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Bevezetés

A kiilsé energiaforras (€élelem) metabolikus energiaformava vagy a kiilsé inger
(hang, fény stb.) neuralis valassza szinte kizardlagosan csak kemiozmotikus
mechanizmussal alakul at. Ennek soran az oxidacids/redukcios Szabadenergia
atvaltozik membranon keresztiili (transzmembran) proton (H" ion) és elektromos
gradienssé¢ (Mitchell-féle kemiozmotikus elmélet, Nobel dij 1978) (1). Az
energetikai reakciok dontd tobbsége nem oldatokban, hanem biomembranokhoz
kotott fehérjékben zajlik le. Az 6sszes fehérje kb. harmada redoxi aktiv, és ezek
harmada membranfehérje. A fizikai és kémiai reakciok azokban a fehérjéhez kotott
¢s fotobiologiai kofaktorokban (hem csoportokban, fémklaszterekben, kinonokban,
flavinokban, stb.) jatszodnak le, amelyeket a fehérjekornyezet kiilonleges
tulajdonsagokkal ruhdz fel. A 1égzés, a fotoszintézis, a metantermelés stb.
membranfehérjéi idealis rendszerek a nagy bonyolultsagi, de részleteiben
csodalatraméltoan egyszerii és specifikus katalizis tanulmanyozasara. Ezt a doktori
munkat az a koncepci6 hozta 1étre, hogy azt itt megismerhetd elvek mas hasonld,
esetleg még Osszetettebb (pl. human) rendszerekben is miikodnek, €s ezaltal ezek-

ben tervezhetd valtoztatdsokat hajthatunk végre.

Elslényekben a H' ionok (protonok) vandorlasanak (egyik csoportrél egy
masik csoportra vald atadasanak) két (Iényegét tekintve kevéssé kiilonbozo)
lehetdsége meriil fel: 1) sav-bazis katalizis €s 2) protontranszport. Az elsd esetben
a protonatadas erdsen lokalizalt, és altaldban szomszédos parok (pl. egy aminosav
¢s egy szubsztrat) kozott jon 1étre a fehérje aktiv helyén. A sav-bazis katalizisnek
¢s az enzimek aktivitasdban meghatarozo szerepének jol dokumentalt irodalma van
az orvostudomdnyban. Gondoljunk csak a vér vagy a gyomorsav pH értékeinek
beallitdsara és stabilizalasara. A hatdsmechanizmus felismerése, szabalyozasa és

betegre szabott eredményes alkalmazéasa tobb tudomdanyteriilet kozos erdfeszitését



feltételezi. A masik esetben, a protontranszporthoz altalaban elektrontranszport (pl.
1égz¢és), konformaciovaltozas (pl. latas) vagy az ATP hidrolizise (pl. a gyomorsav
protonpumpadja) kapcsolodik. A protontranszfer nagy hatotavolsagu, €és a bioener-
getikai folyamatokra jellemzé mechanizmus. Elsddleges jelentdsége abban all,
hogy képes a protonokat a sejtek, mitokondriumok vagy mas sejtalkotok memb-
ranjainak egyik oldalar6l a masikra tovabbitani. A protonok az allanddésult vagy
csak iddlegesen felépiild elemek (proton donorok és akceptorok) lancolatan, mint
futészalagon haladnak végig (2). A protontranszfer utjdban nem csupan energetikai
akadalyok allhatnak (pl. a lanc szakadozhat, strukturalis vizmolekulak eshet ki, a
protonalhaté aminosavak a hidrogen-hid kotéstavolsdganal messzebbre keriilhet-
nek, stb.), hanem kinetikai nehézségek is felmeriilhetnek, ha a protontranszfer
annyira lelassul, hogy a vele versenyzd veszteségi (disszipacios) folyamatok er-

vényre tudnak jutni (3,4).

