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TUDOMANYOS ELOZMENYEK

A fotoszintetizalé organizmusok (baktériumok, algik, magasabb rendd zold névenyek)
fényenergiat alakitanak it kémiai energiiva, amely kozvetleniil alkalmas életfolyamataik
energiaigényének fedezésére, illetve energia raktarozasara. A fotoszintetikus folyamatok
legiltalinosabban két f8 csoportra oszthatok: fényreakcidkra és sotétreakcidkra. A
fényreakciokban a sététreakciok energiaforrasai képzédnek (ATP és redukalt koenzimek),
amelyek lehetévé teszik, hogy a kiilonboz8 biokémiai anyagcserefolyamatok
(s6tétreakcidk) lancolatan keresztiil a szén-dioxid asszimilalédjék. A fényreakciok a foton
abszorpcidjit kdvetden fehérjébe agyazott, specialisan orientilt pigmentek (redox
centrumok) kdzremiik3désével mennek végbe. A z5ld névényekben, ahol a fotoszintézis
az eddig ismert legmagasabb szinten valésul meg, a fényreakciok sorin NADPH és ATP
termel8dik. Ezen folyamatban két egymastdl jol elkiilé;n'theté fotokémiai rendszer (PSI
és PSII) vesz részt. A PSII-hoz kapcsolédd komplex egyediilallé mddon képes a viz
fényindukalt elbontasira protonokka és molekularis oxigénné, mikdzben redukailé
ekvivalensek lincolatin keresztiil az energia egy része proton elektrokémiai potencial
formajaban raktirozédik. Ez a potenciil az ATP szintézisének energiaforrasaul szolgal.
Az energia masik hanyada itkeriil a PSI-re, ahol 4jabb foton abszorpcidja révén valik a
folyamat teljessé a NADP redukcidjit eredményezve.

Baktériumokban a fotoszintetikus energiaatalakitas folyamatai lényegesen egyszertibbek,
mint z6ld névényekben. Amig a zold névényekben két fotokémiai reakcié mikédik,
addig baktériumokban csak egy van. A z5ld névények linedris elektrontranszportlincival
szemben a baktériumoké ciklikus, melynek sorin a reakcidécentrumban keletkezett
toltéspar rekombinalédik. A reakcié szabadentalpia-valtozasa proton gradienssé alakul at,
amelyet felépitd vektorialis (a membran citoplazmikus oldalarél a perplazmikus oldal felé

mutatd) protonelmozdulis a reakciécentrum protonfelvételének eredménye. A



protonpumpa-mechanizmust a reakcidcentrumhoz kapesolédé citokrém be, komplex
teszi teljessé (protonmozgaté kinon ciklus). Mivel a protonfelvétel és az elektrontranszfer
t6bb helyen is csatlakoznak és csak kolesonhatisuk biztosithatja a reakcidcentrum
normalis mikodését, a protonalddasi folyamatok mindig is foglalkoztattak a kuratdkat.
MegfelelS vizsgalati médszer hidnyaban azonban, koribban a bakrteridlis reakciécentrum
protonfelvételére csak az elektrontranszfer paramérereibdl, indirekt médon
kovetkeztethettek. Csak az elmult évtizedben keriiltek a figyelem kdzéppontjiba a
kézvetlen (a protonkotés mérésén alapuld) protondlédasi vizsgalatok. Teljesen érchetd
médon az érdeklédés a reakcidcentrum masodlagos kinon(Qg)-kétéhelyének (Qg
kérnyéki  aminosavak protonilédasa,  kinolképzddés/levilis) tanulminyozasira
koncentrilédott. Nem szabad azonban elfelejteniink, hogy az elektrontranszfer
egymasutani folyamatai koziil az elsédleges kinon (Q,) redukcibja szolgiltatja a
legnagyobb szabadentalpia-csokkenést, vagyis ez a lépés teszi visszafordithatatlanna
fiziolégids korilmények kozote a  toltésszétvalasztast. A primer tdltéspar
stabilizalédasinak fontos eleme a Q,~ elektrosztatikus vonzaskdrzetében talalhatd
protonalhaté aminosavak protonfelvétele. A reakciécentrum-fehérje ugyanis nem passziv
alanya a fénygerjesztés hatasira el8illé folyamatainak, hanem aktivan el8segiti azok
lejatszodasat. Az elsédleges kinon redukcidjahoz kothetd protonalddis két tovabbi
szempontbdl is kiemelt jelentdségu:

- A primer kinon az erdsen hidrofob kornyezete révén nem képes kétszeresen
redukalédni, igy Snmaga nem is protondlédik.

- A Q4-tdl viszonylag nagy (1,2 nm) tavolsigon belil nem talilhaté protonalhaté
oldallanccal rendelkezd aminosav. A megfigyelhetd protonfelvétel tehit, nagytivolsiga
elektrosztatikus kélesénhatasok eredménye.

A nagytavolsigt elektrosztatikus kolesonhatdsok ellenére a Q redukcidja sem
eredményez lényegesen nagyobb protonfelvételt, holott annak kérnyezete tobbszérdsen

gazdagabb protonalhat6 aminosavakban. Felmeriil a kérdés, hogy a fehérje fényindukile



protonfelvételében részt vevd csoportok szima kinetikai (a vizsgilt idStartomany
révidsége miatt) vagy hozzaférhet8ségi (a fehérje hidroféb részébe eltemetett csoportok)

okok miatt korlatozott.

CELKITUZESEK

Célom az volt, hogy az elsddleges szemikinon létrejttéhez kapcsolédd
protoniciét kdzvetett (a kdrnyezd kofaktorok elektrokrém abszorpcidvaltozasainak, a
toltésrekombinacid kinetikajanak mérése) és kdzvetlen (a fénygerjesztés hatasara, valamint
sotétben bekdvetkezd protonkdtés meghatirozasa) médszerekkel tanulminyozzam. A
kovetkezd kérdések megvalaszolasat tekintettem feladatomnak:

Az elektrokrém abszorpciévaltozisok detektalisakor: :

- Hogyan hat a pH a kofaktorok kézdtti elektrosztatikus kélesdnhatds mértéke a
fehérjekdrnyezet megvéltozott'protonéciés allapotan keresztiil?

A primer szemikinon stabilitasanak vizsgalatakor:

- Hogyan befolyasolja a nativ kinont helyettesitd kinon szerkezete és kézépponti
redoxpotencialja a fényindukalt protonk&tés mértékeét?

- Milyen kapcsolat van az elektrontranszfer és a protonkétés jellemzdi kozotr?

- Melyek lehetnek a szemikinonnal kélcsénhatd protonalhaté aminosavak?

