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I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Munkamban a Halobacteriun salinarum (korabban Halobacterium halobium)
sejtmembranjaban  1év6, fény hatdsara protont transzportald fehérjével, a
bakteriorodopszinnal (BR) foglalkoztam. Ezek a fehérjék a sejtmembranban
kétdimenzids, hexagonalis kristalyracs racspontjaiban harmasaval helyezkednek el. A
plazmamembran csak BR molekuldkat ¢és lipideket tartalmazo részét bibormembrannak
(BM) nevezik. A bibormembranban a BR-ek azonos orientacidban vannak (karboxil
végiik a membran citoplazmatikus oldalan van). A BM-ek a sejtbdl konnyen izolalhatok
¢s az izolalt membrandarabkakban a BR-ek hosszu ideig (honapokig) mikoddoképesek
maradnak szobahdémérsékleten is. A BM-ek szuszpenzidban (kb. 500 nm atmérdji) sik
korongok maradnak.

A BR hét (tengelyével a membran sikjara nagyjabol merdleges) transzmembran
hélixbdl all. A G-hélixhez (annak 216-os lizin amindsavjahoz protonalt Schiff-bazissal)
egy retinal molekula kotddik. A retidl a hélixek altal kozrefogott kdzponti iiregben, a
membran feliiletével nagyjabdl parhuzamos iranyban fekszik.

A retinal fotonabszorpcidja utdn a BR egy ciklikus reakcidsorozaton, un.
fotocikluson megy keresztiil, aminek sordn a fehérje kiilonb6z6 konformacios
allapotokba keriil. Ezeket a kvazistabil konformereket intermediereknek nevezik és K, L,
M, N ¢és O-val jelolik. Az intermedierek kozotti atmenetek termikusan aktivaltak. Az
intermedierek  nemcsak  konformacidjukban, hanem  sziniikben (abszorpcids
spektrumukban) is kiilonboznek egymastol. Ezt kihasznalva a fotociklus kinetikaja flash

fotolizises modszerek segitségével tanulmanyozhato.



A fotociklus alatt jatszodik le a proton fehérjén (membranon) keresztiili
vektoridlis transzportja. E toltésmozgds egy kiilsé elektromos korben, megfeleléen
elhelyezett elektrodakkal mérhetd eltolddasi fotoaramot indukal. Abbol a célbdl, hogy
makroszkopikusan is mérhetd eltolodasi aram jojjon létre, egyiddben kell nagyszdmu
BR-t miikodésbe hozni és ezeknek a BR-eknek azonos orientacidoban kell lennilik. Az
elsd kovetelmény egy nagyenergiaji, megfeleld hullamhosszisagu 1ézerimpulzussal
kielégithetd. A masodik kovetelmény kielégitése céljabol felhasznalhatdo a
bibormembranok azon tulajdonsaga, hogy feliiletiikre meréleges permanens elektromos
dip6lmomentummal  rendelkeznek, 1igy az eredetileg random orientdcioju
membranszuszpenzid kis (10-20V/cm) sztatikus elektromos térrel elektromosan
aszimmetrikussa tehetd. A membranok orientacidja poliakrilamid gél polimerizalasaval
fixalhato. A gél minta méréstechnikai szempontbdl megkonnyiti az elektromos
méréseket.

Orientalt minta rovid fényimpulzusra adott eltoloddsi aramanak segitségével
tanulmanyozhato a protontranszport kinetik4ja.

A flash indukélta eltolodasi aramnak (elektromos valasznak) két lényeges
tulajdonsaga van:

1. Kinetikdja megegyezik a flash fotolizises kisérletekbdl (nyert) szdrmazo optikai
jelek kinetikdjaval, tehat a fotociklus alatti optikai és elektromos torténések
kozott kinetikai korrelacié van.

2. Iddintegralja nem nulla, ami a vektorialis toltéstranszportot tiikrozi.

Az elektromos valasz vizsgalatabol tehat informéciot kaphatunk a fotociklus kinetikdjarol

¢s a fehérje protonpumpald képességérol.



Az irodalombol ismeretes, hogy a BR intermedierek fényérzékenyek. Fénnyel
torténd gerjesztésiik sordn olyan fotoreakciok kdvetkeznek be, amelyek nem egyeznek
meg az illetd intermedierek termikus reakcidival. A fotociklus ilyenkor mas tton zarul.
Eltolodasi fotoaramok mérésével megallapitottdk, hogy a K ¢és M intermedierek
fotogerjesztésével a BR protonpumpald képessége megsziinik.

Munkamban célul tiiztem ki az L, N és O intermedierek fotoreakcioit kiséro
intramolekularis toltésmozgasok tanulmanyozasat az eltolodasi fotodramok segitségével,
valamint annak meghatdrozasat, hogyan fiigg a BR protonpumpald képessége az eldbbi

formak fotogerjesztésétol.



