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Tudomanyos el6zmények, célkitiizések

A sejt az él6 szervezet alapegysége. Alapvetd funkcidi kozé tartozik a
munkavégzés, amely lehet: izomdsszehuz6dds mechanikai munkaja, toltések
szallitdsakor végzett elektromos munka, féligteresztd membranokon keresztiil torténe
szallitaskor végzett ozmétikus munka és Uj anyagok szintézisekor végzett kémiai munka.
Ahhoz, hogy a kiilonbdz6 sejtek képesek legyenek az ilyen tipusi munkakat eivégezni,
sziikséglik van energiara és olyan mechanizmusokra, amelyekkel az energia a megfelelo
modon &talakithatd. A legtobb esetben az energia ATP lebontasbdl vagy szubsztrat
oxidaciébdl szarmazik.

Egyes él6 sejtek azon képességét, hogy a fényenergit, mint tovabbi
energiaforrast, a metabolizmusdhoz fel tudja hasznalni, tébb fiiggetlen rendszer is
“kifejlesztette”. Az eubaktériumban ez a klasszikus fotoszintézis, ami kiorofill
pigmenteken és redox-kémidn alapul, az Archaebaktérivmban pedig ez egy
kromoprotein rendszer, ami retindlt (Vitamin-A aldehidel) tartalmaz (mint kromofar) és
képes fény hatdsdra ionokat szdllitani a sejtmembranon keresztil. Az egyik ilyen
baktérium, ami ezt a fényatalakitast elvégzi, az extrém halofil, a Halobacterium
salinarum.

A baktérium sejtmembrénjdban tébb fényérzékeny fehérje van. Ezek
kozlil 3 bakteriorodopszin (BR) egy fény hajtotta proton pumpa. A szubsztrathoz kitétt
energiak vezérelte kémiai reakciokhoz (ion mozgatd ATPaz, NADH/NADP
transzhidrogenaz) és a redox reakcidkon alapuld fényvezérelt elektron transzfer
folyamatokhoz képest (citokrdm oxidaz, citokrém bc komplex), a bakteriorodopszinban a
proton atvitel pK, valtozasok altal vezérelt, melyet a retindl fény hatdsara bekdvetkezd
izomerizdcidja indit el. A retindl izomerizacidjat kovetd reakciok termikus relaxacié
folytdn jonnek létre. A fényenergia elektrokémiai energidva alakul, protongradiens



formajaban, amit a sejt ATP szintézishez haszndl. A proton pumpalasi folyamatnak és
ATP szintézisnek ez a fajta 8sszekapcsolédasa a Mitchell féle kemiozmétikus elméletet
tamasztja ala.

A proton pumpdlds mechanizmusa ma mar nagyrészt ismert és a
szerkezet-funkcié kapcsolata is nagyjabd! megoldottnak tekinthetd. A jelen dolgozatban
lefrésra keriil, hogy a bakteriorodopszin kromoférja a fény elnyelése utan milyen mddon
adja at a kapott energidt a fehérjének és hogyan alakul dt ez az energia proton
pumpdlast mozgaté erévé. A dolgozatot alkotd cikkekben az energetika mellett, a proton
pumpalds folyamata soran jelentkez8 proton mozgdsabdl és a kiilonbozG toltétt
aminosav oldalldncok mozgésabd! eredd, globalis toltésmozgasok leirasara is sor keril.
Ezeket a munkdkat a, taldn legvitatottabb koztes allapot spektroszkdpiailag
megkiilonbdztethetetlen al-dllapotai Iétének bizonyitdsa egésziti ki, egy olyan
problémaksr, amelynek eredményei szervesen kapcsolddnak az eddigi kutatasi
eredményekhez.

A bakteriorodopszin fotociklusanak leirdsdra az eddigi munkdkban tobb
modellt is felhasznaltak. A fotocikdus koztes allapotai azonban spektralisan és iddben
erdsen atfednek, igy minden id6pillanatban tobb kdztes allapot van egyidejiileg jelen,
ami nagyban megneheziti a valdsdgban lezajlé lépések pontos leirdsat. A széles
homérséklet és pH tartomanyban mért jelek feldolgozisakor célunk volt annak a
legmegfelelébb modellnek a kivdlasztdsa amely alkalmas a torténések egységes leirasara
és érvényes a teljes tanulmanyozott pH és hdmérséklet intervallumokra.

Az abszorpcid kinetikai jelek h&mérsékletfiiggésének mérése lehetbvé
tette a fehérje termodinamikai paramétereinek: az aktivdcids entalpia, entrépia és
szabadenergia kiszdmitdsat. Ennek értelmében célul tiiztik ki a rendszer
energetikdjanak megrajzoldsat és targyaldsat, melybdl kitlinik, hogy a retinal altal
abszorbedlt foton energidja hogyan keriil 4 a fehérjére és hogyan alakul &t proton
szallitist mozgato erbveé.



