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1. BEVEZETES:

Az €16 szervezetek mikodése, belsé rendje nem lenne fenntarthatd, ha a
sejtek nem volndnak képesek kornyezetiikb6l energidt felvenni. Ennek az ener-
gidnak a szervezet szdmdra kozvetleniil felhaszndlhaté energiafajtira valo
dtalakitdsdt magasan szervezett enzim-¢s mas fehérje-komplexeket tartalmazoé
membrdnok végzik.

Valamennyi energiadtalakito membrdnban kozos, hogy tartalmaz funk-
cigjara nézve kétféle fehérje komplexet: Ezek koziill az egyik az tun. ATP-
szintetdz, amely az ATP keletkezését katalizdlja ADP-bdl €s szervetlen foszfdt-
bdl, mig a mdsodik komplex feladata, hogy a kornyezetbdl hozzédférhetd ener-
giaforrdsbdl a sejt szdmdra kozvetleniil felhaszndlhatd energidt dllitson eld. Ma
mar altaldnosan elfogadott a Mitchell-féle kemiozmotikus hipotézis [1], amely
szerint a fenti alapegységek mikodése a membrdn két oldala kozott I€trejovo
iongradiens (ion elektrokémiai potencidl) révén kapcsolddik 0Ossze. Ilymddon
mindkét komplex Iényegében egy ionpumpdnak tekinthetd, az egyiket pl. az
elektrontranszfer ldnc, vagy fény hajtja, €s iongradienst hoz létre, a mdsik pedig
az ionok "visszacsorgatdsdval” ATP-t szintetizdl. A Mitchell-féle kemiozmotikus
hipotézis jelentésége, hogy lehetdséget nyujt sejtszintli bioenergetikai szamitdsok
elvégzésére. Az iontranszport molekuldris mechanizmusa azonban még tdvolrol
sem tekinthetd ismertnek.

Egy igen egyszeri, fényenergia felhaszndldsdval mikodd protonpumpdt
valosit meg a dolgozat tdrgydt képezd fehérjemolekula, a bakteriorodopszin (bR),
amelyet a 70-es évek elején Oesterhelt és Stoeckenius fedeztek fel [2]. A
témdval kapcsolatosan tobb 0sszefoglald dolgozat is megjelent [3,4,5,6].

A DR molekula a Halobacterium halobium nevil sékedvel§ baktérium
bibormembrdnjiban (BM) taldlhat6. A baktérium természetes koriilmények
kozott csak kozel telitett sékoncentrdcidji, napfényes dlldvizekben ¢€l [7].

Oxigénben €s tdpanyagban dis kornyezetben oxidativ foszforildcidval termel



ATP-t, anaerob koriilmények kozott azonban fényenergia hasznositdsdra kapcsol
at. Pigmentje a napfény spektrumdnak maximuma kozelében abszorbedl a
legerésebben (~570 nm), €s a fotoreakcidban a fény energidjdnak hasznositdsdval
a membrdn két oldala kozott elektrokémiai energidt képviseld protongradiens
alakul ki. A protonok az ATP-szintetdzon keresztiil dramlanak vissza a sejtbe,
mikozben ATP termelddik.

A DR kutatdst hdrom f6 ok motivdlja:

a, egyediildlldé mddon hajtja végre az energia-dtalakitdst, - mint késobb ldtni
fogjuk - minden mds ismert mechanizmusndl egyszertibben.

b, a protonpumpa folyamatainak molekuldris szintli megismerése minden bizonnyal
olyan 1j fizikai és kémiai szintli alapelvekhez vezet, amely mds ionpumpdk
mikadésének megértéséhez hozzdsegit.

¢, a bR sok szerkezeti €s mukddésbeli hasonldsdgot mutat az dllatok szemében
taldlhato rodopszinnal.

A fenti sajdtossdgok mellett gyakorlati okok is indokoljdk, hogy a bR ilyen
széleskorben kutatott. Példdul a bR-t tartalmazé BM mds fehérjékhez képest
konnyen izoldlhaté, a prepardtum id6ben rendkiviil stabil. A protonpumpa
mukodésének vizsgdlata akdr desztilldlt vizben is torténhet (s6t, a transzport-
folyamat bizonyos 1épései még teljesen kiszdritott mintdkon is tanulmdnyoz-
hatok), igy a kisérleti kortilmények jol kontrolldlhatok.

A Dbakteriorodopszin mellett hdarom mdsik retindl-tartalmd fehérjét is
azonositottak a Halobacterium halobium-ban. Ezek koziil ketté - az un. szenzori
rodopszinok (SR-I, SR-II) - a megvildgito fény szindsszetételét érzékelik €s a
sejt fototaxisdnak szabdlyozdsdban jdtszanak szerepet [8,9,10].

A harmadik pigment - az un. halorodopszin (hR) - a bR-hoz hasonldan
fényenergidt alakit elektrokémiai gradienssé, de nem protonokat, hanem CI°
ionokat pumpdl [11,12,13]. A két pigment (bR és hR) abszorpciés maxi-
muma nagyon kozel esik egymdshoz. Aminosav-sorrendjeiket 0Osszehasonlitva

nagyfoki, mintegy 36%-os homoldgia dllapithaté meg, ami a térszerkezet hason-



16sdgdt is maga utdn vonja.

A fentiek alapjdn kézenfekvG feltenni a kérdést, hogy vajon mi hatdrozza

meg azt, hogy a bR protonokat, a hR pedig CI” ionokat pumpdl? bR mutdnsok vizs- =<

gdlata alapjan egyértelmiinek tlinik a vdlasz arra, hogy miért nem képes a hR

protonok transzportjdra. Ezzel szemben sokkal nehezebb azt megmagyardzni, hogy | N

a bR miért nem pumpdl anionokat [14].

A dolgozatban ismertetett kisérletek sordn ezt a nagyon érdekes kérdést
vizsgdltuk meg, nevezetesen megprdbdltuk kideriteni, hogy milyen tényezdk hata-
rozzak meg a bR ionspecifitdsdt. Sikeriilt ugyanis olyan koriilményeket teremte-
niink, amelyek kozott az eddig csak protonpumpaként ismert bR nagy valdszint-
séggel aniontranszportra (Cl, Br’) kapcsol dt. A kisérleti eredmények €rtelmezése
kapcsdn felvdzolunk egy olyan, az egyéb ismeretekkel is egyezésben allo modellt,
amely ésszerli magyardzatot ad arra, hogy ugyanaz a fehérje hogyan lehet képes

mind proton, mind halogenid ionok transzportjdra.



2. IRODALMI ATTEKINTES:

2.1 A BAKTERIORODOPSZIN SZERKEZETE:

2.1.1 A bibormembrdn szerkezete:

(CNEY A
SE
AN S “'[(\‘

1. abra:

A bibormembrin elektrondiffrakcios vizsgilatok alapjan szarmaztatott képe

a membran normalisinak irdnyabol nézve.

A szaggatott vonal egy bR molekulat hatarol, a folytonos vonal pedig a hexagonalis racs egy

elemi celldjat jeloli.

A bR molekuldk a Halobacterium halobium sejtek membrdnjdban jol

elkiiloniilé szigetekbe tomoriilnek, amelyeket sziniik miatt bibormembrdnoknak

(BM) neveznek. Ezek elektronstir(iségi képe az 1. dbrdn ldthaté [15].

Mivel a baktérium kozel telitett koncentrdcidji sés vizhez alkalmazkodott,



igy a nativ sejtek tiszta vizben ozmotikusan szétrobbannak, €s a bR-t tartalmazo
membrdnok centrifugdldssal viszonylag kénnyen elkiilonithetok.

A kizdrolag lipideket (25 tomegszdzalék) €s bR-t tartalmazé BM-ok dtla-
gos dtmérdje ~0.5 pm, vastagsdga ~4.9 nm [16]. A bR molekuldk a BM-ban
kétdimenzids, hexagondlis kristdlyszerkezetbe rendezettek, amelynek rdcsdllanddja
~6 nm. Az egyes rdcspontokban hdrom bR molekula {il, amelyeket egylittesen
trimernek neveznek. A késébbiek szempontjdbol nagyon fontos az, hogy ezek a
membrdnok tobbé-kevésbé korong alakunak képzelhetOk, ugyanis a nagy fehérje-
tartalom miatt eléggé merevek ahhoz, hogy még oldatban se zdrddjanak Ossze

vezikuldkkad.

2.1.2 Az opszin szerkezete:

A DR egy 248 aminosav-egységbdl 41l fehérje, amely egy apoproteinbdl
- az un. opszinbdl -, és egy ebbe dgyazddod retindl kromoforbol dll. Az elsddleges
szerkezetet (2. dbra) mind a fehérjébdl [17,18], mind az azt kddolo génbdl [19]
meghatdroztdk.

Henderson €s munkatdrsai fokozatosan javitott krio-elektronmikroszkdpiai,
mintakészitési €s adatfeldolgozdsi mddszerekkel épitették fel a bR hdromdimen-
zi0s elektronstriségi térképét, 0.35 nm felolddssal a membrdn sikjdval
parhuzamos, illetve 1 nm felolddssal az arra merdleges irdnyban [20,21]. Az
dltaluk kozolt szerkezet felhaszndldsdval készitett egyszerlsitett modellt a
3. dbra mutatja.

Egy DR molekuldban hét, a membrdn sikjdra kozel merdleges o-hélix
taldlhatd, amelyek a membrdnt dtszelik. Ezek a hélixek egy csatorndt fognak
koriil, amelyet a Lys-216 oldalldncdhoz kapcsolédd retindl €s a kornyezetét
alkoté hidroféb burok mintegy eltorlaszol [22]. A csatorndnak a retindlt és a
scjten;‘kl’vﬂli teret Osszekotd része szélesebb, €s sokkal inkdbb hidrofil [21]. Az

elektronstiriségi képen az egyes hélixek azonositdsa a jol felismerhetd aromds
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2. ibra:
A bR amindsav szekvenciaja.

A korok a pozitivan, a rombuszok a negativan toltott csoportokat jelzik.

aminosavak elhelyezkedésének az aminosav-sorrenddel valé Osszevetése révén
tortént. Tovdbbd mivel az elektronsirtségi képen csak a retindl jonon-gytur(jét
lehetett felismerni, igy a kromofdrt egyéb, kordbbi ismeretek alapjdn lehetett csak
a szerkezetbe beilleszteni (ldsd a 21-ben idézett referencidkat). A membrdnra
meréleges irdnyra kapott viszonylag gyengébb feloldds miatt a fehérje oldallancok
helyzetének meghatdrozdsa csak koriilbeliil egy aminosav-egységnyi pontossdggal
lehetséges. 1gy mig azt példdul lehet tudni, hogy milyen egységek helyezkednek
el a Schiff-bdzis kozelében, a hidrogén €s séhid kotések mdr meglehetdsen

spekulativak.
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3. abra:

A DR vazlatos haromdimenzios szerkezete.

Az Asp-85, 96, 115, Arg-82, Tyr-185, Pro-186, illetve Trp-86, 182, 189
aminosav-egységek a fehérje belsejében helyezkednek el, és ezek alkotjdk azt az
ureget, amelybe a kromofor bedgyazddik.

A retindl molekula egy protondlt Schiff-bdzison keresztiil kovalensen -

kapcsolodik a G hélix Lys-216 egységéhez [23,24] (3. dbra). Megvildgitds Do

hidnydban a bR egy tn. sotétadaptdlt dllapotba relaxdl, amely a bRs,5 €s a bRyyg | o



dllapotok 2:1 ardnyu keveréke [25] (az also indexben szereplé szdmok az illetd
dllapot abszorpcids maximumdra utalnak, ldsd pl. 4. dbra). A bRy, formdban a
retindl szerkezete 13-cisz C=N-sziin, mig a bRy 4-ban all-transz, C=N-anti.
Megyvildgitds hatdsdra az un. fényadaptdlt bR alakul ki, amely csak DRy g-at
tartalmaz. Funkciondlisan csak a bRy4 dllapot aktiv, azaz csak ez pumpdl protont.

A retindl fehérjén beliili elhelyezkedését szdmos mddszerrel vizsgdltdk.
Neutron-diffrakcios kisérletekkel meghatdroztdk, hogy a Schiff-bdzis nitrogén
atomja a C €s G hélixek kozott koriilbeliil féldton helyezkedik el, mig a ciklo-
hexdn gylrli az E hélix kozelében fekszik [26]. A membrdn sikjdhoz képest
a kromofor sikja merdlegesen [27,28], mig a polién ldnc tengelye ~20°-o0s
szogben dll [29,30,31]. A sejteﬂkfvﬂli oldaltél szdmitva a jonon-gy(lrd

~0.9 nm, a Schiff-bdzis ~1.5 nm mélységben taldlhato [32].