- Alacsony redoxpotenciald kinon esetén befolyasolhatja-e a protonkétés a redukalt
bakteriofeofitin stabilizalédasat?

A reakcidcentrum sotétben végzett sav-bazis titralasakor:

- A reakciécentrum 166 protonalédd csoportja kéziil mennyi vesz részt ténylegesen

protonaci6s egyensulyok kialakitasaban?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Baktériumtdrzsek

Vizsgalataimat nativ (Rb. sphaeroides és Rb. capsulatus) és az elsédleges kinon
kotchelyén kiildnbézd kinonokat tartalmazé (Rb. sphaeroides) reakcidcentrumok
felhasznalasival ~végeztem. A  nativ  kinon helyettesitésére a  kovetkezd
kinonszarmazékokat hasznaltam: durokinon (DQ), 1,4-naftokinon (1,4-NQ), 2-metil-1,4-

naftokinon (menadion, MD), antrakinon (AQ) és 1-klér-antrakinon (1-Cl-AQ).

A fotoszintetikus reakcidocentrum izolaldsa
Altaldnosan hasznalt fehérjetisztitasi médszerek: sejrek feltdrése hidraulikus préssel
(French press), ultracentrifugilas, membranfragmentum feltarasa ionos detergenssel,

kis6zas (ammoénium-szulfatos precipitalas), ioncserés kromatografia, ultraszirés.

Az alkalmazott vizsgalati mddszerek

Spektroszképia és potenciometria. A fotoszintetikus reakciécentrumok
fényfelvillandssal létrehozott abszorpciéviltozasat a vizsgalt pigmentre jellemzd
hullimhosszakon hazi épitésti egysugaras kinetikai abszorpcidvaltozas-mérdvel mértem.
A primer donor abszorpciéviltozasinak 430 nm-nél torténd mérése alkalmas a
toltésrekombinacié nyomonkévetésére. Kiilsé donor jelenlétében 450 nm-nél a
szemikinon redukcidja figyelhetd meg. A protonfelvételt pH-érzékeny festékek
abszorpciéviltozasinak 585 nm koriili detekralasaval és/vagy potenciometrikusan pH
elektréd alkalmazasaval hatiroztam meg. A sav-bazis titralasokat automata titrald
berendezéssel hajtottuk végre. A pufferkapacitasokat (dH'/dpH) vagy kozvetlen

méréssel, vagy a titralasi gérbék pH szerinti differencialdsival hataroztam meg.
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AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

A kromoférok elektrokrém abszorpciovaltozasai

A Q.7/Q, kiilonbségi abszorpcids spektrum lényegesen nagyobb elektrokrom jelet
mutatott a Bfeo sivjaban, mint a Q7 /Qy, hiszen a Q, a Bfeo, kozvetlen
szomszédsigaban helyezkedik el (tavolsaguk 0,14 nm), mig a Qu mintegy 0,3 nm
thvolsigra van a Bfeo,-tél. Igy a Bfeo siv lényegesen érzékenyebb indikitora a Q,
redoxillapotainak. A 748 nm kdrnyezetében megjelend vélgy pozicidjat az oldat pH-
janak valtozasa (pH 6 — pH 11) jelentdsen ( mintegy 10 nm-rel) eltolta a spektrum vorss
tartomanya felé. Az eltolddasbol Q. -nak egy protonalhatd csoporttal (pK = 9,4)
kialakitott erds elektrosztatikus kolesonhatasat valdszindsitettem. A szintén 748 nm-nél
a P*Q,~ — PQ, toltésrekombinicié kezdeti fazisaként mért, mintegy 150 ps
id8allandéval  jellemzett komponenst a fehérje protonicidjanak és/vagy a
toltésszétvalasztast  kovetd, a  fehérjében bekovetkezd  tdliésatrendezddésnek
tulajdonitottam. Ha az elektronatadist a Qg-re inhibitorral gitoljuk, akkor a Qg™ dltal
lérrehozott elektrokrém jelet kikiiszobolhetjiik. Ekkor is megfigyeltem ezen komponens
jelenlétér, ezért kizartam, hogy a kinonok kozétti elektrontranszfer hozna létre. Ezt a
feltérelezést j6l alitamasztjik mas szerz8k eredményei is, amelyekben a Q,~ altal okozott
protonfelvétel sebességét spektrofotometrias és konduktometrids médszerrel ugyancsak
100 s koriilinek mérték, vagy a fény-indukalt elektrogén jel detektalasaval hataroztak
meg egy 200 us élettartamtt komponenst, amelyet a fehérje-relaxacié kinetikajanak
tulajdonitottak. A primer donor 865 nm-nél jelentkezd sivja magas pH-n 4 nm-rel
eltolédott a spektrum kisebb hullimhosszi tartomanya felé, amelybdl a kérnyezé magas
pK-ji csoportok deprotonacidjira kovetkeztettem. Az eltolddis csekély mertéke miatt
nem villalkoztam pK érték(ek) meghatirozasira, mir csak azért sem, mert ezek a
protonok nem feltétleniil hozhatdk Osszefiiggésbe az elektrontranszferrel. Inkabb
valészind, hogy a csoportok sdtétbeli deprotonicidja kismértékben perturbalja a primer
donor fehérjekdnyezetét és ez okozza a sav eltolddasit.
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A Q,~ stabilizalédasa a fehérje protonfelvétele révén

Az aminosavak tSltése a fehérjében tébbféleképpen is médosithatjaa Q,~/Q, redox par
kozépponti redoxpotencialjit. A konnyen polarizilhaté és a pozitiv téltési aminosavak
csokkenthetik a szemikinon energiaszintjét. A RC-ban azonban nincs ilyen csoport a Q
gylirijének kozéppontjatdl szamitott 1,2 nm tavolsigon beliil. A karboxil csoportokon
megjelend negativ toltés pedig megemelheti a Q,~ energiaszintjét. Alacsony pH
értekeknél azonban, ahol ezek a karboxilatok protonalédnak, stabilizaljak a szemikinont.
A savas karakteri aszparaginsav és glutaminsav molekuldk szima igen magas a H
alegységben (éppen annyi, mint az L és az M alegységben egyiittesen (29), ahonnan a
protonok érkezhetnek a kinon kérnyezetébe. A szerkezeti adatok alapjan tehat a
szemikinon stabilizal6désat az aminosav oldallincok elésegithetik. A stabilizacié standard
szabadentalpia-valtozasat ennek megfelelden a protonkdtés adatainak integraldsaval
hatdrozhatjuk meg.

