folyamatosan vilagitottuk.

A Halobacterium salinarium -ban kifejezett D85N, D212N valamint D96N
mutdnsok bibormembrén fragmentumait J. K. Lanyi (Irvine, Kalifornia) biztositotta
szamunkra. El6szor ellendriztiik a bm -ek orientalédédsat sztatikus elektromos térben,
[192] alapjan. A mutans membréanfragmentumok ugyanolyan mértékben orientalédtak
mint a vad tipusa fehérje bm -jei. A bibormembran fragmentumokat poliakrilamid
gélbe agyaztuk gy, hogy a polimerizacié id6tartama alatt a preparatumra orientdld
feszliltséget kapcsoltunk [194]. A gél a bR miikodését nem valtoztatja meg, és szamos
elénye van a szuszpenzidhoz képest, amelyek lehet6vé teszik, hogy 20 mM -nal nagyobb
ionerdsségeknél is végezzink méréseket [194]. Az igy kapott géleket 100 mM NaCl és

50 mM foszfat puffert tartalmazé oldatban aztattuk a mérések elotti éjszakan.

A D212N muténsndl az oldat pH -jat 8 -ra allitottuk be, igy biztositva a mintaban
egyetlen fehérjepopulécid jelenlétét [24]. A D85N muténsnal azonban, nem létezik
ilyen tiszta allapot. pH 7 értéknél a fehérje lehetséges harom populaciéjabdl ketté van
jelen: 5% -nak az abszorpciés maximuma 400 nm koril van, 95% -nak pedig 600 nm
koriil [195]. Az éltalunk haszndlt lézer (590 nm hulldmhossz) csak az utébbi fehérje
populdciét gerjesztette. A D96N mutans esetében az oldat pH -jat 4 és 8 kozott
valtoztattuk. A D96N mutdnsnél a fotociklus nagyon lelassul az M allapot kialakuldsa
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utén, a hidnyzé Asp — 96 proton donor miatt. Azonban ezen csoport szerepét az azid
4tveheti, és igy az M forma bomldsa gyorsabbd tehetd [181]. Ezért pH 8 -nal az oldathoz
4 mM azidot is adtunk, és a mennyiséget csokkentettiik alacsonyabb pH -kon tgy, hogy
az M bomlési sebessége azonos legyen az egész pH tartomanyban: kelléen lassi ahhoz,
hogy ne halmozdédjanak fel az 6t koveté intermedierek, de elég gyors ahhoz, hogy a
fotociklus lefusson 1 s alatt. A mutédnsokon végzett mérések elott a preparatumokat

fényadaptdltuk. A pH értékeket minden egyes mérés elott ellendriztiik.
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4.2. MERESI MODSZEREK

4.2.1 Abszorpcidkinetikai és fotoelektromos mérések

A méréseket szobahdmérsékleten (20°C) végeztik a [194,196] -ban leirt
moédszerrel. A stabil h6mérsékletet Peltier elemes mintatarté biztositotta. A hasznalt

mérdberendezés sémaja a 8. dbran lathato.

8. abra. Az abszorpcidkinetikai és fotoelektromos kisérletek mérorendszerének
vdzlata. L -halogén ldimpa, HSZ -hésziré, NoL - nitrogén lézer, FL -festék lézer, SZ

" sz

-optikas sztird, FES -fotoelektron-sokszorozé, E -erdsité, TR -tranziens rekorder
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A mutidns bR orientadlt membranfragmentumait tartalmazé gélt kiivettdba
helyeztiik, majd a sét és foszfat puffert tartalmazdé oldattal ontottiik fel. A vad tipusu
bR -en végzett méréseknél a bm -ek szuszpenzidéban voltak. A mintat egy nitrogén
1ézer (JATE) 4ltal pumpalt hazi készitésti festék lézerrel (impulzushossz 10 ns, energia
300 — 500 pJ) gerjesztettiik: 540 nm -en a vad tipusi bR esetében, illetve 590 nm -en
a mutdnsokndl. Az adatok els6 felét a kiilonbozo hullamhosszakon felvett abszorpcids
valtozasok képezték, amiket egy fotoelektron-sokszorozé detektalt. A mérofény és a ger-
jesztd lézerfény merdlegesek voltak egymasra. A detektort megfeleléen learnyékoltuk,

illetve sziiroket iktattunk be az optikai utba, igy csokkentve a lézerzajt.

A fotoelektromos méréseket a [194,196,197] alapjan végeztik. Az elektromos
jeleket az oldatba mertlS, platinakorommal bevont platina elektrédakkal mértik, és
hézi készitésii erdsitével erdsitettitk fel. Az adatgyujtést szamitogép altal vezérelt
tranziens rekorder (Thurbly DSA 524) végezte. Ahhoz, hogy a fotociklus egész
idétartamaéra jé id6felbontassal végezziik el a méréseket, 3 -4 névekvo linedris id6alappal
kellett az adatokat gytijteni. Az adatokat szamitogépbe olvastuk at és ott atlagoltunk.

Mindezekhez egy, az intézetben kifejlesztett méréprogramot hasznaltuk.

A sotétadaptélt bR -en végzett kisérletekben bizonyos kiegészito elemeket kellett
beiktatnunk a mérérendszerbe. Itt egy hdzi készitésii, atfolyds kiivettat hasznaltunk,
amely a mérésindité jellel szinkronizéltan, minden egyes mérés utan 4j anyagot pumpalt
be az 1 [ -es tartadlybdl a kb. 0.4 ml -es kiivettaba. Ily moédon biztositottuk,
hogy a mérések alatt a kiivettdban mindig a tartalyban levovel azonos minta legyen
:sotétadaptalt vagy fényadaptalt bR szuszpenzid. Az elektromos mérések esetében a
2 x 15 x 10 mm -es kiivettdba hdrom elektrédat meritettiink. A szuszpenziéra
15 — 20 V/cm -es orientals fesziltséget kapcsoltunk 0.5 s -ig, gy, hogy a kozépsé
elektrédat a pozitiv, a két kiils6t pedig a negativ pSlusra kotottikk. Ezaltal a kiivetta
két felében a minta ellentétesen volt orientalva. A fotoelektromos jelet a két szélso
elektrédan mértik, 5 ms -al az orientald fesziiltség kikapcsoldsa utdn. A lézernyalab

csak a kiivetta egyik felét érte és a két fél kiivetta ellentétes orientaldsa miatt az
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egyéb hatasokbdl fakado aljelek kiatlagoltdk egymast. Az igy kapott elektromos jel
a minta gerjesztett felében lezajlo fotociklust kisér6 toltésmozgasok osszegeként jelenik
meg. A kiivettat hozza kapcsoltuk az el6zoekben leirt, 11j anyagot pumpal6é rendszer-
hez. Az elektromos jelek miliszekundumokig stabilnak bizonyultak, de hosszabb idoknél
lassu alapvonal csuszasok jelentek meg, ezért ebben az idétartomanyban a jelek nem

értelmezhetdk.

4.2.2 Optikai sokcsatornas analizatorral végzett mérések

Az optikai sokcsatornds analizatorral (OSMA) végzett kisérleteink az [53] -
ban leirt mddszer alapjan torténtek. Az egyetlen valtoztatds a mérésindité jel-
lel szinkronizalt atfolyos kiivetta rendszer beiktatasa volt, amivel ebben az esetben
is biztositottuk, hogy a 13 — cisz fotociklus meghatarozasihoz végzett méréseink
sotétadaptalt, illetve fényadaptalt bR -en torténjenek. A hasznalt mérorendszer vazlata

a 9. dbran lathatd.

A gerjeszt6 lézer nyaldbra merdleges méréfényt egy halogén ldmpa (250 W) biz-
tositotta. A mintét excimer lézer (JATE) &ltal pumpadlt festék 1ézerrel gerjesztettiik.
Festékként a Coumarin 153 -at haszndltuk, aminek a maximadlis emisszids hulldmhossza
540 nm. A minta utdn lencsékkel fokuszaltuk a fényt a spektrofotométer bemend
részéhez. A spektrumot detektor érzékeli, aminek fo alkoté elemei egy kapuzott gy-
ors diédasor (512 didda) és egy nagyfesziltséggel vezérelt képerdsité. A képerositére
kapcsolt nagyfesziiltség idozitésével szabalyozhatd, hogy a diédasor mikor és milyen
hosszan érzékeli a rdesé fényt. A detektor egy ellenorzo egységhez van kotve, a ka-
puzasat pedig a hozza kapcsolt impulzus generator végzi. Az utobbi altal kibocsajtott
kapuzé jel idétartama alatt a detektor a fényintenzitassal aranyos jeleket érzékeli egy
széles hulldmhossz tartomdnyban. Hosszabb idokésleltetéseknél kiils6 impulzus gene-

ratort haszndltunk.
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9. 4bra. Az optikai sokcsatornds analizdtorral (OSMA) végzett méréseknél
haszndlt kisérleti berendezés vdzlata. L -halogén ldimpa, HSZ -hésztiré, M -minta, EL -
excimer lézer, FL -festéklézer, OF -optikai fényérzékeld, IM -impulzus manipuldtor, SF
-spektrofotométer, D -OSMA detektor, IG -impulzus generdtor, DE -OSMA detektor

ellendrzo
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A kapuzé jelek hosszdt gy valtoztattuk, hogy optimadlis jel/zaj viszonyt érjink
el, ugyanakkor eléggé rovidek legyenek az idokésleltetés tartamdhoz viszonyitva. Az
utébbi a gerjesztés és a kapuzd jel kozepe kozotti idotartam. A mérések idozitését hazi
készitésli impulzus manipulator biztositotta, amely TTL jeleket bocsajt ki a lézer és
az impulzus generatorok elinditasdhoz. A mérés indit6 jelet a detektor ellenorzé adja.
Ezt kovetden a lézer gerjeszti a mintat és egy optikai fényérzékel6 inditja az impulzus
generatorokat. Ezek kiadjak a kello hosszusdgu jelet a beallitott idokésleltetéssel és
a detektor érzékeli a lézer altal a mintaban okozott fényintenzitas valtozasokat. Az
idéfelbontas a fotodiddak fizikai paramétereitol és a nagyfesziiltséget kapcsold elek-
tronikatdl fiigg. A jel/zaj viszonyt a diéddkat érd fotonok szama hatdrozza meg és ez
az arany jelentOsen javithato atlagoldssal. Az adatgyujtést szamitogép végezte. Min-
den egyes id6késleltetésnél az adatgylijtés parhuzamosan tortént gerjesztés hidanyaban
is, igy hatérozva meg a fehérje koztes dllapotainak spektruma mellett az alapallapot
abszorpciés spektrumait is. Mivel a jeleket egyidében mértiik, a ldampa intenzitasdban
megjelené lassi valtozasok valamint a minta fényszéras valtozasa nem torzitottak a
jeleket. A kétféle adatsorbdl pedig megkaptuk a gerjesztett fehérje, alapallapothoz
viszonyitott differencia spektrumait 350 — 750 nm hulldmhossz tartomdnyban. A
spektrumokat a gerjesztést kovetoen 28 novekvo idopontban vettik fel, az elsot 400 ns
-al a gerjesztés utdn. Ugyanazt az oldatot (de a bm -eket nem) tartalmazé kiivettat
haszndlva, felvettiik a ldmpa fényének intenzitasat. Ily mddon ki lehetett szamolni a
minta abszolut spektrumdt. Egyébként a kisérletek az abszorpcidkinetikai mérésekkel

azonos korilmények kozott torténtek.