2.1.3 A kromofér €s kornyezete:

A fényadaptdlt DR (bRs,) abszorpcids maximuma a Schiff-bdzis
metanolban oldott klorid sdjdnak abszorpciés maximumdhoz képest nagymértéki
voroseltoldddst (~200 nm) mutat (4. dbra). Ez az un. opszin-eltolddds [33] a
fehérje hatdsdra jon létre, a retindl kornyezetének €s térszerkezetének
megvdltoztatdsa révén.

Az opszin-eltolddds mértékét hdrom tényezd hatdrozza meg:

I. A fehérje belsejében megjelend kolcsonhatdsok, ezen beliil foként a Schiff-
bdzis €s egy, a kozelében I€vl ellenion kozotti gyenge hidrogén-kotés erdssége
[34,35,36,37]. Ennek a képnek megfeleléen a fehérje abszorpcios maxi-
muma a Schiff-bdzis kornyezetének vdltoztatdsdval moduldlhatd.

2. Amikor a retindl a fehérjébe bekotddik, a Ci-C, kot€s mentén végbemegy egy
§-cisz — s-transz izomerizdcid, ami a konjugdlt elektronok nagyobb mértéki

delokalizdcidjahoz vezet, €s ez szintén hozzdjdrul az opszin-eltoléddshoz [38].



Ez az izomerizdcid valdszinileg sztérikus okok kovetkezménye, mivel a DR
retindl-kotOhelyének szerkezete olyan, hogy a 6-s-cisz szerkezetd retindl jonon
gytrijén 1évé két metil csoport a Met-118 és Pro-186 egységek kozelében a D
és F hélixekkel titkozne [0].

3. Valoszinlleg egy, a jonon gyliri kozelében elhelyezkedd dipoldros fehérjecso-
port szintén hozzdjdrul az opszin-eltoloddshoz [39]. A Trp-138, Pro-186 pir,
illetve az Asp-115 protondlt karboxil csoportja johetnek szdmitdsba [40]. Az
Asp-115 aszparaginra, vagy glutaminsavra cserélésekor valéban észlelhetd egy
~20 nm-es kékeltolddds az abszorpcidés maximumban [41,42].

A retindl-kotOhely szerkezete a Henderson-féle modell alapjdn elég jol
meghatdrozott. A Trp-86, 182 és 189 szerepe az, hogy a retindl polién ldncdt
megfeleld pozicioban tartsdk [43]. Az ezeknek megfeleld aminosav egységek
megtaldlhatok mind a halorhodopszinban, mind a szenzorirodopszinban (SR-I)
[44,45]. A fenti triptofdn egységek bdrmelyikének kicserélése instabilabb
fehérjeszerkezetet, az abszorpcids spektrum  kékeltoloddsdt és  csokkent
transzportsebességet eredményez [46]. A Trp-182 és Trp-86 a retindl polién
lancdnak kozepe folott, illetve alatt helyezkednek el, szerepiik feltehetdleg a
kromofor elmozduldsdnak megakaddlyozdsa a membrdn normdlisdnak irdnydba,
mig a Trp-189 és Pro-186 a jonon gylrd mozgdsdt korldtozzdk. Nagyon
valdszintl, hogy az ezekkel az egységekkel vald sztérikus kolcsonhatds hatdrozza
meg, hogy a retindl a fotociklus sordn a C,,=C,, kotés mentén izomerizalodik.

A Schiff-bdzis kornyezetét alapvetéen az Arg-82, Tyr-185, Asp-85 és 212
egységek hatdrozzdk meg [30,42,47]. Fiziologids koriilmények kozott (pH=7)
mind az Asp-85, mind az Asp-212 disszocidlt formdban van jelen [48] €s
mindketté alapvetd fontossdgi ahhoz, hogy a fehérje miikodéképes €s stabil
legyen [42]. Ha az Asp-85-0t semleges aszparaginra (Asn) cserélik, akkor az
abszorpcios maximum a voros felé tolddik el, ami megfelel egy negativ toltés
eltavolitdsdnak a Schiff-bdzis kornyezetéb6l. A hasonlé Asp-212 — Asn mutdns

vizsgdlata a létrejovo fehérje instabilitdsa, illetve csekély mértékl fényadaptdlha-



tosdga miatt sajnos kevesebb kovetkeztetéssel szolgdlt [41,42]. A térszerkezet
alapjan valdszinlbbnek tinik, hogy a Schiff-bdzis elsddleges ellenionja az Asp-
212, amit az is tdmogat, hogy az ennek megfeleld amin@sav—egység megtaldlhatd

mind a halorodopszinban (A = 578 nm), mind a szenzorirodopszinban (SR-I,

max
Apax = 390 nm) [45]. A Schiff-bdzis és ellenionja kozotti  hidrogénkotés
viszonylagos gyengesége arra mutat, hogy a Schiff-bdzis nem kizdrdlag az
Asp-212-vel dll kolcsonhatdsban, hanem egy toltéskomplexszel, amit az Asp-2127,
Asp-85~ ¢és Arg-82" egyiittesen alkotnak [49,50]. Emellett az egyszer( ellen-
ion létének kétfotonos €s infravoros spektroszkdpiai vizsgdlatok is ellentmondanak
[51,52]. Valoszind, hogy a hidrogénkotésben résztvevs csoportok  kozé
néhdny vizmolekula is beépiil [53].

. Az Arg-82 semleges aminosavra (glutamin, alanin) cserélése olyan bR-t
eredményez, amelynek abszorpcios maximuma az 500 és 600 nm kozotti (bibor-
kék) tartomdnyban a pH-tdl fiiggden vdltozik [42]. Hasonlé kékeltoléddst a
természetes bR esetén is eld lehet idézni a kationok eltdvolitdsdval (pH=6)
[54], illetve puffer, vagy sé jelenlétében a kozeg pH-jdnak csokkentésével
(pH=2) [55] (4. dbra). Tobben javasoltdk, hogy ez a kékmembrdn (bRs,
Anax = 605 nm), olyan - specifikus kotéhelyeken 16vé - kationok eltdvolitdsdnak
eredménye, amelyek szerepet jdtszanak a fehérje biborszin dllapotdnak
stabilizdldsdban  [50,57,58]. Létezik azonban egy ennél Iényegesen
egyszeribb magyardzat is, amelyhez nincsen sziikség a fenti, egyébként igen
ellentmonddsosan jellemzett kation-kotOhelyek feltételezésére [59]. Ez azon
alapul, hogy alacsonyabb kation koncentrdcidji, semlegeshez kozeli pH-ji oldatok
esetén a negativan toltott membrdn feliiletének kozelében a lokdlis pH a
kozeghez képest lecsikken (pH=3). Puffer, illetve sé jelenlétében azonban hasonld
feliileti pH értéket csak a kizeg pH-jdnak drasztikus csokkentésével lehet elérni.
Feltehetoen - a pH csokkenésével - a fehérjeszerkezet kismérték(i megvdltozdsa
kovetkezik Dbe, amelynek sordn gyengiil a Schiff-bdzis €s ellenionja kozotti

kolcsonhatds, és ez az abszorpcidés maximum voros felé toloddsdt eredményezi
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[60,61,62]. A kékmembrdn, az Asp-85 - Asn és az Arg-82 — Ala mutdns
alacsony pH-n észlelheté formdjdnak nagyon hasonlé abszorpcids maximuma azt
sugallja, hogy az Arg-82 elsddleges szerepe, hegy az Asp-85 deprotondlt dllapotat
stabilizalja [63,42].

A pH tovdbbi csokkentésével (< 2), halogenid ionok jelenlétében egy tjabb,
savas-bibor bR-nak (bRg,,) nevezett forma is kialakul [64,65,66], amelynek
abszorpcios maximuma 564 nm-nél taldlhato (4. dbra). Ez a forma hasonlésdgot
mutat a semleges pH-n megjelené bR, formdval, amelyre az abszorpcios
spektrumok hasonldsdgdbol, illetve abbdl lehet kovetkeztetni, hogy a retindl

izomerizdcidja a savas-bibor dllapotban is all-transz.

0.2

~4 Q 568
Q
9 -------------- bQ
O 0.1 605
N
@3}
Lo N U S M ORgs.
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360 450 550 650 750

hullamhossz

4. abra:
A bR savas pH-n megjelené formainak abszorpcios spektrumai.

A spektrumokat az aldbbi koriilmények kozott mértiik:
bR, 4 (normdl): 4 M KCI, pH=7 (HCI); bR, (savas-k€k): ionmentes, pH=2
(H,SO,); bR, (savas-bibor): 4 M KCI, pH=0 (HCI).
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2.2 A PROTONPUMPA KINETIKAJA:

A DR miukddése sordn - mikozben fényenergia felhaszndldsdval protonokat
pumpdl a sejt belsejébol az extracelluldris térbe - egy fényindukdlt reverzibilis
reakciosoron megy végig, amelyet fotociklusnak neveziink [67]. A fehérje foton
elnyelésének hatdsdra kialakuld gerjesztett dllapota rendkiviil gyorsan, ~0.5 ps
alatt megjelenik. Ez az dllapot ezutdn termikus reakciok sorozatdn keresztiil
- szobahomérsékleten €s pH=7-en - ~5-10 ms alatt relaxdl. A bR-nek a fotociklus
sordn megjelend kiilonboz6 dllapotait intermediereknek, illetve formdknak is
hivjdk. Ezeket megjelenésiik sorrendjében - J-t6l O-ig - bet(jelekkel lattdk el
(szokds az illeté forma abszorpcids maximumdnak helyét alsé indexben megadni).
A kiilonbozd  kisérletekben megfigyelt jelenségektol fiiggéen tobbféle foto-
ciklusrol szokds beszélni, de ezek természetesen szoros korreldciéban vannak
egymadssal, mivel a bR funkcidjidhoz, a protonpumpdldshoz kapcsolddnak.

Ilymddon négyféle kiilonboz6 ciklust lehet megkiilonboztetni:

I. A fényabszorpcios ciklus. Az els6ként jellemzett ciklus, amely azon a
megfigyelésen alapul, hogy a Iétrejové intermedierek ldthatd tartomdnybeli
abszorpcios spektruma eltérd. Ennek oka - mint kordbban emlitettiik -, hogy a
kromofor abszorpcids  spektruma a  kornyezetében végbemend vdltozdsokra
rendkivill érzékeny. A fény- és sotétadaptdlt bR fotociklusa némileg eltérd &s
csak az all-transz kromofort tartalmazé bRy,g pumpdl protont. A késobbiekben
- kivéve, ha kiilon jelezziik - minden megdllapitds a bRy,s fotociklusdra fog
vonatkozni.

2. A retindl ciklus. A kromofér izomerizdcids vdltozdsait foglalja magdban,
amelyek els6sorban Raman- €s infravoros —spektroszkopiai modszerekkel
kovethetok.

3. Az opszin ciklus. Az opszinban bekovetkez6 konformdcids, illetve egy€b kémiai
- oldallancok protondldddsa, deprotondldddsa - véltozdsokat irja le. FO vizsgdlati

modszerei az UV-abszorpcios, illetve vibrdcios spektroszkopia.



4. Toltésmozgds ciklus. A protonpumpdhoz tdrsult toltésmozgdsokat (toltésszét-
vdlds, toltott oldalldncok, ionok elmozduldsa) foglalja magdban. Az alkalmazott

vizsgdlati mddszereket késobb részletesebben is ismertetjik.

2.2.1 A fényabszorpcios ciklus:

A bR mikddésének ciklikus természetére abszorpcidkinetikai mérések
vildgitottak rd legel0szor [67]. Ennek oka, hogy a ps-ndl lassabb iddédllanddju
abszorpciovdltozdsokat meglehetdsen egyszerlen, flash-fotolizis modszerrel lehet
kovetni. A szub-ps-os jelenségek megfigyeléséhez 1ézerspektroszkopai eljardsokat
kell alkalmazni [71,72]. A méréstechnika viszonylagos egyszerisége ellenére saj-
nos még mindig nincs dltaldnosan elfogadott fotociklus modell, aminek fé oka,
hogy az alapdllapot, illetve az intermedierek ldthaté tartomdnybeli spektrumai
meglehetdsen dtfednek. A fotociklus modellek tesztelésénél alkalmazhatd kritériu-
mokat [68] foglalja Gssze.

