Membranfehérje-toltésatrendezodések
detektalasa harom dimenzioban

PhD értekezés

Oroszi Laszlo

Témavezeto: Dér Andras

MTA Szegedi Biologiai Kozpont, Biofizikai Intézet
Szeged, 2003.



TARTALOMJEGYZEK

ELOZMENYEK 4
1. BEVEZETES ...t 4
1.1 A bakteriorodopszin ProtONPUMPA...........ccveeevrereeeereeneeereeneeereenseeereesseeenns 4
1.2 Tonpumpak vizsgélata a szuszpenzids modszerrel .........ooceeveeeciienieeiieennnnne 9
1.3 Az elektrolit dinamikai modellezése a mezoszkopikus skalan .................... 11
1.4 Az elektrolit Brown-dinamikai modelljérol .............coooeviiiiiiiiiiiniiniiees 13
1.5 Az elektrolit Debye-Hiickel elméletérol ...........ooovvvviiniiniieniieiieieeieeens 14
1.6 A difflz KettOSIELEE ... et 16
1.7 A mMunka VAZIAA.........cccueeeeiiieiiieciie e et 17
2. ELEKTROMOS ES OPTIKAI MERESEK BAKTERIORODOPSZINON ............. 18
2.1 A ININEA ....oviiiiieiiiec e et e et e ettt e e e e e anaeas 18
2.2 A 10toeleKtromos METES ........ccccvuiiiieiiiiiececieee e e 19
2.3 Abszorpcidkinetikai mérés €s adatkiértékelés...........cooerniiiiiiniiniiininnen. 22
EREDMENYEK ...ccuvvuernirnesesnsssssssessssssssssssssssssssasssssssssssssassssssses 25
3. A MERESI MODSZER ELMELETI MEGALAPOZASA .........oocooevvrrnreerierrerenes 25
3.1 Mintaanizotropiak, koordindtarendszerek ............coceevevieniiniinieneencniennne 25
3.2 A tokéletes iranyitast MINta.........ccceeevvieeiiieeiieeeie e e 27
3.3 A tokéletesen orientalt MInta...........ccccveeeeieieiiieeiieeece e 30
3.4 A tokéletesen rendezett MINTA .........cccuveeeeeiiiieeeeiiiee e 33
3.5 Realisztikus mMIntak ..........ccceeeeviiiiiiiiiiiiccieccee e 34
3.6 A térbeli szuperpozici6 szamitogépes modellezése ..........ccoevvvvvenrirenrennnnee. 38
3.7 Dipolusmomentumok detektaladsa .........ccoeceeviieriieiiieniiiieeieeieeeee e, 44
3.8 DipOlusmomentum-JaArul€KokK...........coecuiieriiieiiiieciie e 45
3.9 MEEICEYZESCK ...ttt ettt ettt ettt eane s 46
4. A MERESI MODSZER ALKALMAZASA ........oovverirrieierieeeees s, 47
4.1 AdatKICITEKEIES .....ccuvveieiii e e e 47
4.2 Molekuladinamikai modellek tesztelése .........c.ceevirivviieniiiiiiieeiee e, 51
4.3 DISZKUSSZIO.......uviiiieiiieeeeeee ettt e et e e et e e e etaa e e e eanaeas 54
5. IONRELAXACIO - MODELL ES IMPLEMENTACIO ........cccooovvririerieririerens 56
5.1 AZ i10n0K MOZZASEZYENIELET .....veeueieeiiieiiieiieiie ettt 56
5.2 Geometriai vonatkozasok, UtKOZESEK .........oovvmmvvviiiiiiiiiiieiee e, 58
S3AAUTUZLAL c.ooiiiiice e e e 59
5.4 A szZimulacios algOTItMUS .......c.eeeeeuiieeiiieeiie et 60
5.5 A SZIMUIACIOS €SZKOZ ....eecovvvieeiiieeiiie et 61
5.6 Virtualis mErdmuSZerek ..........cooueviieiiiiiiiiiiiii e 63



6. IONRELAXACIO - SZIMULACIOK ..o 65

6.1 Ellenzorzés a Debye-Hiickel elmélet alapjan...........ccceeevvveeiiieenieecieenee, 65
6.2 Tonrelaxacids folyamatok SEDESSEZE .......eevvvevvieniieeiiieiiieiieeieeee e 66
6.3 KontrollSZImulaciok ..........cceeriiiiiiiiiiiiceceee e 71
6.4 Az intramembran dipolus-konfiguracid SZerepe .........ccceevvevveereeenieenieeenen. 73
6.5 A dipolusugrasra adott valasz linearitdsa..........cceccvveeveveeeciveenieeeeiie e 75
6.6 Az ionrelaxaci® aniZOtrOPIAJa......cceevureeriieriieriieeieeiie et eiee e iee e 76
6.7 DISZKUSSZIO.....eeeeeeniieeiit ettt ettt et e an 76
OSSZEFOGLALAS ....ouinirninrsiesssnsessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 79
SUMMARY ...cuuiniisnecsnicsensnecssissesssecssissesssessssssessssssssssssssssssses .82
KOSZONCNYIIVANTEAS ...oevvieeiiieciieece ettt e e e e aaeeeeaee e 85
[rOdAlOMIEZYZEK ......evieeeiieeee ettt et et e et a e etaeeearaeenes 86



ELOZMENYEK

1. BEVEZETES

A biologiai energiaatalakitas és jelatvitel alapvetd folyamatai a biomembranokhoz
kototten jatszodnak le. A membranok altal elvalasztott térrészekben 1€évé elektrolit
ionjainak eloszlasat, és ennek eredményeképpen a transzmembran potencialkiilonbséget
a membranokban talalhat6 ioncsatornak és ionpumpék szabalyozzak.

A Dbiologiai energiaatalakitds egyes Iépéseiben a fény vagy az ¢lelem
energidjanak felhasznalasaval membranfehérjék protont transzportalnak a membranon
keresztiil. Az aktiv pumpdlési folyamatok eredményeként protontdbblet jelenik meg a
membran egyik oldalan. Az ebben rejld energiat szintén membranhoz kotott specifikus
molekulak hasznositjak. Az energiaatalakitasi folyamatban tehat az elektrolit atmeneti
energiataroloként szerepel, ez a Mitchell-féle kemiozmotikus elmélet alapgondolata.

A bioldgiai jelatvitel soran, mind a nyugalmi potencial stabilizaldsa, mind az
akcids potencidl terjedése ioncsatorndk és ionpumpdk Osszehangolt miikodésével
valosul meg. Ebben az esetben is nélkiilozhetetlen kozvetitd kozegként szerepel az
elektrolit.

Az ionpumpak mikddésének tanulmanyozasa, megértése ezért egyike a
biofizika legfontosabb feladatainak. Hasonldan, az elektrolit dinamikai tulajdonsagai is

alapvetd fontossaguak.

1.1 A bakteriorodopszin protonpumpa

Egy régodta ismert baktérium, a Halobacterium salinarum sejtmembranjanak egyes
részei, az Un. bibormembran-fragmentumok specidlis fehérje-festék komplexet:
bakteriorodopszint (bR) tartalmaznak. A bR molekuldk a bibormembranban egy
hexagonalis racs racspontjaiban helyezkednek el ugy, hogy az egyes racspontokban

harom - egymaéssal 120°-0s szdget bezard - molekula (bR trimér) foglal helyet (1.1



abra). Ez a nagyfokl rend tette lehetévé, hogy a bakteriorodopszin térbeli szerkezete
rontgen-, elektron- és neutrondiffrakcids vizsgalatok alapjan igen nagy pontossaggal

ismertté valjék (pl. Henderson és mt., 1990).
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1.1 abra. Bibormembran részlet szerkezeti modellje

(A vonallal koriilhatarolt rész a bR trimér) (Schulten és mt., 2003).

A bR molekula fény hatdsara protont pumpal at a sejten beliili térbdl a sejten kiviili
térbe. A bakteriorodopszin a legegyszeriibb ismert aktiv ionpumpa és fényenergia
atalakitd biologiai rendszer. EbbOl addéddan modellként szolgdl a biologiai
energiaatalakitas alapvetd Osszefiiggéseinek tanulmanyozasahoz.

A hét transzmembran alfa-hélixet (A,B,C,D,E,F,G) tartalmaz6é makromolekula
két 6 részbdl all: a 248 aminosavbdl felépiild fehérjébdl, és a fehérje egy lizin (Lys-
216) aminosavjdhoz kapcsolodd retindl festék molekulabol (amelynek &tmeneti
dipélusmomentum-vektora kb. 20°-0s szdget zar be a membran sikjaval (Barabas és
mt., 1983)) (1.2 dbra). A bejovo fényt a retinal nyeli el, majd a bR molekula - néhany
gyors szerkezeti valtozas kiséretében - protont juttat 4t a sejtmembranon keresztiil. A

protonszallitasi folyamatok eredményeképpen a protonkoncentracioban asszimetria



jelenik meg a sejtfal két oldalan, az ebben rejld energia pedig késdbb ATP molekuldk

szintézisére forditddik.
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1.2 abra. A bakteriorodopszin térszerkezetének sematikus abrazolasa (Schulten és mt., 2003).

A bR miikodésének alapja a fénnyel torténd gerjesztés hatasara elindulé un. fotokémiai
ciklus (roviden: fotociklus), amelynek soran a molekula tobb 1épésbdl allo, termikus
gerjesztésli  reakciokon keresztiilhaladva jut vissza alapéllapotaba. A  foton
abszorpcigjat kovetd gerjesztett allapotban a retindl a C;3=C;4 kettés kotés koriil
transz — cisz izomerizacion megy keresztiil. Ez a folyamat az Gn. K allapotban ér véget.
A tarolt energia elsddleges formaja toltésszétvalasztas. Ez az energia tobb 1épésben
alakul at: a molekula kvazistabil allapotokon (intermediereken) megy keresztiil,
mikozben a folyamatok eredményeként proton halad 4t a membranon, a molekula pedig
visszatér alapallapotaba. Az intermedierek szama, szerkezetei, tulajdonsagai,
¢lettartamai, azaz a molekularis miikodés részletei még ma sem tekinthetdk teljesen
tisztazottnak. Az 1.3 abran lathat6 a bR fotociklusanak egyszerusitett sémaja semleges

(vagy magas) pH mellett (Lozier és mt., 1975; Haupts ¢és mt., 1999), amely a



spektroszkopiailag szétvalaszthaté intermedierekre szoritkozik. Az intermedierek
jeloléseinél az egyes betlik az eltérd abszorpcios spektrumra utalnak, az adott betii folé
irt szdm a megfeleld allapothoz tartozo abszorpcios csucs hullamhosszat adja meg nm
egységben, a nyilak mellett szerepld idok pedig az egyes atmenetek iddallanddinak
nagysagrendjét mutatjadk. Az L és M intermedierek kozotti 1épéssel proton adodik le a
sejten kiviili térbe, majd késébb, az N— O atmenettel protont vesz fel a molekula a
belso térbol. A folyamatok eredményeképpen tehat proton transzportalodik a molekulan

keresztiil, a sejten kiviili térbe.
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1.3 abra. A bakteriorodopszin fotociklusanak egyszeriisitett sémaja.

A bR rendelkezik néhany eldnyds tulajdonsaggal, amelyek egyediilallova teszik a
bioldgiai eredetli anyagok korében: a fehérjéket tartalmazd bibormembran-
fragmentumok kdnnyen izolalhatok, a bR szerkezeti és miikodési tulajdonsdgai izolalt
allapotukban is megmaradnak, a molekulak nagyfoku stabilitdssal rendelkeznek.
Kiilonleges jellemzdinek koszonhetéen, a bakteriorodopszint mar sikeresen
alkalmaztak dinamikus holografikus filmek alapanyagaként, interferometris
anyagvizsgalatra (Hampp ¢s mt., 1990), képfeldolgozasi feladatokra (Miyasaka és mt.,
1993; Okada-Shudo ¢és mt., 1996; Joseph és mt., 1996). Kornyezeti szennyezdanyagok
(kloros/aromads szénhidrogének) reverzibilis érzékelésére bioszenzort fejlesztettek ki a
fehérjére épitve (Frense és mt.). A bakteriorodopszin nemlinearis optikai tulajdonsagai

alapjan egy fontos alkalmazasi lehetdség, az optikai szdmitogép emelhetd ki.



Kisérleteket folytatnak a bakteriorodopszint logikai taroloegységként felhasznald un.
térfogati memoridkkal kapcsolatban (Birge és mt., 1999). Egy biomolekularis elemeket
tartalmazo szamitoégép térfogata legalabb egy nagysdgrenddel kisebb lehetne a
jelenlegi, félvezetds technoldgiat alkalmazd rendszerek térfogatdnal, mig
miveletvégzési sebessége elérhetné a mai érték hozzavetdleg 100-szorosat.

A bakteriorodopszin az Un. rodopszin csalad egyik tagja. A hét hélixet és
retindlt tartalmaz6 transzmembran fehérjékbdl alld csalddba tartozik tobbek kozott az
emberi szem receptorsejtjeiben taldlhatd rodopszin is. A bR miikddésére nyert
informéaciok a csaldd tagjai kozotti szerkezti és funkciondlis analdgidk alapjan
hasznosithatok a rokon fehérjék esetében is. A bR protonpumpa mikodésének
megértése tehat mind alaptudomanyos, mind gyakorlati szempontb6l nézve nagy
jelentdségii.

A bakteriorodopszin 70-es években tortént felfedezése ota széleskorli kutatés
indult a molekula szerkezetével, miikodésével kapcsolatban. A bR mara az egyik
legjobban ismert aktiv ionpumpava valt. Valoszinlinek latszik, hogy ez lesz az elso
aktiv transzportfehérje, amelynek mitkddése molekularis szinten is tisztazottd valik.

A kutatasokat els6sorban spektroszkdpiai modszerekkel folytatjak (lathato, UV
abszorpciodkinetikai, FTIR, CD és rezonancia-Raman spektroszkopiai mérések), de a
molekula miikddésérél informacié nyerhetd fotoelektromos mérések alapjan is. E
méréseknél a bakteriorodopszin fotociklusa soran keltett makroszkopikus elektromos
jelet detektaljak, amely a molekuldkon beliili toltésmozgasok kovetkeztében jon 1étre.
Fontos kiemelni, hogy a protonpumpa mikodését kiséré fotoelektromos jel a
spektroszkopiai mérésektdl fiiggetlen informaciot hordoz.

A bakteriorodopszin miikddésének leirdsara tobb, részben egymast kizard
molekuladinamikai modellt llitottak mar fel a kozelmultban. Mivel a modellek alapjat
képezd molekuladinamikai szamitdsok eleve alapul veszik, beépitik a fehérjére
vonatkozo spektroszkopiai mérések eredményeit, ezért ezen spektroszkopiai adatok
alapjan az egyes modellek érvényessége nem vizsgalhatdo. Ezzel szemben a
fotoelektromos mérések kiértékelésével lehetséges a fotociklus intermedierjeinek
dipélusmomentumaira kvantitativ médon kovetkeztetni, ami lehetdséget ad az egyes
molekuladinamikai térszerkezetek ellenérzésére, ¢és igy az adott modellek

érvényességeének vagy tarthatatlansaganak megallapitasara.



1.2 Ionpumpak vizsgalata a szuszpenzios modszerrel

A biomembranokhoz csatolt folyamatokbdl szarmazo elektromos jelek (fesziiltség vagy
aram) mérésére nativ rendszerekben széles korben alkalmaznak kiilonféle
mikroelektroda-technikdkat. E modszer alkalmazasa azonban nem mindig Iehetséges a
gyakorlatban, igy példaul az ionpumpak hatékony vizsgalata céljabol tobbnyire
modellrendszerek 1étrehozasara volt sziikség.

Egy modellrendszerben a makroszkopikus elektromos jel detektalasanak
kiilonféle elektromos mérési modszerek ezen anizotropia elérésének modja szerint
csoportosithatok. Két alapvetd kategoria kiilonboztethetd meg: a modellmembran- és a
szuszpenzids modszer.

A modellmembran-rendszerek igen széles korben hasznélatosak. A rendszer
alapvetdé komponense a membran, amely egyrészt tartalmazza a tanulmanyozando
ionpumpat, masrészt geometriailag ¢és elektromosan elvalasztja egymastol a két
elektromosan vezetd elektrolit-térfelet. A transzmembran ionmozgést a két térrészbe
meriild elektrodak segitségével kovetik nyomon. Valamennyi modellmembran-rendszer
alapvetd tulajdonsaga, hogy az ionpumpdk egyetlen kétdimenzios rétegben miitkodnek,
a mérési elrendezés pedig egydimenzids, azaz csak a membran normalisdnak iranyaba
es toltésmozgas detektalhatd makroszkopikus szinten. A modellmembran-rendszerek
igen hatékonynak bizonyultak egyes iontraszporter fehérjék miikddésének
vizsgélataban, a modszer sokféle valtozatat dolgoztak ki (Drachev és mt., 1974;
Dancshazy ¢és Karvaly, 1976; Herrmann és Rayfield, 1978; Hong és Montal, 1979;
Skulachev, 1979; Fahr és mt., 1981; Bamberg és mt., 1981; Trissl, 1990).

Ezt kovetden az elektromos mérési modszerek egy alapvetden mas osztalyat is
kifejlesztették: az un. szuszpenzios modszert (Keszthelyi és Ormos, 1980). Ebben az
esetben az elektromos mérés az ionpumpdkat tartalmazé membranfragmentumok
szuszpenziojan torténik. A makroszkopikus elektromos jel 1étrehozasahoz sziikséges
anizotrépia a membranfragmentumok elektromos és/vagy magneses térben torténd
orientalasaval érhetd el. Alapvetd kiilonbség a modellmembran-rendszerekhez képest,
hogy ebben az esetben sokkal tobb pumpat tartalmaz6 kiterjedt szerkezetet vizsgalnak,
valamint kialakithat6 egy haromdimenziés mérési elrendezés, ami lehetdvé teszi a

tanulmanyozott pumpa toltésmozgasainak kovetését a tér mindharom irdnyaban. A



szuszpenzios modszer lehetdvé teszi a fehérje konformacids atmeneteihez kapcsolt
abszorpcidvaltozasok egyidejli mérését is.

Amint mar emlitettem, a membranfragmentumok orientacidja elektromos
¢s/vagy magneses tér alkalmazasaval valosithaté meg (Keszthelyi, 1980; Dér és mt.,
1995a). Az orientidaci6 mértéke linedris dikroizmus- vagy fényszorasméréssel
allapithatd meg (Keszthelyi, 1980; Barabas ¢és mt. 1983). Az orientalt
membrandarabkak gélben rogzithetok (Dér és mt., 1985b), ami lehetévé teszi az
elektromos mérések széles kisérleti feltételek melletti kivitelezését. Az orientalt
membranok régzitésének alternativ modja a szuszpenzid szaritasa (Varo, 1981).

A pumpak mikodése szinkronizalhaté, ami a makroszkopikusan mérhetd
elektromos jel kialakulasdnak tovabbi feltétele. A szinkronizacid fénnyel hajtott
rendszerek esetén fénnyel, mas esetekben kémiai ugrassal torténhet.

A szuszpenzidés modszert bakteriorodopszinon, a legegyszeriibb ismert
ionpumpan alkalmaztak elészor. Késobb, a modszer kiterjesztésével tanulmanyoztak
mas ionpumpakat €s fényérzékeny fehérjéket is (a Cl” ionokat pumpald halorodopszint,
tintahal rodopszint és az 1. fotoszintetikus rendszert) (Dér és mt., 1985a; Dér és mt.
1992a; Govorunova ¢s mt., 1995; Ormos és mt., 1996; Ludmann ¢és mt., 2000).
Megjegyezem, hogy az - eredetileg a fotoszintetikus apparatus vizsgéalata céljabol
kifejlesztett - un. fény-gradiens modszer is tekinthetd ugy, mint a szuszpenziés modszer
egy valtozata, ahol is az elektromos anizotropiat maga a gerjszetd fény hozza létre
(Fowler és Kok, 1974; Witt ¢és Zickler, 1973; Trissl és mt., 1982; Sineshchekov és mt.,
1992).

