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Bevezetd

A napenergia kémiai energidva alakitasat egyes sokedveld baktériumokban a
bakteriorodopszin (bR) nevii fehérje végzi. Ez a hét a-hélixbdl és egy Schiff-
bazison (SB) keresztil hozzakapcsolodd fényérzékeny retinalbol allo
transzmembrén fehérje foton elnyelésének hatasara a membranon atpumpal egy
protont. fgy e két oldal kozt proton koncentracié kilonbség alakul ki, amely
késdbb ATP szintézisét teszi lehetdvé. A protonpumpalds egy ciklikus
folyamatsor kdzben jatszodik le, ennek soran a fehérjében retinal izomerizacio,
belsé protontranszport, proton leadds a komyezet felé illetve felvétel a
kornyezetbdl €s a masodlagos szerkezet megvaltozasa torténik. Ezen folyamat —
a fotociklus, mely soran a fehérje tobb koztes allapota is megjelenik
szekvencidlisan és/vagy parhuzamosan — igen sok részletében ismert.
Kialonbozd fotociklus modellek lattak napvilagot, ¢s krisztallografias
modszerekkel a fehérjeszerkezetet is meghataroztak az alapallapot mellet a
ciklus egyes koztes dllapotaiban is. Az elmult években Rontgen diffrakcidval
meghatéarozott kristalyszerkezeti modellek azonban nem tudjak 100%-os
tisztasdgban megadni egyetlen koztes éllapot szerkezetét, mivel a minta a
fotociklus minden iddpillanataban legalabb két intermedier keveréke.

A fehérjében lejatszodd szerkezeti valtozasokrol azonban megfeleléen
kiegészitett infravoros (IR) spektroszkopidval is gyiijthetd informécié.
Infravoros differencia spektroszkopiaval — tobbek kozott — egyetlen aminosav
oldallanc protondltsagi éllapotanak megvaltozasat is nyomon lehet kovetni a
bR-ban. Ezek kozill lényeges az M intermedier kialakulasakor lejatszodé 1épés,
amikor egy, a retinal SB-ahoz két6tt proton atadodik az Asp85-0s oldallancnak.
Linedrisan polarizalt mérofényi IR spektroszkopia segitségével a protonalt
oldallinc C=0O kotése vibracidjanak IR differencia csiicsabdl magéanak az
oldallancnak az irdnya is meghatarozhatd. Az IR spektrum Amid I
tartomanyaban megfigyelt differencia csicsok a fehérje masodlagos



szerkezetében bekovetkezd valtozasokra utalnak. Ezen csucsokhoz, ugyancsak
polarizalt IR technikat hasznalva, fehérje-oldallancokat lehet rendelni, azaz a
megfigyelt spektralis valtozasok segitségével a szerkezeti valtozasok
lokalizalhatdk.

A bakteriorodopszin alacsony (<2) pH-ja vizes oldatban, CI” jelenléte mellett
protonpumpéabdl kloridpumpava konvertalhatd, mikézben a fehége az
alapdllapotb6l (bR) a savas bibor allapotba (bRap) kerill. CI” jelenléte nélkiil
alacsony pH-n az un. savas kék (bRag) dllapot jelenik meg, amely sem proton,
sem CI" pumpalasara nem képes. NMR mérésekkel kimutattdk, hogy a bRap
allapotban az Asp85 csoport protonalt é:llapotban van. Ugyanezen csoport
protonaltsagi allapotara a bRap allapotban az irodalom nem tartalmaz
megbizhaté eredményeket, mert a bRag és bR,p allapotokat a leirt kisérleti
korilmények kozott nem lehetett egymastol fiiggetlenill eldallitani. A fehérjén
belili kloridkotés legvaldsziniibb pozicidjaként a bR,p dllapotban az irodalom a
SB ellenion-rendszerét jel6li meg, amely a SB-b6l, az elsddleges proton
akceptor Asp85, tovabba az Asp212 és Arg82 oldallancokbdl all. E feltételézés
igazolasara az IR spektroszkopia szintén alkalmas olyan koériilmények kozott,
ahol csak a H' vagy csak a CI' fehérjére gyakorolt hatasa tanulmanyozhato.