Alacsony redoxpotencidlii kinonok a Q, kétéhelyen. Az antrakinonnal helyreallitott RC
esetében a stabilizacid  szabadentalpia-valtozasat (AGy®) két modszerrel s
meghatarozhattam, mivel a primer toltéspar rekombinacidjanak termikus aktivalast
igényld gyors fazisa is pH-fliggd mddon viltozott. A protonkdteés és a téltésrekombinacié
adatainak felhasznalasaval szamitott szabadentalpia-valtozasokat Gsszevetve az erGsen
bazikus tartomanyban, ahol a P*Q,~ = PQ, téltésrekombinaci6 f6ként az indirekt Gron
keresztiil jatszddik le j6 egyezést kaptam a két mddszerrel meghatarozott értékekre.
Alacsonyabb pH-n viszont, egyre nagyobb a direkt Gt részesedése, ezert a
toltésrekombinacié adataibdl kisebb mértékd stabilizacid adédik.

Magas redoxpotencidlii kinonok a Q,, kétShelyen. Ezeket a kinonokat tartalmazé RC-okban
a stabilizacié szabadentalpia-valtozasat a protonkdtés adataibol hataroztam meg. A pH
= 50nél (a szemikinonnal kélesénhaté csoportok déntd hanyada protonilt)
meghatarozott AG,° értékek széles hatirok kozott valtoztak. A legstabilabbnak (-101
meV) a UQ,,zel visszaillitott Q, aktivitisi RC bizonyult, mig a legkevésbé stabilnak
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a MD-t (49 meV) tartalmazé RC-ot talaltam. Valamennyi kinonra a gérbék atlagos
meredeksége mintegy -20 meV/pH-nak adédott, ami mintegy 0,33 H*/e sztéchiometriaja
protonfelvételnek felel meg. A protonalédé csoportok, egy magas pK-ji aminosavat
kivéve, valamennyi szemikinonnal t&bbé-kevésbé azonos elektrosztatikus kolcsdnhatdst
alakitanak ki.

A protonkités hatdsa a P'Bfeo” dllapot energiaszintjére. Energetikai paraméterek
felhasznalasaval kiszamitottam a pKgg- értékét (9,6), ami jOl egyezik a magas pK-ju
csoport sotétbeli pK-javal (9,65). Ez azt jelenti, hogy energetikai megfontolasok alapjan
nem jShet létre protonicié a Bfeo” és a magas pK-ju csoport kézdtti elhanyagolhatd
elektrosztatikus kélesdnhatas miatt. A mért szabadentalpia-valtozas tehdt kizardlaga Q,~
energetikai stabilizalédasanak tulajdonithaté.

A szemikinon és kornyezete a RC-ban. Bar a Q, eltavolitisa érdekében a magas
detergenskoncentracié alkalmazasival felnyitott RC az @ kinon beépiilésével
reverzibilisen visszazarddik, az eltérd térigényd, redoxpotenciald és hiroféb sajatsigokkal
rendelkezd szemikinon megvaltoztathatja a fehérje lokalis szerkezetét. Ez a valtozas
tiikroz8dhet a szemikinon stabilitisaban. A fehérjekdrnyezetnek a kinonra gyakorolt
hatasat j6l érzékelteti a kinonok kozépponti redoxpotencidljainak in situ és szerves
oldészerben (Dimetil-formamid) mért kiildnbsége A kiilénbség bar jelentds (730 mV
DQ-ra, 530-580 mV a t&bbi kinonra), mégsem talalhat6 Ssszefliggés az eltolédas mértéke
és a szemikinon fehérjebeli viselkedése kozott. A kinonok geometriai méretének
(gyirdinek szdma) kiilonbozdsége kismértékd eltérést eredményezett a protonfelvétel
mértékében, amely valészindleg két ellentétes hatas kioltdsa miatt adédott: a ndvekvd
gylrdszam torzithatja ugyan a struktirat, ugyanakkor a protonalhaté csoportok és a
szemikinon tdvolsiga csékkenhet, éppen a nagyobb térigény miatt fellépd "gytirédések"
révén, erdsebb elektrosztatikai kélesonhatast kialakitva a szemikinon és a csoportok
kozott. Az elektron delokalizaciojanak mértéke a kinoidalis rendszerben jol titkrozddik

a szemikinonok pK értékeiben: A szemikinon pK-ja szoros &sszefiiggésben van a



szubsztituenseknek a telitetlen gylirire gyakorolt elektron kiild§ (+ mezomer hatds),
vagy elektron szivé (- mezomer hatas) tulajdonsagaival, vagyis a gydrd elektron-
stiriségével. Minél alacsonyabb a pK, annal kisebb a gy(rd elektronstirtisége. A legkisebb
pK-val az 1,4-NQ rendelkezik (4,1), valamivel magasabbal a MD (4,5) a metil csoport
+mezomer hatasa miatt, mig a t3bbi szemikinonnak magasabb a pK-ja (5,1 - 5,9). Ezen
utébbi csoportban felfedezett kisebb kiilonbségek csak a kdzelebbi csoportokkal valé
kdlesdnhatasban titkrozédnek, de nem hatnak specifikusan a tavolabbi csoportokra. Ez
a megfigyelés jol egyezik a magas pH-n megfigyelt protonkdtés mértékével. MD és 1,4-
NQ lényegesen gyengébb  kolcsénhatast alakitott ki a Q, kotdhelyhez kézeli
elhelyezkedést csoporttal, mint az sszes t&bbi kinon. A pH tartomany nagy részében
viszont (5 < pH < 8,5), a tavoli csoportok hatarozzik meg a protonkdtés mértéket,
ezek azonban nem érzékenyek a gylrd elektronstiriségére, igy nem érzékenyek az
alkalmazott kinonra.

Az alkalmazott kinonok hidrofdb sajatsiga és a protonkétés révén létrejstt stabilizacid
mérteke kozott is megfigyelhet8k térvényszerségek. A kinonok hidroféb jellege a
kovetkezd sorrendben emelkedik: MD < 1,4-NQ = DQ < 1-CI-AQ < AQ < UQ,.
Ez a sorrend a DQ-t kivéve, éppen a protonicié szabadentalpia-valtozasival kifejezett

stabilitasi sorrendnek felel meg.

Protonalddasi egyensulyok micellaris rendszerekben

A membranfehérjék, igy a RC is vizben oldhatatlanok. A legegyszertibb rendszerek az
oldatban tartasukra az amfifil sajatsag detergens micellak, amelyek kettds természetiik
miatt képesek a fehérjér is diszpergalni és vizben is oldddnak. Ezek alkalmazasaval
azonban t8bbfazist diszperz rendszer alakul ki (vizes, micellaris és fehérje fazisok).

