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Bevezetés 

Napjainkra a biológiai rendszerek energiaháztartására alapelvet adó 
MITCHELL-féle kemiozmotikus hipotézis általánosan elfogadottá vált (13). Ez 
az elv lényegében az élő rendszerek energia termelő és felhasználó mechaniz-
musainak kapcsolatát magyarázza. Lényege a következő: az energia termelése 
(külső energiaforrásokból biológiailag hasznosítható energiafajták létrehozása) 
mindig membránhoz kötötten zajlik. Megfelelő membránfehérjék —- enzimek 
— a külső energia rovására protont transzportálnak a membránon keresztül, 
így az energia elsődlegesen a membrán két oldala közti proton koncentráció 
különbség energiájává, a proton elektrokémiai potenciáljává alakul. Az így 
tárolt energiát később más, szintén membránokban levő rendszerek használ-
ják fel a különböző energiaigényes folyamatokhoz. 

Jellemző példa az energiatranszformációk e sorozatára az oxidatív fosz-
foriláció. Első lépésben a tápanyag elégetése nyomán felszabadult energia rová-
sára működő protonpumpák létrehozzák a proton koncentráció különbséget, 
ez később ATP-áz enzimeken keresztül egyenlítődik ki, miközben az ADP-ből 
és foszforból ATP-t szintetizál. Végeredményben a tápanyag energiája az ATP 
pirofoszfát kötésében tárolódik. E folyamat a mitokondriumokban játszódik 
le. Másik tipikus i lyen folyamat a fotofoszforiláció, mely a zöld növények klo-
roplasztiszaiban történik, itt az elsődleges energiaforrás az abszorbeált fény. 

Bár igazoltnak tekinthető, hogy az energia átalakítása és tárolása a 
MITCHELL-hipotézis szerint történik, az egyes részfolyamatok pontos moleku-
láris mechanizmusa nem ismert. Világszerte nagy erőfeszítések történnek e 
bioenergetikai szempontból óriási fontosságú folyamatok felderítésére. 

A Halobacterium halobium és a bakteriorodopszin jellemzése 

Az utóbbi évtizedben fedezték fel, hogy a már régen ismert Halobacte-
rium halobium az eddig ismertektől különböző, aránylag egyszerű, és a rész-
folyamatok tanulmányozása szempontjából „kellemes" energiaháztartással 
rendelkezik (14). A Halobacterium halobium erősen sós vízben élő baktérium. 
Nagy mennyiségben található tengermellékek sólepárló helyem, ahol a sókon-
centráció igen nagy — e medencék gyakran jellemző piros színüket e bakté-
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riumoktól kapják. Ez az egysejtű tápanyagban és oxigénben dús környezetben 
energiáját a tápanyag elégetésével, oxidatív foszforilációval nyeri. Ha azonban 
erre a körülmények nem kedvezőek, képes a fény energiájának hasznosítására 
is. A fényenergia átalakítására egy a sejtmembránban található fehérje-festék 
komplex, az úgynevezett bakteriorodopszin (BR) szolgál. Ez a fehérje nevét 
onnan nyeri, hogy szerkezetében és működésének sok részletében nagyon 
hasonló a szemben található rodopszinhoz (15). Alapvető részei a kb. 26000 
Dalton molekulasúlyú fehérje, és az ennek egy lizin aminosavjához kapcsolódó 
retinal molekula, a komplex kromofórja. E bakteriorodopszin molekulák a 
sejtmembrán egyes tartományaiban, az ún. bíbor membrán fragmentumokban 
koncentráltan helyezkednek el. 

E bíbor membránok a BR-en kívül egyetlen más fehérjét sem tartalmaz-
nak. A BR molekulák pedig e bíbor membránokban szigorú rendben, erősen 
rögzítetten, kétdimenziós hexagonális kristályrács rácspontjaiban helyezked-
nek el (1. ábra). A sejtmembrán egyéb részei tartalmazzák a többi működési 
egységet (légzési lánc, ATP-áz stb.). 