Az elektromos jelek hasonlé koriilmények kozott vald mérése
kiegészitette az eddigi kutatasi eredményeket és még pontosabban megrajzolta a
toltésmozgasok és a BR fotociklusanak kdztes allapotai kizétti szoros Gsszefliggést.

Célul tiztiik ki annak a bizonyitdsat, hogy az abszorpcio kinetikai jeleket
leginkabb illeszté szekvencialis modell alkalmas az elektromos jelek illesztésére extrém
pH és homérsékleti értékek esetében is.

Célunk volt az elektromos és abszorpcio kinetikai jelek egyidejii
illesztése és az egyes koztes allapotokhoz tartozé elektrogenicitdsok kiszamitasa.

Az elektrogenicitdsok széles pH tartomdnyban vald abrazolisa és a
kéztes Allapotok kozétti atmenetekhez tartozd toltéselmozduldsok még pontosabb
leirdsa volt az egyik fontos célkitlizésiink.

A proton extracelluldris térbe keriilése és a fehérjének a citoplazmatikus
oldara torténd kinyildsa kulcsfontossagu lépés a BR fotociklusaban. Ehhez a Iépéshez
tartozik a fotociklus M koztes dllapota, amelynek két spektroszkdpiailag
megkiilonboztethetetlen formaja van. Célul tiiztiik ki az M koztes Aallapot
Ujragerjesztéses  modszerrel  tirténd  tanulmanyozasadt és  alallapotainak
megkilonboztetését.

A fehérje konformacié valtozasanak feltérképezésére és jobb
megértésére abszorpcid kinetikai és elektromos jel mérések elvégzését tiiztik ki célul
mutans bakteriorodopszin mintakon.



Anyagok és mddszerek

A vad tipusi BR bibormembrénokat a Halobacterium salinarum S9
torzsb6! vontak ki az ismert médszer alapjan. A mérések elvégzésére poliakrilamid gélbe
&gyaztuk a bibormembranokat. Az abszorpcid kinetikai jelek mérését ot kiilonbozo
hémérsékleten (5 °C és 30 °C kozott), tiz kiilénbdz6 pH értéken (pH 4,5 és pH 9 kozott)
és 6t kiilonbdz6 hullamhosszon végeztiik: 410 nm, 500 nm, 570 nm, 610 nm és 650 nm.
A mintdk a mérést megelézGen a pufferekkel (MES, Tris) a kivant pH értékre bedllitott
mérdoldatban aztak, 8 mérés eldtt a mintdkat fényadaptaltuk.

Az abszorpcio kinetikai adatok gydjtését linearis idGskalan, 300 ns és 1 s
kdzott végeztik. A mérések minden esetben 100 jel atlagai, ami nagy mértékben
javitotta a jel-zaj viszonyt. A fotocikdus kéztes dllapotai idéfiiggé koncentracié
valtozasaira a RATE programmal modellillesztést végeztiink (az extinkcids egyiitthatékat
irodalmi adatokbdl vettiik). Az illesztés eredményeképpen megkaptuk a fotociklus kdztes
dllapotai kdzotti stmenetekhez tartozé mikroszkdpikus idallanddkat.

Elektromos jel mérések elvégzésére elektromos térrel orientdit gél
mintakat készitettiink. Az elektromos jelek mérését 20 °C-on, tiz killonbbz5 pH értéken
végeztiik (pH 4.5-9 kdzétti tartomanyban). Az elektromos jelek illesztését az abszorpcid
kinetikal jelekbd! kiszamolt, a koztes Aallapotokhoz tartozé, koncentrécidk
felhaszndldsaval végeztiik, Ezel egyiitt megkaptuk a koéztes allapotokhoz tartozd
elektrogenicitasokat, amelyek a membranon belilli téltésmozgasok leirdasét adjék.

A D85N és D96N mutdnsokat az L-33 térzsben expresszalték és J.K.
Lanyi (Irvine, California, USA) laboratdriumabd! kaptuk. A DI6N muténsbol késziilt gél
mintdn a 350 nm és 750 nm koz6tti tartomdnyban, hattérmegvildgitds mellett,
szobahGmérsékleten, idGfelbontdsos spektrészkopial méréseket végeztiink kapuzott
optikai sokcsatornds analizatorral (OMA), Az adatok gylijtése a gerjesztést kovetden 0,2
us; 0,4 ps; 0,6 pus; 1 ps; 2,5 ps és 6 ps késleltetéssel tortént. A sajatértékekre vald
bontds moidszerével az OMA-val mért komplex spektrumok jol meghatirozott
amplitidékkal rendelkezd komponens spektrumokra bonthatdk.