Az orvos- és élettudomanyokban szamos esetet emlithetiink a szabadenergia-
atalakito6 membranfehérjékben vagy membrancsatorndkban megvalosuld nagy
hatotavolsagl protontranszferre. A human szén-anhidraz enzim a széndioxidnak és
viznek bikarbonattd vald gyors €s szabdlyozott atalakitasat katalizalja proton
kozremiltkodésével, amivel beallitja a kivanatos sav-bazis egyenstlyt a vérben és
més szovetekben (5). A H'/K* ATPdz protonpumpa kalium iont cserél proton
ellenében a membranon keresztiil (6). Ilyen pumpa miikédik a vastagbélben, a
vesében ¢s kiilondsen a gyomorban, ahol tobb mint 6 pH egység protongradienst
épit ki a vér (pH 7,3) és a gyomorsav (pH 1) kozott. Bakteriorodopszin az emlésok
retind-jadban eléforduldé rodopszinnal ill. a benne levd retinallal hozhatéd
kapcsolatba, amely a szem fényérzékenységéért, végsoé soron a latasért felelos. A
bakterio-rodopszin az elnyelt fényenergiat arra haszndlja, hogy a membranon

keresztiil protonokat pumpaljon ki a sejtbdl. A protontranszfer protonelektrokémiai



gradienst épit ki (7). A 1€gzési citokrom oxidaz az oxigénmolekula redukalasat
katalizdlja a sejtlégzés soran, és egyidejiileg H™ ionokat pumpal ki a
mitokondriumbol (8). A folyamat transzmembran pH gradienst és elektromos
potencialt kelt, amely szabad-energiat egy masik enzim ugyanebben a

membranban ATP szintetizalasra hasznal.

Modell-membranfehérje: bakterialis reakciocentrum-fehérje

A fotoszintetizal6 biborbaktériumok reakcidcentruma (RC) ideéalis membranfehérje
R a nagy hatotdvolsagli  protontranszfer
tanulmanyozasara, valamint az itt megalla-

pitott elveknek és kovetkeztetéseknek mas
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aza ax D fényimpulzussal (flash-sel) indithat6, ami

nagy idéfelbontést tesz lehetévé, 2) hosszu-
tavit (~ 15 A), 3) elektrontranszferhez kapcsolhatd, 4) nyomonkdvetésére rutin-
szerlive valt kinetikai, (optikai) spektroszkopiai, €és biokémiai mérési modszerek
alkalmazhatok és 5) mind a kinetikai, mind a termodinamikai (energetikai) jellem-

701 j0l kidolgozott mutacios technikdkkal tervezhetd modon valtoztathatok.
Célkitiuzések

Célul tiiztiik ki a RC-ban a masodik fényfelvillanassal kivaltott elsé H' ion tjanak
nyomonkdvetését a vizes fazisbol a protonkapun belépve a protondlhatdé amino-
savak futdszalagjan keresztiil a masodlagos kinonkotéhelyen (Qg) levd szemi-
kinonig. Feladatunk olyan alapkérdések megvalaszolasa, mint 1) a lanc végi H'
akceptornak (Qg*) milyen affinitidsa van a protonokhoz (mekkora a pK-ja), 2)

hogyan viéltozik a transzfer sebessége, ha a H' iont deuterium ionra cseréljiik



(oldoszer izotop hatas), és 3) a kiilsé feltételek koziil az oldatbeli pH ¢és a szal-

litasban résztvevo aminosavak hogyan hatarozzak meg a protontranszfert.
Anyagok és modszerek

A Rhodobacter sphaeroides nem-kén bibor baktériumokat vagy fényben és
anaerob (levego6tol elzart) koriilmények kozott szukcinaton, mint szénforrason (vad
tipus) vagy sotétben, razdgépen €s szemiaerob koriilmények kozott malaton, mint
szénforrason (mutansok esetén még antibiotikumokon) neveltiik (9-11). Az egész
sejtekbdl standard biokémiai fehérje-tisztitasi eljardsokkal nyertiik ki a reakcid-

centrum-fehérjét (9,12).