Kísérletekkel kimutatták, hogy fény hatására a baktériumban ATP 
szintetizálódik, mely folyamat a következő lépésekben történik: az abszorbeált 
fény hatására a bakteriorodopszin protont pumpál a sejt belsejéből a sejten 
kívüli térbe, ezáltal a sejten belüli protonkoncentráció lecsökken, proton kon-
centráció különbség alakul ki a membrán két oldala között. E különbség úgy 
szűnik meg, hogy a protonok ATP-ázon keresztül visszaáramlanak a sejten 
belülre, miközben ATP szintetizálódik. Vagyis a fény energiája a protonok 
elektrokémiai energiájává, ez utóbbi pedig az ATP pirofoszfát kötésének ener-
giájává alakult. Végül is a fotonok energiája a MITCHELL-elmélettel összhang-
ban, két alapvető lépésben alakult kémiai energiává: 

fényenergia f i \ i + ATP 
BR ATP-áz 

protonpumpa A D P -)- Pj 

A Halobacterium halobium alapvető energiafolyamatainak sémája a 2. ábrán 
látható. 

Az előzőekből is látható, hogy a Halobacterium halobium főleg egyszerűsé-
génél fogva ideális objektum az alapvető bioenergetikai kutatások számára. A 
rajta kapott eredmények nagyban hozzájárultak a MITCHELL-féle kemiozmo-
tikus hipotézis elfogadásához. 

A BR rendszernek több, elméleti és gyakorlati szempontból igen fontos 
tulajdonsága van. Mint láttuk, a B R egy (felfedezésében) új biológiai fényener-
gia hasznosító rendszer, a klorofillal működőtől teljesen különböző szerkezet-
tel és működéssel. Mivel itt egyetlen molekula egyetlen lépésben végzi a proton 
transzportot, logikus, hogy a pumpálás mechanizmusának részleteit, az általá-
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1. ábra. A b í b o r m e m b r á n röngendif f rakciós v izsgá la tokból r e k o n s t r u á l t ké td imenziós térképe. 
Egy r ácspon t körül három, e g y e n k é n t 7 he l ixből álló bakter iorodopszin molekula he lyezkedik el 

nos tö rvényszerűségeke t célszerű r a j t a vizsgálni. (Meg kell a zonban jegyez-
nünk , h o g y ennek az egyszerűségnek „ á r a " van: a B R rendszer kevesebb re is 
képes a fotoszintézisnél (pl . v ízbontás n e m tör ténik , ene rg iaá ta l ak í t á s i hatás-
foka is k i sebb) . 

A B R további , gyakor l a t i s z e m p o n t b ó l igen ke l lemes t u l a j d o n s á g a , hogy 
a bíbor m e m b r á n f r a g m e n t u m o k k ö n n y e n izolálhatok, a lapvető s t ruk tu rá l i s 
és funkc ioná l i s t u l a j d o n s á g u k izolált á l l apo tukban m e g m a r a d , és r endk ívü l 
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stabil: szobahőmérsékleten is akár hónapokig eltartható. A bíbor membrán 
fragmentumok a kvázi-kristályos szerkezetük révén alkalmasak arra, hogy 
krisztallográfiai módszerekkel vizsgáljuk szerkezetét: röntgen-, elektron- és 
neutrondiffrakciós vizsgálatokkal térbeli szerkezetét már igen jól feltérképez-
ték (4) (1. 1 ábra), így a bakteriorodopszin a gyakorlatilag legjobban ismert 
membrán fehérjévé vált. Ezen információk birtokában lehetőség nyílik a pro-
ton transzport részleteinek, egyes lépéseinek a kutatására, a pontos működési 
mechanizmus megismerésére. Valószínű, hogy a bakteriorodopszin lesz az első 
aktív transzport fehérje, amelynek pontos molekuláris működési mechanizmu-
sát megismerjük. 