A bakteriorodopszin molekula esetében, amikor egyidejlileg rendelkezésre
allnak elektromos €s abszorpciokinetikai mérési adatok, megallapithato a két fiiggetlen
mérési eljarasbol szarmazd fiiggvények idébeli korrelacidoja (Keszthelyi és Ormos,
1980; Vard és Keszthelyi, 1983; Dér ¢és mt., 1985b; Miiller és mt., 1991). Az
elektromos ¢€s abszorpcidkinetiai mérések kozott fennalldo korrelacié volt az alapja
annak, hogy az eclektromos jeleket az intramolekularis toltésmozgasok
kovetkezményeként értelmezzék (Keszthelyi és Ormos, 1980 és 1989). Néhany
egyszerlsit feltételezés (elsérendli kinetika, egyiranyu, elagazasmentes fotociklus,
homogén dielektrikum, stb.) felhasznaldsaval, a fotoelektromos mérés alapjan
kovetkeztetéseket vontak le a bR-fotociklus atmeneteihez tartozd protonugrasokra

vonatkozolag. Az akkoriban haszndlt egyszerli elmélet ellenére, az eredmények
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Osszhangban voltak az aktudlis szerkezeti adatokbdl nyerhetd feltételezésekkel
(Henderson és mt., 1990).

Dér és Ormos egy 1995-ben megjelent publikacioban eldszor demonstralta a
szuszpenzios modszer haromdimenzios alkalmazhatdsagat (Dér, 1995b). Elektromos és
magneses tér kombinalt alkalmazédsaval orientalt bakteriorodopszin mintan sikertilt
meghatarozniuk a fehérje altal keltett fotoelektromos fesziiltségeket mind a membranra
merdleges, mind az azzal parhuzamos iranyokban.

Trissl - egy Osszefoglald irdsaban - elektronikai analogidkra alapozva
altalanosabb leirdsat is megadta a szuszpenzidés modszerrel mérhetd elektromos jelek
értelmezésének (Trissl, 1990), valamint probalkozasok torténtek a minta dielektromos
viselkedésének jellemzésére is (Liu és Ebrey, 1988).

A szuszpenzids modszerrel nyerhetd elektromos mérési adatok molekularis
szinti értelmezése korantsem trividlis feladat. Szdmos ponton felmeriil az igény
alapvetd elméleti kérdések tisztazasara (Dér és mt., 1992b). Az értekezés egyik {6 célja
éppen ezen elméleti hattér kiépitése. A szuszpenzids modszerrel mérhetd elektromos
fesziiltségjel a minta elektrolitjdban szuszpenddlt membrandarabkidkban [évo
makroszkopikus szami molekula konformacidvaltozasainak hatasaibol tevédik Ossze
térbeli és iddbeli szuperpozicid megértésére van sziikség. Ez az elméleti probléma az
ionrelaxacio problémajara épiil, amely az elektrolit dinamikai modellezésével oldhato

meg.

1.3 Az elektrolit dinamikai modellezése a mezoszkopikus skalan

Az elektrolit bioldgiai rendszerekben torténé modellezése alapjdban véve harom
elméleti szinten torténik. A legalapvetébb és legkifinomultabb megkozelités a
molekuladinamika (MD), amellyel elsésorban adott fehérjék, illetve azok
mikrokérnyezetei modellezheték. Nagyobb méretli rendszerek felé¢ haladva, magasabb
fenomenologiai szinteket képviseld elméletek: a Brown-dinamika (BD) és az elektrolit
folytonos elméletei hasznalatosak.

Az elmult néhany év soran, explicit oldoszerrel €s membrannal szamolo
molekuladinamikai modellezések eredményeképpen szdmos membranfehérje, foként

ioncsatorna vonatkozasdban igen jelentés mennyiségli informacidval lettlink
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gazdagabbak. A szamitasi teljesitmény lenyligoz0 ndvekedése ellenére, az MD
szimulacidok tovabbra is alapvetd problémakkal kiiszkddnek (Roux, 1998). A f6
problémat az jelenti, hogy a modellezni kivant fizikai folyamatok iddtartama igen
gyakran joval hosszabb a mddszer altal kezelhetd értéknél.

A Brown-dinamika vonzo alternativat képvisel a hosszii idétartomanyokban
végzendd szimulaciok esetén, tekintve, hogy a modszer az olddszer molekulait explicit
modon nem veszi figyelembe, ami a szdmitasi id0 jelentds csOkkenésével jar. A BD
szimulaciok  alapja  bizonyos  effektiv  eréket tartalmazd  sztochasztikus
mozgasegyenletek (a Langevin-egyenletek) integralasa. Ez a fizikai megkdzelités az
ionok oldoszerben torténd mozgasanak alapvetden kaotikus természete miatt
megalapozott. A Brown-dinamika alkalmazisaval figyelemre méltd mennyiségi
informécio gyilt 6ssze ioncsatornakrol (pl.: Lauger és Apell, 1982; Jackobson és Chiu,
1987; Chung és mt., 1998; Li és mt., 1998; Schirmer ¢és Phale, 1999; Im és mt., 2000),
makromolekularis poliionokrdl és enzim-szubsztrat kolcsonhatasokrol (Wade és mt.,
1994; Madura és mt., 1995).

A legmagasabb fenomenoldgiai szinten taldljuk az elektrolit folytonos
elméleteit, amelyeket eredetileg “bulk rendszerek” leirasara dolgoztak ki a huszadik
szdzad elején. A folytonos elméletek érvényességét makroszkopikus rendszerek
esetében szamtalan kisérlet igazolja, &m a bioldgiaban felmeriild ujabb problémak
megoldasa sordan rendszerint mezoszkopikus rendszerekre alkalmazzak az apparatust.
Nemrég kritikus vizsgalatnak vetették ald a folytonos elméleteket (Poisson-Boltzmann
¢és Poisson-Nernst-Planck) olyan fizikai rendszerek esetében, amelyek karakterisztikus
méretei a Debye-hossz nagysagrendjébe esnek (Moy és mt., 2000; Corry €és mt., 2000).
A folytonos elméletekbdl és a BD szimuldciokbol adodo fizikai kép Osszehasonlitasa
alapjan megéllapitast nyert, hogy a Debye-hosszal Gsszemérhetd, vagy attol kisebb
rendszerekben a folytonos elméletek nem szolgaltatnak megbizhatd eldrejelzéseket.

Munkdm soran definidltam és implementaltam egy modositott Brown-dinamikai
modellt a mezoszkopikus skalan. Az ionok palyéajainak szdmitadsa a Langevin-egyenlet
diffiz tartoméanybeli hatiresetén alapul (lasd a kovetkezd szakaszt). A modell
elhanyagol minden specifikus, rovid hatotavolsagi vagy "kémiai" kdlcsonhatast (mint
példaul a Pauli- vagy hidratacios erdket, a feliileti adszorpcids jelenségeket). Az
alkalmazott egyszertsitéseknek koszonhetden lehetové valik az elektrolit dinamikai
modellezése a mezoszkopikus mérettartomanyban (a modellezett rendszerek lineéris

mérete a 100 nm nagysdgrendjébe esik). A szimulacids rendszer kifejlesztésének
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els6dleges célja az ionrelaxacidos folyamatok modellezése, amely kozvetlen
tudomanyos jelentdsége mellett speciadlisan a szuszpenzidos modszer egzakt elméleti

megalapozasahoz sziikséges.

1.4 Az elektrolit Brown-dinamikai modelljérol

A Brown-dinamikai targyalds szerint (Andrew, 2001), az elektrolit dinamikai
modellezése a vizben 1évé ionok palydinak - egy sztochasztikus mozgasegyenletre
alapozott - egyenkénti szamitasaval torténik. Ezt az egyenletet Langevin-egyenletnek

hivjak, amely a kdvetkezd formaban adhaté meg az i-edik ionra felirva:

d’r(t)
dt?

dr, (1)

p +F (1) (1.1)

F.(t)-7m

ahol my az i-edik ion tomege, I; a helyvektora. A kornyez6 vizmolekulak altal az ionra

gyakorolt hatast egy atlagos kozegellenallasi erd (jobb oldal, 2. tag) és egy, a
véletlenszeri titkozésekbdl adodo sztochasztikus erd (jobb oldal, 3. tag) vektori dsszege

kozeliti. A kozegellenallasi erdben szereplé y, mennyiség reciprokdt a sebesség

relaxécios idejének nevezik. Ez a mennyiség azt méri, hogy az ion mennyi id6 alatt

"felejti el" kezdeti sebességét az oldoszer molekuldival tortént iitkdzések hatdsara. Az
egyenletben szerepld IfI (t) tag az i-edik ionra hat6 szisztematikus erd. A szimuldciok

tulnyomo tobbségében ez a tag a tobbi iontdl, rogzitett és indukalt feliileti toltésektol
szarmaz6 elektromos erdt jelenti, amelyet tipikusan a Poisson-egyenlet adott
hatarfeltételek melletti megoldasabol szamitanak ki.

A Langevin-egyenletet numerikus integralassal, diszkrét iddlépésekkel oldjak
meg, a sztochasztikus erére €s a sebesség relaxacios idejére vonatkozd egyszeriisitd
feltételezések folhasznalasaval. A megoldas harom alesete kiilonboztetheté meg a
sebesség relaxacios ideje €s az integralasi 1€péskoz relativ nagysaga alapjan. Az els6
esetben az integralasi 1épéskoz joval rovidebb, mint a sebesség relaxacios ideje

(7,At<<1). Ekkor az oldoszerrel valdo kolcsonhatds igen gyenge. A nulla

kolcsonhatashoz rendelhetd hataresetben, a Langevin-egyenlet egy, a Newton-

torvényekbol szarmaztathatdo alakba megy at. A masik hataresetben, az integracids
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1épés joval hosszabb, mint a sebesség relaxacios ideje (y,At >>1). Ez az Un. diffuz
tartomany, ahol az ionok mozgasat az oldoszer jelentdsen csillapitja. A harmadik eset
megfelel az el6z0 két hatdreset kozti atmenetnek. A fenti harom tartomanyban
kiilonb6z6 algoritmusokat dolgoztak ki a Langevin-egyenlet megoldasara.

A y,At >>1 tartomanyban, azzal a feltételezéssel, hogy a részecskék kozotti erd
konstans az integracios 1€épés alatt, a kovetkezo formulat vezették le (Ermak, 1975; van

Gunsteren és mt., 1982):

F =ﬁ+iAt+|§(At) (1.2)
m g

-~

Az ionoknak az oldoszer molekuldival valdo kolcsonhatdsdt (Brown-mozgasat)
modellezd R-(At) vektor komponensei nulla kozépértékkel és 2D,At =£At
my;

varianciaval rendelkez6 Gauss-eloszlasokbol vett véletlenszeri mintak. A késObb

targyalt modellben az (1.2) egyenletre alapozom az ionok mozgéasanak szamitdsat.

1.5 Az elektrolit Debye-Hiickel elméletérol

A Debye-Hiickel elmélet (Debye ¢s Hiickel, 1923) az ionok kozott miikodé nagy
hatotavolsagu Coulomb-erdk alapjan magyarazza az elektrolit ideélis oldatoktol eltérd
viselkedését. Az elmélet alapgondolata a kovetkezd: az ellentétes toltésii ionok
vonzzak, az azonos toltéstii ionok taszitjdk egymast, ezért barmely kivalasztott ion
kornyezetében az ellentétes toltésii ionok talstilyban vannak, az azonos toltésti ionokbol
pedig kevesebb van iddatlagban. Beldthatd, hogy ennek kovetkeztében az ion koriil
gombszimmetrikus ionatmoszféra alakul ki, amelynek toltése a kdzponti ion toltésével
megegyezO nagysagu, de ellentétes eldjelii. Az elmélet szdmos kovetkezménye koziil
most csak az ionatmoszféra arnyékold hatasara térek ki. Ezen effektust hasznalom ol
ellendrzésére.

A Debye-Hiickel elmélet szerint, egy ze toltéshi, rogzitett ion koriil kialakuld

elektrosztatikus potencial a kdovetkezd alakban irhato fel:
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ze r
p(r)=———exp(~-—) (1.3)
4re e o

ahol rp a Debye féle arnyékolasi hossz, amelyet a kdvetkezd formula ad meg:

r = ‘iogwkT (1.4)
2e"N ,C(e0)

itt c(e) a bulk koncentracid6 (mM/l egységben), T az abszolut hdmérséklet, Na az

Avogadro-szam és Kk a Boltzmann-alland6. Az (1.3) egyenlet szerint az ion koriil
kialakulo (iddatlagolt) potencidl az ionoktdl mentes vizben érvényes Coulomb-
potencialnak €s egy, az ionatmoszféra hatasat leiré exponencialis faktornak a szorzata.
Az exponencidlis tényezd miatt a potencial a tdvolsaggal meredekebben csokken, azaz
az ionatmoszféra arnyékold hatast fejt ki. Az iont6l rp Debye-hossznyi tavolsagban az
elektrosztatikus potencial éppen e-ed része az ionoktdl megfosztott vizben érvényes
értéknek. Amint az (1.4) alakbol lathatd, az ionatmoszféra arnyékolo hatdsa (csokkend
Debye-hossz mellett) né a koncentracid6 emelésével, és nd a hdémérséklet
csokkentésével.

Megjegyzem, hogy az (1.3) egyenlet akkor érvényes szigortian, ha a Debye-
hossz joval nagyobb a rogzitett téltést hordozd geometriai objektum sugaranal, amely
feltétel az altalam késdbb vizsgalt esetekben (az adott koncentracié és hdmérséklet
mellett) teljestil.

Az elektrosztatikus potencial és az egyes ionfajtadk koncentracioinak eloszlasa

kozott a Boltzmann-relacio teremt kapcsolatot, amely a kovetkez6 alakban adhaté meg:
c(r) =c(eo)exp(—zep(r)/KT) (1.5)

A késobbiekben ezen Osszefliggés alapjan hatarozom meg a szimulalt elektrolitban
uralkodo elektrosztatikus potencialt, amelynek exponencialis illesztésébdl megkaphato

a Debye-hossz, és dsszevethetd az (1.4) elméleti értékkel.
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1.6 A diffuz kettosréteg

A diffuz kettdsréteg elsé elméleti leirasat Gouy adta meg 1910-ben, majd Chapman
1913-ban. Az elméletet ezutdn sokan finomitottdk, de a jelenség alapvetd
jellemvonasairdl az eredeti, egyszeriibb modell is megfeleléen pontos képet ad.
Meritsiink elektrolitba egy elektromos toltéssel rendelkezd testet! Az elektrolit
ionjainak eredeti, (idéatlagban vett) homogén térbeli eloszlasa a toltott objektum
hatasara megvaltozik, mégpedig tigy, hogy a test toltésével egyezd eldjelli toltésli ionok
eltavolodnak némiképp, az ellentétes toltésti ionok pedig kozelednek a testhez. Az
ionok eloszlasat alapvetden két tényezO hatdrozza meg: az ionok elektromos
kolecsonhatésa a toltott testtel (és egymas kozott) valamint az ionok Brown-mozgésa az
oldészerben. Ezen utobbi folyamat akadadlyozza az ionok folhalmozodasat a test
feliiletén, és ehelyett az ionok egy térben kiterjedtebb rétegének megjelenéséhez vezet.
Egy egyszertibben targyalhato esetben, szimmetrikus elektrolit és kis feliileti
toltésstiriség esetén, a toltott sik elektrosztatikus potencidlja a feliilettdl mért

tavolsdggal exponencialisan csokken:

2(X) = @, exp(—%) (1.6)

D

A képletben szereplo ¢, a feliileti potencial, x; pedig a potencidl térbeli lecsengését

jellemzé Debye-hossz, amely a Debye-Hiickel elméletnél bemutatott (1.4) kifejezéssel
adhaté meg egyértékii ionok esetében. Az elektrolit tehat (a Debye-Hiickel elméletben
targyalt esethez hasonldan) itt is kifejti karakterisztikus arnyékolod hatasat, amelyet
ugyanaz a Debye-hossz jellemez, ugyanazon ionkoncentracio- és hdmérsékletfiiggéssel.

Megjegyzendd, hogy a gyakorlatban az elektrolitban 1évé toltott objektumokat
vizmolekulak és a feliileti toltéssel ellentétes toltésii ionok molekularis, nem mobilis
rétege, az un. Stern-réteg veszi koriill. Az elektrolit mobilis ionjai (az Gn. diffuz
rétegben) a Stern-réteg 4ltal kialakitott effektiv feliileti toltésstiriséget és feliileti
potencialt érzékelik. A kettdsréteg szerkezetének Iéteznek finomabb felbontasu
targyalasai is, azonban a mezoszkopikus méretskalan elhanyagolhatok e lokélis
effektusok, és igy példaul a munka késdbbi részében, a Stern-réteg hatasat egyszertien

az altala kialakitott effektiv feliileti toltéssiirliséggel veszem figyelembe.
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1.7 A munka vazlata

Az értekezésben targyalt eredményeket négy részre osztottam (3-6 fejezetek). A 3.
fejezet a szuszpenzids modszer elméletének megalapozasat tartalmazza. Az elmélet
alkalmazasat a 4. fejezetben egy konkrét fizikai objektumon, a bakteriorodopszin
protonpumpan mutatom be. Az elmélet tdimaszkodik néhany, az ionrelaxaciés folyamat
tulajdonsagaira vonatkozo feltételezésre, amelyeket az 5. fejezetben vazolt szimulacios
rendszer segitségével a 6. fejezetben kifejtett szimulaciok alapjan tdmasztok ala.

Megjegyzem, hogy a 4. fejezetben leirt konkrét alkalmazas publikdcios
idérendben megeldzte valamennyi masik eredményt. Az értekezés sorrendje nem a
publikacids sorrendet, nem az eredmények egymadsra épiilését tiikrozi, inkabb a kutatés
iddbeli folyamatahoz alkalmazkodik.

Munkam elsédleges célja a szuszpenzidés modszer elméletének megalapozasa az
ionrelaxacios folyamatok dinamikai modellezésére épitve. Az elektrolit dinamikai
ugyanakkor tilmutat az ionrelaxaci6é problémakorén: a rendszer - flexibilitdsa révén -
az elektrolit mezoszkopikus mérettartomanybeli dinamikai jelenségeinek feltarasaban

jelent altalanosan hasznalhat6 eszkozt.
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2. ELEKTROMOS ES OPTIKAI MERESEK
BAKTERIORODOPSZINON

A késobbiekben - az értekezésben vazolt elmélet (3. fejezet) egy konkrét
alkalmazésaként - a bakteriorodopszin fehérje esetében mutatom be a szuszpenzids
bakteriorodopszin molekuldkat tartalmaz6 minta leirdsat, a fotoelektromos ¢és
abszorpcidkinetikai méréseknél hasznalt kisérleti elrendezés vézlatit és a mérési

eredmények bemutatasat tartalmazza.

2.1 A minta

A fotoelektromos mérések megfeleld érzékenységének €léréséhez a mintaban taladlhato
bR molekuldk minél tokéletesebb orientacidja sziikséges.

A bR molekulékat tartalmaz6 bibormembrandarabkak orientdlhatok homogén
elektromos tér segitségével, mivel a fragmentumok permanens elektromos
dipolusmomentummal rendelkeznek. Ez az eljards azonban két ok miatt nem ad
kielégitdé eredményt: 1. Az orientald elektromos tér hatdsira a permanens
dipélusmomentumra merdlegesen indukalt dipélusmomentum jon létre, amely az
orientaciét perturbalja. 2. Eredendden negativ toltésiik miatt a bibormembrandarabkak
vandorolnak és aggregatumokat képezhetnek (Keszthelyi, 1980; Barabas és mt., 1983).
Kiils6 magneses tér alkalmazdsdval a mintaban indukalt méagneses momentumok
kelthetdk, ¢és igy nagy erdsségii, homogén magneses térben kozel tokéletes rendezés
érheté el. Ekkor az egyes membrandarabkdk normalisai ugyan kozel tokéletes
szigorasaggal a rendezd tér altal kijelolt tengellyel parhuzamosak, am iranyitasuk
véletlenszerli. A fentiekbdl adédoan a bR mintdk orientacidja elektromos és magneses
terek kombinalt alkalmazasaval torténhet a legpraktikusabban a kovetkezé modon (Dér
¢s mt., 1995a): A mintat el0szor rovid idotartami, gyenge elektromos térnek teszik ki,
amely a mintdban létrehozza a kezdeti orientaciot, ezt kovetden magneses térrel
fokozzdk az orientacid6 mértékét, mikdézben az orientdlt membranfragmentumok

szogeloszlasat rogzitik egy polimerizalddo gélben.
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A mérésekhez hasznalt szuszpenzi6 a standard eljaras (Oesterhelt és Stockenius,
1974) szerint preparalt bibormembran lemezkéket tartalmazott. Az orientacid (és

gélbeli rogzitése) eldtti szuszpenzid Osszetételét az alabbi tablazat tartalmazza:

Komponens Koncentracio
Bibormembran 50 uM
Akrilamid 15 %

N,N’ metilénbiszakrilamid 0.8%
Tetrametiletiléndiamin 1.0 %
Ammoniumperszulfat 0.3 %

2.1 tablazat. A bakteriorodopszin szuszpenzid dsszetétele.