A fotoaktiv sarga fehérje (Photoactive Yellow Protein, PYP) egy kék fényre
érzékeny fotoreceptor, mely pl. az Ectothiorhodospira halophila nevii
baktériumban talalhat6. A fehérje feladata a kék fény érzékelése, és egy olyan
kaszkadreakcié elinditdsa, amelynek eredménye az organizmus kék fényi
negativ fototaxisa. A PYP egy globularis fehérje, legnagyobbrészt a-helixbdl és
B-reddzott rétegekbdl 4ll, fotoreceptora pedig egy, a 69-es Cys oldallancon
keresztill a fehérjéhez k6t6dd p-Coumaric Acid (pCA) molekula. Ez a kromofor
a deprotondlt tirozinhoz hasonlithat6, mivel egy gylriis csoportban és egy
ahhoz kotott oxigén atomban végzddik (negativ toltés). A kromofért a kdrnyezd
aminosav oldallancok (Glu46, Arg52) alapallapotban H-hid kotéseken keresztill
stabilizaljak.



PYP funkcidjat a bR-hoz hasonléan ugyancsak egy ciklikus reakcio-
sorozaton keresztil valdsitia meg. A fény elnyelése utdan ps-okon beliil
megtorténik a kromof6r izomerizacioja, mialtal a pCA oxigénje kozelelebb
kerill a Glud6-hoz. A kovetkezd lépésben protonatadas torténik a Glu46-rél a
kromoforra, ezutan pedig ms-okon belill a fehérje nagy konformaciévéltozast
szenved, létrejon az Un. jelzo allapot. Ennek relaxacidja, a proton visszakotése,
valamint a retindl reizomerizacidja 1s-on belill megtorténik, mialtal visszaall az
alapallapot.

A PYP fotociklusanak tanulmanyozasa Fourier-transzformacios infravords
(FT-IR) spektroszkopidval szintén nagy eldrelépést hozott a fehérje
mikodésének megértésében. Az emlitett retinal izomerizacionak, a belsd
protontranszfernek, valamint a fehérjekonformacié6 megvaltozasanak igen jo
spektralis markerei vannak az IR tartomanyban. Ezek valtozasainak iddbeli
kovetésével a mikodés még fel nem tart kérdéseire szandékozunk vélaszt kapni.
Ilyen kérdések pl., hogy van-e a fotociklusban még nem azonositott koztes
termék, vagy hogy a nagy konformacidvaltozasnak a jelzd allapotban mi a
kozvetlen eldidézdje.

Célkitiizések

1 Meg kivantuk hatarozni a bakteriorodopszin fotociklus M és N
allapotainak életideje alatt a fehérje IR differencia spektrumaban j6l meg-
kulonboztethetd csuccsal jelentkezd Asp85, Asp96 és Aspll5 oldallancok
térbeli orientacidjat a retinalhoz képest. Ezzel valaszt kerestiink arra, hogy ezen
oldallancok mozognak-e az egyes intermedierek életideje alatt, vagy csak
akkor, amikor a fehérje egyik allapotbol a masikba kerill. E mérések arra is
valaszt adhatnak, hogy az emlitett oldallancok karboxil csoportjadban a H atom
melyik oxigénhez van koétve.



2 A bakteriorodopszin IR differencia spektrumanak Amid [ tartomanyat
vizsgalva meg kivantuk hatarozni, hogy a fehérje masodlagos szerkezetének az
M és N allapotokban torténd megvaltozasara utald csucsokhoz a fehérje mely
tartomanyait lehet rendelni, azaz hol torténik meg a fehérjekonformacio

megvaltozasa az emlitett allapotokban.