54



4.3. MERESI ADATOK KIERTEKELESE

Az abszorpcidkinetikai és elektromos adatok linearis idGalapjat logaritmusossa
konvertaltuk, egy az intézetben kifejlesztett programmal. Az algoritmus atalakitja a
linedrisan egyenlo tavolsagokra levé pontokbdl allé egymast koveté méréseket loga-
ritmikusan egyenlo tavolsagra levo 20 pontta nagysagrendenként, ugy, hogy atlagolja
a koztes adatokat. Az adatok ilyenszerl atlagolasa javitja a jel mindségét, a logarit-
mikus idGalap pedig megkonnyiti a meglehetSsen széles idétartomanyban (100 ns - 1 s)

lejatsz6dé folyamatok abrazolasat.

Az OSMA -val mért differencia spektrumok, valamint bizonyos hulldmhosszaknal
felvett abszorpciévaltozasok, a fény hatdsara a fehérjében kialakuld koztes allapotokrol
és a koztiik levo atmenetekrol tartalmaznak informacidkat. A fotociklus idéallandéinak
meghatarozasdhoz azonban, elsé 1épésként a spektralis valtozasokat at kell szamolni
az intermedierek koncentrdcidinak az id6fliggésévé [147]. Ezéltal a mért, latszdlagos
sebességi allanddk helyett a szamoldsok eredményeképpen kapott mikroszképikus,
valds sebességi allanddkkal dolgozhatunk tovabb. Az abszorpcidvaltozas a kovetkezo

szorzatként irhato fel:

AAx(E) =D elCi(t) , 9)
ahol A A (t) az abszorpciévaltozas oszlop matrixa hullamhossz szerint valtozoé ele-
mekkel, €,' a koztes formak extinkcids egyiitthatéinak matrixa és C;(t) a fotociklusban

megjelend intermedierek koncentraciéibdl allé oszlop matrix.

Az extinkciés egytitthatokat a D212N és D85N mutansok koztes allapotainak
spektrumaibél hatdroztuk meg [24,198] alapjan, illetve a D96N muténs esetében
[69] szerint. Ezekkel az adatokkal a (9) egyenletbdl ki lehetett szamolni a koztes

formak iddébeli koncentraciévaltozésait. A kovetkezo lépésben fotociklus modellt il-

55



lesztettiink a koncentracidk idofiiggésére, aminek eredményeképpen megkaptuk az
dtmenetek mikroszképikus id6éallandéit. Az illesztd programok alapjat az [58] dol-

gozatban leirt mddszer képezte.

Elektromos szempontbdl a membrénokat egy egyszeri ellendllds-kapacitas (RC)
korrel irhatjuk le, amelyben a C kapacitast a bm -ek alkotjak és ezeket az R ellenallas,
azaz az oldatban levo ionok siitik ki. Ez egy RC relaxacids idoallandét eredményez.
A bm -ek kapacitdsa j6 megkozelitéssel egy alland6é mennyiség, de az R értéke nagy
mértékben fligg a kisérleti koriilményektol, foként az ionerosségtol. 1 mM ionerGsség
folott a bm -ek vizes szuszpenzidjan illetve gélbe agyazott mintain mért elektromos jelek
ettdl a relaxaciétdl mentesek, mivel az RC relaxaciés ideje rovidebb az L, M, N, O
formak kialakuldsandl [82,94]. Mitébb 10 mM -nal nagyobb ioner6sségeknél az RC
relaxdciés ideje < 1 us [94]. Csak joval alacsonyabb ionerdsségeknél jelennek meg

interferencidk a K — L atmenet toltésmozgdsaival [82,94].

A mi kisérleti korilményeink kozott a mérérendszert egy egyszerii, 6 x 1078 s

korili idéallandéval rendelkezé RC korrel helyettesithetjik.

A PERS elmélet alapjan az elektromos jelekbdl kovetkeztetni lehet a toltésmozgés
iranyara és ha a dielektromos allandét a membrénon belil e = 2 -nek feltételezziik,
az elmozdulds nagysigai is meghatarozhatok. A bR szerkezeti képébdl azonban nyil-
vanvalova valt, hogy a fehérje belsejében hidroféb, illetve hidrofil részek egyarant
megtaldlhatok [11]. Ezért nagyon valdszinii, hogy ezeken a helyeken a dielektromos
allanddk kiilonboznek. Mivel ezek értékeit még nem hataroztak meg, a fenti feltételezést
kikiiszobolends, munkadnkban a toltésmozgasok leirdsdra a [82] -ben értelmezett elek-
trogenicitasi egytitthatékat (tovdbbiakban roviden elektrogenicitas) hasznaltuk. Ezek
a mennyiségek definicidszeriien tartalmazzak a lokalis dielektromos &llanddkat és az
alapallapothoz viszonyitott relativ dipélusnagysagot hatarozzéak meg [82], amint azt a

kovetkezokben targyalom.
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A j-ik intermedier dipSlusnagysaga igy irhaté fel:

Dj = AZ/J.]','(G) ) (10)

ahol A az orientacié fokat méré konstans, uj; a fehérjében levo dipdlus momen-
tumok. Ezek a toltés disztribucién kiviil, e -tél azaz a fehérje dielektromos tenzoratoél

is fliggnek. Az intermedier elektrogenicitasa:

E;=D; — Dy, (11)

ahol Dy az alapallapot dipdlusnagysaga. Az elektrogenicitas valtozasa altal a

mérorendszerben indukdlt elektromos dram:

i(t) = BZE,-%%, (12)
J

ahol B az aramkor altal meghatarozott konstans és C; a j -ik koztes forma kon-
centracidja. A (12) egyenletbdl kitlinik, hogy ha egy forma nem alakul ki, vagy a
koncentrécidja konstans marad a fotociklus soran, nincs indukalt arama. Azoknak az
intermediereknek, amelyek olyan gyorsan bomlanak, hogy nem halmozddnak fel a fo-
tociklus sordn, szintén nincs elektromos jeliikk. Mivel a fehérje toltottsége jelentosen
fiigg a kiilsd korilményektol (pH, ionerdsség), a koztes allapotok elektrogenicitasai is

fugghetnek ezektol.

Ha kizardlag irreverzibilis reaciékat tartalmazé fotociklus modellel szamolunk, a
fentiek alapjan az i -edik dtmenet eltolédési drama ardnyos az (E;+1 — F;) kiilonbséggel,
amit a PERS elméletben az elmozdulds nagysagaként (d;) ismeriink. Ez a meny-

nyiség megfelel az irreverzibilis reakcidsort kiséré toltésmozgasok leirasara, de nem az
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elagazasokat, vagy oda-vissza reakcidkat tartalmazé modellek analizisére. Ilyen esetek-

ben az allapotok elektrogenicitasait kell meghatdarozni [82].

Az elektromos jelek els6, gyors komponense, melyet a kezdeti toltésszétvalasnak,
azaz a retindl izomerizacidjanak tulajdonitanak, negativ, a késébbi protontranszport
iranyaval ellentétes a vad tipusi bakteriorodopszinban [92,193]. Mivel az elektromos
méréseinkbol szarmazé aramjel ezekhez hasonldé volt, azt a hipotézist haszniltuk a
mutansoknal, hogy az izomerizaciobdl szarmazé jel mindig ugyanakkora, azaz a mutdcié
a retindl kozvetlen kornyezetét nem valtoztatta meg. Szamoldsainkban ezen elsd jel
relativ elektrogenicitasat —1 -nek vettik. Az id6ben kovetkezé jeleket pedig hozza

normaltuk.

Az abszorpcidkinetikai mérésekbol kapott idéallanddkkal illesztve a fotoelektro-
mos jeleket, a fehérjében lezajlé toltésmozgasokra szarmaztak informacidink, ugya-
nis (amint azt mar az elébbiekben lattuk) ezek a jelek az elektrédédk kozott torténd
toltésmozgasok altal indukdlt dramként jelennek meg. A mért jel id6 szerinti in-
tegraljaban jol kovethetok azok a lassi, de jelentds toltésmozgdsok, amelyek egyébként
nagyon kis aramot indukdlnak. Ezeket is minden esetben az arammal egyidében

illesztettik az abszorpcidkinetikai mérésekbol meghatarozott kinetikai paraméterekkel.