A fotociklust a kromofor dltal elnyelt foton inditja, €s a gerjesztés hatdsa-
ra ~0.5 ps alatt egy un. J,,, intermedier jon Iétre [69,70]. Ez a fotociklus
egyetlen fény dltal indukdlt folyamata, az 0sszes ezt kovetd 1€pés termikus.

A J intermedierbol ~3-5 ps alatt alakul ki a Ky, dllapot [71,72],
amelynek €lettartama ~1 Ws.

A legelso, a ciklus lassabb Iépéseit leird modellben az intermediereket
(Ksogr Lssor My Ngjor Ocgo) €8y eldgazdsmentes, elsérendi €s egyirdnyu reak-
ciokat feltételezd sémdba rendezték [67,73]. Az Ng,, forma 1€tét késdbb meg-
kérddjelezték, €s a fotociklus modellekbdl kihagytdk [3]. Néhdny évvel ezeldtt
azonban "(j" intermedierek kezdtek felbukkanni, amelyet R-nek [74], P-nek
[75], illetve L’-nek [76] neveztek el. Ezekril részletesebb vizsgdlatok alapjan
kideriilt, hogy valgjdban minden esetben ugyanarrdl az intermedierrél van szo, €s
ez lényegében a régi N formdnak felel meg, a kordbban megdllapitottdl alig

kiilonbozo, 550 nm-es abszorpcids maximummal [77].
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5. abra:
A bR egyszeriisitett fotociklusa.

Szélesebb pH- és hémérséklet-tartomdnyra kiterjesztve a méréseket, az
adatok értelmezéséhez sziikségessé vdlt a [67]-ben leirt egyszeri modell médo-
sitdsa [68]. Bdr a spektrdlisan megkiilonboztethetd intermedierek szdma mdr nem
nd, az Ujabb modellek visszareakciokat €s/vagy eldgazdsokat is tartalmaznak. A
modositdsok sziikségességét elsésorban az indokolta, hogy kimutattdk azt, hogy
mind az L, mind az M forma bomldsa kétfdzisi. Ez az irreverzibilis reakciokat
feltételezd, eldgazdsmentes modell alapjdn nem értelmezhetd. A probléma egyik
lehetséges megolddsa lehet annak feltevése, hogy a vizsgdlt bR prepardtum
valamilyen mddon heterogén €s ez parhuzamosan futd, de egymdstél némiképpen
eltér0  fotociklusokat eredményez [78,79,80,81,82]. Mds szerzék sze-
rint a multiexponencidlis kinetika megmagyardzhaté az eredeti eldgazdsmentes,
szekvencidlis modell segitségével is, amennyiben abba megfeleld helyekre vissza-

reakciokat épitenek [83]. Legijabban optikai sokcsatornds analizdtorral végzett
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mérések alapjdn javasoltak egy olyan modellt, amelyben a szerzok sziikségesnek
lattdk két, gyakorlatilag azonos abszorpcids spektrummal rendelkezd, szekvencidlis
M forma beillesztését, amelyeket irreverzibilis reakcié kapcsol 0ssze [84,85].
Sajnos dltaldnosan elfogadott fotociklus modellrél nem beszélhetiink. Annyi
mondhatd biztosan, hogy az 5. dbrdn ldthaté egyszeri séma tartalmazza a
leglényegesebb elemeket €s legaldbbis semleges pH és homérsékleti kortilmények
esetén elég jol egyezik az adatokkal. Minden ujabb fotociklus modell ennek
valamilyen modon kibovitett vdltozata. Meg kell jegyezni azt is, hogy a fotociklus
idodllanddi fiiggenek a kornyezet pH-jdtol, ionosszetételétdl €s ionerdsségétol.
Feltételezve, hogy az dtmenetek sebességi dllanddinak homérsékletfiiggése
az Arrhenius torvényt koveti, az egyes reakcidk aktivdldsi entalpidja €s entropidja
meghatdrozhaté [pl. 86]. Ezek kiszdmitdsdhoz azonban a mikroszkopikus
sebességi dllandok meghatdrozdsdra van sziikség, ami valamilyen ciklusmodell
feltevése nélkiil nem végezhetd le. Emiatt az igy kapott adatokat fenntartdssal

kell kezelni.

2.2.2 A retindl ciklus:

Elsésorban rezonancia-Raman, Fourier-transzformdlt infravoros (FTIR) €s
mdgneses magrezonancia (NMR) mérésekbdl a retindl izomerizdcios dllapotat,
protondltsdgdnak vdltozdsait meglehetdsen jol ismerjiik.

A DRy, dllapotban a Schiff-bdzis protondlt, a retindl all-transz konfigurdci-
0ju és sikmolekuldnak tekintheté [87]. A Schiff-bdzis protonja €s az ellenion
kozotti  hidrogén  kotés  viszonylag gyenge [87,88,89,90]. A  gerjesztés
hatdsdra bekovetkezé fotoizomerizdcio a K dllapotban egy protondlt, 13-cisz,
C=N-transz kromofdrt eredményez [91], amely a kotShely szerkezete dltal
meghatdrozott  kényszer miatt erésen  csavart, torzult [92,93,94,95].
Feltehetéen ezek a sztérikus fesziiltségek relaxdlnak a K - L dtmenetben [96].

A retindl szerkezete az L dllapotban vitatott. Léteznek ugyanis olyan proton-
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pumpa modellek is, amelyek feltételezik a retindlnak egy, a C,-C, 5 kotés koriili
elforduldssal jaré izomerizdciojit is [97]. Bar FTIR dikroizmus mérésekben
azt taldltdk, hogy a C,,-C 5 kotés koriili elfordulds szoge az L, dllapotban
valamivel nagyobb mértékd, mint a bR 4-ban [28], az erre a szerkezetre jellemzo
Raman-spektrumot nem észlelték [96,98]. [98] szerint a kromofdr geometridja
az Lgs, My, €s Ny, dllapotokban azonos (13-cisz, C=N transz), igy mindazok a
proton-pumpa modellek, amelyek ebben a 1épésben a C, ,-C, 5, vagy a C=N kotések
mentén végbemend izomerizdcidt feltételeznek, nagy valdszinliséggel kizdrhatok.

Az Lgs, — M,,, dtmenetben a Schiff-bdzis deprotondlddik. Tobben
javasoltak olyan fotociklus modellt, amely azonos abszorpcids spektrumd, de
kinetikailag eltéré M formdkat tartalmaz, ezeket azonban vibrdcids spektroszkdpiai
modszerekkel sem sikeriilt eddig elkiiloniteni [99,100].

A Schiff-bdzis reprotondcidja az M,,, = Ngs, dtmenetben kovetkezik be
[101]. Bdr az L, Ny, intermedierekben a Schiff-bdzis protondlt €s a
kromofor geometridja is azonos, a rezgési spektrumban mégis egyértelmu kiilonb-
ségek is észleﬁeték, jelezvén, hogy ezekben az dllapotokban a fehérje szerkezete
eltérd [83,102].

A retindl az Ngg, ~ O,,, dtmenetben reizomerizdlédik [103]. A reakcid
sebességi dllanddjdnak pH-fliggésébdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a folyamat
két 1épésben jdtszodik le. El6szor a kromofdr egy belsé csoportrdl vesz fel pro-
tont, majd ez a belsé csoport az extracelluldris térbél protondlédik ujra, igy
alakul ki az O, dllapot. Az O,,, Raman-spektruma azt mutatja, hogy a kromofor
térszerkezete kozvetleniil az dtmenetet kdvetden torzult, még nem plandris.

A fentiek alapjdn a kromofdr geometridja az Lgs, €s Ny, dllapotok kozott
nem vdltozik. Valamiféle szerkezetvdltozds azonban mindenképpen sziikséges
ahhoz, hogy a Schiff-bdzis felvdltva, hol az extra-, hol az intracelluldris térrel
lehessen kapcsolatban. Altaldnosan elfogadott az a nézet, hogy a protonpumpa
mukodéséhez a fotociklus sordn valamilyen jelentés fehérje-konformdcio vél-

tozdsnak is le kell zajlania, amely a Schiff-bdzist a proton leaddsdt kovetden Uj
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kornyezetbe helyezi dt, hogy az mds csoportokkal keriilhessen kolcsonhatdsba (C-T
modell [101]). A fotociklus sordn a fehérjerészben (opszin) lezajlé vdltozdsokat

részletesebben a kovetkezd fejezetben mutatjuk be.

2.2.3 Az opszin ciklus:

Az opszin szerkezetében bekovetkezo vdltozdsok tanulmédnyozdsdra az
infravoros spektroszkopia bizonyult a leginkdbb alkalmasnak, kiilondsen miutdn
irdnyitott mutagenezissel mddositott bR mintdk vizsgdlata révén sikeriilt a
spektrum megfeleld részeit egyes aminosav egységekhez rendelni [104,
105,106,107,108,109,110,111]. Az intermedierek
alacsony hoémérsékleten vald befagyasztdsdval [112], idéfelolddsos mérésekkel
[113,114] az egyes formdk infravoros spektrumdt  tobbé-kevésbé
megdllapitottdk, bdr a spektrumok szdrmaztatdsinak mddjdban, interpretdldsdban
jelentds kiilonbségek vannak. Az M forma fényérzékenységét felhaszndlva is jo
mindségli L, M és N spektrumok kaphaték [111]. Az eredmények elsOsorban
aszparaginsav oldalldncok protondltsdgdnak a fotociklus sordn bekovetkezd
tranziens megvdltozdsdt mutatjdk (Asp-85, 96 és 212) [107,110,111]. Ezek
dllapotdt az egyes intermedierekben - [111] alapjdn - az 1. tdbldzat mutatja.

Az, hogy a K - L dtmenetben az Asp-96 valéban deprotondlddik [110,
114], vagy csak a kornyezete vdltozik meg [109], kérdéses. Ujabb eredmények
inkdbb az elsd lehetdséget tdmasztjdk ald [111]. Az L - M dtmenetben az Asp-
85 és 212 egyiitt protondlddnak, illetve - feltehetleg az O - bR reakcidban -
egyszerre deprotondlodnak.

Ezeken a kizdrolag a Schiff-bdzis kozvetlen kornyezetét érintd vdltozd-
sokon kiviil az opszinban mds, jelentés konformdcidvdltozdsok is lezajlanak. Mint
kordbban emlitettiik, elméleti megfontoldsok alapjdn sziikségesnek ldtszik egy
jelentds fehérjeszerkezet-vdltozds feltételezése valahol az L és az N dllapot

kozott, amely biztositand a Schiff-bdzis reprotondléddsdt a citoplazma feldli



1. tablazat:

A fébb aszparaginsav egységek és a Schiff-bazis protonaltsaga az egyes
intermedierekben.
+: protondlt, -: deprotondlt

Asp-85 Asp-96 Asp-212 Schiff-b.
bR - + - +
L - - - +
M + + + -
N + - + +
O + + + +

oldalrol [101]. Egy ilyen, az M dllapotot kialakuldsa utdn létrejové konformédcio-
vdltozdst valdban sikeriilt azonositani [115]. A kérdés az, hogy - ha valdban
létezik két szekvencidlis M forma - a fotociklusban hovd helyezhetd ez, a két M
forma kozé, illetve az M - N dtmenetbe. Az a tény, hogy a feltételezett két,
szekvencidlis M forma a jelenlegi adatok alapjdn sem ldthaté abszorpcids [84],
sem infravoros spektrumdban nem kiilonboztetheté meg, arra mutat, hogy még ha
van is két soros M intermedier, ezekben mind a retindl, mind az opszin szerkezete
gyakorlatilag megegyezik, a kérdéses nagy vdltozds pedig feltehetdleg az N
dllapot kialakuldsdval megy végbe [111]. A fehérje ezt kovetd relaxdcidja pedig
az N - O lépésben kovetkezik be [86]. Sajnos az O forma alacsonyhOmérsékleti
infravoros spektroszkopiai modszerekkel valé tanulmédnyozdsa a tobbi intermedier-
hez viszonyitva nehéz, mert az O forma bomldsa gyakorlatilag mindig gyorsabb,

mint a kialakuldsa, igy a fotociklus az O-ndl nem "fagyaszthaté” be (pl. [86]).
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2.2.4 A toltésmozgds ciklus:

A protonfelvétel €s -leadds kinetikdjdt optikai dton - pH érzékeny
festéket haszndlva - és vezetOképességi mérésekkel vizsgdltdk [116,117,
118]. Az el6bbi mddszerrel -a BM-okat orientdltan vezikuldkba €pit-
ve - megdllapitottdk, hogy a fotociklus folyamdn a bR eldszor az extracelluldris
oldalra lead, majd az ellenkez6 oldalrdl felvesz egy protont. A proton leaddsa a
kiilsé térbe az L ~ M, felvétele az N - O dtmenetben torténik meg.