A szuszpenzi6 platina elektrodakkal hatarolt 20x15x10 mm méretli kiivettdban volt. A
20 V/cm nagysagu elektromos térrel torténd rendezés utdn a mintara egy 17.5T
erdsségli magneses tér hatott, mikézben a gél polimerizaciojaval a bibormembranok
szogelolszlasa rogzitetté¢ valt (Dér Andras, Nagy Magneses Tér Laboratorium, Max
Planck Intézet, Grenoble, Franciaorszag). Kizarélag a nagy magneses tér
felhasznalasaval is késziiltek mintak. A gélben 1év0 membrandarabkak rendezettségét
magneses kettdstorés mérésekkel ellendrizték (Maret és Weill, 1983), melyek alapjan a
rendezettség mértéke kozel tokéletesnek adddott. A minta eldkészitésére vonatkozod
tovabbi részletek a (Dér és mt., 1995a) munkéban talalhatok.

A fotoelektromos és abszorpcidkinetikai mérésekhez ugyanazon gélbol kivagott
mintakat hasznaltak. A fotoelektromos mérések esetében a minta egy ODs7s=2 optikai

denzitassal rendelkezd 1 cm élhosszusagu kocka volt.

2.2 A fotoelektromos mérés

A mintat egy excimer lézer (Lambda Physik LEXtral00, A=308nm, E=100mJ) altal
hajtott (hazi készitési) Rhodamin 6G festéklézer (A=690nm, E=10mlJ) gerjesztette. A
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mintdhoz érkezd 10 ns id6tartamt, E=100uJ energidjuo (nem telitd), linedrisan
polarizalt 1ézerimpulzus inditotta el a fotociklus folyamatat a bR minta molekulaiban.

A minta egy vizzel telt mérdcellaban helyezkedett el, a gerjesztd fénytdl
eltakart, egymastol 2 cm tavolsagban 1évé platina elektroddk kozott. A fotociklust
gerjesztd linedrisan polarizalt 1ézerimpulzus a mérdcella egy kis ablakan keresztiil jutott
a mintara.

A fotociklust  kiséré  fotoelektromos  valtozdsokat hazi  készitési
fesziiltségerositd (1000-szeres er0Osités) kozbeiktatasaval egy tranziens rekorder
(LeCroy 9310L) rogzitette, 2usec idofelbontds mellett. A felvett fotofesziiltség
gorbéket végiil szamitogépbe juttattak.

Jeloljiik z-vel a minta orientacids tengelyének irdnyat, a mintat gerjesztd fény
terjedési iranyat x-szel, az ezekre merdleges (a jobbsodrasi koordinatarendszer
kovetleménye szerint vett) irdnyt pedig y-nal. A fény polarizacios sikja a z tengellyel
45°-0s szoget zart be. A mintara szimmetrikus elhelyezésii elektrédaparokkal mért, az
X, y és z iranyokban értelmezett fotofesziiltségek a 2.1 dbran lathatok. Az abrak az x és
y komponensek esetében 400 mérésbdl szamitott atlagot, a z komponens esetében 16
mérés atlagdt mutatjadk. A fiiggvényeket a Ous-400us idétartomdnyban rogzitették,
pH=6 ¢és T=23 °C mellett.

Itt csak bizonyitds nélkiil elérebocsatom, hogy az x, y és z fotofesziiltségek
alkalmasan valasztott molekularis koordinatarendszer esetén kvantitativ. modon
hozzarendelhetdk a molekularis x, y €s z irdnyokban lejatsz6d6 dipdlusmomentum-
valtozasokhoz. Az x és y komponensek a membran sikjaba esd, a z komponens pedig a
membranra merdleges dipélusmomentum-valtozashoz tartozik.

Ahogy arrol majd a késObbiekben sz6 lesz, a minta iranyitasa, az egyes
dipélusmomentum-komponensek keveredésének kisérleti kezelése nem trivialis feladat.
Annak aldtdmasztasara, hogy az egyes fotofesziiltségek valoban csak a megfeleld
komponenst tartalmazzak, kontrollmérések torténtek. Igy az x komponens alakjanak
ellendrzése a kizardlag magneses térrel rendenzett minta felhasznalasaval tortént. A z
komponens ellendrzése a polarizalatlan gerjesztés mellett mért fotofesziiltség alakjanak
ismeretében volt lehetséges. Az y komponenst a minta iranyitasanak pontos beéllitdsa

utan az x és z iranyokra merdleges iranyban mérték.
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2.1 abra. A bakteriorodopszin fotociklusanak fotofesziiltség komponensei.
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A fotoelektromos mérési adatok kiértékeléséhez ismerniink kell az intermedierek
koncentracidinak idofiiggését. Ez az informéci6 megszerezhetd a bakteriorodopszin

fotociklusat kovetd abszorpciovaltozasok mérésével €s megfeleld kiértékelésével.

2.3 Abszorpciokinetikai mérés és adatkiértékelés

Az abszorpciokinetikai mérések értelmezése sordn a differianciaspektrumok
idofliggését tartalmazo matrixot az SVD (singular value decomposition) modszerének
felhasznalasaval analizaltak. A médszer megadta a differenciaspektrum-matrix effektiv
rangjat, ezutdn a szignifikdns SVD komponensek megtartasaval rekonstrualtdk a
matrixot és kiszlrték a zajt. Az intermedierek abszorpcids spektrumait Monte Carlo
keresési algoritmus segitségével szarmaztattak a differenciaspektrumokbol (Gergely és
mt., 1997). Az egyes intermedierek koncentracidoinak  idofliggését a
differenciaspektrum-sorozatnak az intermedier-spektrumokkal valé — nemnegativ,
linedris, legkisebb négyzetek mddszere szerinti — illesztésével adtdk meg. Ezt kdvetden
— linedris, reverzibilis 1épéseket tartalmazo fotociklus sémat feltételezve, hazi készitést
szamitogépes program felhaszndldsaval (Groma Géza, RATE v2.1) — eldallitottak a
kinetikai  értelemben vett intermedierek koncentracidinak idofiiggését. Az
adatkiértékelés egyéb 1épéseiben a MATLAB programcsomagot hasznaltak.

Az abszorpciokinetikai mérések a fotoelektromos mérésekhez hasznalt gélbol
kivagott mintan torténtek, azonos koriilmények (pH=6, T=23 °C) kozott. A minta
gerjesztését kovetd spektralis valtozasokat logaritmikus értelemben egyenld
1dokozonként rogzitették 350 ns-tol 400 ps-ig, a 360-750 nm hulldmhossz
tartomanyban, egy kapuzott (diddasor-detektort tartalmazd) optikai sokcsatornds
analizator (Spectroscopy Instruments, Gilching, Germany) felhasznalasaval.

A bakteriorodopszin fotociklusat kisérd abszorpciokinetikai mérés eredményét a
2.2 abra mutatja. Az abran a bakteriorodopszin minta abszorpciovaltozasa lathatd (az
alapallapothoz képest) logaritmikus idoskéalan (a fotociklus folyamata az olvasotol

tavolodva halad eldre).
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2.2 abra. A bakteriorodopszin fotociklusanak abszorpcidkinetikaja.

Az abszorpcidkinetikai adatok kiértékelése soran a differenciaspektrumok iddbeli
sorozatabdl felépitett matrix rangja 3-nak adodott az SVD analizis alapjan. Ez fizikailag
azt jelenti, hogy harom, spektralisan megkiilonboztethetd intermedier (K, L, M) volt
jelen a mérés 350 ns — 400 ps-os iddablakaban (az ezeket kdvetd N, O intermediereket
nem lehetett kimutatni).

A K, L, M intermedierek abszorpcids spektrumait (2.3 4bra) és koncentraciodik
idofiiggését (2.4 abra) a (Gergely és mt., 1997) irodalomban részletezett modon, a

sz¢les korben alkalmazott és elfogadott

bR—Y K L, L, M, M, (4.1)

fotociklus graf alapjan allitottak el a mérés 400us-ig terjedd idéablakaban.
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2.3 abra. Az intermedierek szdmitott spektrumai.
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2.4 abra. Az intermedier-koncentraciok szamitott id6fiiggése.
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EREDMENYEK

3. A MERESI MODSZER ELMELETI MEGALAPOZASA

A szuszpenzids modszer ezen elméleti megalapozasa a molekularis szintrél kiindulva
kvantitativ 0sszekottetést 1étesit a makroszkopikusan detektalhato (foto)fesziiltségek és
az azokat létrehozo intramembran dipélusmomentum-valtozasok kozott. A leirds a bR-
bibormembran rendszerbdl indult ki eredetileg, de nem specifikus ré olyan értelemben,
hogy sehol sem haszndlja ki a bR molekula vagy a bibormembran specialis

tulajdonsagait. Ezért a tovabbiakban altaldnossagban fehérjérdl €s membranrdl lesz szo.

3.1 Mintaanizotropiak, koordinatarendszerek

A gondolatmenetek soran kétféle koordindtarendszert fogok hasznélni: a fehérjéhez
rogzitett molekuldris koordinatarendszert és a laboratériumhoz rogzitett laboratoriumi
koordinatarendszert (mindkett6 derékszogii, jobbsodrast) (3.1 abra).

A molekularis koordinatarendszer origdjat valasszuk meg a fehérje belsejében
tetszOlegesen (pl. a molekula geometriai kdzéppontjaban, az elmélet kdvetkeztetései
ugyanis fliggetlenek az origd megvalasztasatol), a laboratoriumi koordinatarendszer
origojat pedig definialjuk a minta geometriai kozéppontjaval.

A molekuléris koordinatarendszer z tengelyét a fehérjének (vagy a fehérjét
tartalmazé membrannak) az orientdcidban/rendezésben résztvevd permanens/indukalt
dip6élusmomentuma definidlja. Ha a fehérje rendelkezik linearis kromoforral (amelyhez
egyértelmiien hozzarendelhetd egy adtmeneti dipolusmomentum), akkor az y tengelyt a
kromofér dtmeneti dipélusmomentumanak a z tengelyre merdleges sikban vett vetiilete
jeloli ki (az x tengely a jobbsodrasu rendszer kdvetelményébdl adodik). Ha a molekula
nem tartalmaz linearis kromofort, akkor az elméleti leiras szempontjabdl k6zombos,

hogyan valasztjuk meg az x €s y tengelyeket.
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A laboratoriumi koordinatarendszer z tengelyét a minta orientacids/rendezési irdnya
adja meg. Ha a fehérjében 1évo linedris kromofort gerjesztjiik, akkor az x irdnyt a
gerjesztd lézerimpulzus terjedési irdnya hatdrozza meg (y a jobbsodrasu rendszer

kovetelményébdl adodik), egyébként az x és y iranyok megvalasztisa tetszéleges.

Hp
permanens (vagy indukalt) lfromofgr .
dipélusmomentum atmeneti dipdlusmomentum
Hr
P>y
X
7z
orientatacios (vagy
rendezési) tengely
lézer gerj esztés

minta

/

3.1 abra. A molekularis (feliil) és laboratoriumi (alul) koordinatarendszer definicidja.

e

X

Az elméleti leirds a minta anizotropids mindsége, azaz a molekulak szogeloszlasa
alapjan tagozodik. A mintdk ko6zos jellemzdje, hogy makroszkopikus szdmu, rotacids

értelemben rogzitett membrandarabkat tartalmaznak, amelyekbe a vizsgélt fehérje
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iranyitott médon épiil be. A membrandarabkakrdl feltessziik, hogy azok geometriailag
jol kozelithetdk kiillonbozo sugaru korongokkal. Definialjuk a kovetkezé mintakat!

Tokéletes irdnyitasi minta: Ebben a legegyszeriibb, idealizalt esetben a

membranokban 1évé fehérjék mindegyike pontosan azonos irdnyitdsu (a
membrankorongok parhuzamosak egymadssal, a molekularis koordindtarendszerek
tengelyei azonos iranyba mutatnak). Ezen elméleti eset alapjan érthetdk meg a
valosagban eldallithatd aldbbi, bonyolultabb mintak:

Orientalt minta: Ha a mintdban 1évé membrandarabkak rendelkeznek eredd

permanens elektromos dipélusmomentummal, akkor lehetséges elektromos térrel
orientadlni azokat. A homogén térrel torténd orientalds hatasara eléalld szogeloszlas
rogzithetd adott fixalasi eljarassal (Dér és mt., 1985b), majd a mérések az igy
"befagyasztott" mintan elvégezhetdk.

A tokéletes orientacid elméleti eseté¢hez (amikor is a membrankorongok
parhuzamos helyzetiiek, a molekularis koordinatarendszerek z tengelyei azonos irdnyba
mutatnak) tartoz6 mintat "tokéletesen orientalt mintanak" fogom hivni.

Rendezett minta: Amennyiben a mintaban 1évé membrandarabkakban indukalt

elektromos/magneses dipolusmomentum hozhaté Iétre, Ggy lehetséges azokat
elektromos/magneses térrel rendezni. A homogén térrel torténd rendezés hatasara
el6alld szogeloszlas rogzithetd adott fixalasi eljarassal (Dér és mt., 1995a), majd a
mérések az igy "befagyasztott" mintan elvégezhetok.

A tokéletes rendezés elméleti esetéhez (amikor is a membrankorongok
parhuzamos helyzetiiek, a molekuléris koordinatarendszerek z tengelyei parhuzamosak
egymassal, de irdnyitdsuk véletlenszerli) tartoz6 mintadt "tOkéletesen rendezett
mintanak" fogom hivni.

A tovabbiakban, a matematikai jelolésekkel kapcsolatban ragaszkodni fogok
ahhoz, hogy fels6 index mindig vektorkomponenst (vagy matrixkomponenst) jeldl, az

also index pedig valamiféle mindségi megkiilonboztetés céljat szolgalja.

3.2 A tokéletes iranyitasa minta

Amint emlitettem, ez a minta makroszkopikus szamu, tokéletesen iranyitott

fehérjemolekulat  tartalmaz,  amelyek  egymassal = parhuzamos  helyzeti
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membrankorongokban helyezkednek el. Miikodésiik soran a molekuldk bizonyos
konforméciovaltozadsokon, koztes allapotokon (intermediereken) mennek keresztiil.
Elképzelhetjiik példaul, hogy a konformacios valtozasok hatterében egy ionpumpalasi
mechanizmus 4ll, a folyamatot pedig egy fényimpulzus inditja el szinkron mddon a

teljes mintaban. Szemeljiink ki egy molekulat a sokasagbol! Az i-edik intermedierhez
tartozd dipélusmomentumot (a molekularis koordinatarendszerben) jeldlje <.
Osszpontositsuk figyelmiinket az i — | 4atmenetre, amelynek soran a molekula

dip6élusmomentuma ,ui'j‘ = ,u;‘ — i értékkel valtozik meg adott t, 4tmeneti id6 alatt.
Elméletiinkben feltételezziik, hogy az elektrolit ezt a ,ui‘j‘ atmeneti dipdlust a

konformaciods atmenet t; idOtartamahoz képest hosszl, viszont az intermedierek t,

élettartamahoz mérten rovid t, relaxacios idével arnyékolja le. Azaz irhatjuk, hogy:
t, <<tp <<t, (3.1)

Az ionrelaxacid sebességére vonatkozd fenti relacio teljesiilésének vizsgalatira a
késObbiekben, az elektrolit dinamikai modellezése soran visszatérek.

Tekintsiik tehat az i — j atmenetet! Képzeljik el, hogy egy, az ionrelaxacio
karakterisztikus idejéhez képest iddpillanatnak tekinthetdé iddintervallumban adott,
makroszkopikus szamu i — | atmenet zajlik le a mintaban 1év6 korongok véletlenszerii
helyein. A rendszer (molekuldk + elektrolit) ezen atmenetektdl szarmazéd teljes
dipélusmomentuma a ,ui'j( = ,u'j‘ — u* dipolusmomentum-valtozassal aranyos értékrol
idével fokozatosan lecsokken, mivel az elektrolit adott relaxacids iddvel ledrnyékolja
azt. Ezt a dipdlusmomentum idoéfiiggvényt jeloljik ,Tli'j‘(t) -vel. (Noha az egyes
fehérjékhez tartozod dipolusmomentum-jarulékok igen jelentds idébeli fluktuaciokkal
rendelkeznek az egyedi ionmozgasok kovetkeztében, a ﬂi;‘ (t) fiiggvény mar

joldefinialt.)

crer

kozott elsérendi kémiai reakciokat feltételezve, az i — ] atmenetben résztvevd

molekuldk szama aranyos az X;(t) koncentracioval és a k;; sebességi allandoval. Ekkor

arendszer | — | atmenett6l szarmazo6 teljes dipélusmomentuma:
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B (05 ~ [ Bf (t=t)k; % (t, )t (3.22)
0

A ﬁi:-‘ (t) filiggvény az intermedierek ¢lettartamdhoz mérten rovid i1dé alatti

lecsengésének, €s az integral ,ui‘j‘ -vel vald aranyossaganak feltételezésével (ezt az

ionrelaxacio modellezésével alapozom meg késdbb):

t
T (=t )k, X Gty = [ 725 (t =tk x, 8,y =

t—tg

o —

t (3.2b)
= kX () [ 22 (t—t, )ty ~ kX, () -
t-tg
fgy a kovetkezd relaciot nyertiik:
/jilj( O ~ /uilj( kij X (1) (3.2¢)

Most tekintsiik az dsszes i — | atmenettdl szarmazé fI*(t), dipélusmomentumot:

ﬁk(t)z = ZET )y ~ Z:ui:'(kij X ()= Z(ﬂ:( _zuik)kij X (1) =
:Zﬂ:'(zkijxi(t)_zluikzkijxi(t):

i i i i
:Zﬂikzkjixj (t)_zluikzkijxi(t):

= S F kX, Ok X O =% 0

(3.3)

Az utolso 1épésben felhasznaltuk a %Xi tH= Z[k i X (D) —k; % (1)] Osszefliggést, amely
j

az i-edik intermedier reakcioihoz tartozd, az X;(t) koncentraciora felirt

differencidlegyenlet.

def
A u(t)=["(t), egyszerlisitd jeldléssel, eredményiil tehat a kovetkezot

kapjuk:
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{0~ S x (3.4)

Ezek szerint a rendszer (Osszes molekula + elektrolit) teljes dipdlusmomentuma

aranyos az intermedier-koncentraciok id6beli derivaltjainak linedris kombinacidjaval,

az aranyossagi tényezok az egyes intermedierek dipélusmomentumai. Mivel a 1" (t)
makroszkopikus dipélusmomentum csak a 4 intermedier dipolusmomentumok
kiilonbségeitol fligghet, ezért a u* értékek (3.4)-bdl csak egy kozos c*konstans tag

erejéig hatarozhatok meg, amelyet — g -nak valasztok meg a tovébbiakban (ekkor az

alapéllapot dipélusmomentuma nulla). Hangstlyozom, hogy a (3.4) Osszefiiggés

alapjan kaphato u* értékek csak egy ismeretlen o szorzofaktor erejéig hatarozottak,

amelynek komponensei a tér harom irdnyaban eltérhetnek egymastol az ionrelaxaciod
esetleges anizotropidja miatt (erre a késdbbiekben még visszatérek).

Ha a tokéletes iranyitasi minta megvalosithatd lenne, akkor a megfelelden

elhelyezett elektrodaparok segitségével mérhetd u*(t) makroszkopikus fesziiltségekbdl
a u*(t) fiiggvények kozvetleniil adédnanak. A “tavoli zonaban” mért potencial esetén
a multipélus-potencialok elhanyagolhatok, fennal az U*(t) ~ *(t) aranyossag, és igy a
,uik molekularis dipélusmomentumok (3.4) alapjan szamolhatok lennének.