A 13 — cisz retindlt tartalmazé bR fotociklusdnak (tovabbiakban réviden 13 —
cisz fotociklus) meghatérozasahoz a kisérleteket elvégeztiik a sotétadaptalt, illetve
fényadaptalt fehérjén egyarant. Az abszorpcidkinetikai méréseknél a pH -t 4 és 7 kozott
valtoztattuk, abban a tartomanyban ahol nem alakul ki M forma [47]. A sotétadaptalt
bR jeleibdl kivontuk a fényadaptdlt molekula egy faktorral szorzott jeleit oly mdédon,
hogy az M -nek megfelel6, 410 nm koriili jel eltinjon. Eredményként a 13 — cisz foto-
ciklusnak megfelelo jeleket kapjuk meg. A szamolasokban elfogadtuk azt a megfigyelést,
hogy a fényadaptélt bR -ben a retindl teljes egészében all —transz allapotban van [36].
Az igy kapott 13 — cisz fotociklus OSMA differencia spektrumait sajatérték probléma
(SVD) analizissel tanulmanyoztuk tovabb a [199] -ben ismertetett SPSERV program-
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mal. Ugyancsak ezzel a programmal végeztiikk a kinetikak globdlis illesztését is. Az
SVD szamolasok lényege az, hogy meg kell hatarozni azt a két unitér matrixot, melyek
egy tetszbleges matrixot atldssa transzformalnak [200]. Az atlén levd elemek az eredeti
matrix sajatértékeit képezik. Az altalanos probléma egyik gyakorlati alkalmazasa az,
hogy a spektrumokat jelentosen mentesiteni lehet a zajoktdl. A mért komplex spek-
trumok jél meghatidrozott amplitiidokkal rendelkez6 komponens spektrumokra bont-
haték. Az utobbiakbdl pedig elhagyva azokat amelyeknek nincs struktarajuk, rekons-
trudlni lehet az eredeti spektrumok zajsziirt megfelel6it [201,G4].
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5. EREDMENYEK ES EZEK ERTELMEZESE

5.1. A 13 -CISZ BAKTERIORODOPSZIN FOTOCIKLUSA

5.1.1. A 13 — cisz bakteriorodopszin OSMA differencia spektrumai

pH 7 -en, a gerjesztés utan 28 idopontban mért OSMA differencia spektrumokbdl
tizet a 10. abran mutatunk be. Mérések kézben idonként ellendriztiik a minta sta-
bilitdsat gy, hogy felvettiik az alapallapotban levo sotét- illetve fényadaptalt BR ab-
szolut spektrumdt. Ezek mindvégig valtozatlanok maradtak, attdl fiiggetleniil, hogy az
OSMA -val, vagy a Shimadzu UV-Vis 160 spektrofotométerrel mértiik oket.

A differencia spektrumok komplex valtozasokat mutatnak a fehérje mindkét
allapotdban a mért idStartoményban (10. abra, elsé két oszlop). A sotétadaptalt bR
jeleibdl dgy vontuk ki a fényadaptalt fehérje jeleit, hogy a 410 nm koriili, M formdanak
megfelelo csics eltiinjon. Ahhoz, hogy ezt el tudjuk végezni, a fényadaptalt bR jeleit
meg kellett szorozni 0.52 -vel. Ez azt jelenti, hogy a sotétadaptalt fehérjében a retindl
izomér formdinak 13—cisz : all—transz ardnya kortilbelil 1 : 1. Ez az érték megegyezik
a [41] -ben megadottal. Habar késébbi mérések szerint ez az ardny inkabb 3 : 2 [37], az,
hogy a fehérjében a retindl milyen dllapotban van, jelentésen fligghet a hémérséklettol,
pH -tdl, ionerdsségtol és mas kisérleti kortilménytdl is [36]. Ezért az altalunk kapott

arany megfelelonek bizonyult.

A 11. 4bréan a sotét- illetve fényadaptélt bR differencia spektrumait mutatjuk be
a gerjesztést kovetd harom kiillonb6z6 idépontban, valamint azok normalt kilonbségét:

a 13 — czsz fotociklusnak megfeleloket.
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0. abra. O0OSMA differencia spektrumok a gerjesztést koveto kulonbozo
1dokésleltetések utdn. Az elsd oszlopban a sotétadaptili-, ¢ mdsodikban a fényadaptdlt

bR differencia spektrumasi ldithaték. A harmadik oszlopban dbrdzoltuk a 13 — cisz foto-
ciklus SVD szirt differencia spektrumasit.

A 11. abran jdl lathato, hogy a kivonds eredményeként kapott spektrumok eléggé
zajosak. Ezen differencia spektrumok SVD analizise két dominans Gsszetevo spektrum
létezését bizonyitotta: az egyik 0.97 -es, a masik 0.07 stlyfaktorral. A spektrum fel-

bontas tobbi komponensének stlyfaktora 0.03 alatt van és ezek gyakorlatilag csak a
zajt tartalmazzak.
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11. 4&bra. A sotét- , illetve fényadaptdlt bR differencia spekirumai hdrom
kulonbozé idokésleltetésben (A illetve B spekirumok) és ezek kulonbsége miutdn a
fényadaptdlt fehérje spekirumdt 0.52 -es faktorral normdliuk (C spektrum). Az utdbbiak
a 13 — cisz bR fotociklusdnak felelnek meg.
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12. dbra. Az SVD analizissel meghatdrozott elsé (A), mdsodik (B) és harmadik
(C) komponens spekirumok - felsé dbra. A két elsé komponens silyzott amplitiddinak
az 1ddfiggése - az alsé dbra szzmbdlumai. A szaggatott vonalak az amplitidok két expo-

nencidlissal vald illesztését mutatjdk.
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Ugyanakkor, mig a két els6 komponens amplituddinak idéfiiggése folytonos, a
tobbieknek nincs zajon kivili struktirdjuk. A fobb Gsszetevo spektrumokat és azok

amplitidéit a 12. dbran mutatjuk be.

A két {6 osszetevd spektrummal és ezek silyzott amplitiddival szamolva [200],
jelentGs zajszirést értiink el a 13 — cisz fotociklus rekonstrudlt differencia spektru-
maiban (10. abra, harmadik oszlop). Ezek a spektrumok kevésbé véltoznak mikro-
szekundumokig, de 10 ms utan a 600 nm korili jellegzetes vall kezd eltiinni. A két
komponens spektrum sulyzott amplitudoit egyidoben illesztettiik két exponencidlissal
(12. alsé &bra). A folyamatok idSallanddira az 1.9 £ 0.5 us és 46 + 4 ms értékeket
kaptuk. A hosszi életidejli forma 1étezését mar tobb mérés soran kimutattak [39,202],

de egy rovidebb 2 us életidejii intermedierrél mostanig csak az [51] -ben irtak.

5.1.2. A 13 — cisz fotociklus kinetikaja 610 nm -en

Az abszorpcidkinetikai méréseket két hullamhosszon végeztik. A 410 és 610 nm

-en mért abszorpciovaltozasok a 13. dbran lathatok.

Ezekbdl a mérésekbol hataroztuk meg a 13 — cisz fotociklus kinetikajat 610 nm
-en. 0.5+ 0.03 normaldsi faktorral szamolva, a sotédadaptalt- és fényadaptalt bR jeleit
kivontuk egymasbdl, és ennek eredményeképpen a 410 nm -en mért abszorpciévaltozas
nulldzédott (13. abra, 410 nm, C gorbe). Ez azt mutatja, hogy a fehérje mindkét
allapotaban az M forma kinetikaja azonos, azaz a mi mérési korulményeink kozott
valéban csak az all —transz retinalt tartalmazd bR fotociklusdban alakul ki ez a koztes
allapot. A 13 — cisz fotociklusnak megfelel6 kinetikat, 610 nm -en a C gorbe mutatja
(13. &bra, 610 nm). A gorbén megjelend szimbdlumok abrazoljak az OSMA diffe-
rencia spektrumokbdl ezen a hullamhosszon, kiilénb6z6 id6pontokban leolvasott és egy
pontban normalt maximumokat. Jél lathaté, hogy mindkét mérési médszer azonos
kinetikdkat eredményezett. A jelek ebben az esetben is jol illeszthetok voltak két ex-
ponencialissal. A folyamatok id6allanddi a kovetkezok: 1.5 + 0.4 us és 52 + 4 ms.
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13. dbra. Két hulldmhosszon végzett abszorpcidkinetikai mérések a sotétadaptdlt
és fényadaptdlt bR -en (A, illetve B gorbék). Normdlt kiulonbséguket, azaz a 13 —
cisz fotociklusnak megfeleld kinetikdt a C gorbe dbrdzolja. A szimbélumok az OSMA

differencia spektrumok megfelelé mazimumait jelzik.
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Az abszorpcidkinetikai méréseket pH figgvényében is elvégeztik, a pH -t 4 és 7
kozott valtoztatva, de a kinetika nem véltozott (14. dbra).

0.04

~7 -5 -3 -1
log id8 (s)

14. abra. A 610 nm -es hullimhosszon mért abszorpcidkinetikar jelek normdlt

kulonbsége pH 4 és 7 értékeknél.

Ebben a pH tartoméanyban tehat, a 13 — cisz fotociklusban lejatsz6do folyamatok
pH fiiggetlenek. Ezzel ellentétben, az all — transz fotociklusban a 410 nm -en mért M
forma kinetikéja valtozik a pH -val [72]. Mi tobb, a 610 nm -en mért jeleknek nemcsak
a kinetikdja, de a formdja is valtozik a pH -val, ugyanis a pH csokkentésével egyre
jobban felhalmozddik az all — transz fotociklus O éllapota [72].
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5.1.3. A 13 — cisz fotociklus fotoelektromos jelei

A fotoelektromos méréseket pH 7 -en végeztiik, és a szuszpenzié nem tartalma-
zott sékat és puffert. Ilyenkor figyelembe kell venni azt a tényt, hogy sé hidnyaban
a membran feliileténél levé lokalis pH alacsonyabb az oldatban mért pH -ndl [7], de
amint azt az elobbiekben lattuk, a folyamatok pH fiiggetleneknek bizonyultak. Ahhoz,
hogy az elektromos jeleink kiértékelhetéek legyenek, abszorpcidkinetikai méréseket is
végeztiink azonos koriilmények kozott, és ezek a jelek megegyeztek azokkal, amelyeket

s6 és puffer jelenlétében mértiink.

A sotétadaptalt bR elektromos jelébdl kivontuk az el6zéekben meghatdrozott fak-
torral normalt, fényadaptdlt bR -nek megfelelo jelet. A kivonds eredményeképpen
kapott elektromos jel (15. abra) a 13 — cisz fotociklusban lezajlé toltésmozgisokbdl
szarmazik. Az aram jelében megjelend gyors negativ komponenst egy pozitiv cstics
koveti, mely a 15.A. abra kinagyitott részében ldthaté mdédon, egy djabb negativ
csucson keresztiil csengle. Az dram integralja is jol mutatja az elektromos jel valtozésait
(15.B. 4bra). A jeleket két exponencialissal illesztettiik (15. 4bra, szaggatott vonal);
a kapott idoéallandok: 1.5+ 0.6 ps és 17.5 £ 2 us. Az elektromos jelben megjelend
hosszabb idéallandéju (17.5 £+ 2 ws) komponensnek nem volt megfeleldje az optikaban.
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15. dbra. A 13 — cisz fotociklusnak megfeleld elekiromos jelek: az dram (A) és
az integrdlia (B) -folytonos vonalak; valamint két ezponencidlissal torténd illesztésik

-szaggatott vonal.
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5.1.4. Az eredmények értelmezése: a 13 — cisz bakteribrodopszin foto-

ciklusa

A 13 — cisz retinélt tartalmazé bR fotocikluséardl csak néhdny dolgozat jelent meg
[39,203]. Az ezekben javasolt fotociklusban kialakul egy K -szeru koztes forma, amely
nagyon gyorsan bomlik. —90°C hémérsékleten ez a forma atalakul kevesebb mint 0.5 s
alatt egy hosszi életidejii O -szerli 4llapottd, amely 40 ms alatt cseng le 20°C -on.
Az utébbi koztes termék abszorpciés maximuma 610 nm. Késébb, 4j idéfelbontasos
differencia spektrum mérések SVD analizise azonban azt mutatta, hogy legaldbb harom
koztes allapot 1étezik a 13 — cisz fotociklusban [51]. Optikai és elektromos méréseink
1j eredményeket szolgdltattak az emlitett kérdéskordk tisztazasdhoz.