A protonpumpdhoz tdrsuld, molekuldn beliili toltésmozgdsok megfigyelé-
sére tobbféle madszert dolgoztak ki [119]. Mivel ezek nem annyira ismertek,
mint a kordbbi fejezetekben emlitett spektroszkopiai mdédszerek (FTIR, Raman,
NMR), illetve mert a dolgozatban bemutatandd sajit eredmények jelentds része
is ezen modszerek egyikének felhaszndldsdval sziiletett, igy kiss€ részletesebben
kitériink a kiilonbozo technikdk ismertetésére.

Az elektromos jel detektdldsdnak alapfeltétele az, hogy a minta elektromos
szempontbdl aszimmetrikus legyen. A mérési médszerek egy részében kozos az,
hogy a BM-okat egy toltott feliiletre viszik fel (pl. bimolekuldris lipidmembran)
[120,121,122,123,124,125,126,127,128].

Tekintve, hogy a mért elektromos jelek nagymértékben fiiggenek a
modellrendszer - legtobbszor meghatdrozhatatlan - paramétereitdl is, a proton
mozgdsdnak kvantitativ leirdsdra a fenti mdédszerek csak nagyon korldtozottan
adtak lehetGséget [119]. Tovdbbi hdtrdny, hogy a fenti mintdkon az elektromos
mérésekhez hasonlé kortilmények kozott abszorpcidkinetikai méréseket végezni
nem lehet.

Intézetiinkben sikeriilt elészor olyan mddszert kidolgozni, amely a fenti
hidnyossdgokat mnagymértékben kikiiszoboli [129,130,131,
132]. Ennek lényege, hogy mivel a BM-ok jelentds permanens
dipslmomentummal rendelkeznek (p,=210%" Cm/pm?®), {gy mdr viszonylag

gyenge (~20 V/cm) elektromos térrel orientdlhatok [133,134], azaz a BM
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szuszpenzié  elektromosan aszimmetrikussd tehet6. Mivel a  permanens
dipélmomentum a membrdn sikjara meréleges, igy az orientdltsdg azt jelenti,
hogy id6ben dllandd, homogén elektromos térben a bR molekuldk - bizonyos
eloszlds szerint - egy irdnyba néznek [134]. A tér kikapcsoldsit kovetden az
orientdcié ~300-500 ms alatt sziinik meg, ami tobb, mint egy nagysdgrenddel
hosszabb, mint a fotociklus teljes idotartama [133]. Ezzel ez un. szuszpenzids
modszerrel elGszor lehetett a fotoelektromos jelet (6. dbra) kvantitativan is
értelmezni, illetve molekuldris szintli eseményekhez kapcsolni (ldsd még a 5.
ANYAGOK ES MODSZEREK fejezetet).

Mivel a BM-ok nettd negativ toltéssel is rendelkeznek, igy elektroforé-
zissel a pozitiv sikelektréddra letilepithetok. A mintdt kiszdritva az orientdlt
dllapot fixdlhatd [135]. Ezek az dn. szdraz mintdk értékes adatokat
szolgdltattak a fényabszorpciot kovetd igen gyors folyamatokkal [136,137],
valamint a viznek a protonpumpdban betoltott szerepével kapcsolatosan [138].

Mivel a szuszpenzids mddszer pdrhuzamos optikai mérések elvégzésére
is lehetGséget ad, sikeriilt széles pH tartomdnyban kimutatni a fotoelektromos €s
abszorpciokinetikai jelek szoros korreldcidjdt (6. dbra) [129].

A mérési eredmények kiértékeléséhez Keszthelyi Lajos és Ormos Pdl
dolgoztdk ki a fehérje elektromos vdlaszjelek (PERS) elméletét [129,131]. Ennek
alkalmazdsdval az elektromos jelekbsl kovetkeztetni lehet arra, hogy a mozgod
toltés milyen irdnyban, illetve milyen tdvolsdgra mozdul el a fotociklus egyes
dtmenetei sordn (2. tdbldzat). A PERS elmélete dltaldnos abban az értelemben,
hogy mindenféle mozgd toltésre - ionra, toltott oldalldncra, dipdlra - érvényes.
Mivel fotoelektromos méréseink kiértékelésére az elméletet felhaszndltuk, igy ezt
a 4. Anyagok és modszerek fejezetben réviden bemutatjuk.

A fotoelektromos jelekbdl szdmithatd elmozduldsokat a fotociklusra
vonatkozé akkori nézetek alapjdn a szerzék [131]-ben a kovetkezOképpen
értelmezték:

bR - K: Irdnya ellentétes a protonpumpa eredd irdnydval. Az ebben az dtmenet-
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6. abra:

A szuszpenziés modszerrel mért fotoelektromos és abszorpciokinetikai jelek.

ben bekovetkezd transz-cisz izomerizdcid sordn a Schiff-bdzison Ul proton is
elmozdul. Az elektromos jelbdl szdmitott tdvolsdg jé kozelitésben megegyezik
a Schiff-bdzison {il6 protonnak az izomerizdciobol geometriailag szdmithato
elmozduldsdval.

K - L: Ez a kicsiny, negativ elmozdulds feltehetéen a K dllapotban még torzult
retindl tovdbbi relaxdcidjdhoz kapcsolddik.

L - M: Ebben az dtmenetben a Schiff-bdzis elvesziti protonjdt. Ezzel egyidejlleg
az Asp-85 és 212 protondlddik (1. tdbldzat). A ~0.5 nm-es elmozdulds jo

egyezésben van az ellenionnak €s a Schiff-bdzisnak a bR hdromdimenzids
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2. tablazat:

A bR fotoelektromos jelébdl szamitott toltéselmozdulasok (d,) [131].

Atmenet: | bR - K K-L L-M M -0 O - bR

d (nm) -0.13 -0.02 +0.5 +3.1 +1.5

Megjegyzés: Ezek az értékek a toltésmozgdsoknak csak a membrdn
normadlisdnak irdnydba esd komponenseit adjik meg.

szerkezetébdl megdllapithatd tdvolsdgdval.

A két utolso elmozdulds lényegesen nagyobb, mint az el6zoek. Feltehetéen
ezekben a Iépésekben keriil a Schiff-bdzis a kiilsé térrel Osszekottetésbe. A
~3.1 nm-es elmozdulds feltehetden a proton leaddsdnak, az ~1.5 nm-es pedig a
proton felvételének felel meg.

A bR hdromdimenzids szerkezete alapjdn a Schiff-bdzis a membrdn kozepe
tdjan helyezkedik el, ami ellentmonddsban van a két utolsé elmozduldsra kapott
értékkel. Figyelembe kell azonban venni, hogy a PERS elméletében - jobb hijdn -, ;
a fehérje belsejében a dielektromos dllandét homogénnek (€=2) feltételezték. A
szerkezetbdl azonban tudjuk, hogy a Schiff-bdzist és az extracelluldris teret
Osszekotd csatorna széles €s szdmos vizmolekula taldlhaté benne, mig a
citoplazmdhoz vezetd csatorna keskeny €s foként hidroféb oldalldncokat tartalmaz
[21]. Ezek alapjan nagyon valoszind, hogy a csatorndk dielektromos dllanddi
jelentésen kiilonbodznek. Ennek figyelembe vétele a fenti elmozduldsokat jo

irdnyban korrigdlja.
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Sajnos az elektromos jelek kiértékelése csak valamilyen fotociklus modell
elfogaddsdval végezhetd el, annak megvdlasztdsatdl fiigg. Ez indokolja, hogy a
[131,132]-ben leirt elemzések a fotociklus modellekbdl sokdig kihagyott, de 1988-
ban djra “felfedezett” N formdt példdul nem tartalmazzdk. Uj, a kordbbi
vizsgdlatokndl részletesebb €s a jelenlegi ismeretek alapjdn megtervezett PERS
mérések folyamatban vannak. Ezek alapjdn remélhetdleg el lehet majd vélasztani

az M — N, illetve O - bR dtmenetekhez tartozé komponenseket is.
2.3 A PROTON-TRANSZLOKACIO MECHANIZMUSA:

A DR protonpumpa muikodésének molekuldris mechanizmusa még tdvolrol
sem tekinthetd tisztdzottnak. Ebben a fejezetben az eddigi ismeretek Osszegzése-
képpen alkotott, viszonylag széles korben tdmogatott modellt fogjuk vdzolni,
foként [6] alapjdn.

A: energiadtalakitds lényege, hogy a fotociklus sordn a gerjesztd fény
energidjanak egy része (~60%-a) protonok vektoridlis, aktiv transzportjit hozza
1étre, amely proton elektrokémiai potencidlt eredményez.

A fotociklus legels6 1€péseként a gerjesztd foton energidja a fényindukdlt
transz-cisz izomerizdcio (bR — K dtmenet) sordn zomében elektrosztatikus energi-
ava alakul, mivel az izomerizdcid révén a protondlt Schiff-bdzis eltdvolodik
negativ toltésu ellenionjdtdl, és feltehetden dj, kisebb dielektromos dllanddju
kornyezetbe keriil. A fotoelektromos jelek azt is mutatjdk, hogy ez a toltéselmoz-
dulds a protonpumpa eredd irdnydval ellentétes.

Az L - M dtmenetben a Schiff-bdzis protonja az Asp-85-re keriil 4t. Az
Asp-85 protondldddsa a kozeli Arg-82 deprotondléddsdt indukdlja, és ez a proton
Iép ki aztdn a kiils6 térbe. A Schiff-bdzis az elvesztett protont az Asp-96-16l
potolja az M - N dtmenetben. Ezt a folyamatot az is eldsegiti, hogy a Schiff-
bdzis €s kornyezete a proton leaddsa miatt negativvd vdlt. Az Asp-96 feltehetden
az N - O dtmenetben reprotondlddik. Ugyanekkor a kordbban bekovetkezett
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fehérjeszerkezet-vdltozds is relaxdl, ami maga utdn vonja a kromofor reizomerizd-
cigjat is. Az O forma 640 nm-es abszorpcidés maximumdt az magyardzza, hogy
az Asp-85 még protondlt. Ez - a kiinduldsi helyzethez képest - a pozitiv tolté€sek
tobbletét jelenti, mivel a Schiff-bdzis mdr visszavette protonjit. Az elektroszta-
tikus taszitds kényszeritheti az Asp-85-0t arra, hogy protonjit az O - bR
atmenetben az Arg-82-nek dtadja és ilymdodon zdruljon a fotociklus. Ez a
mechanizmus - implicite - két M formdt feltételez. Ugyanis az M forma
megjelenik, amint a Schiff-bdzis protonja az Asp-85-nek leadddik, €s ezt kovetden
valamilyen - valdszinileg fehérjeszerkezet - vdltozdsnak biztositania kell, hogy
a Schiff-bdzis az ellenkez$ oldalon 1évé csatorndval keriilhessen kapcsolatba €s
igy az Asp-96-rol protont vehessen fel. Meg kell még emliteni, hogy a fenti
mechanizmus alapjin - az =~ M formdhoz hasonléan - szintén két N formdt
feltételeziink, hiszen az N - O dtmenetben is két folyamat -az Asp-96

reprotondloddsa, illetve a kromofdr reizomerizdcidja - zajlik le.

3. A HALORODOPSZIN: Osszehasonlitds a bakteriorodopszinnal

A halorodopszin (hR) egy - szintén a Halobacterium halobium-ban
taldlhaté - ~27000 D molekulatomeg( retindlfehérje, amely fény hatdsdra CI°
ionokat pumpdl a sejtmembrdnon keresztiil az extracelluldris térbdl a sejt
belsejébe. A hR a CI” ionok mellett képes mds halid ionok, Br™ €s 1" transzportjdra
is [14,139,140]. A hR a sejtmembrdnban nem tomoriil a BM-hoz hasonld
kristdlyos szerkezetbe, ami izoldldsdt, térszerkezetének meghatdrozdsdt, illetve
fotoelektromos tulajdonsdgainak vizsgdlatdt nagymértékben neheziti.

A hR aminosav szekvencidja a 7. dbrdn ldthaté [141]. Spektroszkopiai
mérések, illetve a szekvencia analizise arra mutatnak, hogy a hR is hét e-hélixbol
all, amelyek a membrdnt dtszelik. A hélixek itt is egy hidrofil csatorndt fognak
koriil, amelyet a retindl zdr le. A molekula transzmembrdn része a bR-nal 36%-os

homoldgidt mutat, és az azonos aminosavak tobbsége a csatorna kozelébe esik.
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7. abra:

A hR aminésav szekvencidja és masodlagos szerkezetének modellje.