A napenergia hasznosításának új kísérletei 

További jelentőséget kölcsönöz a BR kutatásának az a tény, hogy nap-
jainkban óriási erőfeszítéseket tesznek új energiaforrások kutatására. Az alap-
tudományos ismeretek és a technológia fejlődésével egyre több figyelem fordul 
a biológiai energiaforrások felé. E terület igen sokrétű, az ún. biomassza feldol-
gozásától a hidrogéntermelő baktériumok kutatásáig; a vizsgálatok jelenleg az 
alapvető folyamatok megismerésénél, az elméletileg sokat ígérő rendszerek 
gyakorlatba való átültetésének kísérleteinél tartanak. E rendszerek között 
előkelő helyet foglal el a bakteriorodopszin. Már ismertetett tulajdonságai alap-
ján komoly remény van arra, hogy felhasználásával a napenergiát villamos 
energiává (az átpumpált protonok elektrokémiai potenciáljának elektromos 
részét felhasználva) alakító biológiai fényelemet szerkesszünk belőle, amely 
potenciálisan a gyakorlatban is használható energiaforrásá válhat . Nyilvánvaló 
tehát, hogy a bakteriorodopszin protonpumpa működési mechanizmusának 
tisztázása mind alaptudományos, mind gyakorlati szempontból nagy jelentő-
ségű. 

A bakteriorodopszin fotociklusa 

A BR funkciójának alapja az ún. fotokémiai ciklus, mely fogalom a 
fénnyel való gerjesztés nyomán lejátszódó fotokémiai változások sorát jelöli. 
A BR alapállapotában 570 nm-nél abszorbeál. Elnyelt foton hatására, kb. 10 
ps alatt új, 590 nm-nél abszorbeáló nagy energiatartalmú formába megy át, e 
forma ezután energiáját több lépésben, termikus gerjesztésű reakciók nyomán 
veszti el visszajutva alapállapotába — innen a fotokémiai ciklus elnevezés. 
Az egyes lépések nyomán különböző hullámhossznál abszorbeáló ún. interme-
dierek alakulnak ki, melyek elnevezései a következők. A már említett első ter-
mék az ún. К forma, ez szobahőmérsékleten kb. 5 ps alatt az L formába jut 
(Amax = 520 nm) ezt követi az M forma (r ~ 80ps, Amax = 410 nm), ezt az 0 
(А ~ 8 ms, Amax = 640 nm), mely r ~ 3 ms alatt visszaalakul BR-á (5, 6) 
(3. ábra). 
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3. ábra. A bakteriorodopszin fotociklusának a váz la ta 

E fotokémiai ciklus során történik a proton pumpálása úgy, hogy a 
ciklus első felében proton hagyja el a'bíbor membránt az extracelluláris oldalon 
[az L —<• M vagy az M —<- О átmenet során — erre vonatkozóan ellentmondóak 
az irodalmi adatok (12)], majd az 0 —»- B R átmenet során protont fe lvéve a 
sejten belülről helyreáll a kiinduló állapot. Általánosan elfogadott vélemény, 
hogy a pumpált proton eredete a retináit és a fehérjét összekapcsoló Schiff-
bázis (C = N kötés) nitrogénje, ezen alapállapotban van egy kompenzálatlan 
proton, mey a ciklus során leválik (10). Legújabban olyan eredmények jelentek 
meg, melyek szerint egy ciklus során két proton is átpumpálódhat — e második 
proton eredete bizonytalan (19). 

A fotociklus lefolyásának módosítása fény gerjesztéssel 

A fotociklus tanulmányozása során kiderült, hogy az egyes intermedie-
rek gerjesztése nyomán lefolyása megváltozhat. A köztes termékek nagy része 
fényérzékenynek bizonyult abban az értelemben, hogy gerjesztés nyomán raj-
tuk is fotokémiai reakciók zajlanak le, melyek útja nem egyezik meg az illető 
intermedierek termikus reakcióival. E reakciók közös tulajdonsága, hogy a 
fény gerjesztés nyomán a BR 5 7 0 alapállapotba való visszatérés sokkal gyorsab-
ban és más úton zajlik le, mint a ciklus sötétreakciói révén. 