Ebben a fejezetben tehat megmutattam, hogyan hatarozhatok meg a u*(t)
fliggvényekbdl a ,u:( molekularis dipolusmomentumok. A kdvetkezOkben arra keresem
a valaszt, hogyan kaphatok meg a u"(t) fiiggvények a mérhetd u*(t) makroszkopikus

fesziiltségekbdl realisztikusabb mintdk esetén, ahol a molekuldk szdgeloszlasa

bonyolultabb.

3.3 A tokéletesen orientalt minta

Definicid szerint a tokéletesen orientalt mintaban a fehérjék molekularis z tengelyei és
a laboratoriumi z tengely pontosan azonos iranyba mutat, a molekularis x ¢és y

tengelyek irdanya véletlenszert.
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A molekularis koordinatarendszerek ezen iranyeloszlasabol kdzvetleniil adodik, hogy a

konformdacids valtozasokhoz kapcsolodé molekuléris g dipolusmomentum-véltozdsok

a laboratériumi z irdnyban konstruktiv médon addédnak Ossze, és létrehozzak a

makroszkopikusan detektalhato u*(t) dipolusmomentumot. Ezzel szemben, a
molekularis z tengelyre meréleges sikban 1év6 4 ¢és  u komponensek

makroszkopikus szinten kioltjdk egymas hatasat.

A fotoszel ekci6 esete:

Amennyiben a vizsgalt molekuladris folyamatot egy linearis kromoféron torténd
novelése linedrisan polarizalt gerjesztéfény alkalmazasaval. A gerjesztési valdszinliség
a kromofor 4atmeneti dipdlusmomentumanak és a gerjesztd fény elektromos
térvektoranak skalarszorzat-négyzetével aranyos. Ezt a polarizalt fénnyel megvaldsitott
iranyfliggd folyamataktivalast fotoszelekcidnak nevezik.

Tokéletes orientdcio esetén, a mintdban 1évé kromoforok egy kup feliiletére
illeszthet6k, amelynek fél nyilasszogét jelolje B (3.2 abra). A gerjesztd fénysugar
elektromos térerdsségvektora és a laboratoriumi z tengely altal bezart szoget jeloljiik

o -val.

V4
A
AL
kromoférkdp ]
wHr
B 'y
—_ Z } Y
e
o Y
X X

3.2 abra. A kromofor kup a tokéletesen orientalt minta esetében.
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Egy, a laboratorumi koordidtarendszer y tengelyével y szoget bezardé molekuléris y
tengellyel rendelkezd fehérje gerjesztési valdsziniiségére a kovetkezd aranyossag irhatd
fol:

p(e. ) ~ [E(@) i ()] (3.5)

ahol f;(y) a kromofér atmeneti dipdlusmomentumdt, €(«r) a gerjeszté fény

elektromos térerdsségvektorat jeloli.

A u*(t) fiiggvény l-edik laboratériumi tengelyre esd vetiiletére felirhatjuk:

u (e, .t ~ pla, pr(uk ) (3.6)

ahol r'%(y) a laboratoriumi koordinitarendszert a molekuldris rendszerbe

transzformalo forgatds matrixa. Most vegylik tekintetbe az 6ssze molekula hatasat:

ul @) ~ [ul (@ r.tdy ~ [ plesr* (nu ®ydy =
0 0 (3.7)

14O [ planr(ndy = 1 ®)- 1% (@)

2r
Az %)= I p(e, Y)r'* (y)dy komponensek kiszamitasa az alabbi eredményt adja:
0

~sin 2 Bsin 2 0 0
[£% ()] = 0 ~sin2fsin2a 0 (3.8)
0 0 f*(ax)

Eszerint fotoszelekcid segitségével a tokéletesen orientalt mintdban megkaphatod a
15(t) figgvény mindharom komponense. A matrix diagonalis alakjabol kovetkezik,
hogy az egyes komponensek az egyes laboratoriumi tengelyeken elkiiloniilten jelennek

meg. A sin2a fliggvénynek az o =45°(+k*90°) értékeknél van széls6értéke, igy a
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L1 (t) és ¥ (t) komponensek laboratdriumi vetiiletei o =45° polarizacids szog esetén
érik el maximumukat (a kromofor S szogétdl fiiggetleniil), tehat a fotoszelekcids hatas
ekkor a legkifejezettebb. Az is lathato, hogy a fotoszelekcio a f=45° kromofor szog

mellett maximalis, mig a £ =0°90° hataresetekben az effektus megsziinik.

3.4 A tokéletesen rendezett minta

Definicié szerint a tokéletesen rendezett mintdban a molekuldris z tengelyek és a
laboratoriumi z tengely parhuzamosak egymassal, &m a molekularis z tengelyek
iranyitasa véletlenszerti (az egyes molekularis x és y tengelyek iranya is véletlenszertt).
Makroszkopikus szami molekulédt tartalmazo minta esetében ez azt jeleni, hogy a
molekuldk fele egy adott iranyba, masik fele az azzal ellentétes iranyba "all".
Mindebbdl  kovetkezik, hogy az egyes elemi folyamatokbdl szarmazo
dipolusmomentum-valtozasok hatasai kiejtik egymast, igy a makroszkopikus szinten

detektalhat6 ered6é dipdlusmomentum barmely térbeli komponense nulla lesz.

A fotoszel ekci 6 esete:;

Amennyiben a molekulak rendelkeznek linearis kromoforral, €és linedrisan polarizalt
fényt alkalmazhatunk a konformacids valtozasok beinditdsdra, érdekesebb esettel
allunk szemben. A tokéletesen rendezett mintaban 1€vo fehérjék kromoforjai egy kettds
kapra illeszthetok (3.3 abra). Valasszunk ki egy kromofort a felsé kupon. Ehhez
talalhatd egy olyan kromofor az als6 kupon, amelynek atmeneti dipdélusmomentuma
parhuzamos a fels6 kupon kivalasztott kromofor atmeneti dipélusmomentumaval, és
igy ugyanakkora gerjesztési valoszinliség tartozik hozza. E két kromoférhoz tartozd
molekularis koordinatarendszerek a molekularis x tengely koriili 180°-o0s forgatassal
vihetOk at egymasba. Ez azt jelenti, hogy az y ¢és z molekuldris tengelyek a két
kromoférhoz tartozé molekula esetében éppen ellentétes iranyba mutatnak. Igy
kizarolag csak az x molekuldris irdnyba esé dipélusmomentum-valtozasok adddhatnak

Ossze konstruktiv modon és jelentkezhetnek makroszkopikus szinten.
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. kromofor kup

3.3 abra. A kettds kromofor kup a tokéletesen rendezett minta esetében.

A tokéletesen orientdlt minta esetében bemutatott szamitishoz hasonldé mddon a

kovetkezd eredmény adodik:

() ~ @ (t)sin2 Bsin 2
1) =0 (3.9)
©®=0

Ez azt jelenti, hogy a tokéletesen rendezett minta idedlis kisérleti koriilményeket

biztosit a £ (t) komponens meghatarozasahoz.

3.5 Realisztikus mintak

Az eldzd pontokban targyalt tokéletesen orientalt és tokéletesen rendezett mintdk fontos
idealizaciok voltak, amelyek a realisztikus, Boltzmann-eloszlassal terhelt mintak
megértéséhez jelentenek segitséget. Ezekben a valdsdgos mintadkban a molekuldk nem
tokéletesen orientaltak/rendezettek: a molekulak szogeloszlasat az orientalo/rendezo tér
hatdsa €s a membranok rotacids diffuzidja egyiittesen alakitotta ki. A szogeloszlas

alakja a Boltzmann-energiaeloszlasbol kiindulva adhatdé meg. Az eloszlast jellemzd
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A ) szogsiirliség az orientacid/rendezés tipusanak és mértékének fiiggvénye, ahol oJ a

molekularis és laboratoriumi z tengelyek altal bezart szog (3.4 abra).

p($) /re.

T T T T
0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0
S/ radidn

p(&) fre.

0.0 ———— , . :
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

S / radian

3.4 abra. A molekulak szogstirtisége orientalt (feliil) €s rendezett (alul) mintak esetén.

A bonyolultabb szogeloszlas ellenére, szimmetriaokokbdl kdvetkezden belathato, hogy
(fotoszelekcid  hidnyaban) orientalt mintdkban szintén csak a u*(t) komponens

jelentkezik makroszkopikus szinten, a tokéletesen orientdlt minta esetéhez hasonldan.
Az is lathatd, hogy (fotoszelekcido hidnydban) rendezett mintakban nem léphet fel
makroszkopikus dipélusmomentum, a tokéletesen rendezett minta esetéhez hasonldan.
Itt jegyzem meg, hogy a bakteriorodopszin minta esetében alkalmazhato
kombinalt orientdladsi technikdval (permanens elektromos dipdlusmomentummal

orientdlds, majd indukdlt madagneses dipolusmomentummal rendezés) kialakitott
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szOgsurliség alapvetd szimmetriatulajdonsagait tekintve az orientdlt minta
szOgsuriségéhez hasonlithatd. Belathatdo (itt csak a tokéletes rendezés esetére
szoritkozva), hogy a tokéletlen kezdeti orientacié miatt a membranok egy része a
tobbivel ellentétes iranyba mutat, ami a #*(t) komponens kivételével destruktiv
szuperpoziciot eredményez a mintaban. Igy ez az effektus (az ionrelaxacio hatasan tal)

tovabbi aranytalansaghoz vezet a 1*(t) komponensek makroszkopikus stlyaban.

A fotoszel ekci 6 esete:;

Amennyiben a minta lehet&séget ny(jt a fotoszelekcid alkalmazasara, a ¢ (t) és u”(t)
komponensek is meghatarozhatok.

Az el6z6 pontban leirtak szerint a tokéletesen rendezett mintan
makroszkopikusan kizarélag a #*(t) komponens jelenhet meg. Belathatd, hogy ezt a
tulajdonsagat a minta a Boltzmann-eloszlas zavard hatasa ellenére is megérzi. Ez a
rendezés esetére érvényes A J) szogslriség ¢ =90 “-ra vonatkozd szimmetriajabol
adodik. Eszerint a mintdban minden 29<90° szoghdz tartozé kromofér kiphoz
hozzarendelhetd egy 9>90° sz6ghdz tartozd kromofoér kap, amely azonos gerjesztési
valészinliségli  kromoforokhoz tartozik. A mintdban taldlhaté 0Gsszes molekula

csoportosithatd gy, hogy kromoférjaik a fenti értelemben vett kiipparokra essenek.
Minden ilyen par a tokéletesen rendezett minta esetének felel meg, ahol csak a u;
dipolusmomentum komponensek adddnak o6ssze konstruktivan. Igy a rendezett

mintdban is csak az x komponens hoz létre makroszkopikusan detektalhato

fotofesziiltséget. Ez azt jelenti, hogy a rendezett minta — a Boltzmann-eloszlas jelenléte

ellenére is - idealis a ¢ (t) komponens zavartalan meghatarozasahoz.

Komolyabb nehézséget ezek szerint a #Y(t) komponens detektalasa jelenthet.
A molekularis z tengely laboratoriumi rendszerben vett irdnya két szoggel
adhaté meg: a mar bevezetett 9 szoggel €s az orientacids tengely koriili forgatds ¢
szogével. A linearis kromofor (laboratdriumi koordinatarendszerben vett) irdnya a @ és
@ szogek mellett egy tovabbi y szoggel adhaté meg, amely a kromofér 4, atmeneti
dip6élusmomentumanak a molekularis z tengely koriili forgatasat irja le. A (9,¢,7)

iranyhoz tartoz6 kromofor gerjesztési valoszintiségére felirhatjuk:
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Pe (8,00, 7) ~ [81; (3,0, V)] (3.10)

A (9,9,7) szogekkel jellemzett kromoférokhoz tartozé molekuldk a p(J)- p.(J,9,7)

mennyiséggel aranyos dipélusmomentumot hoznak létre, igy a u*(t) fiiggvény l-edik

laboratoriumi koordinatatengelyre vett vetiiletére fennall:
lull_k (t, 9, o, 7) ~ p(ﬂ) pé(l?, o, ;/)r " (4, o, J/)ﬂk ® (3.11)

ahol az r'k( ¥, ¢,7) mennyiségek a (9, @, ) forgatashoz tartozé matrix komponensei.

Most vegyiik figyelembe a minta 6sszes molekulajanak hozzéjarulasat:

1l ~ [[[ 1l . 8,0, y)ddedd ~ [[[ p() po(B, 0, 7)1 (8, 0, )" (Ddydpd ) ~
dpy dpy

1O [ p@|[ pe(@,0, NI (8, 0, y)dded (3.12)
v vy

amely a kovetkezd alakba irhato:
Ik k 1k =
ue (@)~ ut ()£ (p,€) (3.13)

Igy végiil a makroszkopikusan mérhetd U' (t) fotofesziiltségekre kapjuk:

u'(t) ~ () =D p(®) (3.14)

Az f'(p,8) matrix komponens a #X(t) fiiggvény l-edik laboratériumi tengelyre esd
vetiiletének (el6jeles) “sulya”. Az egyes komponensek értékei a minta adott o &)

szogslriségének és a gerjesztd fény € elektromos térerdsségvektoranak iranyanak

fiiggvényében numerikus integralassal hatarozhatok meg.
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3.6 A térbeli szuperpozicio szamitogépes modellezése

A Boltzmann-eloszlassal terhelt minta problémajanak kezelésére, az f'(p,€)
egyiitthatok numerikus tUton torténd kiszamitadsara készitettem egy szamitogépes
programot. A programban az f'(p,€) egyiitthatok egy kiterjesztett alakja szerepel,
ugyanis lehetéség van a minta (elektroddkhoz  képesti) elfordulasanak
figyelembevételére is. Az [ f'(p,€)] matrixnak a probléma barmely paramétere

szerinti fliggése 1s lekérdezhetd.

A numerikus szamitas segitségével egyrészt ellendrizhetdk az elmélet korabban
tett megallapitdsai, masrészt tovabbi kovetkeztetések vonhatok le a bonyolultabb,
Boltzmann-eloszlassal terhelt realis mintak esetében, ami elsdsorban a mérési technika
tokéletesitését célozza.

A 3.5a képernyOabra mutatja az idedlis esetet: tokéletesen orientdlt minta,
tokéletes rotacios poziciondlds az elektroddkhoz képest, a fotoszelekcio esete 45°-0s
polarizacids irany alkalmazéasaval*. Az abrarol leolvashaté a kordbban levezetett
eredmény, miszerint az [f"(p,8)] méatrix diagondlis, igy az egyes u"(t)
komponensek elkiiloniilten jelennek meg az egyes laboratdriumi iranyokban.

A valosdgban azonban nincs mod tokéletesen orientdlt mintdk alkalmazésara,
ezenkivill a minta rotacids helyzete sem ismert pontosan. A 3.5b képernydabra mutatja

mi torténik a tokéletesen orientalt minta esetén akkor, ha a minta iranyitdsa pontatlan: a

ﬂk (t) dipélusmomentumok "dsszekeverednek"*.
Kozelitsiink a gyakorlatban megvaldsuld esetekhez: tekintsiik a Boltzmann-

eloszlassal terhelt orientalt mintat (3.5¢ abra).

*: A 3.5a, 3.5b és 3.5d képernydabrak bal oldalan, feliilrél lefelé haladva rendre a kdvetkezok lathatok:
az orientacid (vagy rendezés) tipusa és foka, a minta helyzete, a gerjeszté fényimpulzus polarizacios
sikja. A jobb oldalon lathaté fekete téglalapban, fiigg8leges vonalakkal abrazolt 3x3 mennyiség az [fK]
matrix. A programban hasznalt jelolés eltér az értekezésben hasznalttol: X kL megegyezik az flk
egyiitthatoval. Tovabba a programban x-szog, illetve y-szdg jeloli azon x, illetve y tengely koriili
forgatas szogét, amely a minta orientacids iranyat a z iranyba viszi at, ahol x, y, z a gerjesztd fény
terjedési iranyaval (x) és a —g (fiiggdleges fol) irannyal (z) definialt koordinatarendszer tengelyeit

jelentik.
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Elméleti uton megallapitottam, hogy a fotoszelekcids hatasnak, és igy a membransikba
esé uX(t) és wuY(t) dipélusmomentumok makroszkopikus kifejezddésének 45°-0s
polarizacids irdny mellett van maximuma a tokéletesen orientalt mintdban. A 3.5c
abran lathato, hogy ez a tulajdonsag a Boltzmann-eloszlassal rendelkezé minta esetében

is megmarad*®. Az abrarol leolvashaté a minta egy tovabbi lényeges tulajdonsaga: a
laboratériumi y tengelyen a #¥(t) komponens mellett jelen van a #*(t) komponens is,

amely a mérést zavarja (a minta tokéletes rotacios pozicionalasa mellett is).

A rendezett minta esetét szemléltetd 3.5d dbra alatamasztja azt a korabbi

megallapitast, amely szerint e minta kivalo lehetdséget ad a #*(t) komponens
meghatarozasara, hiszen ebben az esetben tetszleges minta iranyitas, rendezettségi fok
¢és polarizacids irdny mellett is csak ez a komponens jelentkezik makroszkopikus
szinten. A fotoszelekcios hatasnak, és igy a fotoelektromos mérés érzékenységének

ebben az esetben is 45°-0s polarizacios irany esetén van maximuma.

A minta rotaci s pozcionélasa:

A gyakorlatban fellép az a probléma, hogy a minta orientdcids iranya nem ismert

pontosan (az elektroddkhoz képest), ami a dipdlusmomentum komponensek

"keveredésével" jar. E nemkivanatos hatas megsziintetése kozvetleniil lehetséges a mért

fotofesziiltségek felhasznalasaval. A szamitogépes modell alapjan a minta rotacids

pozicionalasa az alabbi két pont alapjan végezheto el:

1. Bedllitjuk az x-sz6g=0° helyzetet az y tengelyen mérhetdé fotofesziiltség
minimumanak megkeresésével, 0°-os polarizacids irany mellett (3.5¢ abra)*.

2. Az x-szO0g bedllitdsa utan az y-szdget is nullazzuk az x tengelyen mérhetd
fotofesziiltség minimumanak megkeresésével, szintén 0°-os polarizacids irany

mellett (3.5f abra)*

*: A 3.5¢c, 3.5¢ és 3.5f képernydabrak jobb oldalan, egymas alatt elhelyezkedd harom fekete mezdben

rendre az x, y és z irdnyokban (lasd a 3.5a,b,d &brakhoz tartozo definicidt) jelentkezd ,uk(t)

dipolusmomentumok “stilyai” (az flK komponensek) lathatok valamely mérési paraméter fiiggvényében.
Ez a paraméter a 3.5c abra esetében a polarizator szoge, a 3.5¢ és 3.5f abrak esetében pedig rendre a

minta irdnyitasat leir6 x-, illetve y-szog a [-90°,90°] intervallumban.
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A 17 (t) komponens meghatarozasa:

A szimuléci6 tobbek kozott megmutatta, hogy (a tokéletesen orientdlt minta esetével
megegyezden) a Boltzmann-eloszlassal terhelt orientalt mintdban is o =45° fok mellett

maximalis a fotoszelekcids hatas. Ugyanakkor, mint mar emlitettem — a tokéletesen

orientalt mintaval ellentétben - a laboratoriumi y tengelyen a #”(t) mellett megjelenik

a u*(t) komponens is.

u() ~ ul () ~ £ O+ £ (3.15)

A uY(t) dipélusmomentum meghatirozasa tokéletesen orientdlt minta esetén
egyszeriien torténik. Ha a minta iranyitasa pontos, akkor az y irdnyban mérheté u’(t)
fotofesziiltség aranyos 1Y (t)-vel, és 45°-0s polarizacids irdnynal maximuma van. Ha
az orientacié nem tokéletes, akkor tobb mérésre van sziikség ahhoz, hogy megkapjuk
1Y (t) alakjat. Itt megadok egy eljarast, amellyel a 1 (t) komponens meghatarozhaté.
Gerjessziik a mintat két (¢, &, ) polarizacios szog mellett, és mérjiik az ezekhez tarozo
u’i(t) és u’s(t) fotofesziiltségeket. A minta pontos rotacios pozicionalasa esetén az y

tengelyen nem jelentkezhet a £#*(t) dipolusmomentum hatésa. A fizikai szempontbdl

érdektelen aranyossagi tényezoket elhagyva felirhato az alabbi egyenletrendszer:

ui(t)=MY(t)+M2(t)

(3.16)
u’2(t) =aM Y (t) + bM *(t)

ahol u*(t)~MX (), az a= ¢s b= e faktorok numerikus integralassal

meghatarozhatok a minta szdgeloszlasanak és a gerjesztd fény polarizacios sikjanak

ismeretében. A fenti egyenletrendszerb6l MY (t) kifejezhets. (Az MY (t) és u”(t)

kozotti aranyossdg nem jelent informacidvesztést, tekintve, hogy az egyes ,uk(t)

komponensek egyébként is csak egy hatarozatlan szorzéfaktor erejéig hatarozottak.)