A ellipszisek a pozitivan, a rombuszok a negativan toltott csoportokat jelzik.

A szekvencidban csak egyetlen lizin taldlhaté (Lys-242), amelyhez a retindl egy

protondlt Schiff-bdzison (C=N) keresztiil kovalensen kotédik. A mukodés
szempontjdbdl lényegesek lehetnek a toltott oldalldncokkal rendelkezd, a fehérje
transzmembrdn részében taldlhatd aminosavak: az Asp-141, 238, Tyr-210,
Arg-108 €s 200. Mivel az Asp-238 és a Tyr-210 (esetleg az Asp-141 is) a Schiff-
bdzis kozelében helyezkednek el, ezért valdszinlleg ezek a Schiff-bdzis ellen-
ionjai. A megdrzGdott aminosavak kozott vannak azon triptofanok megfeleldi is,

amelyek a bR-ban a retindlt rogzitik (Trp-106, 112, 207, 214). A hR molekuldnak
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két  kilonbozd ionspecificitdsi  anion  kotéhelye van  [142,143].  Ezekrol
kimutattdk, hogy az anionokhoz valé affinitdsuk a fotociklus sordn vdltozik. Igen
valdszint, hogy az anion-kotGhelyeket az Arg-108 és 200 alkotjdk, mivel
mindkettd a retindl kozelében helyezkedik el, és igy az ionkot6dés dltal okozott
toltésvdltozdst a Schiff-bdzis érzékelheti [143]. A mdsik kilenc arginin a fehérje
feliiletén taldlhatd, kémiai mddositdsuk a fotociklust €s a transzport-tulajdonsd-

gokat jelentésen nem befolydsolja.

HRYg* H°

-

% HRs7

AR [(HR*]
/ms
HRs.0 -
cr
HRs0
et
HRs2

8. abra:
A halorodopszin fotociklusa.

A halorodopszin ldthato szinképtartomdnybeli abszorpcids spektruma a
bakteriorodopszinéhoz hasonld [139]. A spektrum maximuma nagy Cl™ (vagy Br’,
illetve I') koncentrdcié (~1 M) esetén 578, kis ClI” koncentrdcidkndl pedig 565 nm-
nél taldlhatdé. A hR muikodése a fenti anionok jelenlétében azonos, ezek kicseré-
lésével csak az egyes reakciok sebességdllandéi  mddosulnak  [144].
Megyvildgitds hatdsdra a hR - a bR-hez hasonléan - fotocikluson megy at,
amelynek egyszeri korilforduldsi ideje ~15 ms [145,146]. A fotociklus
sémdja a 8. dbrdn ldthato [145].

A hR,, forma a hRq,,-szal CI" koncentrdcié fiiggé egyensilyban van, az

egyenstlyi dllandé ~100mM. Hasonl6 folyamat jdtszddik le a hRy s = hR,,¢ dtme-
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netben is (egyensilyi dllandé ~10mM). A bR-nal ellentétben a hR fotociklusdban
nincsen M-szerd forma (a Schiff-bdzis nem deprotondlédik). Folyamatos megyvild-
gitds hatdsdra azonban - egy igen lassu oldalreakcié eredményeképpen - megje-
lenik egy hR,,, forma, amelynek kialakuldsi sebessége pH fiiggd (csokkend pH-val
csokken).

A hR transzportaktivitdsdt bimolekuldris lipidmembrdn és vezikula
rendszereken staciondrus dram mérésével vizsgdltdk [147]. Ezek sordn
megdllapitottdk, hogy CI” ionok hidnydban toltéstranszport nem torténik. A hR
fotoelektromos aktivitdsdt a bR-ra mdr kidolgozott mddszerek felhaszndldsdval
intézetlinkben is vizsgdltuk [148,149]. Orientdltan gélbe dgyazott mintdn
végzett méréseink a halorodopszin esetén is az optikai €s elektromos jelek szoros
korreldcigjat mutattdk, ami jelzi, hogy a halorodopszin mikodésében - a bR-hoz
hasonldan - a retindlnak meghatdrozo szerepe van. Az elektromos jelet exponenci-
dlis flggvények Osszegével illesztve négy komponens volt elkiilonithet, ame-
lyeknek idédllandoi: < 0.5us; 2ps; 0.5ms; 4ms. A PERS elmélet alapjin az illesz-
tést kovetden az egyes komponensekhez rendelhetd A, -t, (amplitid6-idédllando)
mennyis€g ardnyos a mozgo toltés €s az elmozdulds nagysdgdval. Az elsé hdrom
komponensre ez a mennyis€g Cl° koncentrdciétdl fiiggetlennek bizonyult, mig a
leglassabb esetén csokkend Cl° koncentrdcioval csokkent, Cl” ionok hidnydban
pedig nulldnak adddott. Az elsd, fel nem oldott komponens feltehetdleg a retindl
fényindukdlt izomerizdcidjat kisérd toltésszepardciét, mig a mdsodik két,
ellentétes eldjeld komponens az igy kialakult dipdl relaxdcidjit tiikrozi. Ezzel
szemben - ClI” koncentrdcié fliggését figyelembe véve - az utolso, leglassabb
komponens valdszintleg a CI” transzporthoz kapcsolddik.

A hR mikodésének molekuldris mechanizmusdra vonatkozéan a DR-ndl
joval kevesebb informdcio dll rendelkezésre. Egy igen egyszerli modell felvdzold-
sdra a fent emlitett fotoelektromos, illetve a dolgozat tdrgydt képezd egyéb
méréseink alapjan a 7. AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE cimii fejezetben

tesziink kisérletet.
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4. CELKITUZES:

A DR és hR szekvencidkat Osszehasonlitva megmagyardzhatd, hogy a hR
miért nem képes protonok aktiv transzportjdra. Hidnyoznak ugyanis beldle a bR-
beli Asp-85-nek, illetve Asp-96-nak megfeleld egységek, amelyekrdl ismert, hogy
a bR protonpumpa szempontjabdl kulesfontossdguak [14].

Nehezebb azonban arra érveket taldlni, vajon miért nem képes a bR anion-
transzportra. Ugyanis az a két arginin egysé€g, amely a hR-ban anion-kot6helyként
funkciondl, a bR-ben is megtaldlhatd.

Magyardzatként a kovetkez6 lehetdségek képzelhetdk el:

a, A bR-ben az argininek toltése negativ csoportok kozelsége miatt ledrny€kold-
dik. -

b, Valamilyen kornyezeti tényezd hatdsdra az oldalldncok pK-ja lecsokken, azaz
fizioldgids koriilmények kozott nem protondltak.

¢, Lehetséges tovdbbd az is, hogy a bR térszerkezete miatt ezek a kotéhelyek
egyszerlen nem hozzdférhetdek az anionok szdmdra.

Az elsé két lehetéség kapesdn meriilt fel az a gondolat, hogy meg kellene
vizsgdlni a bR transzportaktivitdsdt olyan alacsony pH-n, ahol mind a karboxil,
mind az arginin oldalldncok csaknem biztosan protondltak.

Dér Andrds és munkatdrsai végezték az elsd kisérleteket €s megdllapitot-
tdk, hogy pH=0.55-0n fényindukdlt toltéstranszport jon létre, ha a pH-t sésavval
allitjak be [151]. Ezzel szemben sésav helyett kénsavat haszndlva pumpaaktivi-
tdst nem tapasztaltak. Az eredmények értelmezése sordn vetették fel azt a leheto-
séget, hogy a bR igen alacsony pH-n esetleg anionokat pumpdl. A dolgozatban
bemutatdsra kerlilé kisérletekben ezt a kérdéskort akartuk alaposabban koriiljdrni
¢és tovdbbi érveket taldlni az aniontranszport mellett. A mérési eredmények €rtel-
mezése kapcsdn megadunk egy vdzlatos modellt arra vonatkozdan, hogy milyen
mechanizmus teheti képessé a bR-t arra, hogy kornyezetének pH-jitdl fliggéen

vagy protonokat, vagy anionokat pumpdljon.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK:

5.1. MINTAKESZITES:

A mérésekben haszndlt BM fragmentumok a Halobacterium halobium JW-3
(ET 1001)-es torzsébol, a szokdsos eljdrdssal  késziiltek [150]. A BM-okat
valamennyi méréshez - [132] szerint - poliakrolamid gélbe dgyaztuk, ugy hogy
a membrdnokat a polimerizdcié alatt a szuszpenzidra kapcsolt 15 V/cm-es
elektromos térrel orientdltuk. A gél megszildrduldsa utdn (~1 perc) a gélt kb. 12
ordig ionmentes vizben dztattuk, illetve a kiilonbozé méréseket megel6zéen
legaldbb ugyanennyi ideig inkubdltuk a megfeleld oldatban.

. A gélmddszer elénye, hogy az orientdcio az arra legmegfelel6bb
koriilmények kozott - kis ionerdsség, semleges pH - végezhetd. A kornyezeti
paraméterek ezutdn széles pH- €s ionerdsség-tartomdnyban varidlhatok anélkiil,
hogy a minta aggregdlddna, illetve az orientdcid foka megvdltozna. A gél
optikailag igen tiszta, abszorpcidja a ldthatd tartomdnyban elhanyagolhatd. Mivel
ugyanaz a minta nagyon sok mérésre felhaszndlhatd, kvantitativ ésiehasonlfté
vizsgdlatokban ez a modszer egyediildllénak bizonyult. A szuszpenzids modszerrel
valé Osszevetés alapjdn alapjdn dllithaté az, hogy a gél a bR miikodését nem

befolydsolja [132].
5.2 A MEROESZKOZOK LEIRASA:

Az abszorpcios spektrumok mérése:

Az abszorpcids spektrumokat Perkin-Elmer Lambda-4 tipusu, kétsugaras
spektrométerrel mértitk. A titrdldsos mérések sordn a pH-t OP-0808 kombindlt
elektroddval mértiik, amelyet - a mérési tartomdnytdl fiiggéen - pH=0, 2, 4 &s
7 standardokkal kalibrdltunk. A p”H értékeket a pH elektréddval mért értékbol

0.41-et kivonva hatdroztuk meg. <
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Tranziens abszorpcios és fotoelektromos jelek mérése:

Az orientdlt membrdndarabkdkat tartalmazé gélb6l 1052 mm-es
darabkdkat vdgtunk, amelyeket egy 1.5 cm széles, 2 mm vastag Kkiivettdba
helyeztiink. A kiivettdt 5 mm magassdgig toltottik fel a megfeleld inkubdld
oldattal. Az elektromos jeleket az oldatba bemeriild, platinakorommal bevont platina
elektréddkkal vezettiikk el. Elektromdgneses drnyékolds céljdbdl a kiivettdt egy
réztémbbeﬁ helyeztiik el, amelynek szemkozti oldalain egy-egy 3 mm dtmérdji
koralakd nyildst vdgtunk megvildgitds céljdbol. A fotoelektromos €s abszorpcio-

kinetikai mérésekhez haszndlt méréberendezés sémdja a 9. dbrdn 1dthatd.

Q> Mo
HSz TR
O‘/iﬂli:;[éw g s

FL

9. abra:

Az abszorpciokinetikai és fotoelektromos méréseknél hasznalt méréberende-
zés vazlata.

Roviditések és a miszerck specifikdcioja:
L: 250 W halogén lampa; HSz: hésziiré (viz); Mo: monokromator; FES: fotoclektron-sokszorozo,
E: erdsité (hazilag készitett); TR: Thurlby DSA-524 tranziens rekorder (8 bit feloldas, analog
sdvszélesség 35 MHz); FL: hazilag épitett, excimer lézerrel pumpalt festéklézer (encrgia

~ 5 mJ/impulzus, impulzushossz 15 ns, A, = 590 nm). Az egyes jeleket a tranziens rekorderbdl

m.

szamitogépbe atolvastuk, és ott atlagoltuk.

Staciondrius fotodramok mérése:

A folyamatos megvildgitds hatdsdra létrejovo fotodram jelek mérésénél

a 9. dbrdn ldthaté elrendezésben szereplé monokromdtor helyett egy szélessdvi
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tivegszlrGt alkalmaztunk (abszorpcidos maximum=550 nm, dteresztési tar-
tomdny ~150 nm). A halogénldmpa fényét mechanikus dton kapuztuk.
Az eredményeket minden esetben szdmitogépbe olvastuk, sziikség esetén

atlagoltuk €s sajdt fejlesztési programokkal értékeltiik ki.