A RC-hoz kétédd LDAO mennyisége. A RC sav-bazis titralasara ill. pufferkapacitasara
elvégzett szimulici6 25, a RC-hoz erdsen két8dd LDAO molekula jelenlétét mutatta ki.

Ez a megfigyelés sszhangban van azokkal a réntgendiffrakciés vizsgalatokbél szarmazd
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eredményekkel, melyek szerint még kristilyos allapotban is kimutattak LDAO
molekulikat a RC kristalyhoz tapadva. Tovabbi 175 lazin k&t8d8 (mds detergensre
cserélhetd) LDAO molekulat is megfigyeltem, amelyekkel egyiitt &sszesen a RC-hoz 200
LDAO molekula kapcsolodasat tételeztem fel. Ez elfogadhatd egyezést mutat a RC
diszpergalisihoz minimalisan sziikséges, neutron diffrakcidval és detergens adszorbedld
gyongydkkel meghatarozott LDAO molekulak szamaval.

A protonalhato csoportok hozzdférhetdsége a RC-ban. A reakcidcentrum két kiilénbéz8
médszerrel mért, pufferkapacitisinak detergens fiiggdségét a micelldris rendszerekben
meghatdrozott kozepes ionaktivitdsi egyiitthatékkal korrigilva megsziintettem és
megallapitottam, hogy a RC kristily réntgendiffrakcids vizsgilata alapjin a 166
protonalhaté csoport kaziil 155 részt vesz protonalddasi egyensilyok kialakitasiban.
Néhany csoport protonalodasa a szerkezeti adatok birtokdban bizonyosan kizarhatd,

mivel ezek ligandumai a kofaktoroknak.
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A DISSZERTACIO UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

1. A bakteriofeofitin pH-fiiggd elektrokrom abszorpcioviltozisinak mérésével a 750 nm
koriil jelentkezd siv 10 nm-es vordseltolodasat figyeltem meg és ebbdl meghatiroztam
egy pK = 9,4 értékkel protonalddé csoportot, amely erds elektrosztatikus kélesénhatast
alakit ki az elsédleges szemikinonnal.(I)

2. A bakreriofeofitin elektrokrém abszorpcidviltozasanak kinetikai elemzésével
meghataroztam egy, a toltésrekombinaciénal lényegesen gyorsabb kemponenst (7 = 150
pus), amelyet a fehérje protonacidja kovetkeztében létrejové tolrésatrendezédésnek
tulajdonitottam. (I)

3. A bakterioklorofill dimer széles pH tartomanyban 865 nm-re centralt abszorpcios
sivjanak 4 nm-es kékeltolddasat figyeltem meg magas pH étékeknél, amelyet a dimer
kérnyezetében elhelyezkedd magas pK-ji (Tyr, Lys, Arg) csoportok deprotonaciéjaval
magyaraztam.(I)

4. A kinonok eltavolitasat kovetden, az eredetivel megegyezd mindségl (UQ,,) kinonnal
nem csak az elsédleges (Q,), hanem a masodlagos (Qy) kétshely akrivitasar is sikeriilt az
5 < pH < 11 tartomanyban 90 %-ban helyreillitanom.(II)

5. Mig a savas és az enyhén bazikus pH tartomanyban (50 < pH < 8,0) a
reakciécentrum fehérje fényindukalt protonfelvételét nem befolyisolta a kinon mindsége,
addig az alkalikus tartomanyban (pH > 8,0) jelentds kiilénbségek mutatkoztak az eltéré
szerkezetd és redoxpotencialt kinonok jelenlétében mérhetd protonkéstésben. Ez utdbbi
megfigyelést a mindenkori szemikinon és egy magas pK-val (pK = 9,8) protonalédé
csoport kdzotti eltérd elektrosztatikus kélcsdnhatdssal magyaraztam.(II)

6. Az antrakinont (AQ) tartalmazé reakciécentrumra a P*Q,~ allapot indirekt
téltésrekombinacidjanak paramétereibdl, valamint a protonkétés pH szerinti integraljabol

is meghatdroztam a fehérje fényindukilt protonfelvételének pH-fiiggd szabadentalpia-



viltozasat. Magas pH értékeknél, ahol f8ként az indirekt rekombinicié valésul meg, j6
egyezést kaptam a két modszerrel meghatarozott értékekre.(I1)

7. A PQ," redoxallapotban mérhetd protonkotés integralisival valamennyi kinonra
meghataroztam a pH-fiiggd stabilizicids energia értékeit. Megallapitottam, hogy a pH
tartomany jelentds részében valamennyi kinonra a stabilizacids energidk pH-fiiggése
mintegy —20 meV/pH egyseg meredekségy, ami atlagosan 0,3 H*/Q, ~ protonfelvételnek
felel meg. A stabilizacios energiak kozéte magas pH értékeknél jelentkezd kiilonbséget
egy protonal6dé  csoporttal  torténd  eltérd  elektrosztatikus  kdlesonhatasnak
tulajdonitottam.(I1)

8. A reakciocentrum diszpergalasara leggyakrabban hasznalt detergens rendszerekben, a
pufferkapacitas mérésével meghatiroztam a kézepes ionaktivitasi egyiitthatékat; fipro =
0,33, frxi00 = 0,33, fiod.sDmatonid = 0,12 (111, IV)

9. Meghataroztam a reakciocentrum diszpergalasara leggyakrabban hasznalt, protonalhaté
csoporttal rendelkezé LDAO detergens pK-jat szabad (pK = 5,6), és a reakciocentrumhoz
katstt (pK = 6,2) allapotban. (IV)

10. A detergens rendszerek és a reakcidcentrum pufferkapacitisinak mérésével
meghatdroztam a reakciécentrumhoz erdsen (25 LDAO/RC) és lazan (175 LDAO/RC)
két8d6 LDAO detergens molekulik mennyiségét, amelyek &sszege a reakciécentrum
fehérje diszpergalisahoz minimalisan sziikséges detergens mennyiségét adta.(IV)

11. A reakciécentrum és a stabil LM-komplex sav-bazis titralasaval, valamint
pufferkapacitisaik kozvetlen mérésével meghatiroztam a protonalédisi egyensilyok
kialakitasaban val6jaban részt vevd protonilhaté aminosavak szamat. Ezt a szerkezeti
adatokkal 6sszevetve megallapitottam, hogy a vizsgalt pH tartomanyban (4 < pH < 11)
szinte valamennyi csoport (a kofaktorok ligandumait és azokkal hidrogén-hidkotést

letesitéket kivéve) protonalddik. (II1, IV)
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TUDOMANYOS ELOZMENYEK