I1. MODSZEREK

Az intermedierek fotoreakcidit és ezekkel egylitt a mddositott fotociklusokat
kettds flash-es kisérletek segitségével hoztam Iétre. E kisérletekben a BR molekulakat
orientaltan tartalmazo6 gélmintakat két egymast kovetd flash-sel villantottam meg. Az elsd
flash a fotociklus elinditasat, mig a megfeleld hullamhosszisagu és késleltetésii masodik
flash a fotociklus alatt tranziensen felhalmozd6dé intermedier gerjesztését szolgalta. Egy
ilyen kisérletben létrejott a tanulmanyozott intermedier fotoreakcidja és a modositott
fotociklus is. Mivel orientalt mintat hasznaltam, ezért az elobbi reakciokat Kkisérd
intramolekularis t6ltésmozgasok a kiilsé elektromos korben mérhetd eltolodasi dramot
indukaltak. Ezt az &4ramot regisztraltam. A vizsgalatdbol nyert eredmények ¢és
kovetkeztetéseim a III. részben talalhatok.

A kisérletekhez olyan mintdkat hasznaltam, amelyekben a tanulmanyozott
intermedier a fotociklus alatt kell6 mértékben felszaporodik. Vad tipusu BR-t tartalmazo
mintaban, szobahdmérsékleten és neutralis pH-tartomanyban, flash gerjesztést kovetden a
vizsgalt intermedierek koziil tranziensen csak az L forma akkumulalédik. Ilyen
koriilmények kozott az N és O intermedierek kialakuldsa és bomldsa kdzel azonos
sebességgel torténik, ezért a fotociklus alatt tranziens felszaporodasuk nem figyelhetd
meg. Azonban a korilmények (hémérséklet, pH) valtoztatdsdval vagy pontmuticid
alkalmazasaval ezeknek a formaknak a bomlasa nehezithetd és a kivant akkumulalodasuk

elérheto.



Az N intermedier tanulmanyozasahoz két gélmintat hasznaltam. Az egyikben
magas pH-ju (9,5) kornyezetben vad tipusi BR-ek voltak, a mésikban pedig semleges
pH-ju kornyezetben T46V pontmutansok.

Az O formaval kapcsolatos kisérletekben szintén két gélmintat hasznaltam. Az
egyik alacsony pH-ju (4,5) kdrnyezetben vad tipusu BR-eket tartalmazott, a masik pedig
semleges pH-n L93A pontmutansokat.

Az intermedierek mennyiségének fotociklus alatti valtozasat abszorpcidkinetikai

mérések segitségével hataroztam meg.



I1I. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Az eltolodasi fotodramok analizisével megallapitottam, hogy az L intermedier
fotogerjesztésével a BR protonpumpald képessége gyakorlatilag megsziinik, és az

elektromos torténések a s-os idétartomanyban relaxalodnak.

2. Abszorpcidkinetikai és elektromos mérésekbdl megallapitottam, hogy
a.) a vad tipusi BR N intermedierjének két alallapota van,
b.) a két alallapot koziil csak az egyik fotogerjesztésével mérhetd eltolodasi aram,
c.) az N fotogerjesztése a BR protonpumpal6 képességét nem valtoztatja meg, €s
d.) az N forma fotoreakcidjat ugyan intramolekuldris toltésmozgasok kisérik, de

eredo toltéstranszlokacidé nem [1].

3. A T46V pontmutans flash gerjesztésével megmutattam, hogy a mutans
protonpumpald [1].
A mutans N intermedierjének fotogerjesztésével kapott eredményeim megerdsitik az

el6z6 pontbeli (2.) allitasaimat [1].

4. Vad tipusu BR O intermedierjének flash-sel ¢és folytonos fénnyel vald gerjesztésével
megallapitottam, hogy az O intermedier az alapéllapothoz hasonléan egy fényhajtotta

protonpumpa, és hogy az O fotogerjesztésével a BR protonpumpald képessége megnd

[2].



5. Az L93A pontmutins optikai és elektromos tanulmanyozasaval a kovetkezd
eredményekre jutottam [3, 4, 5]:
a.) Az irodalommal ellentétben azt talaltam, hogy a mutans fotociklusat kisérd
optikai és elektromos torténések kozott az egész fotociklus alatt korrelacié van.
b.) Az O intermediernek két (OI, OII) alallapota van.
c.) Optikai modszerekkel tanulmanyozva a mutans fotociklus alatti protonleadasat és
-felvételét megallapithatd, hogy a két O forma a fotociklusban egymast kdvetden
(sorban) helyezkedik el.
d.) Kettds flash-es gerjesztési modszer alkalmazasdval kimutattam, hogy a két O
forma koziil csak az OI fotoreakcidjat kiséri mérhetd eltolodasi fotodram.
e.) A mutans flash-sel és folytonos fénnyel valo gerjesztésével megallapitottam,
hogy az O fotogerjesztése ebben az esetben is a fehérje protonpumpalod képességének

a ndvekedését eredményezi.
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