5.3 A TRANZIENS FOTOELEKTROMOS JELEK KIERTEKELESE:

A fehérje-elektromos vdlaszjelek (PERS) elméletét Keszthelyi Lajos €s
Ormos Pdl dolgoztdk ki [129]. Bdr ez eredetileg a szuszpenziés modszerhez
késziilt, az elektromos helyettesité korok egyezése miatt (10. dbra) vdltoztatds
nélkiil alkalmazhaté gélbe dgyazott mintdk esetén is.

~ Gondolatmenetiik a kovetkez6 volt. Szemeljiink ki a szuszpenziéban egy
BM-t és tegyiik fel, hogy ennek mindkét oldaldt sikelektroddk hatdroljdk,
valamint tekintsiik a membrdnt homogén szigetelének. Tegylik fel tovdbbd, hogy
a bR nagyon rovid idGtartamui gerjesztését kovetden intramolekuldris toltésmoz-
gds jatszodik le. Az elektrodinamika Ramo-Shockley tételének értelmében a kiilsd

korben:

s

Lk
eltoloddsi dramlokés keletkezik. Ahol D’ az elektréddk tdvolsdgdt, v(t) a mozgd
toltés sebességét, € pedig a BM-ok dielektromos dllandgjit jelenti. A toltés
mozgdsdt az egyes dtmenetekben nagyon gyorsnak képzeljiilk, azaz mintegy

atugrik egyik helyr6l a mdsikra. Az (1) egyenletet id§ szerint integrdlva

megkaphatjuk az elektroddkon indukdlodé toltést:

Oina =fi(t)dt=€—%fv(t) de=24 (2)
0

ahol d a toltésugrds tdvolsdga. Mivel egyszerre nagyszdmi bR molekuldt
gerjesztiink, igy az egész mintdra vald kiterjesztéshez figyelembe kell venni a

toltésugrdsok iddbeli eloszldsdt is. Ez a folyamat - elsérend(i reakciokat €s
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fliggetlen

toltésugrdsokat

feltételezve -

leirhato

a

rddidaktiv

bomlédsok

elméletében haszndlatos Buteman-fliggvényekkel, amelynek alakja az i-edik

atmenetre:

€s k, az i-edik dtmenet sebességi dllanddja.

(3)

Feltéve, hogy k, << I/R'C €s k; << I/RyCpy» @ kilsO korben mérhetd

aramlokés a kovetkezd formdba irhato:

I:(E)

]

_No,d;

eD’

Fk,f,(k,, k

2!

(4)

Itt N a fotociklusban résztvevd molekuldk szdma, F, pedig egy korrekcids faktor,

amely az orientdcid fokdt, valamint az R

pm

/Ry, =< D’/D ardnyt veszi figyelembe.

Mivel F, értéke nem adhaté meg egzakt mddon, igy a (4) egyenlet alapjin

kiszdmithato relativ értékeket a membrdn vastagsdgdra normdlni kell.

10. abra:

A minta helyettesité kore egy membrianfragmentumra (BM) vonatkoztatva.

Az Rg, Rg, ¢ Ry, a két elektroda kozott - az abra szerint - az elektrolithoz
rendelt ellendllasok, Cg, a bibormebran kapacitasa, R illetve C pedig a

mérokor

cllenallasa,

illetve

kapacitasa.

A

Re=R+R,+Rys R’=R°R¢/(R+Rp); D’ pedig a bibormembran vastagsaga.

levezetésben  szerepelnek  még:
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Az [(r) dramlokések Osszegébdl (amely lényegében a mért gorbe alatti
terlilettel egyezik meg) megdllapithatd, hogy volt-e toltéstranszport. Ugyanis, ha
az elektromos jelek a fehérje toltott részeinek mozgdsdbol szdrmazndnak a teljes
teriiletnek zérusnak kellene adddnia, mivel a fotociklus végén a fehérje a
kiinduldsi dllapotba tér vissza. Megforditva, a nulldtél kiilonbozé teriilet

toltéstranszportra utal.
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6. EREDMENYEK:

AbDGI a célbdl, hogy az alacsony pH-n feltételezett anion transzporttal
kapcsolatosan tovdbbi informdciokat szerezziink, elsGsorban azt vizsgdltuk, hogy
a transzportdlt ion tomegét vdltoztatva (nevezetesen a protonokat deutériumra, a
CI” ionokat Br™ ionokra cserélve) a transzportfolyamat milyen l€pései modosulnak

a kiilonbozd kortilmények kozott (alacsony, illetve semleges pH).

6.1 AZ ABSZORPCIOS SPEKTRUM PH, ILLETVE IONFUGGESENEK
VIZSGALATA:

0.4

L

abszorpcio

300 400 500 600 700 800

hullamhosz  (nm)
11. abra:

A bR abszorpcids spektruma kiilonb6zé kozegekben.

a, 4 M KBr vizben ; b, 4 M KBr *H,0-ben ; ¢, 4 M KCl vizben ; b, 4 M KCl
szO—ben oldva ; pH=0.0.
Az spektrumok alapvonala a jobb dttekinthetéség miatt el van csisztatva.
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Kozel semleges pH-n a bR abszorpcids spektruma sem HZO-ZHZO, sem Br'-
CI” csere esetén nem vdltozik jelentGsen. A 11. dbrdn a bR abszorpcids spektruma
ldthaté pH=0.0-n 4 M KCl, illetve 4 M NaCl jelenlétében, ahol a savas bibor
formdba vald dtmenet gyakorlatilag végbement (ldsd 12. dbrdt is). Az abszorpcios
maximum CI” jelenétében 564 nm-nél, Br~ jelenlétében pedig 568 nm-nél
taldlhatd, a proton - deutérium csere a maximum helyét gyakorlatilag nem
véltoztatta.

Az abszorpcios spektrum pH fliggését is megvizsgdltuk - szintén 4 M KCI,
illetve 4 M NaCl esetén -, hogy ldssuk a fenti mérésekben mennyiben sikeriilt
kizdrélag savas-bibor formdt elédllitani. A 12. dbra szintvonalas dbrdzoldsban
(az egyes spektrumok azonos abszorpcidju helyei vannak Osszekotve) mutatja a
pH=0 és 7 kozott 0.5 pH egységenként felvett abszorpcids spektrumokat. Mint
mdr az irodalmi dttekintésben emlitettiik, ebben a pH tartomdnyban hdrom bR
forma jelenik meg: a bRy, (normdl), bR s (savas-kék) €s a bR, (savas-bibor).
Az dbrdn ldthatd, hogy ilyen nagy soékoncentrdcié esetén (4 M) tiszta savas-kék
dllapot semmilyen pH-n nem dllithaté eld, mivel megjelenése az abszorpcids
maximum 605 nm-re toldddsa helyett csak egy vdllat eredményez a 1 < pH < 5
tartomdnyban. Ezt pH=2.5-3 koriil a szintvonalak voros felé toldddsa, illetve a
~565 nm hulldmhosszndl megjelend volgy jelzi a dbrdn. A szintvonalak
parhuzamossdga a spektrum vdltozatlansdgdt mutatja. Jol ldthatd, hogy mig KCl-
ban pH=1 alatt a savas-kék forma dltal okozott kiszélesedés mdr gyakorlatilag
megszinik, addig KBr-ban ez még pH=0 koriil sem mondhaté el. Val6szintinek
tlnik, hogy a 11. dbrdn a KCl-ban, illetve KBr-ban mért savas-bibor spektrumok
maximuma kozotti kismértékd eltérés (564, illetve 568 nm) ezzel magyardzhato.
Osszegezve: a két anion jelenlétében mért abszorpcids spektrumok €s a pH
titrdldsi gorbék hasonldsdga arra mutat, hogy a két ion kotddése azonos
mechanizmus szerint torténik, de Br™ ionok jelenlétében a savas-kék - savas-bibor

atmenet pK-ja alacsonyabb.
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12. abra:

A bR abszorpciés spektrumanak valtozasa a pH fiiggvényében
(szintvonalas abrazolas).

(feltil: 4 M KCl-ban; alul: 4 M KBr-ban. A pH-t tomény kénsavval dllitottuk.)
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6.2 AZ ELEKTROMOS JELEK PH, ILLETVE IONFUGGESE:

Mérések semleges pH-n:

Az 13. dbrdn ldthatok a semleges pH-n mért tranziens fotodram-jelek H,O-

ban, illetve 2I—IZO—ban oldott CI" vagy Br™ ionok jelenlétében.

0.4

ido (ms)

13. abra:
Semleges pH-n kiilonb6z6 oldatokban mért tranziens elektromos jeiek.
Az inkubdld oldatok: a, 300 mM NaCl H,0O-ban; b, 300 mM NaBr \Z-HzO-ban; &,
300 mM NaCl 2HZO—ban oldva (pH=6.9). Az dbrdzolt gorbék idofeloldasa
40 ps/csatorna.
A fotoelektromos jelek exponencidlis fliggvények Osszegével valo
illesztésébdl a 3. tdbldzatban ldthaté id6dllanddk szdrmaztathatok.
Ezeket 0Osszehasonlitva jol ldthatd, hogy ezen a pH-n az anioncsere
lényeges hatdst nem eredményezett. Ezzel szemben a kordbbi abszorpcidkinetikai,

illetve elektromos mérésekkel egyezésben a H,O 2HZO—ra valé kicserélése az
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3. tablazat:

A 11. dbran lithaté fotodramok kinetikai analizisének eredménye.

Id64lland6: NaCl (H,0) NaCl (*H,0) NaBr (H,O)
T, (5.71 + 4.7) 107 2.0 + 1.0) -10™ (6.1 £ 5.1) 107
(38.2) (29.4) (56.9)
T, 2.8 + 1.8) -10™ 9.9 + 3.0) 10 (32 + 1.4) -10™
(44.5) (111) (34.3)
T, (5.4 +02) 107 (7.9 + 0.6):10° (5.4 +02) 107 |
(273) (620) (299) |

A tablazatban szereplod
fliggvényck 0Osszegével
ilymoédon a lassabb,
toltéselmorzdulas tarsul,

L At

adatokat a tranziens fotodram jelek integraljanak Iéxponenciélis
valo illesztésével kaptuk. Az integraldst az indokolja, hogy
kisecbb amplitddéji  komponensck, amelyckhez azonban nagy
az illesztés szempontjabdl kedvezébben stlyozédnak. Az idéallan-

dok masodpercben, a zardjelben szereplé amplitidok pedig onkényes egységben adottak.
A leggyorsabb negativ komponensre vonatkozd adat nem szerepel, mivel ennek idéallandojat
a mérdrendszer hatarozta meg.

iontranszportot tiikrozd mikroszekundumos, illetve milliszekundumos folyamatokban

jelentds lassuldst vdltott ki. Ezek az eredmények Osszhangban vannak azzal a

- természetesen jol ismert - ténnyel, hogy a bR semleges pH-n protonpumpaként

mukodik €s az dtlagos dtviteli sebességet az iontomeg befolydsolja.

Mérések alacsony pH-n:

\

Dér €és munkatdrsai kimutattdk [151], hogy a bR lézerimpulzussal valo

gerjesztésre adott elektromos vdélaszjele pH=0.55-06n kiilonbozd, ha a pH-t

sosavval, illetve kénsavval dllitjuk be. A mért tranziens fotodram jelek alatti

terliletosszeg a SO%{—OS mintdban nulldnak adddott, amelybdl az valdszin(sitheto,

hogy iontranszport gyakorlatilag nincs. Mivel kénsavban ezen a pH-n csak bR
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taldlhato, megdllapithatjuk tehdt, hogy a savas-kék forma nem pumpdl ionokat.
Ezzel szemben CI° ionok jelenlétében ugyanez a mennyis€ég nulldtol
kiilonbozének adodott, ami azt mutatja, hogy valamilyen ion - nagy

valdszintséggel Cl™ - transzportdlodik.

feny be feny ki
| l
30 r
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£
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@ L
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14. abra:

Folyamatos fénnyel létrehozott fotoaram, pH=0.5 HCl-val beallitva.

Ezt a kovetkeztetést kvdzi-folytonos dram mérésével is megerdsitették, ahol a
mintdt 106, egymdst 50 Hz-es frekvencidval kovetd egyes impulzusbol dllo
sorozattal gerjesztették. Fotodramot ekkor is csak a Cl™-os minta esetén észleltek.

Ezen eredmények kiterjesztése, illetve megerdsitéseképpen végeztiink
tovdbbi kisérleteket. A 14. dbra mutatja a folytonos fénnyel 4 s-ig megvildgitott

mintdn regisztrdlt dramot, ahol a pH-t HCl-val 0.5-re dllitottuk be.
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15. ébra:

A folytonos fotoiaram amplitidéjanak (@), illetve a savas bibor forma
koncentracidjanak (O) pH-fiiggése.