40



—Orientacid —Elektromos jelek

Szamitas Hormal 3s

Orientacia = | X
— | TokEletes =y
= | Dipdl eloszlas — =z
= = — | Auto.M
= | Ind. dipdl elaoszlis J L1o.Ragu=3g9 — | ¥vZ
Nagyitas [ .42 =| 25

Orient3cid foka [ 100.00%

—HMimta helyzete

[x]

u¥ = .0 %
H-=zdg oz
Y-szig o=

]

zH ¢ .0

Forgatis egérrel |

Exﬁ":w

Al aphelyzet | Tyt 57.55 %
Forgatis mintatartéval | Lz¥: .0
Al aphelyzet |
—Polarizitor L =2 ﬁ
Polarizitor-szdg [ —48° E Y@ : .0 -
LzZ: 100,00 =

Forgatis egérrel |

Al aphelyzet |

Hyaomt at 3=

3.5a abra. Az idealis eset.

—Orient3cid —Elektromos jelek
Szamitas Normal &=
Orienticid =| X
— | Tékéletes =¥
= | Dipdl eloszlas — =
— | Auto.N.
= | Ind. dipdl eloszlis J Lta-Nagy=ag — | vz
Naguitds [ .35 =|za

Orient3cid foka | 100.00%

[}

wH 8 EEEL 2
(TE ] —-€.60 =
F ] 36,40 %

—HMimta Relyzete

1

H-szbg [ 15°
Y-s=zdg [ -20%

[x]

Forgatis egérrel |

E =Y s 10,17 %
I Y : 25,95 =
Ezv: [ -2a.51 %

Al aphelyzet |

Forgatis mintatartdval |

Al aphelyzet |

L]

—Paolarizitar

. Polarizator—-szig [ -45¢

Forgatas egérrel

®2 2 | -10.17 ¥
2 12,685 %
Fra 100,00

Hyomtat3s

2 I o |

Al aphelyzet |

3.5b abra. A minta pontatlan rotaciés poziciondlasa a komponensek keveredésével jar.
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42



—Oriemt3cid
Orientacid

= | Tékéletes

Dipdl eloszlis

= | Ind. dipdl eloszlas

Orientacid foka [ &1.99%

1

—Hinta helyzete

H-sztg [ 0°
Y—szdg W

Forgatis egérrel |

Al aphel yzet |

—Polarizator

. Polarizator-s=dg [ Q0@

Forgatis egérrel |

Al aphelyzet |

— Fliggvény
Flggetlen valtozd Szamitas |

= || ismeg Min B
= | Y—=z0g Mas I_SCI°

Polarizitor-szég
Orienticid foka Leépaskdz 3

3.5e abra. A minta rotacids pozicionalasa a fotofesziiltség felhasznalasaval 1.
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3.7 Dipolusmomentumok detektalasa

Képzeljik magunk elé¢ a kocka alaki mintat, amelynek geometriai kdzéppontja a
laboratoriumi  koordinatarendszer  origdja, lapnormalisai a  laboratoriumi
koordinatatengelyeken fekszenek. Vegylik koriil a mintdt szimmetrikusan, a
laboratoriumi koordinatarendszer tengelyei mentén elhelyezett elektrodaparokkal.
Megtehetd, hogy a mintat olyan térfogatelemekre osztjuk, amelyekre fonnall a
kovetkezd két tulajdonsag: 1. a térfogatelem makroszkopikus szadmi molekulat
tartalmaz, 2. a térfogatelem mérete elhanyagolhatéan kicsi a minta méreteihez képest.
Inditsuk el a mintdban a vizsgalt molekularis folyamatot a t=0 idépontban (pl. a

bakteriorodopszin esetében fényimpulzussal). Ekkor mindegyik (a fenti értelemben
vett) térfogatelemben megjelenik egy - mindegyik térfogatelemre azonos - u, (t)

dipélusmomentum. A mintat koriilvevé elektroddak az egyes térfogatelemektdl

elrendezés szimmetridjat szem eldtt tartva belathatd, hogy pl. az x irdnyban elhelyezett
elektrodak kozott definialt u*(t) potencialkiilonbség nem fiigghet a ) (t) vagy il (t)
komponensekt6l, hanem csak a 4 (t) mennyiségnek lehet fliggvénye, tovabba fennall
az U*(t)~ 4 (t) aranyossag. Altalanosan tehat felirhato az adott elektrodaparral mért

u'(t) fesziiltségre, hogy:

u' () ~ O~ s O~ T (p. B (D) (3.17)

Ha a mért U'(t) fotofesziiltségekbdl szarmaztatjuk a ,uk( t) fliiggvényeket és az x;(t)
intermedier-koncentracidok ismertek, akkor a (3.4) Osszefiiggés alapjan szdmolhatok a
4! intermedier dipolusmomentumok. Tudjuk, hogy a u értékek csak egy ismeretlen -

a harom térbeli irdny esetében mdas és mds - szorzofaktor erejéig hatarozottak, az

ionrelaxacids folyamat anizotrdpiaja és a minta anizotrépias mindsége miatt. Ennek

ellenére a g értékek értékes informacidt hordoznak a molekula mitkodésére nézve,

mivel az adott irAnya 4 komponensek relativ nagysagai mindenképpen dsszevethetdk
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egymassal, és igy Osszehasonlithatok (pl. molekuladinamikai szamitdsokbol ad6do)
elméleti értékekkel.

Az x;(t) intermedier-koncentraciokat valamilyen kisérleti vagy elméleti
forrasbol ismerniink kell. (Bakteriorodopszin esetében ez a forras a fotociklust kisérd

abszorpcidkinetikai mérés ¢€s a megfeleld adatkiértékelés.)

3.8 Dipolusmomentum-jarulékok

A u értékek helyes értelmezéséhez latni kell, hogy egy adott dtmenethez tartozo

dipélusmomentum-valtozds a molekula  konformécios  valtozdsabol  eredd
toltésatrendez0désbol, és az opcionalis toltéstranszportbdl (proton vagy mas ion)
szdrmazo hatas szuperpozicidja. A konformacids valtozasbol eredd jarulékkal
kapcsolatban kiemelem, hogy a molekuldban és a molekula kornyezetében 1€vo,
rotaciés mozgasukban korlatozott vizmolekuldkat, mint paranyi dipolusokat is
figyelembe kell venni, amikor egy adott intermedier dipélusmomentumat kiszdmitjuk.
A vizmolekuldk elektromos térbeli orientdciojardl feltételezhetd, hogy jelentOsen
gyorsabb az ionrelaxdcios folyamatoknal, ezért hatasuk kezelhetd olyan médon, hogy

az ionrelaxaciot generalo térszerkezeti valtozasok részeként értelmezziik dket.

Amennyiben a tanulmanyozott molekularis folyamat ciklikus, a (3.4) relacio teljes

folyamatra vett idéintegraljara a kovetkezd adodik:

JurOd~ S | S odt= k-, G.18)

folyamat i=0 folyamat dt

Ezt a kifejezést nulldnak gondolhatnank, mivel a folyamat ciklikussdga értelmében az

utolso (n-edik) intermedier a kiindulasi (nulladik) intermedierrel azonos. Ez igy is van,

ha a fehérje nem transzportdl toltést, ellenkezd esetben azonban a  uX

dipolusmomentum  kiilonbozik a g -tol a transzportalt toltés jaruléka miatt.
Amennyiben a tdltés molekulan beliil vett teljes elmozduldsa a transzport folyamat

soran d*, akkor belathato:
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[t dt~ uf - gl = od* (3.19)

folyamat

Ezen 0Osszefiiggés felirasanak feltétele, hogy a transzportalt toltés elektrolitbeli
difftizidja nem elektrogén a mérési rendszerben.

Ha a  szuszpenziés  moddszerrel — végzett  mérésekbdl  szamitott
dipélusmomentumokat modunkban all  térszerkezetekbdl —szamitott értékekkel
Osszevetni, akkor a fentieket figyelembe kell venniink. Ennek praktikus modja, hogy a
térszerkezetek dipdlusmomentumainak szamitdsandl a transzportalt toltést a
molekuldba valo belépése eldtti, és a molekulabdl valo kilépése utani intermedierek

esetében a feliiletre "ragasztjuk" a belépés, illetve kilépés helyén.

3.9 Megjegyzések

A (3.19) aranyossagbol kovetkezik, hogy toltéstranszportald transzmembran fehérjék
esetén a u*(t) komponensek idS szerinti integrdlja aranyos az atpumpélt toltéssel
(proton vagy mds ion). Ilyen mdédon definidlhatd a vizsgéalt folyamat pumpalasi
hatasfoka (Keszthelyi és Ormos, 1989; Dér és mt., 1989; Dér és mt., 1991).

Megjegyzem, hogy alacsony ionerdsség esetén, specidlis puffermolekulak
jelenlétében, az elektromos jeleket tovabbi komponensek torzithatjak el, ahogy azt bR
esetében tobben megmutattdk (Marinetti, 1987; Liu és mt., 1990; Téth-Boconadi és mt.,
2000). Az itt bemutatott elméleti leirds olyan koriilmények kozott érvényes, ahol a
puffermolekulaknak a fotofesziiltség alakjara gyakorolt hatasa elhanyagolhat6. Ez a
feltétel biztosan teljesiil, ha a sokoncentracidé meghalad egy kritikus értéket
(hozzavetdlegesen 20 mM/1 egyértékli, 3 mM/l kétértékii kationok esetében) (Liu,
1990).

A leiras tovabbi implicit feltételezése volt, hogy a fotoszelekcids mérések alatt a
fénnyel vald gerjesztés nem a telitési tartomanyban torténik. Ekkor a fotofesziiltségek
aranyosak a gerjesztd fény intenzitasaval.

A fejezetben kifejtett elmélet alkalmazdsahoz a fenti feltételeket a mérések

kivitelezése soran figyelembe kell venniink.
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4. A MERESI MODSZER ALKALMAZASA

Ez a fejezet a szuszpenzios modszer elézéekben vazolt elméletének egy konkrét fizikai
rendszerre, a bakteriorodopszinra valod alkalmazasat tartalmazza. A protonpumpa
mukodését kisérd elektromos és abszorpciokinetikai valtozasok ismeretében, az elmélet
alapjan kovetkeztetések vonhatdk le a membranfehérjén beliili toltésatrendezddésekre
nézve. A  kvantitativ  kiértékelési moddszernek  kOszonhetéen  lehetséges
molekuladinamikai modellek érvényességét vizsgalni, a modellek altal megadott
térszerkezetekbdl szadmithatd dipdlusmomentumok ¢és a fotoelektromos mérésbol

szarmazo értékek Osszehasonlitasaval.

4.1 Adatkiértékelés

A bakteriorodopszin mintan (2.1 pont) fotoelektromos és abszorpciokinetikai mérések
torténtek mar részletezett kisérleti elrendezésben (2.2 pont) és mérési eredményekkel
(2.3 pont).

A minta tulajdonsagai, a mérési elrendezés geometridja és az eldzo fejezetben

kifejtett elméleti megfontolasok alapjan a mért u*(t) fotofesziiltségek (2.1 4&bra)

ardnyosak a u*(t) dipolusmomentum komponensekkel. (A mérésekhez hasznalt minta

esetében az Un. orientacios fliggvény értéke - a 23T nagysdgu magneses rendezd tér
alkalmazaséval - az idedlis 1-hez kozeli értéknek adodott magneses kettdstoréses
mérések alapjan (Dér és mt., 1995a).) Ezen aranyossag felhasznalasaval, a (3.4)

Osszefliggés integralasabol a kovetkezd adodik:

t

fukdr~ > ufx @ (4.1)
0 i

Azaz ha a mért fotofesziiltség-vektor barmely térbeli komponensét integraljuk, akkor
olyan fliggvényt nyeriink, amely ardnyos a mintdban 1évd intermedierek teljes

dipélusmomentumdanak adott térbeli komponensével.
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Ha az integralast mindegyik térbeli komponensre elvégezziik, és a harom idéfiiggvényt
térbeli gorbeként abrazoljuk az id6, mint paraméter fiiggvényében, akkor szemléletes
képet kapunk az intermedierek teljes dipolusmomentumanak alakularasarél a fotociklus
soran (a fliggvény az x,y és z irdnyokban eltérd, ismeretlen szorzofaktorok erejéig
hatarozott). Az igy definialt gérbe (4.1 &bra) a mintaban jelenlévd intermedierek
aranyainak megfeleléen sulyozott, "elkent" gorbe. Az egyes intermedierekhez
rendelhetd diszkrét dipolusmomentumok kiszamitasdhoz sziikség van az X;(t)
intermedier-koncentraciok ismeretére. Ezt az informaciét az abszorpcidkinetikai

mérések szolgaltatjak (2.3 pont).

!f’ 400 ps :

5 |

30 " hﬁ | |
" T \\ t |

25 ™N \‘
0 —

N |

20 | > 100 Hs |

grélja (r.e.)
[
[6)]

U_ inte
=
o

z

UX integrélja (r.e.)

10

4.1 abra. Az intermedierek teljes dipolusmomentuma a bakteriorodopszin fotociklusa soran.

A fotofesziiltség-fiiggvényeknek az intermedier-koncentraciok idébeli derivaltjaival
vett multilinearis regresszids illesztése alapjan adodnak az intermedierek

dipdlusmomentumai (a (3.4) relacio szerint). Az alapallapothoz viszonyitott intermedier

dipélusmomentumok a 4.2 4dbran lathatok.
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4.2 abra. A fotoelektromos mérés alapjan szamitott dip6lusmomentumok.
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A kapott informdci®6 molekularis koordinatarendszerben vald  szemléletes

értelmezéséhez tekintsiik a kovetkezdket:

- Ay’ dipblusmomentum pozitiv irdnyt megvaltozasa egy, a pumpalas iranyaba
elmozdulo pozitiv toltésnek felel meg.
- A u’ dipdlusmomentum pozitiv iranyl megvaltozasa egy, a retinil atmeneti

dipélusmomentumédnak a membran sikjara esd vetiiletével parhuzmosan, az E

hélixtdl az A hélix felé elmozduld pozitiv toltésnek felel meg.
- A dipolusmomentum pozitiv irdanyt megvaltozdsa az el6bbi két iranyra

merdlegesen, a C hélixt6l az F hélix felé elmozduld pozitiv toltésnek felel meg.

A fotoelektromos mérés alapjan kaphato dipélusmomentumokkal kapcsolatban ezen a
helyen is megjegyzem, hogy azok csak egy ismeretlen szorzéfaktor erejéig
hatarozottak, amely a tér x,y és z irdnyaiban mas és mas. Megjegyzem azt is, hogy az itt
bemutatott dipélusmomentum értékek tobb okbdl kifolydlag kozelitd érvénytiek.
Egyrészt a fotociklus kinetikai modellje nem adhatdé meg kizarélagos mddon, csak
bizonyos feltételezések aran. Ilyen feltételezés az intermedierek kozti kémiai reakcidk
elsérendtisége (Nagle, 1991), a szamitott intermedier-spektrumokra vonatkozd
fizikailag megalapozhatd korlatozasok és a fotociklus reakcidgrafjanak rogzitése (Dér
¢s mt., 1992b; Ludmann ¢és mt., 1998). A szuszpenzids modszer elméleti leirasanal
emlitetteken és az itt leirtakon kiviil a mérési hibak alkotjdk egyiitt a dipdlusmomentum
értékek bizonytalansagi forrésait.

Az intermedier dipolusmomentumok (3.4) alapjan torténd kiszamitasanak
feltétele, hogy az ionrelaxacios folyamatok a vizsgalt intermedierek ¢lettartamaihoz
mérten gyorsan jatszodjanak le. Az elektrolit dinamikai modellezésével kideriilt (6.
fejezet), hogy a szuszpenzidés modszer tipikus kisérleti kordlményei kozott az
ionrelaxacios folyamatok id6allanddja hozzavetolegesen a 10 ns nagysagrendjébe esik.
Ebbdl adodik, hogy a feltétel nem teljesiil a K allapotba ps-os iddallandoval elbomlo
bR alapallapot esetén. Ennek ellenére megmutathatd, hogy a bR — K atmenethez
tartozd dipdlusmomentum-valtozasra mégis kvantitativ moédon lehet kovetkeztetni a
fotofesziiltség-fiiggvény integraljabol kiindulva, az ionrelaxacié mas tulajdonsagait
(linearitas, intramembran részletekre valo érzéketlenség, részletesebben a 6. fejezetben)

kihasznalva.
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4.2 Molekuladinamikai modellek tesztelése

Mint azt kordbban mar emlitettem, a fotoelektromos mérés alapjan nyert intermedier
dipolusmomentumok lehetdvé teszik molekuladinamikai szamitdsokbol szarmazé
térszerkezetek kozvetlen ellendrzését.

A kiértékelési folyamatot a 4.3 abra szemlélteti. Az abran szerepld reakciograf
az egyes intermedierek kozotti folyamatok 1étezésére, irdnyara vonatkozd

informacidkat tartalmazza.
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4.3 abra. Molekuladinamikai modellek ellendrzése a fotoelektromos mérés alapjan.

Az elméleti fizikai modszerek és a szamitdstechnika fejlddése lehetévé tette, hogy
bakteriorodopszin  nagysagi = molekuldkon = molekuladinamikai  szdmitdsokat
végezzenek. Miutan az alapallapotban 1évé bR atomi felbontast szerkezete
elektrondiffrakcios mérésekbdl kiindulva ismertté valt (Henderson és mt., 1990), a
térszerkezetre alapozva megkisérelték a fotociklus folyamatainak modellezését
(Humphrey és mt., 1995; Xu és mt., 1995; Scharnagl és mt., 1994; Engels ¢és mt.,
1995). A bR mikodésére vonatkozd néhany kisérleti adat (pK értékek, Fourier-
transzformalt IR mérések) figyelembevételével, és bizonyos fizikailag megokolhat6
feltételezések alapjan az L, M intermedierek térszerkezeteit is publikaltak.

Az atomi koordinatdk és parcialis toltések felhasznaldsaval kiszdmitottuk a

megfeleld 1 értékeket két molekuladinamikai modell esetében (C. Scharnagl és K.

Schulten kutatokkal tortént személyes kommunikacié alapjan). A szamitasok

figyelembe veszik a bR molekula kérnyezetében 1évo vizmolekulakat is.
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A Schulten féle kutatocsoport altal megjelentetett publikacié6 (Humphrey és mt.,
1995; Xu és mt., 1995) adatbazisa tartalmazza a K intermediert is, viszont az altaluk
hasznalt modellben csak egy L intermedier szerepel. A fotoelektromos mérésbol
szdrmazo eredmények ezen adatbézissal vald kozvetlen Osszevethetdsége céljabol, az
alkalmazott reakcidgrafban szerepldé L intermedierekhez tartozé dipdlusmomentumok
atlagat vettiik 6sszehasonlitasi alapként.

A kiértékelés soran az 1us-400us iddtartoméanyra szoritkoztunk, emiatt a
Scharnagl-modell esetében az L1, L2, M1, M2 intermediereket, a Schulten-modell
esetében a K, L, M1, M2 intermediereket vessziik tekintetbe.

A Scharnagl-modell nem adja meg a K intermedier térszerkezetét, igy ez az analizisben
nem szerepelhet. A két molekuladinamikai modell 4ltal megadott intermedier
térszerkezetek alapjan szamitott ,uik dip6élusmomentumokat és a fotoelektromos mérés
alapjan kapott értékeket a 4.1 tablazat tartalmazza, a 4.4 dbra grafikus forméban

mutatja be a Schulten-modell alapjan szamitott intermedier dip6lusmomentumokat.