A 13 — cisz retindlt tartalmazé bakteriorodopszin OSMA differencia spektru-
mainak SVD analizise két koztes forma létezését mutatta ki a mért id6intervallumban
(12. abra). OSMA és abszorpcidkinetikai mérések egyarant bizonyitottdk, hogy ezek
1.7 us illetve 50 ms koriili idéallandékkal bomlanak. A folyamatokat modellezhetjik
egy korai eldgazast kovetd két parhuzamos reakcidsorral, illetve egy szekvencialis mo-
dellel. A két komponens spektrumbdl és ezek amplitidéibél vissza lehet nyerni a koztes
allapotok modellfiiggd differencia spektrumait. Ha ezekhez hozzdadjuk a 13 — cisz bR,
OSMA mérésekbdl kapott abszolut spektrumét (16.A dbra), akkor a koztes formak
abszolut spektrumait is meghatdroztuk. A szamoldsok soran a lézer altal okozott ger-
jesztés relativ értékét is megkapjuk, amint az a mddszer lényegét ismerteté [100] dol-
gozatbdl is kitilinik. A fényadaptalt fehérje differencia spektrumai arra utalnak, hogy a
bR molekuldknak korilbeldl 19 4+ 1% -a gerjesztodott.

A parhuzamos modell esetében,
. = Intl — BR

BR — ... —
. — Int2 — BR

a 16. dbran bemutatott differencia és abszolut spektrumok szarmaztak a koztes

formdkra.
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16. abra. A kéztes dllapotok differencia (B) illetve abszolut spektrumai (A) @
pdrhuzamos modell esetében. Az A dbrdn feltuntettik a 13 — cisz, illetve all — transz
retindlt tartalmazé bR spekirumait is. A nyil jelzi azt a hulldimhosszat amin a festéklézer

gerjesziett.
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Habar az els6 intermedier differencia spektruma hasonlo az all —transz fotociklus
K forméjanak spektrumahoz, ebben az esetben nem lehet sz6 a K 1étezésérol, hiszen
a kapott id6allandé haromszor nagyobb a K allapotaénal. A K 0.6 us -os, a 13 — cisz
fotociklusaban megjelend els6 forma 1.7 ps -os idéallandéval bomlik. Az all — transz
fotociklusban nem alakul ki olyan allapot, melynek az életideje az itt kapottéhoz kozeli

lenne.

A pérhuzamos modellel szamolva azt kaptuk, hogy a teljes 19% gerjesztésbol a
1ézer koriilbeliil 9 + 0.5% -4t gerjesztette a 13 — cisz fehérjének. Ez a 9% megoszlik a
két 4g kozott: 1.5% bomlik a gyors formédban, és 7.5% a lassabb lecsengésti allapotban.

Egy 2 ps -os id6éallandéval rendelkezé forma létezésére régebbi mérések is utaltak
[51]. A szerz8k valésziniinek tartottak, hogy ez a gyors atmenet egy all — transz
kromofér kialakuldsdval lehet kapcsolatos. Az altalunk végzett OSMA mérések
koriilményei kozott a gyorsan bomlé komponens relativ kvantum hatéasfoka (az elnyelt
kvantum azon része amely megvaldsitja a kivdnt hatdst) 0.05 koril van. Alacsony
fényerdsségnél a fényadaptacié relativ kvantum hatésfoka 0.035 [39], és ez az érték né
a fényintenzitéssal [40]. Aradnylag magas gerjesztésnél a kvantum hatasfok elérheti a
0.05 -0s értéket, azaz az altalunk szamolt, gyorsan bomlé komponens relativ kvantum
hatasfokat. Mindezek valdsziniivé teszik, hogy a 13 — cisz fotociklus gyors agaban
megy végbe a fényadaptacié. Az eldgazas a fotociklus korai idépontjaban torténik. Ez
az eredmény oszhangban van mésok megfigyeléseivel [42], illetve elméleti szdmolasaival
[204], miszerint az eldgazds a gerjesztett allapotban jatszddik le. Szaritott bR mintakon
végzett mérések azt mutattdk, hogy a viz eltavolitdsa gatolja a 13 — cisz fotociklus f6
agat, de a fényadaptalds végbe megy, azaz az elagazas rogton a gerjesztés utan torténik

[203].
Azonos szamolasokat végeztiink a szekvencialis modellre is,

BR — ... — Intl < Int2 — BR
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de ebben az esetben ellentmondashoz jutottunk. Megfelel6 koztes allapot spek-
trumokat (nem abrazoltuk Sket) 7.5 £+ 0.5% -os gerjesztés feltételezésével kaptunk. Ez
15 — 16% -os Osszgerjesztést ad, ami pedig joval alatta marad a korabban kiszamolt
19% koriilinek. Amikor 8%- ra emeltiik a gerjesztés értékét, elfogadhatatlan interme-
dier spektrumokat kaptunk. Mindezekbdl nagyon valdszininek tiinik, hogy a 13 — cisz

fotociklust a két padrhuzamos reakcidsort tartalmazé modell irja le helyesen.

Az abszorpcibkinetikai jelek pH -t6l figgetleneknek bizonyultak (14. abra) pH 4
és 7 kozott. Ez arra utal, hogy a folyamatok nem fliggnek a protonkoncentraciétol
és azoktdl a valtozasoktdl sem, amelyek egyes aminosavak titralédasaval kapcso-
latosak. Ezért a megfigyelt folyamatok feltehetéen mélyen a fehérje belsejében, a retinal

kozelében jatszodnak le.

A 15. 4brin bemutatott fotoelektromos jeleken kovetheték a 13 — cisz bakte-
riorodopszinban végbemend toltésmozgasok. Az elsé gyors negativ jelet egy pozitiv
koveti, amely 1.5 us -os id6allandéval cseng le. Ez megfelel az optikai jelekben
is latott gyors koztes forma bomldsdnak. A jel amplituddja kicsi és eldjele (1évén
pozitiv) ellentétes a fényadaptalt bR -nél megfigyelt all — transz — 13 — cisz retinal
izomerizdciéhoz tartozé jelével. Ezért valdszinlileg ez a kis pozitiv jel tartozik a
retindlnak a fényadaptécié sordn végbemend 13—cisz — all —transz izomerizacidjahoz.
A masodik negativ komponens idéallanddja 17 us és ennek nincs megfeleloje az op-
tikai jelekben. Lehetséges, hogy ez a jel egyes t6lt6tt aminosavak oldalldncainak re-
laxacidjaval kapcsolatos. Ezt tamasztja ald az a megfigyelés is, hogy szaraz mintakban,
ahol gatoltak a konformdcids mozgasok, nem jelent meg ilyen komponens az elektromos
jelben [205]. Az, hogy optikai megfelel6je nincs arra utal, hogy ez a folyamat nem a

retinal kozvetlen kornyezetében jatszodik le.

Méréseink tehat egyértelmiien azt mutatjak, hogy a 13—cisz bR fotociklusaban két
koztes forma alakul ki. Azt is kimutattuk, hogy a parhuzamos modell irja le megfeleléen

ezt a fotociklust és, hogy a f6 dgban taldlhat6 a lassabban bomloé intermedier. Ezt médsok
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is megfigyelték kinetikai mérésekbd] és C®!° formdnak nevezték el, mivel a differencia
spektrum maximuma 610 nm kériil volt [39,51]. Az &altalunk kiszamolt abszolut spek-
trumbdl (16.A dbra) j6l lathatd, hogy a lassti komponens (Int2) abszorpciés maximuma
585 nm koriil van. Ez a forma 50 ms alatt visszaalakul a 13 — cisz bR -be. A gyor-
san bomlé intermedier (Int1) abszorpciés maximuma 620 nm koriil van és valdszintileg
az all — transz bR -be bomlik 1.7 us alatt. Feltehetoen a fotociklusnak ebben a gyors
dgdban jatszddik le a fényadaptédcié. Mivel ez a forma ardnylag kis (1.5%) mennyiségben
vesz részt a fotociklusban és a 13 — cisz illetve all — transz retinélt tartalmazo bR ab-
szorpcidi kozotti kiilonbség nem tul nagy, sajnos nehéz kimutatni, hogy a 13 — cisz
retindl egy része atalakult all — transz -sza egy fotociklus alatt. Eredményeink szerint

a 13 — cisz fotociklus modellje igy irhato le:
=i 0620 = BRaII—transz

BR13—cisz Sl L bl

o 2k 0585 — BRlS—ctsz

73



5.2. TOLTESMOZGASOK A D85N és D212N BAKTERIORODOP-
SZIN MUTANSOKBAN

5.2.1. A D85N és D212N mutansok abszorpcidkinetikai jelei

Ezekben a mutansokban a fehérje extracellularis oldaldn levé Asp—85 és Asp—212
aminosavakat semleges aszparaginra cserélték ki. A mutécié kovetkeztében a fotocik-
lus jelent6sen egyszeriisédik, és a BR — K < L < N — BR modellel irhaté le
[24,198]. Mivel az L és N formék spektrumai nehezen vélaszthaték szét, csak két
spektralisan jelentosen kiillonbozé koztes allapot van a fotociklusban. Ezért ahhoz,
hogy kiszamoljuk ezen formdk koncentracidinak idébeli fliggéseit, elégséges csak két

hulldmhosszon végezniink az abszorpcidkinetikai méréseket.

A koncentraciok kiszamolasdhoz sziikség van a koztes formak abszolut extinkcids
egyutthatdira, az irodalomban pedig csak ezek relativ értékeit taldljuk meg [24,198].
Ezért meg kellett hatdroznunk a vad tipusi bR és a mutdnsok spektrumai kozotti vi-
szonyt. Ehhez a 280 nm koriili ultraibolya sdvra normaltuk a spektrumokat, ugyanis
ésszeru feltételeznlink, hogy a kizardlag bR -t tartalmazé membran szuszpenziéban
az ennél a hulldmhossznal elnyel6 aromatikus gytiriik szdma és ezek kornyezete nem

valtozik a mutécio soran (17. dbra).
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17. &bra. A vad tipusi bR és a D85N illetve D212N mutdnsok abszorpcids

spekirumai, miutin ezeket a 280 nm -nél levd sdvra normdltuk.