3 Statikus FT-IR mérésekkel, az un. ATR technikat hasznidlva meg
kivantuk ersiteni, hogy a bakteriorodopszin SB-dnak elsddleges proton
akceptora, az Asp85 oldallanc protonalédik, amikor a fehérje a bRag 4llapotba
keriil. Ezen felil meg kivantuk hatarozni az ily médon protonalt Asp85 karboxil
rezgésének IR frekvencidjat is. Ugyanezen technikaval tovabba igazolni
kivantuk, hogy a fehérje bRap allapotba keriilléskor a CI” ion a SB ellenion
rendszerébe kot be, vagyis az Asp85, a SB és az Asp212 kozelébe. Fel kivantuk
tami, hogy az ion bekotése milyen valtozasokat indukal ezen kérnyezetben.

4 Idofeloldasos FT-IR spektroszkopiaval meg kivantuk mutatni, hogy a
PYP fotociklusdban van egy eddig spektroszkopikusan még nem jellemzett
1épés, amely megeldzi a jelzd allapotot, de amelyben a belsd proton transzport a
Glu46-rdl a kromofor felé mar lejatszodott. Igazolni probaltuk tévébbé, hogy a
nagy fehérjekonformacio-valtozas kozvetlen eldidézbje éppen a belsd
protonatadds miatt a Glu46 oldallancon megjelend negativ toltés egy igen
hidroféb kémyezetben. E feltevésiink igazolasat Glu46—GIn mutanson
elvégzett méréseknek a fiziologias mérésekkel torténd oOsszehasonlitasaval is
igazolni kivantuk.

Eredmények -

1 Fotoszelekcidval kombindlt, polarizalt IR méréfénnyel, alacsony
hémérsékleten (T=-8°C) végrehajtott idéfeloldasos (84ms) FT-IR méréseket
végeztink vad tipusu bR fehérjén. Az eredményiil kapott IR differencia
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spektrumokbol Gauss illesztés segitségével eloszor meghataroztuk harom
protonalt aszpartat oldallanc (elsddleges proton akceptor Asp85 és proton donor
Asp96 és Aspll5) karboxil csoportja C=0O rezgésének iranyat a retinalhoz
képest (O szdg) az M és/vagy az N éllapotban. Azt talaltuk, hogy ezen
oldallancok irdnya az M és N allapotok életideje alatt nem valtozik. Méréseink
szerint valtozik azonban az Asp85 csoport iranya az M—N atmenet kézben. A
© szog értékeit Rontgen krisztallografids szerkezeti modellekkel Ossze-
hasonlitva meg tudtuk hatdrozni, hogy a fenti karboxil csoportok kozil az
Asp85-6n a proton a SB-hoz kdzelebb 1évo oxigén atomon van az M éllapotban,
az Asp96-on a SB-t6l tavolabbi oxigén atomon az alapallapotban, és az
Aspl15-6n a citoplazmikus oldal fel6li oxigén atomon az M és az N allapotban.

2 A bakteriorodopszin IR differencia-spektrumainak Amid I tartomany-beli
savjaihoz a fenti mérés soran ugyancsak egy-egy © szoget tudtunk rendelni.
Ezen savok akkor jelennek meg, ha a fehérje peptidkotéseinek C=0 kotései a
fehérjekonforméci¢-valtozas soran valamilyen modon megvaltoznak. Mivel
elvileg mindegyik IR savhoz talalhato legalabb egy megvaltozott peptidkotés,
igy a méréseink eredményeként kapott © szogeknek a Rontgen krisztallografias
szerkezettel valo Osszevetése alapjan néhany Amid [ differencia savot hozza
tudtunk rendelni peptidkdtésekhez, és igy néhany oldallancra sziikitettik a

konformaciovaltozas lehetséges helyét.