Forras Intermedier dip6lusmomentum (relativ egység)
K L M, M,
Schulten x 1.70 x 0.17 x 0.02 x -0.59
és munkatarsai y 0.80 y 1.83 y 4.03 y 5.19
z -0.35 z 2.27 z 0.78 z 8.13
L, L,
Scharnagl X - x 5.07 0.56 | x 1.41 X 3.69
és munkatarsai y - y 5.28 14.0 |y 7.85 y 4.00
zZ - z 0.10 11.5 |z -0.27 zZ 6.59
Fotoelektromos x 0.22 x 0.03 x 0.05 x -0.09
mérés y -0.6 y -0.6 y 0.22 y 0.35
z -1.8 z 2.5 z 3.0 z 8.0

4.1 tablazat. Az intermedierek dipélusmomentumai a molekuladinamikai térszerkezetek

¢s a fotoelektromos mérés alapjan.
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A 4.1 tablazat és a megfeleld abrak (4.2 és 4.4) dipolusmomentumai az alapallapot
dip6lusmomentumara relativak (az alapallapot dipolusmomentumat nullanak
valasztjuk). A szuszpenzids modszer elméleti megalapozésa soran lattuk, hogy a
fotoelektromos mérésbol kaphato intermedier dipolusmomentumok csak egy ismeretlen

szorzofaktor erejéig hatarozottak, amely a tér X,y és z irdnyaiban mas és mas lehet.

4.3 Diszkusszio

Az abszorpcidkinetikai méréssel dsszhangba hozhat6 legegyszertibb fotociklus-modell
két L (L; és L,) és két M (M, és My) intermedier feltételezését kivanta meg. Az L,
intermedier gyors egyensulyban van az M; intermedierrel. Egyetlen L intermedierrel
torténd illesztés jelentdsen rosszabb eredményt adott volna, korabbi megfigyelésekkel
Osszhangban (Dér és mt., 1992b; Zimanyi és Lanyi, 1993; Gergely és mt., 1993). A
gyors L, - M; egyensuly miatt ezen intermedier-koncentraciok idébeli lefutdsa hasonlo,
ami a megfeleld dipolusmomentumok hibdiban tiikr6zédik. Ennek ellenére az
eredmények Osszhangban allnak korabbi kisérleti adatokkal (Ludmann és mt., 1998),
valamint a fotociklus kezdeti eseményeinek (a K intermedierig tartd)

molekuladinamikai szimulaciéival (Humphrey és mt., 1995).

Ahogy mar emlitettem, az elektromos mérésekbol nyerheté x4 intermedier
dipélusmomentumok csak egy, a tér harom irdnydban eltérd, ismeretlen szorzofaktor
erejéig adottak. Ez a szorzofaktor a minta anizotropids mindségének (a fehérjék
szogeloszlasanak) és - az ionrelaxacid kapcsan - a membranfragmentumok geometriai

¢s elektromos paramétereinek, az elektrolit sszetételének, homérsékletének fiiggvénye.
Ebbol adédoan a kisérletileg nyert 4/ értékek nem vethetdk ossze kozvetleniil a
molekuladinamikai modellek altal adott fehérjeszerkezetekbdl szamithato értékekkel.
Mégis, a 1 mennyiségek jelentés informaciétartalommal rendelkeznek, hiszen egy

adott koordinata-tengely menténi relativ nagysagaik mar Osszevethetok a
molekuladinamikai modellekbdl szamithatdo megfeleld relativ nagysagokkal. Elég csak
arra gondolni, hogy az egyes intermedierek dipélusmomentumai kozott — csak egy

koordinatat szamolva is - jelentdés szamu “nagyobb, mint” relacio értékelhetd ki. Ezen
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relaciok elméleti és kisérleti valtozatainak Osszehasonlitdsabol mar 6nmagaban igen
megbizhatd kovetkeztetés vonhato le a két rendszer hasonlosagara nézve.

A Kkisérleti és elméleti uton nyert dipolusmomentumok bizonytalansagaban
potencidlisan szerepet jatszo szdmos koriilményre valo tekintettel, figyelemre mélto
egyezést allapithatunk meg az x-z sikban vett normalizdlt dipélusmomentumok
esetében (4.2 és 4.4 abrak).

Mindezek alapjan remélhetd, hogy az elméleti ¢és kisérleti technikak
tokéletesedése nyomén, modszerlinkkel kivalaszthatd lesz a bR protonpumpa
miikodését helyesen leird molekuladinamikai modell. Egy ilyen modell alapvetd
tudomanyos jelentéséggel birna, hiszen egy ionpumpa molekularis szintii leirdsat
jelentené.

Ma mar a bakteriorodopszin koztes allapotainak esetében is rendelkezésiinkre
allnak kisérletekbdl (rontgendiffrakciés mérések) nyert térszerkezeti adatok (Pebay-
Peyroula és mt., 1997; Sass és mt., 2000; Lanyi és mt., 2001), amelyek varhatéan 1;j
lendiiletet adnak a molekuladinamikai modellezéshez. A kisérleti uton meghatarozott
térszerkezetek ugyanis kiinduldsi alapként szolgalnak az elméleti szdmitdsokhoz,
amelyekben igyekeznek a fehérje realisztikus viszonyainak (fiziologids hdmérséklet,
természetes lipidkornyezet, kozeli vizmolekuldk helyzete) megfeleld térszerkezetekhez
eljutni. Amennyiben megsziiletnek ezen 1j, javitott intermedier térszerkezetek,
tervezziik a belOlik szédmithato dipolusmomentumok  Osszehasonlitasat a

fotoelektromos mérésekbdl nyerhetd értékekkel.
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5. IONRELAXACIO - MODELL ES IMPLEMENTACIO

5.1 Az ionok mozgasegyenletei

Az elektrolit modellezése az Un. szimulacids térfogatban, mint tartdlyban torténik. Az
elektrolit koriilveszi a szimulaciés térfogat kozepén elhelyezkedd membrankorongot,

amely feliileti toltésekkel és intramembran dipolusokkal rendelkezhet (5.1 abra).

szimulacios térfogat

elektrolit

"'C

membrankorong

5.1 abra. A szimulacids rendszer.

A modellben az ionokat tartalmazo viz mechanikai és elektromos szempontbdl mint
homogén kontinuum szerepel, amit a késdbbi formuldkban a 7, homogén viszkozitési
egyiitthatd és az &, homogén dielektromos éallando fejez ki. Az egyes szimulaciok
kezdetekor az ionok véletlenszerlien helyezkednek el a szimuldcios térfogatban. Az
elektrolit iddbeli allapotait egymadstol At 1épéskoz (idofeloldas) valasztja el. Az
elektrolit adott idépontbeli allapota mindig az el6z6 id6pontbeli allapotbdl all eld a

"szimulacids algoritmus" részben (lasd késobb) leirtak szerint. A At id6 természetesen

sokkal rovidebb, mint a modellezni kivant fizikai folyamat karakterisztikus ideje,
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masfeldl a y,At>>1 feltétel (1.4 pont) is teljesiil rd. Az (1.2) képlet szerint,

amennyiben a rendszerben szisztematikus erdként csak az elektromos erd van jelen, az
i-edik ion elmozdulasa At id0 alatt a kovetkezé elektromos (Coulomb) ¢és Brown

részb6l tevodik ossze:

AT, = AT + AT® (5.1)

A Coulomb-tag tartalmazza a rendszerben 1év6 Gsszes tobbi ion, valamint a membran

toltéseinek hatasat, és a kovetkezd alakban adhaté meg:

AFEi = 41,0, E(F))At (5.2)

ahol u;, = az 1-edik ion mobilitasa, g, a toltése, E(ﬁ) az elektromos térerd az T,

m7i
helyen. E(Fi ) -t a rendszerben 1€v6 Osszes tobbi (; tolt€s hozza Iétre, azaz a tdbbi ion,

a membran feliileti toltései és intramembran dipdlusai:

- T
EM) = — >, —

= 53
Are ey 5 (53)

A modell nem veszi figyelembe a membran altal okozott dielektromos heterogenités
miatt fellépd indukalt toltések hatasat. Ez egy kozelités, amely arra a tényre alapozhato,
hogy a membran egy vékony objektum (5 nm) Osszehasonlitva a szimulécios térfogat
mezoszkopikus méretével (kb. 100 nm atmérd), amelyben az ionrelaxacio lejatszodik.
Az i-edik ion elmozduldsa a Brown-mozgas kovetkeztében az alabbi alakban

irhato fel:

ARP =0, > 18, (5.4)
k

itt o, =,/2D,At , D, = 4,kT az i-edik ion diffuzios egyiitthatoja, € a k-adik térbeli

egységvektor, 1" egy véletlenszerti minta a standard normalis eloszlasbol.
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5.2 Geometriai vonatkozasok, iitkozések

A részecskék iitkozésének kezelésére hagyomanyosan haszndlt taszitd potencidlok
helyett a modellben geometriai eljarasokat érvényesitek. gy az ion-ion atfedéseket egy
sztochasztikus atfedéskizar6 algoritmussal, az ion-membran tlitkozéseket egy reflexios
algoritmussal kezelem.

A modellben az ion geometriailag mint gdmb szerepel, amelynek sugarat az

alabbi hidrodinamikai sugar definialja:

1

rh=———
67 1,

(5.5)

ahol n,, az elektrolit viszkozitési egyiitthatdja.

A szimulacié sordn, az ion-ion és ion-membran tavolsdgokat a fenti sugar szerint
korlatozom. Amennyiben két ion kozt a tavolsag - az elektromos ¢és Brown
elmozdulésok kiszamitdsa utan - kisebbnek adddik, mint a két ion sugaranak Osszege,
az “ionatfedés-kezeldt” alkalmazom. Ez az algoritmus véletlensszerli iranyban széttolja
a részecskéket. A szimuldciokban alkalmazott <ImM koncentraciotartomanyban az
ion-ion atfedések igen ritka események, igy az atfedéskezeld algoritmus konkrét
megvaldsitasa nem érdemel kiilondsebb figyelmet. lonok membranokkal valoé kozeli
kolcsonhatasanak modellezésére szintén bizonyos taszitd potencialok hasznalata terjedt
el. Ez a modell a membrant iitk6zési szempontbdl reflexios feliiletekkel rendelkezd
geometriai objektumként kezeli. Gondolhatnank, hogy egy jol megtervezett {itkdzési
algoritmus esetleg lehetévé tenné durvabb idéfeloldasok hasznalatat, és ezaltal kisebb
szimuldcios 1ddigényhez vezetne. Azonban a rendszerben miikédd Coulomb-erdk
hiteles modellezése a At szimulacids 1épéskdz ndvelése elé mindenképpen akadalyt
gordit. Esetiinkben ez a felsd hatér tipikusan 1 ns-hoz kézeli érték. Igy az ion teljes
elmozdulas-vektoranak egyszeri reflexiojat alkalmazom iitkozési algoritmusként.
Ellenérzé méréseim szerint (amint arrél késébb részletesen szé lesz), ez az algoritmus
kielégitd pontossaggal miikddik az alkalmazott szimuléacids 1épéskoz mellett.

Annak érdekében, hogy a modell hiien tiikrozze a valosagos fizikai rendszert, a

szimulacids térfogat méretének elegendden nagynak kell lennie. A tapasztalatok szerint
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a modell eldrejelzései elegendden pontosak, ha a membran €s a szimulacids térfogat
fala kozotti tavolsag eléri a néhanyszor (3-4) Debye-hossznyi értéket. Ugyanakkor, a
szamitasi hatékonysag érdekében a térfogat méretét a lehetd legkisebb, mig a
szimulacids 1épéskozt a lehetd legnagyobb értéken kell tartani. A megkivant pontossag
és a szamitasi hatékonysdg kozotti kompromisszummal definidlt optimalis értékek
kisérletileg hatarozhatok meg a modellezett elektroliton végrehajtott “virtualis

mérések” segitségével.

5.3 A diffuz fal

A modellben a szimuldcios térfogatot virtudlisan korbeveszi a bulk elektrolitot
tartalmazd végtelen komplementer tér. A szimulacids térfogat falait diffiznak (vagy
nyitottnak) nevezhetjiik, mivel ionok juthatnak ki, illetve be a rendszerbe. Ez alapveto
kovetelmény, tekintve hogy a bioldgiai membranok tipikusan elektromosan toltott
objektumok, és a szimulacids térfogatban 1évé elektrolitnak képesnek kell lennie ezen

A végtelen “bulk” fazissal fennalldé diffuzios kapcsolatot a “Brown-tartaly”

segitségével szimulalom (5.2 dbra).

ion bearamlas vigszaverddeés

Szimulacios térfogat

Brown-tartaly

ion kiaramlas

5.2 abra. A diffuzi6 kezelése a Brown-tartaly segitségével.

A Brown-tartaly minden egyes szimulacié kezdetekor létrejon a szimulacios térfogat

pontos masolataként. A szimuldcid soran a két rendszer elektrolitjai parhuzamosan
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fejlédnek, azzal a kiilonbséggel, hogy a Brown-tartdlyban nincsen elektromos
kolcsonhatés €s a tartaly falai reflexiosak. Amikor a Brown-tartalyban egy ion iitkozik
a fallal, akkor visszaverddik, és ugyanakkor a visszavert részecske egy madsolata
megjelenik a szimulacids térfogat ugyanazon pontjaban (befelé mutatd diffazio).
Masfeldl, ha egy ion elhagyja a szimulacids térfogatot, akkor az egyszerlien torlddik a
szimulacids térfogat ionjainak listdjarol (kifelé mutatd diffuzid) (5.2 4bra). Ez az otlet
az alapja a szimuldcids térfogat és az azt korilvevd végtelen “bulk” fazis kozotti

diffizid modellezésének.

5.4 A szimulacios algoritmus

Az elektrolit idében egymast kovetd allapotait 0sszekotd algoritmus a kovetkezod

muveleteket tartalmazza, a kovetkez6 sorrendben:

1. Az ion-ion és ion-membran Coulomb-kdlcsonhatdsokbol szarmazéd elmozdulasok
kiszamitasa a rendszerben 1€v6 Osszes ionra (az ionpoziciok ekdzben nem valtoznak).

2. Az ionok helyvektorainak megvaltoztatisa az eldére kiszamitott Coulomb
elmozdulésok (1. pont) és a Brown elmozdulasok alapjan.

3. Az ion-membran litkdzések kezelése.

4. A szimulacids térfogatbol kifelé mutato diffuzio kezelése.

5. A szimulacids térfogatba irdnyuld diffuzio kezelése a Brown-tartaly segitségével.

Az ion-ion ¢és ion-membran Coulomb-kdlcsOnhatdsok szédmitasa a szimuldcios
algoritmus id6igényének dontd tényezdje. Az ionrelaxécio sorra keriil6 szimulécidiban,
nagyobb ionszam (> 1000) esetén, jO kozelitéssel mondhatd, hogy a szamitasi id6 az
ionok szamdnak négyzetével ardnyos. Rogzitett koncentracié mellett, az ionok szama a
szimulacids térfogat sugaranak kobével aranyos. Igy a szimulaciok idSigénye a
szimulacids térfogat linearis méretének kozelitdleg hatodik hatvanyaval valtozik. Ez a
koriilmény a szimulaciokat a < 1 mM koncentraciotartomanyba korldtozza olyan,
altalunk vizsgalt fizikai rendszerek esetében, ahol a szimulécios térfogat méretét a

benne foglalt mezoszkopikus membran objektum szabja meg*.

*: az aktualis szamitastechnikai teljesitmény mellett: AMD Athlon processzor, 1.33GHz
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5.5 A szimulacios eszkoz

Az 5.3 abra a modell implementacidjanak kezeldfeliiletének egy részletét mutatja,
amelyen a szimulacios térfogat kozepén elhelyezkedd membrankorongot latjuk. A
szimulacids térfogat alakja valaszthatban gomb vagy henger. A membran feliileti
toltésekkel ¢és intramembran dipolusokkal lathaté el. A feliileti toltések a
membrankorong két korlapjaval parhuzamos sikokban fekvd egyenkozii toltéshalok
formajaban definidlhatok. A racsallando, a toltések értéke, a feliilettél szamitott

mélység szabadon valtoztathato.
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5.3 abra. A szimulacios eszkdz képernydabrajanak részlete. (A perspektivikus abrazolas miatt

az intramembran dipolusok és feliileti toltések haloit 6sszetartd vonalakként latjuk.)

Az intramembran dipdélusok szintén egy egyenkdzii tltéshalo forméjaban adhatok meg,
parhuzamosan a korong korlapjaival. A halé helyzete a membran normalisanak
iranyaban eltolhato, a racsallandd, a racspontokban talalhat6 dipdlusok paraméterei - a
toltéspar tavolsaga, a toltés nagysaga, a dipolus irdnya (x+,x-,y+,y-,z+,z-) - szabadon

bedllithat. A szimulacios térfogat, a membran geometriai paraméterei €s az elektrolit
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N4

Osszetétele a szimulacio elott definialando. Ettol eltéroen a membran feliileti toltései,
intramembran  dipo6lusai, a szimuldci®6 dinamikai paraméterei (hémérséklet,
kolcsonhatas  kapcsolok, idofeloldas, stb.) a szimulaci6 kozben barmikor
megvaltoztathatok. Ez lehetdséget teremt az elektrolit dinamikai viselkedésének
tanulmédnyozasara, mint amilyen példdul a membranokban lejatsz6d6d ugrasszerii
toltésatrendez0dések hatasara lezajlo ionrelaxacio.

A modellrendszer grafikus megjelenitésére a  szimulacios eszkoz
haromdimenzids nézetet general, amelynek segitségével vizualisan kdvetheték nyomon
a rendszer komponensei €s valtozasai. A forgathaté és nagyithatd haromdimenzios
nézet a szimulacids térfogatot, a membran korvonalait, a feliileti toltéseket,
intramembran dipdlusokat, az ionokat, valamint az egyes “virtudlis méromiiszerek”

térbeli elhelyezkedését mutatja (5.4a abra).

Membrane Charges, Dynamics

10.000n
-1.000 -10.000P

500.000p W
10,0000
41.000 10,0007

1.862
—

13

5.4a abra. A szimulacios eszkoz miukodés kozben.
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5.6 Virtualis méromuszerek

A szimulécios eszkoz virtudlis mérOmiiszereivel mérések végezheték a modellezett

elektroliton. Az alabbiakban rovid leirdsat adom a mar megvalésitott hdrom miiszernek:

1. Dipolusmomentum mérd: Ez a miszer az elektrolit dipolusmomentumanak

idofliggését veszi fel a szimulacids térfogat kézéppontja koriili tetszdleges sugart
gombben. (Tovabbi paraméterei: az atlagolt elektrolit allapotok szdma, a mérési pontok
szédma, opcionalis “roll mod™.)

2. Tobbpontos koncentracié-idofiiggés mérd: A miiszer segitségével a szimulacios

térfogat tetszéleges pontjaiban elhelyezett mérdgdmbokben vehetdk fel az egyes
ionfajtak koncentracidinak iddfiiggései (5.4b abra). (A mérégdmbok sugara szabadon
valaszthat6, tovabbi paraméterek: lasd az el6z6 miszert).

3. Térbeli koncentracio- és potencidlrogzitd: Ezzel a muszerrel az ionkoncentracidénak

¢s/vagy az elektromos potencidlnak a sugériranyban vagy a membran normalisdnak
iranydban (z) vett filiggése vizsgalhato (5.4a 4&bra). A miszer valaszthatdan
“pillanatfelvételt” készit vagy idobeli atlagolast végez. Z-fiiggés mérése esetén az
adatok gytijtése egy, a z tengellyel koaxidlis hengerben torténik. (A henger sugara,

magassaga, a z tengely menténi eltoldsa, a térbeli felbontds szabadon definidlhato.)

Amennyiben arra sziikkség van, a szimuldciés eszkdzhdz tovabbi virtudlis
mérémiiszerek adhatok, példaul részecske-nyomkovetés, ionfluxus-mérés, feliileti
elektromos potencial szkennelés céljabol.