O E S T E R H E L T és mtsai egy korai munkájukban azt találták (16), hogy a 
bíbor membránok éteres-vizes szuszpenziójában, ahol az M forma élettartama 
igen nagy, az intermediert az őt gerjesztő kék fénnyel megvilágítva az igen 
gyorsan visszatér a BR570 alapállapotba. 

A folyamatot később normál körülmények között flash-fotolízis mód-
szerrel K A L I S K Y és mtsai részleteiben vizsgálták ( 5 ) . Megállapították, hogy kék 
fény gerjesztés nyomán igen gyorsan, t < ; 10 ns alatt kialakul egy kissé a kék 
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fele, 405 nm-re eltolódott abszorpciós maximumú termék, me ly ezután termikus 
reakcióval, szobahőmérsékleten kb. 200 ns időállandóval jut a B R 570 alapálla-
potba. 

L I T V I N és B A L A S O V ( 1 1 ) mély hőmérsékletű spektroszkópiai kísérletekkel 
úgy találták, hogy a termikus visszaalakulás több lépésben, még két interme-
dieren keresztül történik. 

Modellrendszerek a BR funkciójának kutatásában 

A protonpumpa működése előnyösen tanulmányozható modellrendsze-
rekben, ahol az egyes folyamatok tisztán, zavaró körülményektől mentesen 
vizsgálhatók. Gyümölcsöző módszer a modellmembránok alkalmazása, sok 
alapvető probléma tisztázására nyílt általuk lehetőség. E módszerek lényege, 
hogy létrehozzuk a sejtmembrán egy modelljét két elektrolit között, és ebbe 
megfelelő módon beépítjük a bakteriorodopszint. Irányított beépülés esetén 
fény hatására proton transzportálódik a membránon keresztül, és proton kon-
centráció különbség mérhető a membrán két oldala közt. I lyen jellegű rend-
szereken sikerült közvetlenül bizonyítani, hogy a bakteriorodopszin önma-
gában aktív protontranszportra képes (20). Az egyidejű elektromos membrán 
potenciál ébredését is bizonyították (7). 

A bakteriorodopszin tartalmú BLM 

Igen jó , a bakteriorodopszin protonpumpa tanulmányozásában hasz-
nálható modellrendszert dolgozott ki D A N C S H Á Z Y és K A R V A L Y ( 2 ) . A bakterio-
rodopszint a biológiai membránok egyik legjobb modelljének tartott bimole-
kuláris lipid membránba építették be. A beépítést elektrosztatikus vonzás 
kihasználásával érték el — a negatív felületi töltésű bíbor membrán darabkák 
az oktadecilamin hozzáadásával elektromosan pozitívvá te t t BLM-re feltapad-
nak. 

A rendszer a nettó protontranszport megjelenéséhez szükséges aszim-
metriáját úgy nyeri, hogy a bíbor membrán fragmentumokat csak a BLM 
egyik oldali fürdető oldalába viszik, és ezen az oldalon (a bíbor membrán felü-
leti töltés — aszimmetriája révén) a membrán fragmentumok irányítottan 
helyezkednek el a BLM felületén (4. ábra). 

E modellrendszer fotoelektromos aktivitást mutat, fénnyel megvilágítva 
fotoáramot és fűtőfeszültséget kelt, mely bizonyítottan a bimolekuláris l ipid 
rétegre tapadt bakteriorodopszin gerjesztése révén ébred (3). 

K A R V A L Y és D A N C S H Á Z Y megfigyelték (6), hogy ha a bakteriorodopszint 
fő abszorpciós sávjában gerjesztő zöld megvilágító fényre kék fényt szuperpo-
náltak, a hozzáadott kék f ény a zöld fény által keltett fotofeszültség csökkené-
sét okozta nagy zöld fényintenzitás esetén. 
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4. ábra. A bakteriorodopszin tartalmú biomolekuláris lipid membrán sémája 

A jelenséget úgy magyarázták, hogy a kék fény a zöld fény által létreho-
zott M formát gerjeszti, és az M forma gerjesztésével módosított fotokémiai 
ciklus során elmarad a protontranszport. 