A D85N muténs esetében észrevehetd, hogy a 6, 600 nm korili abszorpcios
maximum mellett megjelenik még egy kisebb cstics 400 nm -nél. Ez megfelel masok
megfigyeléseinek, miszerint pH 7 -nél a fehérje lehetséges harom populdcidjabdl csak
kettd van jelen: 5% -nak az abszorpciés maximuma 400 nm koril van, 95% -nak pedig
600 nm koril [195].

A gerjesztés 4ltal a mintédban eléidézett abszorpciévaltozasokat a 18. abran mu-

tatjuk be.
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18. abra. Kilonbizé hullémhosszakon mért abszorpcidkinetikai jelek a D85N és

D212N mutdnsokndl.
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A 17. &bra alapjan kiszamoltuk a koztes allapotok extinkcids egytitthatdit a
megfeleld hulldmhosszakon, majd az abszorpcids valtozasokbdl (18. abra), ezek kon-
centracidit is. A szamoldsokban haszndlt egyenletrendszer, a (9) egyenlet alapjan,

példaul a D85N mutans esetében a kovetkezo:

AAsas(t) = efos[K1(t) + esst [L, N1(t) — eBE[BR](t)
AAgso(t) = ebsolK1(t) + eggo L, N(t) — eBR[BR](t) - (13)
[BR](t) = [K](t) + [L, N](¢)

ahol [L, N] az L+ N spektralisan megkiilonboztethetetlen formék koncentracidja.

Hasonldan irhaté fel az egyenletrendszer a D212N mutéansra is.

A DB85N illetve D212N mutansok fotociklusdban kialakulé formak kon-
centracidinak idobeni valtozasat a 19. abran mutatjuk be. A koncentricidk
idofuggéséhez illesztettik a BR — K < L < N — BR fotociklus modellt (19.
abra, szaggatott vonal). Habar az L és N formdk spektralisan nem kiilonb6ztethetok
meg, az illesztés soran kinetikailag jol meghatarozhatok. Az atmenetek mikroszképikus

idoallanddit az 1. tadblazat tartalmazza.
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19. abra. A koztes dllapotok koncentrdcidinak idifiggése a D85N illetve D212N
mutdnsokndl. Az abszorpcidvdltozdsokbdl szamolt értékeket a folytonos vonal, a modell

illesztés eredményeit a szaggatott vonal jelz.
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1. tabldzat. A szekvencidlis modell illesztés alapjin kapott idodllandok a D85N
és D212N mutdnsokndl. A hiba < +10%.

Atmenet D85N D212N
(s) (s)

K—L 1.4 x 107 1.3 x 10~
L - K 4.4 x 107 3.7x 1076
L—- N 3.1x10°° 1.8 x 104
N — L fo') 3.0x 1074
N — BR 4.0x 1073 1.7x 1071

5.2.2. A D85N és D212N mutansok fotoelektromos jelei

Annak ellenére, hogy ezekben a mutansokban minden bizonnyal nincs proton-
transzport [165], kis elektromos jelek mérhetok az orientalt, gélbe agyazott mintakon.
A muténsok elektromos jele a vad tipust fehérjéjéhez hasonléan, tartalmaz egy gyors
negativ csticsot. A mért jeleket erre a csiicsra normalva Gssze lehet Oket hasonlitani.
Miliszekundumokndl az dram jele annyira kozel van az alapvonalhoz, hogy az ebben
az id6tartomdnyban lejatszédd folyamatokrdl nem sokat lehet mondani. Szamos in-
formdciét tartalmaz az dram integralja, ahol lathatova valnak azok a kis jelek, ame-
lyeket a jelentds, de lassii toltésmozgasok hoznak létre. A mért elektromos jelek id6

szerinti integraljai a 20. abran lathatok.

Nagyon lassi folyamatoknal, ms -os id6tartomanyban alapvonalcsiuszasokat
észleltiink, melyek bizonyos kisérleti koriilményektdl fiigghetnek (hémérséklet, az elek-
trolit vezetOképessége, pH). Ezért az elektromos jelek nem kovethetok az egész fotocik-

lus idétartama alatt, de tartalmazzak a kell6 informécidkat az els6é koztes allapotokrol.
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20. dbra. A fotoelektromos jel integrdlja (folytonos vonal), és modell illesziése
(szaggatott vonal) a D85N és D212N mutdnsokndl.

Az elektromos jeleket ugyanazzal a szekvencidlis modellel illesztettiik, amely sordn
kiszamoltuk a fotociklusban kialakuldé koztes formdk elektrogenicitdsait. Ezeket a 2.

tdbldzatban sorakoztajuk fel.

A koztes allapotok elektrogenicitasaibdl a fehérjében lejatszodo toltésmozgasokra

tudtunk kovetkeztetni.
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2. tablazat. A D85N és D212N mutdnsok fotociklusaiban megjelend koztes
dllapotok elektrogenicitdsai. A hiba < £15%.

Koztes allapot D85N D212N
K -1.0 -1.0
L -2.0 —4.0
N —1.1 —2.8

5.2.3. Az eredmények értelmezése: toltésmozgdasok a D85N és D212N

mutansokban

A mutansok fotociklusaiban megjelen6 koztes allapotok koncentracidéinak idéfiig-
gésébol szarmaztatott kinetikdk jo egyezésben vannak el6z6 mérések eredményeivel
[24]. Ha a kinetikdkat Osszehasonlitjuk a két muténs esetében, megfigyelhetd, hogy
a D212N -ben a K forma a fotociklus id6tartama alatt végig jelen van (19. 4bra).
Az 1. tablazatban Osszefoglalt kinetikai allanddk pedig azt mutatjak, hogy a D85N
mutansban gyakorlatilag nincs N — L visszareakcié. Ugyanakkor a D212N -ben az N

forma lecsengése koriilbeliil két nagysagrenddel lassabb mint a D85N -ben.

A mi mérési kortilményeink kozott nem lattunk protontranszportot ezekben a
mutansokban. Az elektromos jelekbdl hidnyzott a gyors negativ komponenst koveto
pozitiv rész, amely egyébként mindig megjelenik a vad tipusi bR elektromos jeleiben,
protontranszportra utalva [92,193]. Alacsonyabb pH értékeknél, ahol a D212N
mutansban megjelenik egy masik spektralis komponens is, figyeltek mar meg proton

leadast [200].
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Ha osszehasonlitjuk a két mutdnsban megjelen6 L formak elektrogenicitasait (2.
tablazat) meg lehet allapitani, hogy a D212N esetében ez kétszer akkora mint a D85N
-né. Mivel a retindlnak a K — L atmenetben lejatszédé relaxdacidja [41] feltehetGen
azonos mindkét mutansban, a kilonbség mas toltésmozgasok létezésére is utal. Ezek
lehetnek toltott fehérje oldallanc mozgasok, mint ahogy azt mar masok is javasoltak

infravoros mérésekbdl [206].

Ahhoz, hogy ezekbol az adatokbdl a kicserélt aminosavak protontranszport-
ban vallalt szerepére kovetkeztethesstink, a vad tipusu bR -re kapott értékekkel kell
osszehasonlitanunk oket. A vad tipusu fehérje fotociklusaban megjelen6é K és L formak
elektrogenicitsaira vannak régebbi adatok: az L elektrogenicitésa kisebb volt [92,193].
Ezekben a szamolasokban azonban, az L — K illetve M — L viszszareakcidokat nem
vették figyelembe. Az 14j, reverzibilis reakcidkat tartalmazo fotociklus modellel szamolva
a vad tipust bR esetében a D85N mutanséval azonos K, L elektrogenicitasokat kap-
tunk. Késébbi DI6N mutdnson végzett méréseink is azt eredményezték, hogy az L
elektrogenicitdsa —2 [G4]. Mindezekbél tgy tlinik, hogy ez a helyes érték a vad tipusi
fehérjére is. Kovetkezésképpen a D212N mutansra kapott magas L elektrogenicitas az
Asp — 212 hidnyéban lejatszédé folyamatoknak tulajdonithaté. Ugy tiinik, hogy a vad
tipust bR -ben a K — L atmenetben az Asp— 212 t6ltott csoportnak stabilizalé hatasa
van, mozgasaval valahogy mas oldallancok mozgasat egyenstlyozza ki. Az Asp — 212

ezen stabilizalé hatasa hozzajarulhat a proton transzport megvalositasahoz.

Az N forma elektogenicitdsai informacidkat tartalmaznak arrdl a fehérje kon-
formacié valtozasrol, amely valahol az L és N kozott jatszodik le. Mindkét mutans
esetében az N elektrogenicitasai egy egységgel kisebbek az L -nek megfeleloktol. Ez
arra utal, hogy valészintileg mindkét fehérjében az L « N atmenetben azonos toltések
mozgasardl van szé. Az, hogy ezeknek a toltésmozgasoknak megfelelo spektroszkopiai
valtozasokat nem lattuk az optikai mérésekben azt mutatja, hogy a mozgo toltések

aranylag messze vannak a retinaltol.
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A vad tipust bakteriorodopszinban az M — N &tmenet sordn jelentés mozgést
észleltek a fehérje F és G hélixeiben [126,207]. A G hélixen van az Asp — 212 aminosav.
Ha igaz az, hogy a vad tipusu és a mutans bR -ben lejatszddé konformécids valtozdsok
azonosak, megallapithatjuk, hogy a hélix mozgdsa nem véltoztatja meg az Asp — 212
toltésének tavolsagat a membran felilletétol. Eredményeink osszhangban vannak azzal a
megfigyeléssel, amely szerint a fehérjében az L és N kozott konformdciévaltozasnak kell
végbemennie. Egy ilyen komplex mozgas 1étezésére mar régebbi kinetikai megfontoldsok

is utaltak, mind a vad tipust [106], mind a muténs bR -nél [24].
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5.3. TOLTESMOZGASOK A D9%N BAKTERIORODOPSZIN
MUTANSBAN

5.3.1. A D96N mutans abszorpcidkinetikai jelei

Az Asp — 96 fontos szerepet tOlt be a protontranszlokacié soran, mert ez az
aminosav a Schiff-bazis proton donorja. Igy f8ként a fotociklus mésodik felében
lejatszddé folyamatok megértésének érdekében, a D96N mutanst sokan tanulmanyoztak
[114,134,208,209]. Ezen a fehérjén végeztek mar abszorpcidkinetikai méréseket és
a fotociklusdt is modellezték [60,73,115,180]. A toltémozgasokbdl ereds elektromos
jeleket is mérték, de olyan rendszeren amely nem tette lehetové az abszorpcidkinetikai
mérések elvégzését azonos koriilmények kozott [114,208]. Ezért a mért elektromos jelek
részletes értelmezése, a fotociklus dtmeneteihez val6é hozzarendelése ezidaig ismeretlen
volt. Az altalunk végzett mérések eredményei ennek és az ezzel kapcsolatos problémak

megoldasahoz vezettek.