3 A bakteriorodopszin savas kék és savas bibor allapotainak vizsgélatat
végeztilk el ATR technikaval kiegészitett statikus FT-IR mérésekkel. A kétféle
allapot elkilonitett vizsgalata azaltal volt lehetséges, hogy a protonalas és a CI’
bekdtés hatésait kilon tudtuk kezelni. Ezt kétféle kisérlettel értiik el: az elsében
médon csak a protonalddas hatésait tapasztaltuk. Ezen kisérlet soran a pH
csokkentésével a bR—>bRsg majd a bRyg—>bRp atmeneteket allitottuk eld. A



masodik mérés esetében pH=0 mellett a Cl- koncentraciot ndveltik 0-rol 1M-
ra, és igy minden valtozas csak a Cl bekotés miatt torténhetett. Ezen kisérlet
alatt a bRyg—>bRap dtmenet kovetkezett be.

Megallapitottuk, hogy a bR—>bRsp atmenetet feletti pH értéken a fehére
feluleti karboxil csoportjai protonalédnak, és e protondlt csoportok IR savja
nagyrészt elfedi a bBR—>bR,p atmenet soran protonalddd Asp85 IR savjat, igy
annak a pozicidjanak meghatdrozasa ezen atmenet alatt nem lehetséges. Azt
talaltuk azonban, hogy a bRag—bR,p atmenet sordn két jelenség jatszodik le
péarhuzamosan: egy belsd karboxil csoport protonaloédik (0 sav jelenik meg az
1727cm™ frekvencian), és egy masik, mar protonalt karboxil csoport kdmyezete
megvaltozik (egy IR sav eltolodik 1754cm™-rél 1727cm™-re). Az irodalmi
adatok és Asp85—Thr mutinson végzett azonos mérések alapjan arra
kovetkeztetink, hogy a bRyxp—>bRap dtmenet soran egyrészt a Cl” bekotése az
Asp212 csoport protonalédasat, masrészt az Asp85 COOH csoportja rezgési
frekvencidjanak megvaltozasat idézi eld. A bR g—bRAp dtmenet segitségével
igy azt is meghatdroztuk, hogy a bRag dllapotban protonalt Asp85 csoport IR
frekvencidja az 1754cm’™ értéknél van.

Megdllapitottuk, hogy a bRap allapotban a CI* bekotéséhez az Asp85
protondltsaga sziikséges feltétel, tovabba, hogy ezen CI' bekotés az Asp212
protonélodasat idézi eld. Méréseinkkel alatamasztottuk azt a feltételezést, hogy
a CI a SB ellenion-rendszerébe kot be, és egy, az eredeti toltéseloszlast tekintve

szimmetrikus szerkezethez hasonlo ellenion-szerkezetet hoz létre.

4 10ps-os idofeloldast kinetikus FT-IR mérésekkel vad tipusi PYP-n
megmutattuk, hogy a fehérje fotociklusaban van egy allapot a pRugs €s a pBiss
allapotok kozott. Ezt a pB’jss allapotot kinetikailag és spektroszképidsan
jellemeztik IR differencia spektruma alapjan, és azt talaltuk, hogy ebben az
allapotban a fehérje pCA kromoforja izomerizalt allapotban van, megtértént a



belsd protontranszfer a Glud6-rol a kromoférra, de nagy fehérjekonformacio-
valtozasok még nem kovetkeztek be.

A vad tipusi minta eredményeinek Glu46—Gln mutanson mért adatokkal
valé Osszehasonlitdsdval megmutattuk, hogy a Glud46 csoport hidroféb
koémyezetben bekovetkezd deprotondlddasa valtja ki azt a nagy konformacio-
valtozast, amit a pBsss allapotban megfigyelhetiink. Ezen feltételezésiinket
alatdmasztottuk elektrosztatikai szdmolassal, és megbecsiiltik, hogy az az
elektrosztatikus energia, ami azzal jar, ha hidroféb kémyezetben megjelenik
egy negativ toltésii COO" csoport, hasonldé nagyséagrendii a protein lokalis
denaturacidjahoz szikkséges energidval.

PYP kristdlyon végzett FT-IR mérésekkel megallapitottuk, hogy a nagy
fehérjekonformacié-véltozasnak feltétele a fehére kormyezetének megfeleld
viztartalma.
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