Fényfelvillanassal az izolalt RC-ban kivaltott elektron- és protontranszfer
egyes lépéseit optikai spektroszkopiai eljarasokkal kovettiik. Az egyes folyamatok
jellegzetes abszorpcio-valtozasait az aldbbi hullamhosszaknal figyeltiik meg:
P'Q" — PQ toltésrekombinacid (P a bakterioklorofill dimért jeldli) 430 nm (vagy
860 nm), Qa Qg — QaQg kinonok kozotti elsé elektrontranszfer 398 nm és
Qa Qg < QaQg (kettds) szemikinon keletkezés/eltlinés 450 nm (ha deprotonalt
(ionikus) a szemikinon) ill. 420 nm (ha a protonalt (semleges) a szemikinon).
Ebben a spektralis tartomanyban mas formék is mutathatnak abszorpcio-valtozast,
amelyek atlapolva a szemikinon jelét, annak meghatarozasat nagyban meg-
nehezithetik. A dimér redoxi par (P/P") és az oxidalt dimért (P") visszaredukald
kiils6 elektron donor redoxi par (D/D”, pl. citokrom ¢**/c**) mutatnak kiilonosen
zavard abszorpcidvaltozast. Emiatt olyan elektron donort (ferrocén/ferricénium) és
olyan koncentracidban alkalmaztunk, amelynek nincs abszorpcid-valtozasa a 400-
500 nm hullamhossz-tartoméanyban, ill. igazodik a RC-ban lezajlo reakcidk kineti-

kajadhoz ¢€s a gerjesztd flash-sorozat altal meghatarozott feltételekhez.



Tézisek

1. A masodlagos (természetes) ubikinon helyére bekotott rhodokinon
megsziinteti a RC fiziologiai aktivitasat, de helyreallithato az elsodleges

kinonkotohelyen végrehajtott M265IT pontmutacioval. (II. és IV.)

Vad tipust RC-ban a Qg kotdhelyen az ubikinon kdzépponti potencialja ~60 mV-
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time (ms) helyettesitjilk, akkor megszlinik a ket
kinon kozti elektrontranszfer. Ennek az az oka, hogy a rhodokinon kdzépponti
potencidlja 80-100 mV-tal alacsonyabb, mint az ubikinoné, ezzel energetikailag
kedvezOtlenné teszi a Qa-rol a Qg-ra vald elektronatadast. Az elektrontranszfer
azonban helyreallithatd, ha a Qa kotéhelyen az M265 izoleucin aminosavat
treoninra cseréljilk. A mutiacid a Qa-hoz kozeli 260-as alanin helyzetét ugy
valtoztatja meg, hogy csokken a kinon gylrii elektronegativitasa és ezzel egyiitt a
kodzépponti potencidlja. A csokkenés 110 mV (pH 8), amelyet a P'Qa — PQa
toltésrekombinacid sebességének homérséklet-fiiggésébol hataroz-tunk meg. A vad
tipustol eltérden, az M265IT mutans esetén a visszreakcid sebes-sége szamottevo
homérsékletfliggést mutatott, amely annak a bizonyitéka, hogy a kinon potencialja
alacsonyabb lett, és a P'Qa — PQa toltésrekombinacié mar nem direkt
(alagutazassal, mint a vad tipusban), hanem indirekt aton (relaxalt P*I” allapoton

keresztiill) megy végbe. Ez a mutacioval a Qa oldalon Iétrehozott koézépponti

potencial csokkenés kompenzalni tudja a masik (Qg) oldalon a rhodokinonnal valo



helyettesités miatt bekdvetkezett kozépponti redoxi potencial csokkenést. Ezzel
magyarazhatd, hogy ez a molekularis rendszer alkalmas az elektrontranszfer
visszaallitasara. Valoban, megfigyelhetjiik mindazokat a jelensé-geket, amelyek a

RC masodlagos kinonjanak mikodésére jellemzok:

1) a P'Qs — PQg masodlagos kinontél '] ~
szarmazo toltésrekombinacid a P'Qx — |

0.5
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csillapodasabol egyrészt a Qg aktivitas

helyreéllitdsanak mértékére, masrészt a kinonok kozoétti egy-elektron egyensulyi
allandora kovetkeztethettiink. Azt tapasztaltuk, hogy a RC masodlagos kinonjahoz
kothetd funkcidk a vad tipuséval megegyezd szintre alltak vissza, azaz a

rekonstrukcié teljes volt.

2. A masodik elektrontranszfer sebessége olddszer izotop effektust mutat a RC

proton-transzfer mutansaiban. (I. és III.)