Optikai mérési adataink harom hullamhosszon felvett abszorpcidkinetikai jelekbdl
allnak. A hullamhosszakat gy valasztottuk ki, hogy azok mindegyike alapvetoen egy
koztes allapotot jellemezzen. Az abszorpcidkinetikai jelek a 21. abran lathatok.

A méréseket pH fliggvényében is elvégeztiikk pH 4 és 8 kozott. Az abszorp-
ciévaltozasokbdl kiszdmoltuk a koztes dllapotok koncentricidinak idofiiggését, ahogy
azt az el6bbiekben leirtuk az [59] dolgozatbdl vett extinkcids egyiitthatokkal. A kon-

centraciok idéfiiggéseit a 22. dbran lathato folytonos gorbék muatjak.

A kovetkezo 1épésben kiilonbozo fotociklus modelleket illesztettiink a kapott kon-
centracidkra; az illesztéseket a 22. 4bra szaggatott gorbéi jelzik. Megfigyelheto, hogy
alacsonyabb pH -n az L forma az egész fotociklus idStartama alatt jelen van (22.A.
dbra). Ez a jelenség nem észlelhetd pH 7 -en (22.B,C,D. 4dbrak), amint azt mar korabbi

mérések eredményei is jelezték [60].

84



630 nm

absz. vdlt.

~0...4 4
1 1 L 1 1 I
=7 =5 «3 -4
log idé (s)
21. dbra. A D96N mutdns abszorpcidkinetikar jelei hdrom kulonbozo

hulléimhosszon és pH 7 -en.

Ha a modell illesztéseket hasonlitjuk 6ssze, megallapithato, hégy a javasolt K «
L & M; < M, — BR fotociklus modell illesztése az adatokhoz (22.B. dbra) korabbi
illesztésekkel azonos hidnyossigokat mutat [60]. A legnagyobb eltérés az adatok és
modellezésiik kozott az L forma koncentraciéjanal észlelheté. Az illesztések mindsége
jelentésen javul ha a modellbe bevezetiink még egy L allapotot (I modell): K < L; «
L, &+ M; « M, — BR (22.C. édbra). Egy mdsik lehetéség lenne az M; -bdl egy L,
felé (zsdkutra) torténd elagazas bevezetése [59], de mivel ennek nem lehetett megfelel6

értelmezést adni, az elobbi modell mellett maradtunk.
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22. dbra. A D96N mutdns fotociklusdban megjelend koztes dllapotok kon-
centrdcidi;, az abszorpcid vdltozdsokbdl szdmolt értékek - folytonos vomal és a mo-
dell illesztések - szaggatott vonal: K < Ly < Ly & M; < M; — BR mo-
dell pH 5 (A) és pH 7 (C), K & L < M; < M; — BR modell pH 7 (B),
K1 L1+ M1 — BR1, K2 < L2 « M2 — BR2 modell pH 7 (D).
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Az egyeniranyu reakcidkat tartalmazé parhuzamos fotociklus modellel: K1 —
L1 - M1 — BR1l, K2 — L2 — M2 — BR2, nem lehet leirni az adatainkat, ez
mar egyszeru kinetikai megfontoldsokbdl is kitint. A K, L és M formdk gyors illetve
lassii dgon megjelend koncentracidinak aranya teljesen kiilonbozott és az illesztések
is rosszak voltak. Az oda-vissza reakcidkat tartalmazd, két parhuzamos agon futéd
fotociklus modell (IT modell): K1 « L1 < M1 — BR1, K2 & L2 < M2 — BR2 az
I modellel azonos illesztést eredményezett (22.D dbra). Az I modell 10, a IT modell 11

fliggetlen illesztési paramétert tartalmaz.

Maés, azonos szamu, vagy tobb paraméterrel rendelkez6 modellt is kiprébaltunk, de
az illesztések nem javultak. Ezért a tovabbiakban csak az I és IT modellekkel foglalkoz-
tunk, mint azon legegyszeriibb modellekkel amelyek jdl leirjak a mérési adatainkat. Az
illesztések és az adatok kozott megmaradt kis kiillonbségek a mérési hibak mellett felte-
hetéen annak is koszonhet6ek, hogy a gerjesztett fehérje termalis fluktuaciok altal oko-
zott, kiilonbo6zo konformaciokban van és ez kissé kiilonb6z6 idoallandokat eredményez

a fotociklusban.

Az illesztésekboOl kapott kinetikai allanddkat pH fiiggvényében &abrazoltuk a
23. abran. Az I modell (23.A &dbra) el6z6 mérésekkel azonos kinetikai allanddkat
eredményezett [60]. Az egyetlen kiilonbség a masodik L formanal észlelhet6: az altalunk
kapott L, és Ly kozotti dtmenetek megfelelnek a [60] dolgozatban megjelené L és M
kozotti oda-vissza reakcioknak. Az I modell az Ly és M kozotti oda-vissza reakcidkra
egyenld és rendkiviil gyors idéallanddkat adott, ami arra utal, hogy a két allapot kozott
egy igazi egyensily alakul ki. Ezeknek a gyors kinetikai allanddknak az értékeit le
lehetett csokkenteni két nagysdgrenddel anélkiil, hogy az illesztések minGsége valtozott
volna. Ha az illesztések sordn az egyik allandoé értékét rogzitettiik, a masik automatiku-
san egyenlonek jott ki vele. Kovetkezésképpen megallapithatjuk, hogy az Ly, « M;
reakcidk sokkal gyorsabbak mint a tobbiek, de az idéallanddk pontos értéke bizonyta-

lan és ezért itt a pH fliggésnek sincs helytallé molekuldris értelmezése.
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23. abra. A DI96N mutdns fotociklusdnak sebességi dllandd: a pH figgvényében.
Az értékeket a koztes dllapotok koncentrdcidinak illesztésébol kaptuk a: K < Ly «
Ly & M; & M; — BR (A), illetve K1 « L1 & M1 — BR1, K2 « L2 & M2 —

BR2 (B) modellekkel. A hiba < + 5%, kivéve a leggyorsabdb dllandékat mindkét mo-
dellnél (ldsd a széveget).

A II modellel valé illesztésbol szarmazoé kinetikai allanddk hasonlé pH fiiggéseket
mutatnak, de ebben az esetben az elobbiekkel azonos tulajdonsagokkal rendelkezo,
egyenl6 és nagyon gyors sebességi allanddkat a fotociklus egyik agaban, a K és L
formdk kozott észleltiik.
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5.3.2. A D96N mutans fotoelektromos jelei

A gerjesztett fehérjében lejatszddé toltésmozgasokrdl szamot add elektromos
jeleket is tobb pH -n mértiik meg: 4 és 8 kozott. A két modellre kapott idéallanddkkal
illesztettik a fotoelektromos jeleket és kiszamoltuk a fotociklusban megjelend koztes
allapotok elektrogenicitasait. A D96/N mutans fotociklusa esetében is a mért dramjel
integralja tobb informaciét tartalmaz, mert itt a lassd, de szignifikdns toltésmozgdsok
altal indukalt kis jelek is lathatéva valnak. A 24. abran két jellemzd integralt elektro-
mos jelet és ezek illesztéseit abrazoltuk pH 7, illetve pH 5 értékeknél.

Az illesztések a mérési hibahataron beliiliek voltak. A parhuzamos fotociklusokat
tartalmazd II modell az I modellel (24. abra -szaggatott vonal) azonos illesztéseket
eredményezett. Az elektromos jelek jelentos pH fliggést mutattak (24. abra).
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24. abra. A DI6N mutdns fotoelekiromos jeleinek integrdlja (folytonos vonal)
és illesztése a K < Ly < Ly & M; & My — BR modellel, pH § és 7 -en.
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A mi megfigyeléseinkkel ellentétben €l6z6 E. coli-ban kifejlesztett DI6N muténsok
elektromos jelei pH fliggetlenek voltak ebben az idétartoményban [208]. Ez a kiilonbség
valészintileg azzal magyarazhatd, hogy az E. coli-ban a bR nem alakitja ki a természetes
kristalyszerkezetét. A szamolt elektrogenicitasok valtozasit a pH fliggvényében a 25.
abran mutajuk be, mindkét modell esetében. Megfigyelhetd, hogy a mésodik M forma
elektrogenicitasa jelentGsen fligg a pH -tdl az I illetve II modellben egyarint. Ez a

fliggés azonban, csak az I modell esetében volt monoton.

20
A B 2
M,
20+
" (2]
L 10- e
‘o KS)
= .___'_,n__o———cMi =
o o
3 s 10
- X e %o e
) )
P £
0
AN A A D A K 0 Lo
5B—8——8——8—+8 ]
L. g g g g L% L2
1 p } T 1 T I 1 1 I |
3 5 7 g 3 5 ¥ g
pH pH

25. abra. A DI96N mutdins kéztes dllapotainak elektrogenicitisa: a pH
figgvényében. Az értékeket az elektromos jelek illesztéseibol kaptuk: a K — Ly <
L; < My <+ My — BR modellel (A), illetve a K1 < L1 <+ M1 — BR1, K2 « L2 «
M2 — BR2 modellel (B). A hiba < £10%.
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5.3.3. Az eredmények értelmezése: toltésmozgdsok a D96 N mutdnsban

A D96N mutanson végzett optikai és elektromos méréseink olyan eredményeket
szolgaltattak, amelyekbol ennek a fehérjének pH 4 és 8 k6zotti miikodésére lehet hasznos
kovetkeztetéseket levonni. Habar az adatok illesztése a szekvencialis reakcidkat tartal-
mazd I modell esetében azonos volt a parhuzamos fotociklusokat feltételezd, II modellre
kapottal, a kinetikai allanddk és az elektrogenicitasok pH fiiggése lehetové teszi a helyes

modell kivalasztasat.