A pH-t sosavval allitottuk, majd a CI" koncentraci6 alland6 értéken tartasahoz (310 mM)
megfelelé mennyiségli NaCl-ot is adtunk az oldathoz. A savas-bibor tartalom
meghatarozasahoz a kovetkezd modszert alkalmaztuk: két relerencia spektrumot mértiink,
nevezetesen 1 M HCl-ban (savas-bibor forma), illetve 1 M H,SO,-ban (savas-kék forma). Az
igy kapott referenciaspektrumokat kiilonbézG sulyokkal Gsszeadva kevertiik ki eztan az
abszorpcios spektrumokat. Az illesztés josagat vizualisan ellendriztiik.

JOl ldthatd, hogy az dram mindvégig stabil marad, ami bizonyitja, hogy ezen
koriilmények kozott toltéstranszport van. Az dram eldjele megegyezik a semleges
pH-n mérhetd dram eldjelével. [151]-ben mdr felmeriilt, hogy alacsony pH-n ez
az iontranszport a bR savas-bibor formdjdhoz kapcsolhatd. Eltéré abszorpcios
spektruma révén ez a forma elkiilonitheté a savas-kék formdtdl. A 15. dbra a
folytonos dram amplitiddja €s a savas-bibor forma pH-val vdltozé koncentrdcidja

kOzotti korreldciét mutatja.
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16. abra:

Folyamatos fénnyel létrehozott fotoaram (pH=0.5 HBr-dal beallitva).

A savas bibor formdt HBr-dal létrehozva szintén mérhetd folytonos
megyvildgitds hatdsdra Iétrejové elektromos dram (16. dbra). Ennek irdnya
megegyezik a HCl-as mintdn mért elektromos dram irdnydval, de amplitiddja
kisebb, annak mintegy harmada. Ez részben azzal magyardzhatd, hogy a HBr-os
mintdn mérhetd tranziens jelek idédllandéja nagyobb (4. tdbldzat), azaz lassabb
a fotociklus, mdsrészt az erds fény hatdsdra elkeriilhetetleniil 1étrejovo fakulds
ezen a mintdn szemmel ldthatéan nagyobb mértéki volt.

Hogy megadllapithassuk, hogy alacsony pH-n milyen jellegil izotép effektus
Jjelenik meg, tranziens fotoelektromos jeleket mértiink olyan mintdkon, ahol a pH-t

HCl-val, HBr-dal, illetve 2HCl-dal dllitottuk be (17. dbra).
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17. abra: 0 = Tr e eantra aelborinde ¢

Az alacsony pH-n mért tranziens fotoelektromos jelek.

a, pH=0.5 HCl-val; b, pH=0.5 HBr-dal; ¢, p’H=0.5 HCl-dal bedllitva. Az
idéfeloldds 40 ps/csatorna.

-

2w Lot _ 4
Az eredmények szdmitogépes elerhzése azt mutatta, hogy HBr-ban a kinetika
sebesség-meghatdrozo 1€pései 1ényegesen lassabbak, mint a mdsik két esetben. A
kiértékelés eredményét a 4. tdbldzat Osszegzi.

A tobbi mérést is figyelembe véve megdllapithatd, hogy mig a HCl-os,
illetve HCl-as mintdk esetén kapott id6dllandok gyakorlatilag megegyeznek, azaz
izotop effektus nem észlelhetd, addig a két lassabb komponens idéédllandoja HBr-
ban nagyobb.

Mivel dltaldnosan elfogadott az, hogy a protonpumpa-aktivitds az M forma
megjelenéséhez - amely a Schiff-bdzis deprotondldddsdnak eredménye - szorosan

kapcsolddik, abszorpcidkinetikai méréseket is végeztiink, mind semleges pH-n
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4. tablazat:

A 15. abran lathaté tranziens fotoaramok kinetikai analizisének

eredménye.
IdGallandok HBr HCI HCI
T (53 +2.3) :10° (5.3 + 1.8) -10°° (8.3 +2.7) 107
(1.9) (8.2) (20.1)
Ty (3.7 + 0.9) 10 92 +3.3)-10* | (89 +59) 10™
(14.3) (6.0) (8.7)
T (1.7 + 0.2) -10 (1.1 +0.1) 1102 | (1.1 + 0.1) -10?
(3.1) (15.1) (20.4)

Az itl szerepld adatok a 3. tablazathoz hasonléan ¢értelmezenddk.

fis §
(pH=7, 310 mM NaCl), mindﬁ alacsb;ﬁy pH-n (pH=0.5, HCl-val bedllitva) olyan
hullimhosszakon, ahol az M forma (A=410 nm), illetve a bR alapdllapot
(A=570 nm) megjelenése, illetve koncentrdcidjdnak idébeli vdltozdsa jol
detektdlhaté (18. dbra). Ezen ldthatd, hogy a bR alapdllapot eltinését, illetve
visszatérését tiikrozo 570 nm-es jel amplitiddja a kiilonbozdé koriilmények
esetén is Osszemérhetd, azaz nincsen nagyon jelentés kiilonbség semleges, illetve
alacsony pH-n a fotociklusban résztvevé bR molekuldk szdma kozott. Ezzel
szemben alacsony pH-n az M forma gyakorlatilag nem jelenik meg. Ezeket az

adatokat [60] is megerdsiti.
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18. abra:

Abszorpcidkinetikai mérések 570, illetve 410 nm-en.

1, 570 nm, pH=7, 310 mM NaCl; 2, 570 nm, pH=0.5 HCl-val dllitva;
3, 410 nm, pH=0.5 HCl-val dllitva; 4, 410 nm, pH=7, 310 mM NaCl.
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7. AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE: -0l | o

Az dltalunk mért elektromos jelek egyértelmien azt mutatjdk, hogy igen
alacsony pH-n CI, illetve Br™ ionok jelenlétében fényindukdlt toltéstranszport
észlelhetd. A kérdés az, hogy ezt a toltést milyen ionok szdllitjak. Dér Andrds
és munkatdrsai vetették fel azt a lehetdséget, hogy ilyen koriilmények kozott
- pH=0.5, HCl-val Dbedllitva - az eddig csak protonpumpaként ismert DR
valoszintleg CI” ionokat transzportdl [151]. Vizsgdljuk meg ezt a lehet0séget az
elvégzett kisérletek alapjan.

A neutrdlis pH-ra dltaldnosan elfogadott fotociklus sordn az alapéllapotban
transz geometridju kromofor a fény hatdsdra 13-cisz konfigurdcidba izomerizald-
dik, majd ez az dllapot termikus gerjesztési reakciok sorozatdn keresztiil relaxal.
Ezalatt a Schiff-bdzis protonja levdlik €s kilokédik a membrdn extracelluldris
oldaldn (feltehetéen az L - M dtmenetben). Ezt kdvetden - valdszintileg az N -~ O
dtmenetben - az ellentétes oldalrél egy mdsik proton kotédik be. A Schiff-bdzis
deprotondléddsa az abszorpcids spektrum ~150 nm-es kékeltoloddsdt eredménye-
zi (M forma). Mivel a bR’;fj fotociklusdban M forma megjelenése nem észlelhetd
(18. dbra), igy ez bizonyitékként szolgdlhatna a proton transzport ellenében. Az
M forma hidnya azonban oOnmagdban nem lehet kizdré ok, mivel jogosan
feltételezhetd az, hogy alacsony pH-n a protonleadds lelassul, a felvétel pedig
felgyorsul. Ilyen esetben az M forma gyakorlatilag nem detektdlhatd, mivel
kialakuldsa lassabb, mint a bomldsa. Mdsrészt azonban még ha le is jdtszédna a
fotociklus sordn protonfelvétel és -leadds, akkor sem lehetne kizdrni azt a
lehetdséget, hogy - ettdl fiiggetleniil - nem protonok, hanem CI" ionok
transzportdlodnak.

Tegyiik fel, hogy az alacsony pH-n transzportdlt ion proton. Ekkor a
kinetika semleges pH-hoz hasonld, jelentés mértékd (koriilbeliil kétszeres)
lassuldsdt vdrndnk a H,O-et ’H,0-ra cserélve. Ezt azonban nem észleltiik

(17. dbra). Onmagdban azonban még egy ilyen jellegli izotép-effektus hidnya sem
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HCI

tekintheté perdontének, mivel nem zdrhaté ki, hogy a bRy, eset€ében nem a /- «-
protonfelvétel, illetve leadds sebessége, hanem mds, az iontranszporthoz sziikséges <"
folyamatok, mint pl. a fehérje vagy a kromofdr konformdcidvdltozdsdnak
sebessége hatdrozzdk meg a pumpa eredé sebességét. Ha figyelembe vessziik

azonban azt a mdsik eredményt is, ami szerint a Cl” ionok Br'-ra cserélése savas -

pH-n a ms-os kinetika lassuldsdt, azaz a transzportsebesség csokkenését
eredményezi, akkor mindezen érvek egyiittesen mdr erdsen arra mutatnak, hogy
alacsony pH-n a bR valéban képes anionok transzportjdra is. Ha ezt elfogadjuk,
akkor - mivel a DRy, illetve DRYg, esetén mért elektromos jelek eldjele
megegyezik - azt is megdllapithatjuk, hogy a CI” ionok a protonokkal ellentétes
irdnyba, a sejt belseje felé transzportdlodnak, €s ez az irdny megegyezik a hR-beli
CI” transzport irdnydval.

Ez a kovetkeztetés alapvetd jelentéségli a bR mikodésének megértésében
és anndl is érdekesebb, mivel a bR-nal szoros szerkezeti rokonsdgot mutaté hR
semleges pH-n halogenid ionokat transzportdl. Ez az eredmény kiemeli annak
jelentGségét, hogy sziikséges egy olyan modell kidolgozdsa, amely a kisérleti
eredményeket megfeleléen  értelmezi, €s amelynek felhaszndldsdval
megmagyardzhaté a kétféle, alapvetden kiilonbozo tipusu iontranszport ezekben
az egyébként igen hasonld fehérjékben. Erre tesziink kisérletet a tovdabbiakban.

Modelliink azon az elképzelésen alapul, hogy egy toltéspdr egyardnt
szolgdlhat anion-, illetve kation-kotOhelyként €s az elektromos tér ugyanazon
lokdlis megvdltozdsa ellentétes irdnyba mozgathatja ezeket az ionokat. Egy ilyen
komplex léte esetén a fehérjeszerkezet kismértéki megvdltozdsai, - amelyek pl.
a kotédés erdsségét, vagy a transzportban szerepet jdtszo folyamatok aktivdcios
energidjdt vdltoztatjdk - , hatdrozhatjdk meg, hogy az adott koriilmények kozott
milyen ion transzportdlddik.

A bR, — bR, — bRYs, dtmenetekben tapasztalt opszin-eltolédds
megmagyardzhatd a bR, kromofdrra dltaldnosan elfogadott modell alapjdn,

amely szerint az abszorpciés maximum helyét els6sorban a Lys-216-hoz valé
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kotddést  biztosité  Schiff-bdzis protondltsdga, illetve a Schiff-bdzis €s a
kornyezetében taldlhaté  toltott  csoportok  kozotti  kolcsonhatds — erdssége
hatdrozza meg. Mdgneses magrezonancia mérések alapjdn jutottak arra a
kovetkeztetésre, hogy a Schiff-bdzis kozelében feltehetéen egy hidrogén
kotésekkel kapcsolddo toltéskomplex helyezkedik el, amely szdmos toltott
aminosav oldalldncbdl és legaldbb egy vizmolekuldbdl épiil fel [49,50]. A
nemrégiben kozolt igen részletes szerkezet, illetve kiilonféle bR mutdnsokon
végzett vizsgdlatok arra mutatnak, hogy az Asp-85, Asp-212, illetve Arg-82 a
komplexben a legfontosabb aminosavak, mig feltehetd, hogy Tyr-57 és Tyr-185
is szerepet jdtszanak (ldsd a 2.1.2 AZ OPSZIN SZERKEZETE cimi fejezetet).