A fotoszintetizald organizmusok (baktériumok, algik, magasabb rendd z6ld névenyek)
fényenergiat alakitanak 4t kémiai energiiva, amely kdzvetleniil alkalmas életfolyamataik
energiaigényének fedezésére, illetve energia raktarozasara. A fotoszintetikus folyamatok
legaltalinosabban két f8 csoportra oszthatdk: fényreakcidkra és sotétreakcidkra. A
fényreakciokban a sotétreakcidk energiaforrasai képzddnek (ATP és redukalt koenzimek),
amelyek lehetdvé teszik, hogy a kiilonboz8 biokémiai anyagcserefolyamatok
(sotétreakcidk) lincolatan keresztiil a szén-dioxid asszimilalédjék. A fényreakcidk a foton
abszorpcidjat kovetden fehérjébe agyazott, specialisan orientilt pigmentek (redox
centrumok) kozremtikSdésével mennek végbe. A z5ld ndvényekben, ahol a fotoszintézis
az eddig ismert legmagasabb szinten valésul meg, a fényreakciok soran NADPH és ATP
termel8dik. Ezen folyamatban két egymastél jol elkiilé;n'theté fotokémiai rendszer (PSI
és PSII) vesz részt. A PSII-héz kapesolédé komplex egyediilallo médon képes a viz
fényindukalt elbontasira protonokka és molekularis oxigénné, mikdzben redukald
ekvivalensek lincolatin keresztiil az energia egy része proton elektrokémiai potencial
formajaban raktarozédik. Ez a potenciil az ATP szintézisének energiaforrasaul szolgal.
Az energia masik hanyada atkeriil a PSl-re, ahol Gjabb foton abszorpcidja révén vilik a
folyamat teljessé a NADP redukcidjit eredményezve.

Baktériumokban a fotoszintetikus energiaitalakitas folyamatai lényegesen egyszertibbek,
mint z6ld névényekben. Amig a z6ld névényekben két fotokémiai reakcié midkadik,
addig baktériumokban csak egy van. A z5ld novények lineris elektrontranszportlancaval
szemben a baktériumoké ciklikus, melynek soran a reakcidcentrumban keletkezett
t8ltéspar rekombinalddik. A reakcié szabadentalpia-viltozasa proton gradiensse alakul at,
amelyet felépit8 vektorialis (a membran citoplazmikus oldalarél a perplazmikus oldal felé

mutatd) protonelmozdulis a reakciécentrum protonfelvételének eredménye. A



protonpumpa-mechanizmust a reakciécentrumhoz kapesoléddé citokrém be, komplex
teszi teljessé (protonmozgatd kinon ciklus). Mivel a protonfelvétel és az elektrontranszfer
tobb helyen is csatlakoznak és csak kolesonhatisuk biztosithatja a reakcidcentrum
normalis mikadésér, a protonalddisi folyamatok mindig is foglalkoztattdk a kutatdkat.
MegfelelS vizsgilati médszer hiinyiban azonban, koribban a bakteriilis reakciécentrum
protonfelvételére csak az elektrontranszfer paramétereibdl, indirekt médon
kovetkeztethettek. Csak az elmdlt évtizedben keriiltek a figyelem kézéppontjaba a
kdzvetlen (a protonkdtés mérésén alapuld) protondlédisi vizsgalatok. Teljesen értherd
médon az érdeklédés a reakcidcentrum masodlagos kinon(Qy)-kétShelyének (Qg
kérnyéki aminosavak protondlédasa, kinolképzddés/levilis) tanulmanyozisira
koncentralédott. Nem szabad azonban elfelejteniink, hogy az elektrontranszfer
egymasutani folyamatai kéziil az elsédleges kinon (Q,) redukciéja szolgaltatja a
legnagyobb szabadentalpia-csokkenést, vagyis ez a lépés teszi visszafordithatatlanna
fiziologias  korilmeények kozoww a  tdlésszétvalasztast. A primer toltéspar
stabilizalédasanak fontos eleme a Q. elektrosztatikus vonzaskorzetében rtalalhaté
protonalhaté aminosavak protonfelvétele. A reakcidcentrum-fehérje ugyanis nem passziv
alanya a fénygerjesztés hatisira eldallé folyamartainak, hanem aktivan eldsegiti azok
lejatszédasat. Az elsddleges kinon redukcidjahoz kéthetd protonilédis kér tovabbi
szempontbdl is kiemelt jelentdségi:

- A primer kinon az erdsen hidrofdéb kornyezete révén nem képes kétszeresen
redukalodni, igy dnmaga nem is protonilédik.

- A Q,tdl viszonylag nagy (1,2 nm) tavolsigon belil nem talilhaté protonilhato
oldallinccal rendelkezd aminosav. A megfigyelhetd protonfelvétel tehit, nagytavolsigi
elektrosztatikus kélesdnhatasok eredménye.

A nagytavolsigi elektrosztatikus  kélcsdnhatdsok ellenére a QQy redukcidja sem
eredményez lényegesen nagyobb protonfelvételt, holott annak kérnyezete tdbbszsrdsen

gazdagabb protonalhaté aminosavakban. Felmeriil a kérdés, hogy a fehérje fényindukalt



protonfelvételében részt vevé csoportok szama kinetikai (a vizsgalt idétartomany
rovidsége miatt) vagy hozzaférhetdségi (a fehérje hidrofob részébe eltemetett csoportok)

okok miatt korlitozott.

CELKITUZESEK

Ceélom az volt, hogy az elsddleges szemikinon létrejsttéhez kapcsolodd
protonaciét kdzvetett (a kdrnyezd kofaktorok elektrokrom abszorpciévaltozasainak, a
toltésrekombinaci6 kinetikajanak mérése) és kozvetlen (afénygerjesztés hatasara, valamint
sotétben bekovetkezd protonkotés meghatirozasa) médszerekkel tanulmanyozzam. A
kovetkezd kérdések megvilaszolasat tekintettem feladatomnak:

Az elektrokrém abszorpcidvaltozasok detektalasakor:

- Hogyan hat a pH a kofaktorok kozétti elektrosztatikus kélesonhatas mértéke a
fehérjekdrnyezet megvéltozotf protonaciés allapotan keresztiil?

A primer szemikinon stabilitasinak vizsgalatakor:

- Hogyan befolyasolja a nativ kinont helyettesitd kinon szerkezete és kdzépponti
redoxpotencialja a fényindukalt protonkdtés mértékét?

- Milyen kapcsolat van az elektrontranszfer és a protonkétés jellemzdi kozatt?