Az elektrolit dinamikai vizsgélata soran, az egy szimulaciobol nyert fizikai
mennyiségek (pl. az elektrolit teljes dipolusmomentuma) idéfliggvényei tipikusan a
szisztematikus valtozasokat joval meghaladd szintli fluktuacidkkal terheltek. A
fluktuaciok megfeleld szintre csokkentésének érdekében szdmos (100-1000), azonos
paraméterkészlettel rendelkezé szimulacid egymast kovetd futtatdsara van sziikség. A
szimuldcidés eszkdz tdmogatja ezt a mérési modot: a program automatikusan
inicializalja, futtatja, tarolja ¢és atlagolja a szimuldciokat. Ezen mérési sorozatok

iddigénye altalaban a néhany oratdl a néhany napig terjed.
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5.4b abra. A szimulacids eszkdz mikodés kozben I1.
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6. IONRELAXACIO - SZIMULACIOK

6.1 Ellenorzés a Debye-Hiickel elmélet alapjan

A Debye-Hiickel elmélettel (Debye és Hiickel, 1923) valod dsszehasonlitas lehetdséget
nyujt a létrehozott modell és implementici6 megbizhatdsaganak ellendrzésére. A
modellezett elektroliton végrehajtott elsd virtualis mérések az elektrolit ismert
egyensulyi tulajdonsdgainak szarmaztatisa céljabol torténtek. A mérésekben egy
szimmetrikus, Na" és Cl  ionokat tartalmazé elektrolit egyensulyi ioneloszlasat
hataroztam meg egy rogzitett ion kornyezetében. A modell és a folytonos elmélet
Osszehasonlitasat olyan fizikai paraméterek mellett végeztem el, amelyeket késébb az
ionrelaxécio szimuldciojanal is hasznaltam.

A Debye-Hiickel elmélet (1. fejezet 1.5 pontja) megadja egy ze toltési, rogzitett
ion koriil kialakul6d (idoatlagolt) elektrosztatikus potencialt ((1.3) Osszefiiggés). A
potencial €s az egyes ionfajtdk koncentracioeloszlasa kozott az (1.5) Boltzmann-relacid
teremt kapcsolatot.

Az elektrolit Na“ és Cl ionjainak egyensulyi koncentracideloszlasat
meghataroztam a modellrendszerben (6.1 ébra). Az (1.5) Boltzmann-relacié alapjan
szarmaztattam az elektrosztatikus potencidlt, az (1.3) egyenletet hasznalva pedig
exponencialis illesztéssel meghataroztam a potencidlfiiggvényhez tartoz6 Debye-
térfogat sugara (72 nm) pedig négyszerese volt a Debye-Hiickel elmélet alapjan
szamolhatd Debye-hossznak. A szimulaciokat 250 ps, 400 ps, 1 ns és 2 ns
idofeloldassal hajtottam végre, 298 K abszolut homérsékleten, a 6.1 adbra a 250 ps
id6feloldashoz tartozik. A 250 ps, 400 ps és 1 ns iddfeloldassal végrehajtott
szimuldciokbol nyert Debye-hossz kvantitativ egyezést mutatott az elméletileg vart
értékkel. A modellbdl szamitott és az elméletbdl adodo értékek aranyai rendre 1.039,
1.061 és 0.988 voltak.

Fontos hangstlyozni, hogy az elektrolit Debye-hossz 4ltal jellemezhetd
arnyékolo hatdsa valdjaban dinamikus effektus: az ionok kozotti dinamikus elektromos
kolesonhatasok eredményeként alakul ki. Ezért a tapasztalt kvantitativ egyezés azt

jelenti, hogy a modell megbizhatdé eredményeket ad a 250 ps — 1 ns idéfeloldas-
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tartomany (és hasonlo fizikai paraméterekkel rendelkezd rendszer) esetén. (1 ns
idofeloldas felett az egyezés drasztikusan romlik, a rendszerben miikodé Coulomb-erdk
pontatlan integraldsanak folyomanyaként.) A sikeres 6sszehasonlitas utan a szimulacios

rendszert a komplikéltabb, 1d6fliggd ionrelaxécio tanulméanyozasara hasznaltam fol.
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6.1 abra. loneloszlas egy rogzitett Cl ion koriil a modellezett elektrolitban.

6.2 Ionrelaxacios folyamatok sebessége

Altaldban, a biologiai membranok koriil lejatszodé ionrelaxacié érdeklddésre tart
szamot (pl. Heberle és mt., 1984). Specialisan, a membranfragmentumokban lejatsz6do
ugrasszerl toltésatrendezddéseket kovetd relaxacios folyamatok kinetikajanak ismerete
a szuszpenziés moddszerrel nyerhetd elektromos mérések egzakt kiértékeléséhez
sziikséges.

A bakteriorodopszint  tartalmazé ~ bibormembranokban lejatsz6do
toltésatrendezdéseket kovetd ionrelaxacids folyamatok idallandojara adhato egy felsé
becslés. Kisérleti adatokra alapozva ugyanis megmutathatdo (Keszthelyi és Ormos,

1989), hogy ezen folyamatok iddtartamanak kevesebbnek kell lennie egy
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mikroszekundumnal, amennyiben az elektrolit koncentracidja meghaladja a 0.1 mM/I
értéket. Mint hamarosan latni fogjuk, a szimulaciok osszhangban allnak ezzel a
becsléssel.

A 6.2a és 6.2b abrdk az elektrolit teljes dipolusmomentumanak idéfiiggését
mutatjak egy hirtelen intramembran dipdlusmomentum-valtozast kovetden. Két esetet
vizsgéltam: a 6.2a abran lathato az elektrolit valasza a membran normalisanak iranyaba
(z tengely) esO dipolusmomentum-valtozas esetén, mig a 6.2b abra a membran sikjaba
(y tengely) es6é dipolusmomentum-valtozashoz tartozé esetet mutatja. Az ionrelaxacids
kinetikat a szimulacids eszkdz "dipélusmomentum mérd" miiszerével rogzitettem.

A modellrendszerben a 150 nm atmérdjii szimulacios térfogatban 1€vé elektrolit
egy 5 nm vastagsagu és 50 nm atmérdjii membrankorongot vesz koriil. A Na™ és CI’
ionokat tartalmazd szimmetrikus elektrolit bulk koncentracioja 0.3 mM/1 volt (a Debye-
hossz itt kb. 18 nm). A membrankorong alsé ¢és fels6¢ korlapjahoz tartozé feliileti
toltéssurtiségeket a fizioldgias tartomanyban valasztottam meg, nevezetesen a -0.04
C/m’® értéket hasznaltam. A feliileti toltéseket két homogén, diszkrét toltéshald
formajaban definidltam. (A t6ltéshalokon beliil az egyes 4 e toltések kozott 4 nm volt a
tavolsdg, az egyenként 121 ponttoltést tartalmazod halok membranfeliilettél valod
tavolsdga pedig 500 pm volt). Hasonldan, az intramembran dipdlusmomentumot is
homogén, diszkrét halé formajaban valdsitottam meg, amelyet a membran kozepén
helyeztem el, a feliileti toltéshaloktol egyenld tavolsagra. A dipélushéld racsallandoja
¢s az egyes ponttoltések nagysiga megegyezett a feliileti toltéshdloknal ismertetett
értékekkel, egy adott dipdlus pozitiv és negativ toltései kozott 4 nm volt a tdvolsag. Az
intramembran dipolusmomentum teljes nagysiga Miv=3.102-107> Cm volt. A

szimulacidkat 250 ps iddfeloldas mellett végeztem, 298 K homérsékleten.
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6.2a abra. lonrelaxacio z iranyl intramembran dipélusmomentum-valtozas hatasara

(alul a 2-2.5 us tartomany lathatd nagyitva).
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6.2b abra. lonrelaxacid y iranyu intramembran dipolusmomentum-valtozas hatasara

(alul a 2-2.5 us tartomany lathatd nagyitva).
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A szimulaciok altal feldlelt teljes id6 3 ups volt, amelybdl 2 ps-ot vett igénybe a
rendszer egyensulyi helyzetének beéllasa, azaz a membran korili diffuz kettdsréteg
kialakulasa a kezdeti véletlenszerli ionelolszlasbol indulva. A diffuz kettdsréteg ezen
felépiilési folyamatat egy tovabbi virtualis mérdmiiszerrel kovettem nyomon, amely a
szimulacios térfogatban 1évé Na" és CI ionok szamat mérte az id6 fiiggvényében (6.3

abra).
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6.3 abra. A diffuz kettdsréteg felépiilése.

A folyamat soran a Cl” ionok szdma csokkent, a Na ionok szama pedig az ellentétes
toltésti ionok csokkenését jelentésen meghaladd mértékben nott, Osszhangban a
rendszer elektromos semlegességének kovetelményével. (Az ionok teljes szama a
kezdeti 634 értékrol 1500 folé emelkedett.)

Az intramembran dip6lust 2 ps-ndl kapcsoltam be. Az elektrolit
dip6élusmomentumanak fluktuacidi egyetlen szimuldcidoban joval nagyobbak, mint az
intramembran  dipélusmomentum-valtozas altal okozott hatds. A  fluktuaciok
elfogadhat6 szintre valo csokkentésének érdekében, a szimulacios eszkoéz 100, azonos

paraméterkészlettel rendelkezd szimulacidt hajtott végre és atlagolt.
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Az abrakon feltlintetett felezési idoket multiexponencidlis simitds utan
hataroztam meg.

Amint lathatd, az y irdnyu dipolusmomentum-valtozashoz tartoz6 relaxacios
folyamat szignifikdnsan gyorsabb, mint a z irany esetében. Annak megvizsgéalasahoz,
hogy az anizotrépia kialakuldsdban mekkora szerepe van maganak a membran
geometrianak, illetve a diffuz kettdsrétegnek, tovabbi szimulaciokat hajtottam végre.
Ezekben a mérésekben a membran nem tartalmaztott feliileti toltéseket, tehat igy a
diffiz kettdsréteg sem volt jelen. Ahogy azt majd a késdbbiekben megmutatom, a
relaxacios kinetika itt is mutat anizotropiat, de az iranyfiiggés kevésbé hangstlyozott.

A kovetkezdkben egyrészt (a) kontrollszimulacidokat mutatok be az alkalmazott
idofeloldas és a szimulacids térfogat megfeleld nagysdganak kozvetlen ellendrzése
céljabol, masrészt (b) a relaxacid kinetikdjdnak az intramembran dipdlushald
geometriai részleteitdl vald fliggését, (c) az elektrolit valaszanak linearitdsat, (d) az
ionrelaxacié  anizotropidjat  vizsgadlom. Az  egyszerliség  kedvéért, és
teljesitménymegfontolasok alapjan a relaxéacids kinetika kezdeti linedris szakaszat

haszndlom f6l a folyamatok sebességének jellemzésére, és a mérések a feliileti

toltésektél mentes membrankorong eset¢hez tartoznak.

6.3 Kontrollszimulaciok

Vannak olyan szimulécids paraméterek, amelyeket emprikus ¢és praktikus
megfontolasok alapjan kell megvélasztani. Esetiinkben ilyen paraméterek a szimulacids
iddfeloldéas és a szimulacids térfogat nagysdga. Finomabb idéfeloldas vagy nagyobb
szimulacids térfogat hasznalata noveli a szimulacidk pontossagat, ezzel egyiitt azonban
hosszabb szamolasi id6t jelent. Az optimalis érték tehat kompromisszum, amelyet a
kivant pontossag €s az adott feladatra fordithat6 id6 hataroz meg.

Az iddfeloldés felsé korlatja abbol adddik, hogy az ion-ion és ion-membran
elektromos kolcsonhatasokat megfeleld pontossaggal kell integralni. Az optimalis érték
kozvetleniil meghatarozhato ugy, hogy kiilonféle idéfeloldasok mellett szimuldciokat
végziink, és Osszehasonlitjuk az adodo relaxacids kinetikdkat. A relaxacids folyamat
elsé 100 ns-a linearisnak tekinthetd (lisd a 6.5 4brat, A eset). igy a relaxacios kinetika

kiilonb6z6é idofeloldasoknal, linedris illesztés utan kapott kezdeti meredekségei

71



kozvetlen Osszehasonlitast tesznek lehetdvé. A 6.4 abra a relaxacio kezdeti
meredekségeit mutatja a 100 ps - 10 ns idofeloldas-tartomanyban. Mindegyik
idofeloldashoz 5 fiiggetlen mérés tartozik, amelyek egyenként 4000 szimulacio
atlagabol szadrmaznak (kivétel a 100 ps iddfeloldas esete, ahol a szamitasi id6
csokkentése érdekében 2000 szimulacio atlagat vettem). Az dbran lathatd referencia
vonalat a 250 ps idéfeloldashoz tartozd meredekségek atlaga definidlja. Az értékek

mellett feltintettem a standard deviaciokat is.
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6.4 abra. Az idofeloldas kontrollszimulacioi.

Amint lathato a meredekségek 1 ns-ndl kezdenek tdvolodni a referencia vonaltol,
Osszhangban a kordbban vézolt Osszehasonlitdé méréssel, ahol a Debye-Hiickel
elmélettel vald egyezést vizsgaltam. A < 1 ns tartomanyban a meredekségek kozel
azonosak, igy a szimulaciokban alkalmazott 250 ps iddfeloldas ésszerti értéknek
mondhato.

Megjegyzem, hogy a 250 ps szimulacids 1épéskdz “durvanak™ nevezhetd mads,
Brown-dinamikai moédszereket alkalmazé munkékban taldlhato értékekhez képest. Ez
két tényezdvel kapcsolatos: 1. a szimulacidokban alacsony koncentracidtartomanyban
dolgozunk, 2. az ionrelaxacios folyamatok mezoszkopikus térfogatokban jatszoédnak le.

Mindebbdl kovetkezik, hogy az ionok elmozduldsai egy szimulacids 1épés soran
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elegendden kicsik a tipikus ion-ion és ion-membran tavolsagokhoz képest, igy az
elektromos kdlcsonhatasok szamitasa kielégitd pontossaggal torténik.

A szimulacids 1€pésk6zhoz hasonloan a szimulacids térfogat megfeleld
nagysagat is ellendriztem. Harom fiiggetlen, egyenként 2000 szimulaciobol allo mérési
sorozatot hajtottam végre 200 nm térfogatatmérd mellett. Ez tobb mint kétszeres
szimuldcids térfogatnak felel meg az eredeti rendszerrel (150 nm atmérd)
Osszehasonlitva. A megnovelt térfogatu kontrollrendszerben kapott relaxacios kinetika

szintén hiban beliili egyezést mutatott a referencia rendszerrel.

6.4 Az intramembran dipolus-konfiguracio szerepe

Az eddigiekben az intramembran dipoélusmomentumot egy, a membran kozepén
dip6lushdlo-geometria (racsallandd, halé mélység, dipolkar-hossz) mellett végeztem.
Joggal teheté fel a kérdés, hogy az intramembran dipélushald konkrét geometriai
részletei befolyédsoljak-e az ionrelaxacié kinetikdjat, és ha igen, hogyan? Amint azt
hamarosan megmutatom, a relaxacid kinetikdja nem mutat szignifikdns valtozast az
intramembran  dip6lushalé geometriai részleteinek, a molekularis tdvolsagok
nagysagrendjébe esd valtoztatasakor.

A 6.5 é4bra az intramembran konfiguracié (dip6lushalo-geometria) hat
kiilonbozo esetéhez (A,B,C,D,E és F) tartozo ionrelaxacid kezdeti szakaszat mutatja.
Az AB,C,D,E esetekben az intramembran dipolusok péarhuzamosak a membran
normalisaval (z tengely), az F esetben merdlegesek ra (y tengely). Az E eset kivételével
az egyes konfiguraciokban azonos a teljes intramembran dipoélusmomentum, de
mindegyik esethez mas halégeometria tartozik. Az A eset felel meg az eddigi
szimulacidok sordn hasznalt intramembran dipolushalonak (referencia esetként is
hivatkozom réa késébb): a halé a membran kdzepén helyezkedik el, a racsallandod 4 nm,
a toltések nagysaga 4 e, az egyes dipolkarok hossza 4 nm. A B esetben a dipolkarok
hosszat negyedére csokkentettem, a dipdlusmomentumok nagysaganak megtartasa
mellett (“0sszehiztam™ a dipdlusokat). A C esetben a B esethez tartozd halét 1.5 nm-rel

eltoltam a membran normalisanak irdnyaban (a feliilethez kozelitettem).
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6.5 abra. Az ionrelaxacio kezddsebessége az intramembran konfiguracié fiiggvényében.
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A D eset a referencia (A) esettdl csak annyiban tér el, hogy finomitottam a dipdlushalo
felbontasat a teljes intramembran dipolusmomentum megtartasa mellett (a racsallandot
felére, az egyes dipdlusmomentumok nagysagat negyedére csokkentettem). Mindegyik
intramembran konfigurdcido esetén 5 fliggetlen mérésbdl hataroztam meg az
ionrelaxacid kezdeti meredekségét. A mérések egyenként 2000 szimulacié atlagan
alapulnak (kivéve az E esetet, ahol a megfeleld jel-zaj viszony elérése érdekében 16000
szimuldcio atlagaval szdmoltam). A 6.5 &bra felsé részén az 5 szimuldcios széria
atlagabol nyert kinetika lathatd konfigurdcionként. A abran lathato referencia vonalat
az A esetben mért meredekségek atlaga definidlja. Az abran feltlintettem az egyes
meredekségek standard deviaciojat is.

Lathato, hogy a relaxacio kinetikdja érzéketlen az A,B,C és D intramembran
konfiguraciok kozotti kiilonbségre. Ez szintén a rendszer mezoszkopikus méreteivel
magyarazhat6: a relaxdcidban résztvevé ionok a membran koriili, viszonylag nagy
térfogatban helyezkednek el. Az ionok és a membran kozotti tipikus tavolsagok nagyok
az egyes intramembran konfiguraciok kozotti szerkezeti kiilonbségekhez képest.

Amint azt tovabbi vizsgalatok alapjan megallapitottam, a feliileti toltéshalok
geometriai részleteinek (molekularis mérettartomanyban értelmezett) valtoztatasai sem
befolyasoljak mérhetd modon az ionrelaxacid kinetikajat, az intramembran dipdlushalo

esetében tapasztaltakhoz hasonloan.

6.5 A dipolusugrasra adott valasz linearitasa

Megvizsgaltam, hogyan fligg a relaxacios kinetika az intramembran dipélusmomentum
nagysagatol. A 6.5 abran lathatd E esethez tartozé dipdlushald az A referencia eset
dipolushalojatol csak annyiban kiilonbozik, hogy a dipdlustdltések nagysagat
negyedére csokkentettem. Igy a lateralis dipolusmomentum-siiriiség (és a teljes
intramembran dipélusmomentum) is negyede az eredeti értéknek. Az eredmények azt
mutatjak, hogy az elektrolit valasza egy adott f,,, intramembran dip6lusmomentum-
valtozasra j6 kozelitéssel linearis abban az értelemben, hogy az elektrolit u(t)

dip6élusmomentum-fliggvényére felirhatjuk:

M=o -ty = wt)=o u) (6.1)
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A dipSlusmomentum itt vizsgalt linearitdsi tartomanya tartalmazza a szuszpenzids
modszer tipikus kisérleti koriilményeit. (Az egyszerii elképzelhetdség kedvéért
megjegyezem, hogy az A eset dipdlushaldja attranszformalhaté egy olyan (azonos
dip6élusmomentummal rendelkezd) haldba, ahol az egyes dipdlusok pozitiv és negativ
toltései 1 nm-re vannak egymastdl, és a szomszédos dipdlusok kozotti tavolsag szintén

1 nm.)

6.6 Az ionrelaxacio anizotropiaja

Az F esetben (6.5 4bra) a teljes intramembran dipdlusmomentum és a dipolusok
lateralis stirisége ugyanaz, mint az A esetben, de az egyes dipdlusok irdnya merdleges
a membran normalisara (azaz a dip6lushald racspontjaiban az A esethez képest 90°-kal
elforgatott dipolusok iilnek). Amint az 4abrardl leolvashatd, az ionrelaxacid
szignifikdnsan gyorsabb ebben az irdnyban (y). A két irdnyhoz (y és z) tartozd
sebességek aranya hozzavetdlegesen 1.67 az ionrelaxacio kezdeti linearis szakaszaban.
Ez az arany természetesen fiigg a membrankorong sugaratol (a membran méretének
csOkkenésével a kinetikai anizotrépidnak el kell tiinnie). Ahogy azt mar korabban
bemutattam, a diffuz kettdsréteg jelenlétében az anizotropia jelentésen nagyobb
mértéklt (az y és z iranyu dipolusokhoz tartozo ionrelaxacids sebességek aranya
megkozelitdleg 5, lasd a 6.2a €s 6.2b abrakat).

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy az ionrelaxacié kinetikai értelemben mar
“bulk” elektrolit (homogén ioneloszlas) esetén is anizotrdp, amely anizotropia

jelentdsen fokozodik, ha a diffuz kettdsréteg is jelen van a membran kortil.