Az M dllapot Ujragerjesztését a kettds gerjesztés mddszerével, vad
tipusi bakteriorodopszinon végeztiik. A két lézergerjesztés kozotti id6t valtoztatva
nyomon kovettik az M allapot két aldllapotinak elektromos jeleit. A kapott
eredményeket a D96N mutanson pH 8 értéken, illetve @ D8SN mutdnson pH 9 értéken
mért elektromos jeleivel hasonlitottuk dssze.



Uj tudomanyos eredmények

« Bebizonyitottam, hogy a BR fotociklusinak termodinamikai leirdsa a reverzibilis
reakcidkat feltételezd szekvencidlis modellel 6sszhangban all a  kiilonbozo
parhuzamos modellekhez képest. Részleteket fed fel a kdztes allapotok kiatakuldsarol
és lecsengésérdl, és arra is valaszt ad, hogy a pH valtozasaval hogyan valtozik a

kéztes allapotok mennyisége (Ludmann és mtsai. 1998a).

« Megerdsitettem azt az eldzetes megfigyelést, mely szerint a gerjesztett allapotban, a
retindlban tartalékolt energia a fotociklus soran tobb atmenetben disszipalodik: az M,
=> M, és az N - BRilletve O -» BR atmenetben. Az dtmenetekre jellemz0, hogy a AG
értéke alig vdltozik. Az M, allapotig a gerjesztésbdl szarmazo energia teljesen a
retindlon van. Csak az M; = M, atmenetben disszipalddik, és késdbb, az N = BR
illetve O = BR dtmenetben a fehérje konformacios fellazulasat eredményezi, mieldtt

az, eredeti allapotaba all vissza (Ludmann és mtsai. 1998a).

o A bakteriorodopszin termodinamikai leirasa alapjan megallapitottam, hogy a
fotociklus masodik felében két nagy konformacids valtozas kovetkezik be. Ha kicsi a
protonkoncentracié, az M; =»> M, atmenet a fotocikius egyirdnylisagat és az

atfordulds valdszinliségét noveli. Ezt a fehérje az M, szabadenergia nivéjanak



csokkenésével éri el, amit entrépiandvekedés és konformacids lazulas kisér. Az O
koztes llapotban mas konformdciés valtozas azonosithatd, ami szabadenergia
novekedéssel jar egylitt ami az O allapot magas pH értékeknél vald megjelenését

gatolja (Ludmann és mtsai. 1998a).

Kimutattam, hogy a reverzibilis reakcidkat feltételezd szekvencidlis modell a
tanulmanyozott pH és hdmérséklet tartomanyban az elektromos jelek illesztésére is

alkalmas (Ludmann és mtsai. 1998h).

Bebizonyitottam, hogy a koztes allapotok elektrogenicitisa, az N allapot
elektrogenicitdsat kivéve, pH-fliggetlen. Ez azt mutatja, hogy a fehérién belili
witésmozgasok a proton transzport lépései alatt ugyanazok az egész pH
tartomanyban. A koOztes dllapotok kozétti atmenetek soran bekdvetkez6
toltéselmozduldsok pH-fliggetlenek. Ez egy Ujabb, indirekt bizonyiték a

tanulmanyozott modell érvényességére (Ludmann és mtsai. 1998b).

Kimutattam, hogy bar az elektromos mérések nem adnak pontos leirdst a
protonleadas és protonfelvétel 1épéseirdl, de a protonnak a membran egyik oldalérdl
a masikra valé széllitdsa j6I meghatdrozott lépésekben térténik (Ludmann és

mtsai. 1998b).



« A D96N és D85SN mutansokon végzett kisérietek alapjan sikerlilt az M allapot két
aléllapotanak tanulmanyozasa és megkiildnboztetése. Kovetkeztetéseket vontam le a
fehérje konformicidjdra és a protonleadds és protonfelvétel Ilépéseinek
meghatdrozisira  vonatkozdlag. A  mutdnsokon  végzett  kisérletekbd!
megdllapitottam, hogy az M (jragerjesztése alatt a fehérje citoplazmatikus
konformacidban van, de egyediil a D8SN muténs esetében torténik errél az oldalrél a

protonfelvétel (Ludmann és mtsai. 1999).

e A vad tipusi bakteriorodopszin kettds gerjesztéses mddszerrel végzett mérései
alkalmasnak bizonyultak az M allapot két aldllapotanak feltérképezésére és annak
megallapitasdra, hogy az M allapot két aldllapoténak jelenlétében a fehérje két
kiilénbbz6 konformaciéban van jelen. Minden kisériet esetében megallapitottam,
hogy a proton a fehérje azon oldaldn keriil felvételre, ahol el6z6leg a protonleadas

tortént (Ludmann és mtsai. 1999).
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