- Melyek lehetnek a szemikinonnal kdlcsénhaté protonilhaté aminosavak?

- Alacsony redoxpotenciald kinon esetén befolyasolhatja-e a protonkétés a redukalt
bakteriofeofitin stabilizalodasat?

A reakcidcentrum sotétben végzett sav-bazis titralasakor:

- A reakciécentrum 166 protonalédd csoportja kdziil mennyi vesz részt ténylegesen

protonacids egyensulyok kialakitasiban?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Baktériumtdrzsek

Vizsgalataimat nativ (Rb. sphaeroides és Rb. capsulatus) és az elsddleges kinon
kotShelyén kiilonbozd kinonokat tartalmazd (R, sphaeroides) reakcidcentrumok
felhasznilasaval ~ végeztem. A nativ  kinon helyettesitésére a  kovetkezd
kinonszarmazékokat hasznaltam: durokinon (DQ), 1,4-naftokinon (1,4-NQ), 2-metil-1,4-

naftokinon (menadion, MD), antrakinon (AQ) és 1-klér-antrakinon (1-Cl-AQ).

A fotoszintetikus reakciécentrum izolilasa
Altalanosan hasznalt fehérjetisztitasi médszerek: sejtek feltdrése hidraulikus préssel
(French press), ultracentrifugilas, membranfragmentum feltirisa ionos detergenssel,

kis6z4s (ammdnium-szulfatos precipitalds), ioncserés kromatografia, ultraszdrés.

Az alkalmazott vizsgalati modszerek

Spektroszképia és potenciometria. A fotoszintetikus reakciécentrumok
fényfelvillanassal létrehozott abszorpcidviltozasit a vizsgalt pigmentre jellemzd
hullimhosszakon hazi épitésti egysugaras kinetikai abszorpciévaltozis-mérdvel mértem.
A primer donor abszorpciévaltozasanak 430 nm-nél térténd mérése alkalmas a
toltésrekombinacié nyomonkovetésére. Kiilsé donor jelenlétében 450 nm-nél a
szemikinon redukciéja figyelhetd meg. A protonfelvételt pH-érzékeny festékek
abszorpciévaltozasinak 585 nm koriili detektalasaval és/vagy potenciometrikusan pH
elektréd alkalmazasaval hataroztam meg. A sav-bazis titralisokat automata titralo
berendezéssel hajtottuk végre. A pufferkapacitasokat (-dH*/dpH) vagy kozvetlen

méressel, vagy a titralasi gérbék pH szerinti differencialdsival hatiroztam meg.



AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

A kromoférok elektrokrém abszorpcidvaltozasai

A Q. /Q, kiilonbségi abszorpcids spektrum lényegesen nagyobb elektrokrém jelet
mutatott a Bfeo savjaban, mint a Q7 /Qy, hiszen a Q, a Bfeo, kozvetlen
szomszédsagaban helyezkedik el (tivolsiguk 0,14 nm), mig a Q mintegy 0,3 nm
tivolsigra van a Bfeo,-t6l. Igy a Bfeo siv lényegesen érzékenyebb indikitora a Q,
redoxallapotainak. A 748 nm kornyezetében megjelend vélgy pozicidjat az oldat pH-
janak viltozasa (pH 6 — pH 11) jelentdsen ( mintegy 10 nm-rel) eltolta a spektrum vérss
tartomanya felé. Az eltolddasbél Q,~-nak egy protonilhaté csoporttal (pK = 9,4)
kialakitott erds elektrosztatikus kélesdnhatasat valdszindsitettem. A szintén 748 nm-nél
a P*Q,~ - PQ, toltésrekombinacié kezdeti fizisaként mért, mintegy 150 pus
idéallandéval  jellemzett komponenst a fehérje protonicidjanak és/vagy a
toltésszétvalasztast  kovetd, a fehérjében bekovetkezd  toltésatrendez8désnek
tulajdonitottam. Ha az elektronatadast a Qg-re inhibitorral gitoljuk, akkor a Q= éltal
létrehozott elektrokrom jelet kikiiszbélhetjiik. Ekkor is megfigyeltem ezen komponens
jelenlétér, ezért kizartam, hogy a kinonok kozdtti elektrontranszfer hozna létre. Ezt a
feltételezést j6l aldtamasztjak mas szerz8k eredményei is, amelyekben a Q™ dltal okozott
protonfelvétel sebességét spektrofotometrids és konduktometrias médszerrel ugyancsak
100 ps koriilinek mérték, vagy a fény-indukalt elektrogén jel detekealasaval hatdrozrak
meg egy 200 ps élettartami komponenst, amelyet a fehérje-relaxacié kinetikdjanak
tulajdonitottak. A primer donor 865 nm-nél jelentkezd sivja magas pH-n 4 nm-rel
eltolddotrt a spektrum kisebb hullimhosszi tartomanya felé, amelybdl a kérnyezd magas
pK-j csoportok deprotonicidjira kovetkeztettem. Az eltolddis csekély mértéke miatt
nem vallalkoztam pK érték(ek) meghatirozasira, mir csak azért sem, mert ezek a
protonok nem feltétlenil hozhatdk osszefiiggésbe az elektrontranszferrel. Inkibb
valészind, hogy a csoportok sététbeli deprotonacioja kismértékben perturbalja a primer
donor fehérjekonyezetét és ez okozza a sav eltolodasat.
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A Q,~ stabilizalddasa a fehérje protonfelvétele révén

Az aminosavak tdltése a fehérjében tobbféleképpen is médosithatja a Q,/Q, redox pir
kozépponti redoxpotencialjat. A kdnnyen polarizilhato és a pozitiv téltésd aminosavak
csokkenthetik a szemikinon energiaszintjét. A RC-ban azonban nincs ilyen csoport a Q|
gylirijének kézéppontjatdl szamitotr 1,2 nm tavolsagon beliil. A karboxil csoportokon
megjelend negativ toltés pedig megemelheti a Q. energiaszintjét. Alacsony pH
értékeknél azonban, ahol ezek a karboxilitok protonalddnak, stabilizaljak a szemikinont.
A savas karakterd aszparaginsav és glutaminsav molekulik szama igen magas a H
alegységben (éppen annyi, mint az L és az M alegységben egyiittesen (29), ahonnan a
protonok érkezhetnek a kinon k&rnyezetébe. A szerkezeti adatok alapjan tehat a
szemikinon stabilizaléd4sat az aminosav oldallancok el8segithetik. A stabilizacié standard
szabadentalpia-valtozasit ennek megfeleléen a protonkétés adatainak integralasaval
hatarozhatjuk meg.