Az els6 jelentos kiillonbség a fotociklus idoallandéiban észlelheté: a gyors és
egyenl6 kinetikai allanddkkal rendelkezo reverzibilis atmenetek mashol jelennek meg
a fotociklusban, modelltol fiiggéen. A II modellben ez a két parhuzamosan futé ag
egyikében, a K és L formdk kozott jelenik meg (23.B. dbra). A K — L atmenet
soran a retinal és kornyezete relaxalédik, miutan az elotte levo 1épésekben a kromofér
all —transz — 13 — cisz izomerizacidén esett at [118,210]. Nagyon valdsziniitlen, hogy a
relaxacid ilyen gyors, ugyanis kis fehérje konformacié valtozasok kisérik és ez lassi folya-
mat. Egy torzult, fesziiltségekkel telitett rendszerbol egy relaxaltat kapunk a K — L
soran, ez pedig magasabb energiaszintrol egy alacsonyabbra valé atmenetet jelent,
a kapott egyensilybdl ered6 egyenld energiaszintekkel ellentétben. Megallapithatjuk
tehat, hogy a K1 < L1 <~ M1 — BRl, K2 « L2 < M2 — BR2 modellel a
K1 < L1 atmenetre valotlan kinetikai dllandék szarmaztak. Ugyanakkor a fotociklus
masik agaban a K2 < L2 atmenetben az oda és vissza reakcidk sebességi allanddi
kozott egy nagysdgrend a kiilonbség, azaz itt valéban energia vesztéssel jaréd folyamat

megy végbe.

Az adatok szekvencidlis, reverzibilis reakcidkat tartalmazé (I) modellel valéd
illesztése kinetikai megfontolasokbdl egy L, forma bevezetését tette sziikségessé. Egy
masodik L -szeri intermedier 1étezésére mar régebbi mérések is utaltak [51,59,210].
Ha a K — L lépésben a retindl és kornyezete relaxalédik [118,211], akkor nagyon

valészinu, hogy ez a relaxacié tovabb terjed a fehérjében és uj koztes allapot jelenik
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meg. Ezek olyan fehérjebeli valtozasok lehetnek amelyek nem hatnak a retinal koruli
csoportokra, igy az j koztes termék spektruma az el6z6, L, -ével azonos. Ez a folya-

mat azt is megmagyarazza, hogy a D85N illetve D212N mutansokban miért nem lehet

megkiilonboztetni a fotociklusukban kialakulé L és N formak spektrumait [24].

Az illesztések az I modell esetében egyenlé és gyors sebességi allanddkat
eredményeztek az Ly és My formdk kozott (23.A. dbra). Ezen atmenet soran a proton
atkertl a Schiff-bazisrdl az Asp—85 -re [30]. A protonalt Schiff-bazis és a proton nélkiili
Asp — 85 hidrogén-hid kotésben vannak [212], ami lehet6vé teszi, hogy ez az atmenet
igen gyorsan lejatszédjon két egyenlS energiaszint kozott [213]. Az L, < M; gyors
reverzibilis dtmenetre elméleti molekuladinamikai szamolasok is magyarazatot adnak
[214]. Ezek kimutattak, hogy az alapallapotban levé BR all — transz retindlja a ger-
jesztés hatdsara 13,14 — dicisz konfigurdcioba megy at és ezt az allapotat a K és L
formdkban is fenntartja. Az M -ben azonban, a kromofér mar 13 — cisz formaban van.
Az elméleti szdmoldsok azt bizonyitjak, hogy a 13,14 — dicisz — 13 — cisz atmenetnek
néhény pikoszekundumos életideje van és az atmenet szabadenergia valtozasa nullahoz
kozelit, azaz a két allapot kozott egyenstly alakul ki [214]. Mindezek alapjan, tehat a
K & Ly & Ly & M; < M, — BR, II modellel valé illesztés soran kapott gyors és
egyenld kinetikai allanddk valds folyamatokat irnak le az Ly «» M 1épésben.

A két modell kiilonb6z6 eredményeket adott a koztes allapotok elektro-
genicitasainak pH -tdl valé fliggésére is. Az I modell esetében az M, elektrogenicitasa
monoton novekedést mutat a pH fliggvényében, mig a tobbi forma elektrogenicitasa
pH -t6l figgetlen (25.A. dbra). A sebességi allandok kozil csak az M, — M,
adtmenetre kapott érték fligg a pH -tdl (25.A. dbra). Az elektrogenicitas és a sebességi
allando kozott nincs egyszeri aranyossag, ezért nem fuggnek feltétlenul azonos pK,
-t6l. A sebességi allandé pH fiiggése foként egy, a proton leadasban résztvevo aminosav
titraldsaval kapcsolatos [60]. Mas pK, -ju, tavolabb levé aminosavaknak csak elenyészo
hatésuk lehet erre a folyamatra. Az elektrogenicitas azonban, nemcsak a proton leadést,

hanem a fehérjében lejatsz6dd konformadcids valtozasokat is tiikrozi, amelyek soran
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kiilénb6z6 pK, -kal rendelkezd toltott oldallancok mozognak. A fotociklus elsé felében
a toltésmozgasok pH fiiggetlenek, de azok amelyek az M; és M, kozotti atmenetet

kisérik fiiggnek a protonkoncentraciotol: az elektrogenicitas a pH -val no.

A II modell esetében kapott elektrogenicitdsok pH fiiggése nem értelmezheto
(25.B. dbra). A két pdrhuzamos dgban megjelené6 K és L formék elektrogenicitasai
egyenlbek, de a két M -nek megfelelok kiilonboznek. Az egyik M elektrogenicitdsa pH
-t6l fiiggetlen, a masik pedig nem monoton pH fuggést mutat. Az L < M lépésben
a Schiff-bézis 4dtadja protonjit az Asp — 85 csoportnak [30], igy az elektrogenicitdsok
ezen kiilonos viselkedése nehezen magyarazhato ennek a modellnek az alapjan. Ha ez
az dtmenet tobb molekuldris 1épésbol tevodik 6ssze, mint példaul a proton atvitel, kon-
formdécids valtozasok, akkor talan elképzelheto egy ilyen komplex pH figgés. Ez pedig
a II modellt nagy mértékben az I modellhez kozeliti, de a két M elektrogenicitasainak

oly kiilonb6z6 viselkedése igy is nehezen értelmezheto.

A fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy a fotociklust a szekvencidlis, reverzibilis
reakciokat tartalmazé modellel lehet helyesen leirni. Ez nem zarja ki parhuzamos foto-
ciklusok megjelenését példaul a termalis fluktuacidknak koszonheten, vagy magasabb
pH -kon. A két M forma elektrogenicitasa kozott jelentos kiillonbség van és ezek pH
fliggése sem azonos. Mindezek az eredmények azt tamasztjak ald, hogy az My « M,
4dtmenetben tobb toltés mozgasaval kell szamolnunk, mint ahogy az egy fehérje kon-
formacié valtozasban varhatd. A két M kozotti konformacidvaltozds valamint a két L
forma ko6zott lejatszodo relaxacid egyarant arra utal, hogy a fehérje aktivan és egységes

egészként vesz részt a fotociklus folyamataiban.
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6. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

13 — cisz fotociklus:

1. Uj médszert dolgoztunk ki a sotétadaptalt bakteriorodopszin abszorp-
cidkinetikai és OSMA differencia spektrumainak mérésére és igy meg tudtuk hatdrozni
a csak 13 — cisz retinalt tartalmazé fehérjének megfelelo jeleket. Azéta ez a mdodszer
hasznosnak bizonyult az ugyancsak Halobacterium salinariumban talalhat6 halorodop-
szin fotociklusanak megolddsaban is, mert ebben az esetben szintén két izomer
forméban levd retinalt tartalmazé fehérje fotociklusairdl van szé [215]. A differencia
spektrumok és az abszorpcidkinetikai jelek analizise két koztes forma létezését mutatta

a mért idointervallumban.

2. Meghataroztuk a 13 — cisz fotociklusnak megfelel6 elektromos jeleket.
Méréseink megerdsitették azt a megfigyelést, hogy a mért pH tartomanyban (pH 4 és 7
kozott) nincs proton transzport ebben a fotociklusban, M forma nem alakul ki. Az elek-
tromos jelben az otikdban nem lathat6 j forma is megjelent, valdszintleg a retinaltol

tavolabb lejatsz6do toltott aminosav oldallancok mozgasainak kovetkezményeként.

3. A 13 — cisz fotociklus (optikdban latott) folyamatai pH- fiiggetlenek a mért
tartomanyban (pH 4 és 7 kozott), ezért ezek feltehetéen mélyen a fehérje belsejében
jatszédnak le. Ez az eredmény ellentétes az all — transz retindlt tartalmazé bR-re

kapottakkal, ahol jelentés pH fiiggés észlelheto.

4. Meghataroztuk azt a modellt amely leirja a 13 — cisz fotociklust: két koztes
allapot jelenik meg és ezek parhuzamos agakban bomlanak le. Az elagazas koran,
valésziniileg még a fehérje gerjesztett allapotadban torténik. A {6 agban taldlhaté a
lassabban bomlé intermedier, a gyorsabbik dgban pedig nagy valoszintséggel lejatszodik

a fehérje fényadaptacioja.
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D85N és D212N mutinsok:

5. Megmértik a D85N és D212N bakteriorodopszin mutansok abszorp-
cidkinetikai és elektromos jeleit. Protontranszportot mi sem lattunk ezekben a

fehérjékben.

6. A BR - K & L «+ N — BR ”csonkitott” fotociklus modellt illesztve
adatainkra, kiszamoltuk az atmenetek kinetikai allandéit és a toltésmozgasokrdl szamot
adé elektrogenicitasokat a fotociklus els6 formadira. Az eredményeket a vad tipust
bakteriorodopszinra kapottakkal hasonlitottuk Ossze és igy az Asp — 212 és Asp — 85

aminosavak protontranszportban vallalt szerepére tudtunk kovetkeztetni.

DI96N mutdns:

7. A D96N mutéans abszorpcidkinetikai jeleibol meghataroztuk a koztes allapotok
koncentracidinak idofuggését, majd kulonbozo modellekkel illesztettik az adatokat. Az
adatokat a parhuzamos fotociklusokat, illetve a szekvencialis, reverzibilis reakcidkat
tartalmazé modellek irjak le a legjobban. Az utébbi modellben a kinetikakbdl egy

masodik L forma létezésére kovetkeztettink.