Vad tipusit RC-ban a masodik flash utdn a proton transzfer sokkal gyorsabb, mint
az elektron transzfer, azaz az elektron atadas a sebességmeghatarozé 1épés. Emiatt
olyan hatasok, amelyek a protontranszfer sebességét érintik, nem mutatkoznak a
megfigyelt transzfersebességben. Olddszer izotop-effektus, azaz a természetes
viznek (H,O) nehézvizre (D,0) cserélése a vad tipusu RC-ban (ill. az olyan (G.n.
elektrontranszfer)-mutansokban, ahol az elektrontranszfer tovabbra is (a proton-
transzferéhez képest) lasstt marad) semmiféle hatast nem fejt ki. Ha ellenben olyan

mutansokat hozunk létre, amelyek a protonatadas sebességét jelentdsen (joval az



elektrontranszfer sebessége ald) csokkentik, akkor mar varhatd izotdp oldodszer-

hatas.
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[D,0]/ (ID,O] + [H,0]) lens kationokkal (Cd** ionnal vagy

Ni?* ionnal) valo blokkolasa és/vagy a protonutba esé aminosavaknak (az L212
glutaminsavnak vagy az L213 aszparaginsavnak) nem protonalhatd6 aminosavakra
valo kicserélése protontranszfer mutansokat hozott 1étre. Az igy moddositott RC-
ban a protontranszfer mutaciéd tipusatol €s a pH-tdl fiiggd olddszer 1zotop hatés
1épett fel. A deutériumfelvétel sebessége az L213DN mutansban kiil6-nésen nagy
esést mutatott a protonfelvétel sebességéhez képest. A kisérletileg meghatarozott
oldoszer izotop effektus (a H' és D' ionok megfigyelt transzfer-sebességeinek
aranya) egy egyszerisitett modellel kiszamithato elméleti hatart (knu/kp ~ 6)
megkozelitette. A kinetikai izotop effektus mellett egyenstlyi izotop hatéast (a
protonalhatd csoportok pK értékeiben valo eltolodast, pKp — pKy) < 0,8 pH egység
nagysagrendben is megfigyeltiink.

3. A masodlagos ubikinon erdsen savas jellegii (pK<4.5), pK-ja az oldat pH-
javal és a fehérje egyes kitiintetett aminosavjainak cseréjével valtoztathato. (1.

és 111.)

Az UQ/UQH"® redoxi par (szerves és vizes) oldatbeli pK értéke igen alacsony (pK =
4,0), és hasonldan csekély proton affinitast mutat a RC fehérje Qg kotdhelyén.



Ennek megallapitasara a szokésos polarografikus vagy radiolitikus mérések vagy
nem alkalmazhatok vagy csak kevéssé megbizhatdo eredményeket adnak. Mi az
UQg/UQgH® redoxi par pK értékére ill. annak valtozasara a kiilonbozd
mutansokon elvégzett kinetikai, spektroszkopiai és  izotOphelyettesitési
méréseinkbdl kovetkeztettiink. A legfontosabb megéllapitdsunk szerint a
UQ/UQH?® redoxi par nem egy egyszerli Henderson-Hasselbalch egyenlet szerint
titralodik, mint ahogy azt a kozonséges savak (bazisok) esetén azok vizes
oldataiban megszoktuk, hanem a titralasi gorbe 6sszetett. Ha mégis formalisan meg
szeretnénk tartani a Henderson-Hasselbalch egyenletet a pH-titralas leirasara,
akkor ezt csak annak aran tehetjiik meg, hogy a protonalhaté csoport pK értékét
pH-fiiggének vessziik. Ez az altalanositas azt veszi figyelembe, hogy a
protonalhatd csoport egy olyan kor-nyezetben van, amelynek térbeli €s legfoképp
elektrosztatikai szerkezete nem alland6, hanem a pH valtozdsaval folyamatosan
valtozik. A UQ/UQH® redoxi par ilyen helyen van a RC Qg kotdhelyén, hiszen
vele a kornyezd savas klaszter erdsen pH-fiiggd kolcsonhatast 1étesit, amelynek
formalis kovetkezménye a pH-fliggd pK érték. Mivel a féleg karboxil csoportot
tartalmazo klaszterbeli aminosavak a novekvd pH-val egyre inkabb negativ
toltéstiekke valnak, ezek hatdsa kvalitativan a kinon/szemikinon par pK értékének
megemelését, ezzel a pH-titralas ,,elnyujtasat” okozzak. Emiatt (iS) mérhetiink a
UQg/UQgH"® redoxi par pK értékére egy kissé magasabb (~4,5) értéket, mint amit
pl. az 1,4-benzokinon esetén oldatban megfigyelhetiink (4,0). Bemutattuk, hogy a
UQg/UQgH® redoxi par pK értéke erdsen fiigg a RC fehérje szerkezetétél. A
szerkezet (esetiinkben elsésorban az elektrosztatikus térkép) megvaltoztatasat
azonban nem csak a pH valtoztatasaval, hanem néhany kulcsfontossagii aminosav
tipusban mért 4,5 pK érték egy-egy negativ toltésti amino-savnak semleges (és
kozel azonos térigényll) tarsra vald cseréjével 3,9 (L210DN), 3,7 (M17DN) vagy