Alacsony redoxpotencidlii kinonok a Q, kitéhelyen. Az antrakinonnal helyreallitott RC
esetében a stabilizicié  szabadentalpia-valtozasit (AGy) két modszerrel is
meghatarozhattam, mivel a primer tdltéspar rekombinaciéjinak termikus aktivalast
igényld gyors fazisa is pH-fliggé mddon viltozott. A protonkdtés és a toltésrekombinacio
adatainak felhasznalasival szamitott szabadentalpia-valtozasokat ésszevetve az erdsen
bézikus tartomanyban, ahol a P*Q,~ = PQ, tdltésrekombinacié f6ként az indirekt uton
keresztiil jatszédik le j6 egyezést kaptam a két médszerrel meghatirozott értékekre.
Alacsonyabb pH-n viszont, egyre nagyobb a direkt Gt részesedese, ezert a
toltésrekombindcié adataibél kisebb mértékd stabilizicié adddik.

Magas redoxpotencidlii kinonok a Q, kétéhelyen. Ezeket a kinonokat tartalmazé RC-okban
a stabilizacié szabadentalpia-valtozasat a protonkdtés adataibol hataroztam meg. A pH
= 50nél (a szemikinonnal kélesdnhatéd csoportok dénté hanyada protonalt)
meghatarozott AG,,® értékek széles hatarok kozott valtoztak. A legstabilabbnak (-101

meV) a UQ,yzel visszadllitott Q, aktivitasi RC bizonyult, mig a legkevésbé stabilnak



a MD-t (49 meV) tartalmazé RC-ot taliltam. Valamennyi kinonra a gérbék atlagos
meredeksége mintegy -20 meV/pH-nak adédott, ami mintegy 0,33 H*/e sztdchiometridja
protonfelvételnek felel meg. A protonalédo csoportok, egy magas pK-ji aminosavat
kivéve, valamennyi szemikinonnal tobbé-kevésbé azonos elektrosztatikus kélesdnhatast
alakitanak ki.

A protonkités hatisa a P*Bfeo™ dllapot energiaszintjére. Energetikai paraméterek
felhasznalasaval kiszamitottam a pKy,- értékét (9,6), ami jol egyezik a magas pK-ju
csoport sotétbeli pK-javal (9,65). Ez azt jelenti, hogy energetikai megfontolasok alapjin
nem jShet létre protonacié a Bfeo' és a magas pK-ju csoport kézétti elhanyagolhatd
elektrosztatikus kdlesonhatas miatt. A mért szabadentalpia-valtozas tehat kizardlaga Q-
energetikai stabilizalédasanak tulajdonithaté.

A szemikinon és komyezete a RC-ban. Bir a Q, eltavolitisa érdekében a magas
detergenskoncentracié alkalmazisival felnyitort RC az @) kinon beépiilésével
reverzibilisen visszazrédik, az eltérd térigényd, redoxpotenciald és hiroféb sajirsagokkal
rendelkezd szemikinon megvaltoztathatja a fehérje lokalis szerkezetét. Ez a valtozas
titkréz8dhet a szemikinon stabilitisiban. A fehérjekrnyezetnek a kinonra gyakorolt
hatdsat jol érzékelteti a kinonok kézépponti redoxpotencialjainak in situ és szerves
oldészerben (Dimetil-formamid) mért kiildnbsége A kiildnbség bar jelentds (730 mV
DQ-ra, 530-580 mV a t5bbi kinonra), mégsem talalhat6 &sszefiiggés az eltolédas mértéke
és a szemikinon fehérjebeli viselkedése kozétt. A kinonok geometriai méretének
(gytiniinek szama) kiilonbozdsége kismértékd eltérést eredményezett a protonfelvétel
mértékében, amely valdszintleg két ellentétes hatas kioltasa miatt adédott: a névekvd
gylriszam torzithatja ugyan a struktirat, ugyanakkor a protonalhaté csoportok és a
szemikinon tavolsaga csokkenhet, éppen a nagyobb térigény miatt felléps "gytirddések"
révén, erGsebb elektrosztatikai kélesénhatast kialakitva a szemikinon és a csoportok
kozou. Az elektron delokalizicidjanak mértéke a kinoidilis rendszerben j6l titkrozddik

a szemikinonok pK értékeiben: A szemikinon pK-ja szoros osszefiiggésben van a



szubsztituenseknek a telitetlen gytrire gyakorolt elektron kiilds (+ mezomer hatds),
vagy elektron szivd (- mezomer hatis) tulajdonsigaival, vagyis a gydrd elektron-
sirtségével. Minél alacsonyabb a pK, annal kisebb a gyird elektronsirtsége. A legkisebb
pK-val az 1,4-NQ rendelkezik (4,1), valamivel magasabbal a MD (4,5) a metil csoport
+mezomer hatdsa miatt, mig a tdbbi szemikinonnak magasabb a pK-ja (5,1 - 5,9). Ezen
utébbi csoportban felfedezett kisebb kiilonbségek csak a kozelebbi csoportokkal valé
kolesonhatasban tiikr6zédnek, de nem hatnak specifikusan a tavolabbi csoportokra. Ez
a megfigyelés jol egyezik a magas pH-n megfigyelt protonkétés mértékével. MD és 1,4-
NQ lényegesen gyengébb  kolesdnhatdst alakitott ki a Q, kétbhelyhez kozeli
elhelyezkedési csoporttal, mint az &sszes tébbi kinon. A pH tartomany nagy részében
viszont (5 < pH < 8,5), a tavoli csoportok hatirozzik meg a protonkétés mértéket,
ezek azonban nem érzékenyek a gydni elektronsiiriségére, igy nem érzékenyek az
alkalmazott kinonra.

Az alkalmazott kinonok hidrofdéb sajatsaga és. a protonkdtés révén létrejstr stabilizacid
mértéke kozou is megfigyelhet8k torvényszertiségek. A kinonok hidrofdb jellege a
kévetkezd sorrendben emelkedik: MD < 1,4-NQ = DQ < 1-CLAQ < AQ < UQy.
Ez a sorrend a DQ-t kivéve, éppen a protonacié szabadentalpia-viltozasaval kifejezett

stabilitasi sorrendnek felel meg.

Protonalédasi egyenstlyok micellaris rendszerekben

A membrinfehérjék, igy a RC is vizben oldhatatlanok. A legegyszertibb rendszerek az
oldatban tartasukra az amfifil sajatsigi detergens micellik, amelyek kettds természetiik
miatt képesek a fehérjét is diszpergalni és vizben is oldédnak. Ezek alkalmazasaval
azonban t6bbfazist diszperz rendszer alakul ki (vizes, micellaris és fehérje fizisok).