Az dltalunk a kotohely szerkezetére javasolt modell a 19. dbrdn 1dthatd.
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19. abra:

A javasolt ellenion szerkezet a bR kiilonb6z6 savas formaiban.

bR .4 normdl bR (pH=7); bR, s: savas-kék DR; bRy ,: savas-bibor bR.
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Ennek elfogaddsdval legaldbbis kvalitativan értelmezheté a kilonbozo
savas formdk abszorpciés maximumdnak helye. Ismert, hogy a bRy = DR s
dtmenet sordn protonfelvétel jdtszodik le [65]. Ez a proton feltehetéen beépiil a
toltéskomplexbe (19. dbra), ledrnyékolva az ott 1év6 negativ toltések egy részét.
Mivel ezdltal gyengiil az ellenion €s a Schiff-bdzis kozotti kolcsonhatds, ezért az
abszorpcios spektrum a voros felé tolédik el. Ilymdédon megmagyardzhatd az
dtmenet alacsony pK-ja (pK=1.7), amely semmiképpen nem felel meg semmilyen,
egymagdban allé aminosav oldalldnc esetére vdrt értéknek sem [59].

Feltételezésiink szerint a bR,y —~ bR, 4dtmenet sordn egy OH ion
cserélodik ki Cl™-ra (vagy vizmolekula egy disszocidlt HCl-ra). Ennek sordn a
hidrogén-kotések szdma vdltozatlan marad, a protonok szdma eggyel csokken és
az Asp-212 protondlodik (19. dbra). Az igy létrejott toltéskomplexben az ellenion
€s a Schiff-bdzis kozotti kolcsonhatds erdssége nagyjabol megegyezik a bRy q-
belivel, azaz visszadll az eredeti bibor szin. Ezt az elképzelést az a megfigyelés
is aldtdmasztja, hogy a bR?(,Ci koncentrdcié a [H']{CI] szorzattal egyenesen
ardnyos [Y. Kimura és W. Stoeckenius eddig nem kozolt eredménye]. Mind a
bRy — bR,,s, mind a bR, ~ bR'c: dtmenetben észlelték a fehérjeszerkezet
valtozdsdt is, amely azonban érdekes mdédon nem a szinvdltozdssal, hanem a pH-
val korreldlt [50,54], de ezek a konformdcidvdltozdsok kelloképpen nem ismertek.

Ismert, hogy a BM kozepe tdjan elhelyezkedd Schiff-bdzistol a kiilsé tér
felé mindkét irdnyba difftiziés csatorndk vezetnek (3. dbra). Tegyiik fel, hogy a
fotociklus sordn az L dllapotban a Schiff-bdzis kornyezete valamilyen fehérje-
szerkezet-vdltozds folytdn lokdlisan pozitivabb toltéstivé vdlik, €s az igy
megjelend elektromos taszitds biztositja a proton kilok6déséhez sziikséges erot.
Ezt a pozitiv toltésvdltozdst létrehozhatja még a retindl teljes, vagy részleges
izomerizédcidja mds -a C"=C'"-t6l kiilonbozs - kotés koriil, amely csak az
N - O dtmenet sordn, a Schiff-bdzis reprotondcidjit kovetéen alakul vissza [6].
A protonpumpa mikodéséhez sziikségesnek tiinik legaldbb egy alapvetd fehérje-

konformdcid-vdltozds (“reprotondcié kapcsold”), amely a Schiff-bdzison 1€vd
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proton €s a kiilsé oldal kozti kapcsolatot a deprotondldddst kovetden megsziinteti,
és ezzel egyidejlleg lehetové teszi proton felvételét a citoplazma feldl [103].
Idofelbontdsos kalorimetriai mérések, illetve ujabban Fourier transzformadlt
infravoros  spektroszkdpiai adatok, valamint abszorpcidkinetikai mérések arra
mutatnak, hogy az M dllapotban [84,109,113,152], illetve azt kovetden
valoban lejdtszodik egy nagy fehérjekonformdcié-vdltozds [115,111].

Ezzel szemben a bR ,-ben az ellenion nem képes tjabb proton felvételére,
ezért [153]-hoz hasonldan feltessziik, hogy a fotociklus elsé lépései sordn a
komplexben 1évé CI™ ion a fent emlitett lokdlis pozitiv toltéstobblet megjelenése
miatt erdsebben kotédik a protondlt Schiff-bdzishoz. Elég erdsen ahhoz, hogy
egylitt mozogjon a Schiff-bdzissal a fehérjekonformdcié-vdltozds sordn, amely a
citoplazma feldli oldallal valé kapcsolatot 1étrehozza.

Ezt kovetden egy negativabb lokdlis toltésvdltozdsra van sziikség a Schiff-
bdzis kornyezetében ahhoz, hogy a CI” iont kitaszitsa a membrdnbol, vagy hogy
egy protont vonzzon a citoplazma fel6li oldalrdl. Sajnos a bR g szerkezet nem
haszndlhatd fel ahhoz, hogy az utébbi folyamatban résztvevd csoportokat
azonositsuk, az elébbiekben vdzolt nagymérvii fehérjekonformdcio-vdltozds miatt.
Ismerve azonban azt, hogy a kromofér szerkezete a bR fotociklusdnak L €s N
allapotdban nagyon hasonld [101], feltételezhetd, hogy az L dllapotbeli komplex
ellenionhoz hasonld szerkezetrdl van sz6 az N dllapotban is, amelynek kialakitdsd-
ban akdr ugyanazon csoportok némelyike is részt vehet. Egy ilyen komplex
hasonlé mechanizmust tenne lehetévé proton felvételre és CI° ion leaddsra. A
kotOhelynek része lehet a Thr-89, valamint Asp-115, Arg-175 és Arg-134, bér ez
utobbiak pontmutdcidval valg kicserélése a protonpumpdt csak részben inaktivdlta
[41,83,154]. Az Asp-96 résztvétele - amelyrdl feltételezik, hogy protondonor
lehet a Schiff-bdzis protondléddsdhoz - kevéss€ valdszind, mert pH=0.5-0n nem
Iechet képes protonjdnak leaddsdra €s fgy a fentiekben posztuldlt negativ lokdlis
toltésvdltozdst Iétrehozni. Meg kell még azt is jegyezni, hogy a feltételezett

lokdlis elektromos térbeli vdltozdsnak nem sziikséges a Schiff-bdzis kozvetlen
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kozelében lezajlania, mivel bdrmilyen, a jonon-gy(rd kozelében végbemend
toltéselmozdulds - a retindl konjugdlt kett6éskotés rendszerén  keresztiil -
attevodik a Schiff-bdzisra is.

Amennyiben valoban a javasolt mechanizmus jdtszédik le, megmagyardzha-
t6, hogy a bR kinetikdjit a bRYg,-hez hasonlitva miért nincs meg a bRsge-ndl
az L - M dtmenetben észlelt nagy ’H* effektushoz hasonld izotdp effektus.
Ugyanis mig a bRy ¢-ban a transzportdlt proton a fotociklus kezdetén a membrdn
belsejébdl 1okGdik ki, addig bRYcs-ben, illetve bR'pg-ban az anion mdr a Schiff-
bdzis kozelében kotott és nem mozdul el jelentSs tdvolsdgra akkor, amikor a
lokdlis elektromos tér megvdltozik. Az ezt kovetd konformdcidvdltozdst, amely
a Schiff-bdzist a citoplazma fel6li oldalhoz kapcsolja, valdszinlileg nem
befolydsolja a transzportdlt ion tomege. Meg kell jegyezni azt, hogy ez a
mechanizmus két L-szerd intermediert eredményez a savas-bibor formdk esetén.
Ezeket azonban feltehetben még nehezebb lenne detektdlni, mint a bRy
fotociklusdban hasonlé okokbdl feltételezett két M dllapotot.

Kézenfekvd, hogy a javasolt modellt a hR-ra is alkalmazzuk. Mint mdr a
2. IRODALMI ATTEKINTES-ben emlitettiik, a hR a bR-hoz hasonléan hét a-
hélix szegmensbdl dll, aminosav-szekvencidjuk is nagyfokd homolégidt mutat
[14,155,156]. A DbR-ben megtaldlhaté Asp-85-6t a hR szekvencidban a
Thr-111 helyettesiti, mig az Arg-82, illetve Asp-212-nek megfeleld aminosavak
a hR-ban megtaldlhatéak. Igy a hR-ban is kialakulhat egy, a bR-belihez hasonld
ellenion komplex, amely a Schiff-bdzist semleges pH-n is protondlt dllapotban
tudja tartani. A Thr-89 helyett a hR-ban egy szerin taldlhatd, mig az Asp-115,
Arg-175 és Arg-134 megorzddtek. A két fotociklusban a retindlnak ugyanazon
izomerizdcidja megy végbe, €s ismert, hogy a kromofér szerkezete az egyes L
intermedierekben csaknem azonos [157]. Abszorpcidkinetikai mérésekben
észlelték, hogy a ms-os komponensekben a ClI™ ionok Br-ra cserélése a bR-hoz
hasonld jelentds véltozdst idéz el§ a transzport sebességében [158], valamint

a modelliink alapjdn feltételezett két L-szer( intermediert észlelték a Natrono-
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bacterium Pharaonis torzsbél izoldlt hR esetén [159]. Mint mdr a 3.
HALORODOPSZIN: Osszehasonlitds a baktriorodopszinnal cimi fejezetben
emlitettiik, a hR elektromos vdlaszjelét vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy a CI°
koncentrdcio vdltoztatdsdval csak a leglassabb, milliszekundumos iddédllanddji
jelhez tartozdé teriilet vdltozott, ami alapjan a CI° traﬁszportot ehhez a lépéshez
kapcsoltuk. Ez egybevdg azzal, hogy a bR, elektromos jelében szintén a lassabb
komponensek vdltoztak a CI” ionokat Br -ra cserélve. Ezzel szemben nem vildgos
még az, hogy a CI” - Br csere esetén az abszorpcids maximumban, illetve
rezonancia-Raman spektrumban vdrhatd kiilonbségek miért nem jelennek meg
[160,161], illetve hogyan illeszkedhet a komplex kotShelyre a NOj ion,
amennyiben az valdban transzportdlodik, mint azt [159] dllitja. Nem szabad
azonban figyelmen kiviil hagyni azt a tényt, hogy a hR, kromofér CI” ionok
teljes hidnydban nem tarthatd fenn [162], igy a jelenlévé CI” ionok hatdsa
problémadt okozhat.

A fentiekben vdzolt modell természetesen spekulativ és rendkiviil
leegyszerusitett, de ésszeri magyardzatot ad arra, hogyan lehetséges a proton
transzportrdl anion transzportra vdltds ugyanazon fehérjében, kizdrolag a pH
megvdltoztatdsa révén. Mivel a bR és a hR fotociklusdban megjelend intermedi-
erek elegendden nagy felolddsi szerkezete a kozeljovoben nem valdszind, hogy
ismertté vdlik, ezért a kutatds f¢ irdnya vdrhatéan a pontmutdnsok transzportakti-
vitdsdnak vizsgdlata lesz. A fenti, illetve az ehhez hasonld modellek megalkotdsa

azonban sugallhatja, hogy a jovoben milyen mutdnsok elddllitdsa lehet célszerd.
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8. KOSZONETNYILVANITAS:

Elséként Dér Andrdsnak szeretnék koszonetet mondani, akitél pdlyakezdo-
ként a legtobb segitséget kaptam, €s akitdl az egyiitt toltott €vek sordn nagyon
sokat tanultam. A dolgozat tdrgydt képezé témdt az ¢ Gtlete inditotta el, és a
mérések, illetve az eredmények értékelése sordn is mindvégig szorosan
egyluttmuikodtiink.

Koszonetet szeretnék mondani Keszthelyi Lajosnak, amiért lehetOvé tette,
hogy az MTA Szegedi Bioldgiai Kozpont Biofizikai Intézetének munkatdrsa
lehessek, €s a bR kutatdsokba bekapcsolddjak. Koszonom, hogy a dolgozatban
kozolt munka sordn mindvégig kozvetlen munkatdrsamként is tisztelhettem.

Ormos Pdlnak és Vard Gyorgynek koszonhetem, hogy a biofizikdval
kapcsolatba keriiltem. Ok azok, akiknek volt tiirelmiik ahhoz, hogy didkként
foglalkozzanak velem és elsé 1épéseimet egyengessék. Oket terheli a feleldsség
azért is, hogy a tudomdnyos kutatoi pdlydra alkalmasnak itéltek. Ormos Pdlnak
kiilon koszonom, hogy mindig kész volt arra, hogy a munkdmmal (€s minden
egyébbel) kapcsolatos problémdban segitségemre legyen.

Végiil - de nem utolsésorban - Walther Stoeckenius-nak mondok kdszonetet,
akinek a dolgozatban kozolt mérések értelmezésében meghatdrozo szerepe volt.
Az eredmények jelentds része az ¢ san francisco-i, illetve késébb santa cruz-i

laboratérumaban sziiletett.
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