6.7 Diszkusszio

Amint arr6l mar kordbban sz6 esett, a szuszpenzidés moédszer lehetévé teszi, hogy
membranfehérjék toltésatrendez8déseit harom dimenzidban kovessiik nyomon. A
szuszpenzios modszerrel kapott kisérleti adatok kvantitativ értelmezése a kordbban

vazolt elmélet alapjan lehetséges, amennyiben a mintaban 1évé membranfragmentumok
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koril lejatszodd ionrelaxacids folyamatokra nézve néhany feltételezéssel éliink. Az
ionrelaxacios szimuldciokbol nyert tulajdonsdgok éppen ezeket a feltételezéseket
tamasztjak ala.

A szimulacidk alapjan meghataroztam az ionrelaxacié felezési idejét diszkrét
intramembran dip6lushald esetében. Mivel a relaxacios kinetika nem valtozott a hald
felbontasanak finomitasaval (6.5 abra D esete), ezért mondhatjuk azt, hogy a
szimuldciokban hasznalt diszkrét hald jol kozeliti a folytonos és homogén dipolus-
eloszlas idealizalt esetét (a tovabbiakban ezt a “folytonos korong” esetének hivom).

Ezzel ellentétben, a szuszpenzids modszer tipikus kisérleti koriilményei kozott,
a konformacios valtozasok (és igy az ezekkel jar6 dipolusmomentum-ugrasok) egy
kiszemelt membrandarabkan ritka eseménynek szdmitanak az ionrelaxacios folyamatok
idéskalajan. Igy ebben az esetben lokalis dipolusmomentum-valtozasokkal van
dolgunk.

Meg lehet mutatni, hogy a szimulaciokbodl nyert tulajdonsagok (adott sebesség,
anizotropia, linearitds, intramembran részletekre valo érzéketlenség) kiterjeszthetok a
szuszpenzids modszer kisérleti koriilményei kozott fennalld mintabeli viszonyokra is.

Ennek belatasdhoz eldszor az altalanossag megszoritasa nélkiil tegyiik fol, hogy
a minta elektrolitjdban szuszpendalt membrandarabkdk alakja korong. Valasszunk ki
gondolatban egy adott korongméretet és sikot. Vegyiik azon korongokat, amelyek (a
korongok méreteloszlasahoz képest, kozelitdleg) a kivalasztott mérettel rendelkeznek
¢és a kivalasztott sikban fekszenek. A korongok ezen részrendszerére, szuperpozicios
megfontolasok alapjan belathatdo a kovetkezdé: a folytonos korong esetére érvényes
ionrelaxacios sebesség (az adott sugar esetén) megegyezik nagyszamu - véletlenszertien
kivalasztott korong véletlenszeri helyein végbemend - lokalis dipélusmomentum-
valtozast kisérd ionrelaxacidos folyamat atlagsebességével. Természetesen ez a
megallapitas a valosagos mintakban talalhatd barmely korongméretre és sikra érvényes,
igy az ionrelaxécionak a szimuldciokban vizsgalt tulajdonséagai kiterjeszthetok erre az
Osszetettebb esetre 1s. A szuperpozicios elv alkalmazisanak feltétele, hogy a
membranokat koriilvevd ionfelhdket az intramembran dipdlmomentum-valtozasok
hatadsa csak elhanyagolhaté mértékben perturbélja. Ez a feltétel teljesiil a valdsagos
minta membranjai esetében és a szimuldcidk soran vizsgalt ionrelaxacid kezdeti
szakaszaban is. Ezek alapjan tehat joggal mondhatjuk, hogy az ionrelaxacid kezdeti
szakaszdnak tanulmanyozasaval nyert kinetikai tulajdonsagok (sebesség, anizotrdpia,

linearitds, intramembran részletekre vald érzéketlenség) atvihetok a lokalis
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dip6élusmomentum-valtozasokat mutatd valdosdgos mintdkban lejatszodd ionrelaxacios
folyamatok teljes idGtartamara is.

A szimulacidk alapjdn az ionrelaxdcidos folyamatok sebességére nyert
informaciot felhasznalva mar vizsgalhatd a szuszpenzids modszer elméletében
kiindulasi feltételként felirt (3.1) relacio teljestilése. A relacié szerint az ionrelaxacios
folyamatoknak jelentésen rovidebb id6 alatt kell lejatszodniuk, mint a vizsgalt
intermedierek élettartamai. A szimuldciokbol szarmaz6 néhanyszor 10 ns-os értékek
becslésként hasznalhatok a relaxdcios folyamatok felezési idejére hasonlo
ionkoncentraciok esetén, és felsd becslésként alkalmazhatok a nagyobb koncentraciok
tartomanyaban, ahol az ionrelaxacié lefutasa gyorsabb.

Az ionrelaxacid érzéketlensége az intramembran dipolushaldé vizsgalt
geometriai valtoztatdsaira, molekuldris nyelvre leforditva azt jelenti, hogy az
ionrelaxacidos folyamat nem fiigg az intramolekuldris toltésatrendez6dés konkrét
részleteitdl, csak az atmenethez tartozo dipélusmomentum-vektortol.

Az ionrelaxacid (6.1) linearitasa €s az intramembran dip6lushalo részleteire valo
érzéketlenség azért kiilondsen fontos, mert csak ekkor teljesiil a szuszpenzids modszer
elméletének alapvetd (3.4) Osszefiiggése, amely kvantitativ kapcsolatot létesit az
intermedierek  dipdlusmomentumai  és a  makroszkopikusan  detektalhatd
dipélusmomentum-idéfiiggvény kozott.

A szimulaciok alapjan kimutatott kinetikai anizotropia fontos kdvetkezménye,
hogy a (3.4) Osszefliggéssel szamithatd intermedier dipolusmomentumoknak a
membran sikjaban 1év0 és az arra merdleges komponensei nem mérhetok 0Ossze
egymassal, csak egy, a két esetben eltérd (a mintara jellemzd), ismeretlen szorzofaktor
erejéig hatarozottak. Az eltérd szorzéfaktor a nem ekvivalens iranyokban eltérd

sebességgel lejatszodo ionrelaxaciods folyamatok kdvetkezménye.
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OSSZEFOGLALAS

Munkdm soran megalapoztam a szuszpenzids modszer elméleti hatterét: megadtam a
makroszkopikusan mérheté (foto)fesziiltség ¢és az azt 1étrehozd molekularis
toltésmozgasok kozotti fizikai kapcsolat kvantitativ elméleti leirasat.

A leirdsban targyaltam az egyes orientalasi/rendezési mddszerekhez tartozod
mintaanizotropidk eseteit, a fotoszelekci alkalmazasi lehetdségeit.

Létrehoztam egy, a haromdimenzids szuszpenzids modszerrel torténd mérések
tervezését, értelmezését segitd szamitogépes programot.

A program alapjan definidltam egy mérési eljarast, amellyel bedllithat a minta
rotacios helyzete, azaz a minta orientacids/rendezési tengelye a mérdelektrodak altal

kijelolt iranyba hozhatd. A minta rotacids pozicionaldsdnak ezen modszere magat a

(foto)elektromos fesziiltségjeleket hasznalja fel, igy kivitelezése praktikus.
Megadtam egy mérési eljarast a u”(t) komponens meghatarozasara nem
tokéletesen orientalt mintdk esetében. Az eljaras tekintetbe veszi azt a koriilményt,

hogy a megfeleld laboratoriumi irAnyban a ¥ (t) komponens mellett jelen van a mérést

zavard u*(t) komponens is.

Kozremiikodtem a bakteriorodopszin mintdkon végzett fotoelektromos mérések
tervezésében ¢€s kivitelezésében, a kisérleti eredmények kiértékelésében, €s azoknak
molekuladinamikai modellekkel torténd dsszevetésében.

A Dbakteriorodopszin esetében demonstraltam a szuszpenzidés modszer
alkalmazasat  molekuladinamikai  modellek  érvényességének  ellendrzésére.
Bemutattam, hogy fotoelektromos ¢€s abszorpcidkinetikai mérések kombinalasaval
hogyan nyerhetd kvantitativ informaci6 az egyes intermedierek dipélusmomentumaira
vonatkozoéan. Ez az informacié moédot ad az egyes intermedier térszerkezetek
ellendrzésére, ami alapjan kozvetleniil tesztelhetd az adott molekuladinamikai modell.

Megadtam a fotoelektromos mérésekbdl nyerhetd, ¢és két molekuladinamikai
modell altal adott térszerkezetekbdl szadmithatdo dipoélusmomentumok értékeit a
fotociklus 0 — 400 ps idétartomanyéaban megfigyelhetd K, L, M intermedierek esetében.

Noha egyik molekuladinamikai leiras sem tekinthetd teljesen kielégitonek, figyelemre
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méltod korrelacio allapithatd meg az egyik modell esetében a kisérleti és elméleti titon
kapott értékek kozott. Az értekezésben részletezett mérési és kiértékelési eljaras
felhasznalhat6 lesz a jovoben megjelend, tovabbfejlesztett molekuladinamikai modellek
ellenérzésére is, és pozitiv 0Osszehasonlitd eredmény esetén az adott modell
kivalasztasara.

A szuszpenziés moddszer elméleti leirasa tdmaszkodik néhany feltételezésre,
amelyek az intramembran toltésatrendezOdéseket kisérd ionrelaxacids folyamatok
kinetikai tulajdonsdgaira vonatkoznak. Ezen fizikai problémakoér targyalasara, tdgabb
értelemben az elektrolit mezoszkopikus méretskdlan torténd dinamikai modellezésére
kidolgoztam egy mddositott Brown-dinamikai modellt, és létrehoztam a modell
szamitogépes implementacidjat. A modellben az elektrolitot alkotd ionok mozgasat a
Langevin-egyenlet difftizids hatdresetére épitve szamoltam. Az implementaciéban a
modellrendszer 0Osszes fizikai paramétere modosithaté: A rendszer geometriai
paraméterei, az elektrolit Osszetétele a szimulacid eldtt, a membran elektromos
tulajdonsagai (feliileti toltések, intramembran dipolusok), a hdmérséklet a szimulédcid
soran barmely idOpontban megvaltoztathatok. Az implementacié részeként virtualis
mérdmiszereket hoztam létre, amelyekkel a tovdbbiakban a modellezett elektroliton
méréseket végeztem.

A modell, illetve az implementacié megbizhatosagat az elektrolit Debye-Hiickel
elméletével valo Osszehasonlitas alapjan, az ionrelaxacids szimuldcioknal alkalmazott
fizikai paraméteregyiittes (elektrolit dsszetétel, hdmérséklet, szimuldcidés paraméterek)
mellett ellendriztem. Egy rogzitett ion koriili ioneloszlast vizsgalva megéllapitottam a
Debye-Hiickel elméletbdl ¢és a szimulaciokbol szarmaztatott Debye-hosszak kvantitativ
egyezését.

A modell ellendrzését kovetden pillanatszerti intramembran
toltésatrendezddéseket kisérd ionrelaxacids folyamatokat modelleztem. Az elektrolit
valaszdt  membrankorongban  létrehozott  dipoélusmomentum-valtozas  esetén
tanulmanyoztam, és a kovetkezoket allapitottam meg:

Meghataroztam az ionrelaxacidos folyamathoz rendelheté felezési id6t a
membran sikjara merdleges és a membran sikjaba esd pillanatszer(i dipélusmomentum-
valtozas esetében, adott membran-elektrolit konfiguracid (geometria, feliileti toltések,
elektrolit 6sszetétel, homérséklet) mellett.

Megallapitottam, hogy a relaxacids folyamat kinetikai értelemben anizotrop: a

membran sikjdba esé dipolusmomentum-valtozds hatasara lejatszodd ionrelaxécio
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gyorsabb, mint a membran normalisdnak irdnydban keltett dipdlusmomentum-
valtozashoz tartozo6 folyamat.

Megmutattam, hogy az ionrelaxacié kinetikai anizotropiaja a feliileti toltésektol
megfosztott membran esetében, azaz a diffiz kettdsréteg hianyaban is jelen van, de az
elektromosan t6ltétt membrant koriilvevd diffuz kettdsréteg jelenléte szignifikdnsan
fokozza a kinetikai anizotropiat.

Tovéabbi mérésekbdl megallapitottam az ionrelaxacids valasz linearitasat egy
olyan tartomanyban, amely tartalmazza a szuszpenziés moddszer tipikus kisérleti
koriilményeit.

Kimutattam, hogy az ionrelaxacid kinetikaja érzéketlen az intramembran
dipolushalo  eltoldsaira a  molekularis mérettartomanyban. Ennek  fontos
kovetkezménye, hogy a  dipolusmomentum-valtozds  konkrét  molekularis
megvalosuldsa nem befolydsolja az ionrelaxacios folyamat sebességét, és igy a
szuszpenzids mddszer elmélete szerint nem moddositja a makroszkopikus fesziiltségjel
alakjat, €s ezért kvantitativ kapcsolat létesithetd a mért mennyiségek €s a molekularis
dipélusmomentumok kozott.

Az ionrelaxdci6 modellezésével nyert fenti tulajdonsdgok egyiitt egy
feltételrendszert képeznek, amelyre alapozva felépitettem a szuszpenzids moédszer
elméletét.

A kiterjedten tesztelt, eredetileg az ionrelaxdcid problémakorének
megoldasahoz kifejlesztett szimulacids rendszert dnmagaban is fontos eredménynek
tartom, mivel a modell mezoszkopikus ¢és korpuszkuldris természete, az implementécio
rugalmassaga egy olyan altalanosan hasznalhaté eszkozt alapoz meg, amellyel a
membran-elektrolit rendszerek dinamikai jelenségeinek tovabbi nyitott kérdései is

tanulmanyozhatova valnak.
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SUMMARY

In this work I established the theory of the suspension method: I gave a quantitative
theoretical description of the physical connection between the macroscopically
detectable (photo)voltages and the molecular charge motions generating them.

In my description I discussed the different cases of sample anisotropy
corresponding to the different orienting/aligning techniques and the possibilities of
using photoselecion.

I created a special software to support the design and interpretation of
measurements with the three-dimensional suspension method.

Based on the software, I defined a experimental technique for the exact
rotational positioning of the sample (i.e. the orientation/alignment axis in the sample)
relative to the measuring electrodes. Since this method uses the photoelectric voltages
directly, its realization is very practical.

I described a measuring technique for the detection of the 4’(t) component in
the case of samples not perfectly oriented. This technique takes into account that on the
particular axis of the laboratory coordinate system the z’(t) component is always
contaminated by the #/(t) component.

I participated in the design and realization of the photoelecric measurements
performed on bacteriorhodopsin, the evaluation of experimental data and their
comparison with data of molecular dynamic models.

I demonstrated the application of the suspension method to verify molecular
dynamic models in the case of bacteriorhodopsin. I showed how quantitative
information on the intermediate dipole moments can be obtained by the combination of
photoelectric and absorption kinetic measurements. This information can be used to
verify intermediate structures and thus to test the corresponding molecular dynamic
model. I determined the (relative) dipole moments of the intermediates present in the 0-
400 us range of the photocycle (the K, L and M intermediates) calculated from the
photoelectric measurements and obtained from the structural data of two molecular
dynamic models. Although none of the molecular dynamic descriptions can be stated as

satisfying on the whole, there is a noteworthy correlation of the theortical and
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experimental values in case of one of the models. The measuring and evaluation
procedure discussed in this work in detail will be applicable to verify improved
molecular dynamic models of the future too, and in case of a positive comparative
result for the selection of the particular model.

The theory of the suspension method is based on some assumptions concerning
the kinetic properties of ionic relaxation processes following intramembrane charge
rearrangements. To discuss this physical subject in particular, and to model the
dynamics of the electrolyte on the mesoscopic scale in general, I defined a modified
Brownian dynamics model and developed the corresponding software implementation.
In the model, the motion of individual ions is calculated using the form of the Langevin
equation valid in the diffusive regime. In the implementation all physical parameters of
the model system can be modified: geometric properties of the system, the composition
of the electrolyte can be defined when starting a simulation, the electric properties of
the membrane (surface charges, intramembrane dipoles), the temperature can be
changed at arbitrary points during the time course of simulations. As part of the
implementation I created "virtual measuring devices", which were used afterwards to
perform measurements on the modeled electrolyte.

I verified the solidity of the model (and implementation) by a comparison with
the Debye-Hiickel theory of the electrolytes at the same parameter set (electrolyte
composition, temperature, simulation parameters) as used later for the dynamic
investigations of ionic relaxation processes. By measuring the ionic distribution around
a fixed central ion, I found a quantitative agreement of the Debye-lengths given by the
theory and calculated from the simulations.

After the successtul test, I simulated ionic relaxation processes following abrupt
(on the time scale of the relaxation) intramembrane charge rearrangements. By
modeling the response of the electrolyte to an intramembrane dipole change created in
a membrane disk I derived the following:

I determined the half time of the ionic relaxation in case of an intramembrane
dipole change parallel with the membrane normal and in case of a dipole change
perpendicular to it (i.e. in the membrane plane) at a given biomembrane-electrolyte
configuration (geometry, surface charges, electrolyte composition, temperature).

I found that the relaxation kinetics is anisotropic: the ionic relaxation generated
by the intramembrane dipole change in the membrane plane is faster than it is in case of

a dipole change parallel with the membrane normal.
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I showed that although the kinetic anisotropy of the ionic relaxation can be
observed even if there are no surface charges on the membrane disk, i.e. in the absence
of the diffuse double layer, the presence of the double layer around the chraged
membrane significantly raises the extent of anisotropy.

Further simulations prove that the kinetics of the ionic relaxation is linear with
regard to the magnitude of the intramembrane dipole change in a range that contains the
measuring conditions of the suspension method.

I demonstrated that the kinetics of the ionic relaxation is insensitive to shifting
the intramembrane dipole grid on a molecular distance scale. As an important
implication, the concrete molecular realization of the dipole change does not affect the
speed of the relaxation process, and hence, according to the theory of the suspension
method, the shape of the resulting macroscopic voltage is also unaffected, which allows
to establish a quantitative connection between the measured function and the molecular
dipole moments.

The above properties obtained by modeling the ionic relaxation define the set of
assumptions on which the theory of the suspension method has been established.

I consider the simulation system, extensively tested, originally developed to
study ionic relaxation processes, as a substantial result in itself: The corpuscular and
mesoscopic nature of the model and the flexibility of the implementation constitute a
basis of a general scientific tool suitable to investigate further open questions of

membrane-electrolyte dynamics.
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Koszonetnyilvanitas

Halaval tartozom témavezetémnek, Dér Andrasnak, aki megszamlalhatatlan
alkalommal segitett nekem mind a tudomanyos, mind az ¢élet mas teriiletein jelentkezo
problémak megoldasaban. Szeretném megkdszonni neki a sok id6t és gondolatot,
amelyet megosztott velem az elmult évek soran.

Koszonettel tartozom Toth-Boconddi Rudolfnak a bakteriorodopszin mintan
végzett fotoelektromos mérésekben nyujtott kozremiikodéséért, Kulcsar Agnesnek és
Zimanyi Léaszlonak az abszorpcidkinetikai mérések kivitelezéséért és az adatok
kiértékeléséért.

Koszonetemet fejezem ki Keszthelyi Lajosnak a megtiszteld tamogatasért,
figyelemért €s a gondolatébresztd beszélgetésekeért.

Koszonetet mondok Ormos Pélnak, akinek tdmogatasa, kritikai észrevételei,
latasmodja nagyon sokat jelentett és jelent szamomra.

Kiilon helyen szeretném megkdszonni Ormos Palnak és Dér Andrasnak az
értekezés kritikus tanulmanyozasat.

A fotoelektromos mérésekhez hasznalt magas szinvonali hazi miiszerek ¢és
eszkozok elkészitéséért Gargyan Jozsefet, Imre Zoltant, Szlics Miklost, a
bakteriorodopszin mintdk el0készitésében nyujtott segitségéért Kissné Domonkos
Mariat illeti koszonet.

Halas vagyok tovabba az intézet dolgozodinak azért a csodalatra mélto, kellemes
l1égkorért, amelyet maguk kortl teremtettek, és amelyben jo volt dolgozni.

Végiil szeretném megkdszonni csaladomnak, sziileimnek, nagysziileimnek a
tiirelmet, tAmogatast €és szeretetet, amelyre mindig szamithattam, és amely nagyon jol

esett.
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