A RC-hoz kitéds LDAO mennyisége. A RC sav-bazis titralasara ill. pufferkapacitdsira
elvégzett szimulicio 25, a RC-hoz erdsen k6t8dé LDAO molekula jelenlétét mutatta ki.
Ez a megfigyelés 6sszhangban van azokkal a réntgendiffrakciés vizsgilatokbél szirmazéd
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eredményekkel, melyek szerint még kristalyos allapotban is kimutattak LDAO
molekulikat a RC kristalyhoz tapadva. Tovibbi 175 lazin két8dé (mds detergensre
cserélhetd) LDAO molekulat is megfigyeltem, amelvekkel egyiitt 3sszesen a RC-hoz 200
LDAO molekula kapcsolodasit tételeztem fel. Ez elfogadhatd egyezést mutat a RC
diszpergalisihoz minimalisan sziikséges, neutron diffrakciéval és detergens adszorbeald
gyongydkkel meghatarozott LDAO molekulak szimaval.

A protondlhatd csoportok hozzdférhetdsége a RC-ban. A reakcidcentrum két kiilonbszd
médszerrel mért, pufferkapacitisanak detergens fiiggdségét a micellaris rendszerekben
meghatirozott kozepes ionaktivitasi egyiitthatokkal korrigilva megsziintettem és
megallapitottam, hogy a RC kristaly rontgendiffrakcids vizsgilata alapjan a 166
protonalhaté csoport koziil 155 részt vesz protonalddasi egyensulyok kialakitasaban.
Néhiny csoport protonalédasa a szerkezeti adatok birtokaban bizonyosan kizarhatd,

mivel ezek ligandumai a kofaktoroknak.



A DISSZERTACIO U] TUDOMANYOS EREDMENYEI

1. A bakreriofeofitin pH-fiiggé elektrokrom abszorpciéviltozisinak mérésével a 750 nm
koriil jelentkezd siv 10 nm-es voroseltolodasar figyeltem meg és ebbdl meghatiroziam
egy pK = 9,4 értekkel protonalddo csoportot, amely erds elektrosztatikus kélesdnhatdse
alakit ki az elsédleges szemikinonnal.(I)

2. A bakteriofeofitin elektrokrém abszorpcidviltozasinak kinetikai elemzésével
meghataroztam egy, a toltésrekombinaciénal lényegesen gyorsabb komponenst (7 = 150
ps), amelyet a fehérje protonacidja kdvetkeztében létrejovs toltésatrendezddésnek
tulajdonitottam. (I)

3. A bakterioklorofill dimer széles pH tartomanyban 865 nm-re centralt abszorpcids
savjinak 4 nm-es kékeltolodasat figyeltem meg magas pH étékeknél, amelyet a dimer
kérnyezetében elhelyezkedd magas pK-ji (Tyr, Lys, Arg) csoportok deprotonacidjaval
magyaraztam.(I)

4. A kinonok eltavolitasat kdvetSen, az eredetivel megegyezd mindségi (UQ,,) kinonnal
nem csak az elsédleges (Q,), hanem a masodlagos (Qg) kétShely aktivitasat is sikertilt az
5 < pH < 11 tartomanyban 90 %-ban helyreallitanom.(II)

5. Mig a savas és az enyhén bazikus pH tartominyban (50 < pH < 8,0) a
reakciécentrum fehérje fényindukalt protonfelvételét nem befolyasolta a kinon mindsége,
addig az alkalikus tartomanyban (pH > 8,0) jelentds kiilonbségek mutatkoztak az eltérd
szerkezet és redoxpotencialt kinonok jelenlétében mérhetd protonkétésben. Ez utébbi
megfigyelést a mindenkori szemikinon és egy magas pK-val (pK = 9,8) protonalédd
csoport kdzotti eltérd elektrosztatikus kélesdnhatassal magyaraztam.(IT)

6. Az antrakinont (AQ) rtartalmazé reakciécentrumra a P*Q, " allapot indirekt
t8ltésrekombinacidjanak paramétereibdl, valamint a protonkdtés pH szerinti integraljabol

is meghatdroztam a fehérje fényindukilt protonfelvételének pH-fiiggd szabadentalpia-
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viltozasat. Magas pH eértékeknél, ahol féként az indirekt rekombinicié valésul meg, j6
egyezést kaptam a két modszerrel meghatarozott értékekre.(I1)

7. A PQ," redoxillapotban mérhetd protonkétés integrilisival valamennvi kinonra
meghatdroztam a pH-fliggd stabilizicids energia értékeit. Megallapitottam, hogy a pH
tartominy jelentds részében valamennyi kinonra a stabilizicids energiik pH-fiiggése
mintegy —20 meV/pH egység meredekségti, ami atlagosan 0,3 H*/Q, "~ protonfelvételnek
felel meg. A stabilizacids energidk kozott magas pH értékeknél jelentkezd kiilonbséget
egy  protonalédd csoporttal torténd  eltérd  elektrosztatikus  kélesénhatasnak
tulajdonitottam.(IT)

8. A reakciocentrum diszpergalasira leggyakrabban hasznalt detergens rendszerekben, a
pufferkapacitds mérésével meghatiroztam a kézepes ionaktivitasi egytitthatdkat; fipro =
0,33, fryioo = 033, fuot s Dmatons = 0,12 (111, TV)

9. Meghataroztam a reakcidcentrum diszpergalasara leggyakrabban hasznalt, protonalhaté
csoporttal rendelkezd LDAO detergens pK-jat szabad (pK = 5,6), és a reakciécentrumhoz
koot (pK = 6,2) allapotban. (IV)

10. A detergens rendszerek és a reakciécentrum pufferkapacitisinak mérésével
meghataroztam a reakciécentrumhoz erdsen (25 LDAO/RC) és lazan (175 LDAO/RC)
kotédd LDAO detergens molekulak mennyiségét, amelyek &sszege a reakciécentrum
fehérje diszpergalasahoz minimalisan sziikséges detergens mennyiségét adta.(IV)

11. A reakcidcentrum és a stabil LM-komplex sav-bazis titralasaval, valamint
pufferkapacitasaik kozvetlen mérésével meghatiroztam a protonalédasi egyensilyok
kialakitasaban valojaban részt vevd protonalhaté aminosavak szamat. Ezt a szerkezeti
adatokkal 8sszevetve megallapitottam, hogy a vizsgalt pH tartomanyban (4 < pH < 11)
szinte valamennyi csoport (a kofaktorok ligandumait és azokkal hidrogén-hidkotest

létesitSket kivéve) protonalddik. (ITI, IV)
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