9
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rhodoszemikinont a masodlagos kinonkotéhelyen megfigyelni. (II. és IV.)

A Qa ¢és Qg kinonok kozott a masodik elektron (a masodik flash utan) csak akkor
adodik at, ha ezt megel6zbden az elsé fényfelvillanassal 1étrehozott Qg Szemikinon
protont vesz fel. Vad tipus esetén a H' ion bekotése legalabb egy nagysagrenddel
gyorsabban kovetkezik be (>10” s, pH 8), mint az ezt kovetd elektrontranszfer
(~10°% s). A szemikinon protonacioja azonban szabadenergia igényes folyamat (AG
= 60 meV-(pH—pK)), és emiatt messze nem teljes mértékii, noha a mindenkori
egyensulyi helyzet a protontalt és a deprotonalt formak kozott nagyon gyorsan
bedll. Az elektrontranszfer megfigyelhetd sebességét (az altaldban igen alacsony a
protonegyensulyi allandé jelentékenyen csokkenti a ,tiszta” elektronatadas

sebesseégéhez képest.

Az ilyen proton-aktivalt elektrontranszfer mechanizmus érvényesiilése
szempontjabol krucialis jelentdségli a protonalt szemikinon forma kisérletes
megfigyelése, mert ez az elektrontranszfer kiindulasi anyaga (prekurzora). A
detektalas elsdsorban azért nehéz, mert az ubikinon/ubiszemikinon redoxi par pK-
ja a fehérje Qg kotdhelyén igen alacsony (<4.5), és az erésen savas tartomanyban
az izolalt RC konnyen instabilld valik. Megbizhatdo mérést akkor varhatunk, ha a

nativ ubikinont olyan kinon-Szarmazékkal helyettesitjik a RC Qg kotohelyén,

10



amelynek magasabb a pK-ja. Erre a célra rhodokinont valasztottunk, ¢s sikeriilt
annak protonalt formdjat megfigyelni. Felvettik az els6 (és minden tovabbi
paratlan szdmu) flash utan keletkezé ill. a masodik (és minden tovabbi paros szdmu
flash utan eltind) szemirhodokinon optikai abszorpcios spektrumat a 400-500 nm
kozotti hullamhossz-tartomanyban. A spektrumban két abszorpcids sav kiiloniilt el
420 nm és 450 nm koriili maximumokkal, amely komponensek a protonalt
(anionikus) ill. a deprotonalt (ionikus)

rhodoszemikinonra jellemzSk. A proto- T ]|

nalt forma jol felismerhetd volt a pH<S

tartomanyban, és teljesen eltlint pH>5.5

w ° ™
[N S W S

(re\. units)
AT

értékeknel. A protonalt rhodoszemikinon

o
= o

Abs. change of semiquinone
L
Y

megfigyelése  egyeértelmii  kisérleti

bizonyitéka annak, hogy proton-

aktivacid el6zi meg, és teszi lehetdvé a masodik elektron atadasat. Ez eklatans

példaja a fehérjéken beliili proton- és elektrontranszferek kolcsonds feltételezé-
sének.
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