8. A kinetikai allandék mindkét modell esetében egy-egy nagyon gyors egyensulyi
reakciét mutatnak. FEzek kozil azonban, csak a szekvencialis modellnél kapott,

L, « M, egyensilyi atmenetre talaltunk valds fizikai magyarazatot. Az idéallandok

tobbnyire nem fiiggtek a pH -t6l (pH 4 és 8 kozott), kivéve a két M kozottieket.

9. A D96N mutans elektromos jeleit az optikai mérésekkel azonos korilmények
kozott mértiik meg, igy ezek kvantitativan is értelmezhetok voltak. Kiszamoltuk a

koztes formak elektrogenicitasait.

10. Az elektromos jelek jelentésen fliggtek a pH -tél. Az elektrogenicitdsok

értékeiben ez a fiiggés csak a masodik M forménal jelentkezett: monoton novekedés a
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szekvencidlis, nem monoton valtozas a parhuzamos modellnél.

11. Habar a kinetikdkat azonos mdédon illesztette a két modell, a tdbbi eredmény
(8.- 10.) alapjan megéllapithatjuk, hogy a fotociklus a BR — K <+ Ly <> Ly < M; <

M; — BR sémaval modellezheto helyesen.

12. Lehetséges magyarazatot adtunk az L, forma kialakuldsédra, valamint a gyors
egyensulyi, Ly < M; folyamat megjelenésére. Az M, elektrogenicitdsdnak kizardlagos

pH fluggése komplex fehérje konformacié valtozasokra utal a fotociklus ezen pontjéan.

96



7. KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretném kifejezni koszonetemet témavezetomnek, Varé Gyorgynek, kutatési
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jellegébdl fakadd életformamat elfogadtdk és a dolgozat megirdsdban nyujtott lelki
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CHARGE MOTIONS AND PHOTOCYCLE

IN WILD TYPE AND MUTANT BACTERIORHODOPSIN

1. Introduction, purposes

The energy transduction in living systems is taking place through the membranes
by creating a transmembrane electrochemical potential [1]. Bacteriorhodopsin (bR),
the protein in the plasma membrane of Halobacterium salinarium, turned out to be
a protein-pigment complex which performes the transduction of light energy into the
movement of protons across the cell membrane by a relatively simple mechanism [2].
The resulting proton gradient is used by the cell to make ATP through ATP-synthetase.
Unlike many membrane proteins, bR is not free to move in the plane of the membrane.
In the isolated membrane patches, called purple membranes, bR is arranged in a two
dimensional hexagonal lattice in which three molecules can be found at a lattice point
[3]. There is an increasing interest in bR as example of an ion pump with a potentially

solvable structure and function.

Bacteriorhodopsin goes through a cyclic sequential reaction upon light excita-
tion, during which a proton is translocated from the cytoplasmic to the extracel-
lular side. The photocycle consists of several principal intermediate states, labeled
J, K, L, M, N, O, that are characterized spectroscopically by different absorption
spectra [48]. bR was one of the first membrane proteins whose amino acid sequence and
three dimensional structure was determined [8,9,10]. The molecule has a seven helix
structure arranged to surround the chromophore. The retinal is connected to Lys —216

via a protonated Schiff-base.

There are still a lot of uncertain points in understanding the way, this protein
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achieves the proton translocation. Most of the bR studies are dealing with those phe-
momena that are happening after the light excitation. In the absence of light the
protein is in its dark-adapted form, in which the retinal is found in two conformations:
13 —cis and all —trans in an isomeric ratio of about 3:2 [37]. Upon prolonged exposure
to light the 13 — cis retinal isomerizes to its all — trans form, giving the light-adapted
bR. Until now there was only a few information about the photocycle of 13 — cis retinal
containing bR. We have attempted to complete this missing part by performing optical
and electric studies on dark adapted bR. The intermediate states of the 13 — cis protein

were resolved and the charge movements during the transitions were determined.

An important problem in bR research is the direct detection of the proton translo-
cation process and the related charge motions in the light adapted protein during the
photocycle. By measuring the electric signals one can obtain all the information about
the global charge motions inside the protein that are perpendicular to the membrane
surface. For wild-type bR the interpretation of such a complex signal is difficult under
normal conditions, due to the large number of intermediates, but it may be easier in
different mutants with truncated photocycle. Furthermore, measurements on mutants
yield information related to the role of the modified side-chain in the proton pumping

process.

2. Materials and methods

Purple membrane suspension was obtained by the standard procedure from
Halobacterium salinarium strain S9 [5]. The disk-shaped membrane fragments have
a permanent electric dipole moment, they can be oriented by a relatively weak sta-
tionary electric field. The sample containing oriented purple membranes is excited by
a laser flash. The light absorption changes and the displacement current caused by

charge motions inside the protein (PERS) are measured.

An appropriate method to study the process of light- and dark adaptation is
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the measurement of electric signals, because this type of experiment does not need
monitoring light. Nevertheless for their further interpretation we need to know the ab-
sorption changes. To determine the spectra of the intermediate states of the protein we
measured with an optical spectroscopic multichannel analyzer (OSMA) the difference
spectra too. In order to do these experiments we used a home-made stopped flow cu-
vette synchronized to the laser which changed the suspension in the cuvette after every
excitation. From the dark-adapted bR signals the light-adapted ones (multiplied by a
factor) were subtracted. The multiplication factor was determined in such a way that
the resulting signal around 410 nm, corresponding to the M intermediate dissapeared,
as in the measured pH range there is no M form corresponding to the 13 — cts photo-
cycle [47]. After the subtraction the remaining part is that belonging to the 13 — cis
retinal containing bR. Singular value decomposition of the difference spectra and global

fitting of the optical kinetic and electric signals were performed.

The purple membrane fragments of D85N, D212N and D96N mutants expressed
in Halobacterium salinarium were supplied by J.K. Lanyi (Irvine, California). The de-
gree of orientation of these membrane fragments in a DC electric field was compared
to that of wild-type bR and they were similar [192]. The oriented purple membranes
were immobilized in polyacrylamide gel [194]. The samples were kept in a solution
containing salt and phosphate buffer. Absorption kinetic data at different wavelenghts
together with the corresponding electric signal were recorded after laser excitation of
the sample. From the measured absorption changes the time dependent concentration
changes of the photocycle intermediates were calculated. The results were fitted with
different models obtaining the rate constants of the transitions. The kinetic parameters
were used to fit the measured electric signals and calculate the electrogenicity corre-
sponding to every intermediate. The electrogenicity is the relative dipole magnitude of
an intermediate compared to the initial state [82]. The measured displacement current
signal was fitted together with its integral; the later one reveals more information about

the very small currents induced by slow but significant charge motions.
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3. Results and conclusions

The photocycle of 13 — cis retinal containing bR

The OSMA difference spectra of the dark- and light- adapted bR show complex
changes within the measured time period. To subtract the light-adapted spectra in such
a way that the peak corresponding to the M intermediate around 410 nm disappears,
they had to be normalized with a factor of 0.52, giving a 13 — cis/all — trans isomeric
ratio in the dark adapted form of about 1:1. This ratio is very dependent on temper-
ature, pH, ionic strength, but is in good agreement with earlier publications [37,41].
The SVD analysis of the difference spectra belonging to the 13 — czs photocycle showed
two dominant component spectra. It turned out from the exponential fitting that the

two intermediates are decaying with time constants 1.9 pus and 46 ms respectively.

The absorption kinetic measurements revealed the same two lifetimes and no
kinetic changes were found when the pH was varied between 4 and 7, pointing out
that in this pH interval the processes belonging to the 13 — cis photocycle are pH-

independent.

The same subtraction was performed to determine the electric signal corres-
ponding to the 13 — cis photocycle from the ones measured on dark- and light- adapted
bR. The exponential fitting revealed the existence of two processes with lifetimes of
about 1.5 ps and 17.5 us. The later one has no correspondent in the optical signals.
Following the first fast negativ signal a small positive component (1.5 pus lifetime) is

appearing, which is opposite to the all —trans — 13 — cis isomerization signal observed

in the light-adapted bR.

Two models were considered: a parallel model that could originate from a very

early branching, and a sequential one. Reconstruction of the model-dependent dif-

ference and absolute spectra of the intermediates revealed that the suitable model to
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describe the 13 — cis photocycle is the parallel one. The calculations suggest that the
fast branch of the 13 — cis photocycle is related to the light adaptation process of the
bR. The branching occurs in the early part of the photocycle, probably in the excited
state of the molecule. This explains the observed positive component of the electric

signal, attributed to the 13 — cis — all — trans isomerization of the retinal.

D85N and D212N bR mutants

We have measured the absorption kinetic and electric signals of these bR mu-
tants. In accordance with earlier reports there is no proton transport in our measuring

conditions in the D85N and D212N mutants.

The absorption changes were converted to concentration changes of the intermedi-
ates. The time course of the concentrations was fitted with the modell BR — K « L «
N — BR for both mutants. The obtained kinetic parameters of the transitions were
used to fit the electric signals and determine the electrogenicities of the intermediates.
Comparing the data obtained for the mutants with those of wild type bR, conclusions

have been drawn on the role of the changed amino-acids in the proton transport.

D96N bR mutant

From the measured absorption changes the time dependent concentrations of the
intermediates were calculated. Different photocycle models were fit to the time course
of the concentrations. Two simple models were found to fit the data equally well; the
unidirectional two parallel photocycles model: K1 — L1 — M1 — BR1, K2 — L2 —
M2 — BR2 and the sequential one with reversible reactions: K < Ly < Ly < M; <
M; — BR. The L, form was introduced on kinetic basis to improve the fit at the L

intermediate and later justified by finding a physical meaning for it.

The kinetic parameters of the two models were pH independent (between pH 4

and 8), but the transitions including the M form. The fits revealed for both models the
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existence of a reversible reaction with high and equal rate constants at different steps
in the photocycle. Reasonable explanation can be given only for the one appearing in

the L, «+» M, transition of the sequential model.

The electric signal of the D96/N mutant was measured in the same conditions
as the optical changes, so the values of the electrogenicities corresponding to every
intermediate could be calculated. The electric signal showed strong pH dependence. In
both models this appeared as the pH dependence of the electrogenicity for the second

M form . However the dependence is monotonic only for the sequential model.

Although the kinetic fits were equaly good for both models on the basis of the
differences that appear in the pH depence of the electrogenicities and in the position
of a fast equilibria we concluded that the proper photocycle is the sequential one. The
L, form appears as a consequence of the relaxation of the retinal, taking place in the
K to L reaction, which propagates further in the protein. The pH dependence of M,

suggests complex conformation changes in the M; to M, transition.
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