A fotofeszültség generálódásának és a kék fény hatásának részletes vizsgálata 
a BR-BLM rendszeren 

A protonpumpa pontos működésének megismerésére részletes kísérleti 
és elméleti vizsgálatokat végeztünk (17). Kísérleti objektumunk a már leírt 
bakteriorodopszin tartalmú BLM volt. A bimolekuláris lipid membránt tojás 
lecitinből hoztuk létre két elektrolitot elválasztó teflon fal 1,5 mm átmérőjű 
körkeresztmetszetű lyukán. A membrán pozitív felületi töltését a membrán-
képző oldathoz a lecitinhez képest 1 : 8 arányban kevert oktadecilamintól 
nyerte. A membrán kialakulása után az egyik oldalhoz bíbor membrán frag-
mentumokat adva kialakult a fotoelektromosan aktív BR-BLM. A membrán 
feszültségét az elektrolitba merülő kalomel elektródákkal érzékeltük, és nagy 
bemenő impedanciájú Keithley 604 t ípusú elektrométerrel mértük. 

A membrán gerjesztése kétutas optikai rendszerrel történt, egyidejűleg 
két, egymástól függetlenül változtatható fénnyel világíthattuk meg a mintát. 
Nagynyomású 200 W-os higanylámpák megfelelő vonalait üvegszűrőkkcl 
kivágva nyertük a gerjesztéshez szükséges zöld (565 nm) és kék (405 nm) 
fényt. 

6* MTA Biol. Oszt. Közi. 24 (1981) 



3 5 8 O R M O S P Á L 

10 mV 

5. ábra. A B R - B L M fotofeszül tség-válasza egyidejű zöld és kék f é n y gerjesztés esetén. A) 
I z = 2.2 X 1020 fo ton/m 2 s ; I K = 1 0 " foton/m 2s B) I z = 8 X 1020 f o tom/m 2 s ; I K = 1022 f o t o n / m 2 s 

C) I z ( l ) = 6 X 1021 f o t o n / m 2 s ; I z (2 ) = 3 X 1021 fo ton/m 2 s I K = 1022 foton/m2s 

30 sec 
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A membránt tetszőleges hullámhosszú fénnyel megvilágítva fotoelektro-
mos aktivitást mutat . A fotoválasz jellege azonos, csak amplitúdója függ ter-
mészetesen a bakteriorodopszin abszorpciós spektrumának megfelelően a bul-
lámhossztól. 

Ha a bakteriorodopszint abszorpciós maximumában gerjesztő zöld fény-
re kék fényt szuperponálunk, a mért fotofeszültség megváltozik (5. ábra). 
Kis zöld fényintenzitás esetén a kék fény a fotofeszültség növekedését okozza. 
E g y bizonyos zöld intenzitás (5B. ábra) fölött azonban a hozzáadott kék fény 
a fotofeszültség csökkenését idézi elő (5C. ábra). 

6. ábránk mutatja, hogyan függ a fotofeszültség a zöld, illetve kék 
fényintenzitástól; szembetűnő, hogy az a zöld fotonsűrűség, amelynél a kék 
fény okozta változás előjelet vá l t , nem függ a kék fény intenzitásától. 

A jelenség kvalitatív magyarázata az, hogy nagy zöld fényintenzitáson 
az M forma feldúsul, a kék f é n y ekkor elsősorban ezt gerjeszti, és az M inter-
medier gerjesztése nyomán ú g y zárul a fotociklus, hogy akkor protontransz-
port nem történik. 

A kvantitat ív leírás alapjául a fotociklus kinetikai tulajdonságai, i l letve 
a protonpumpálásnak a ciklushoz kötése szolgál. A fotociklusnak a 7. ábrán 
bemutatott sémáját használjuk tárgyalásunkban, mely megegyezik a 3. ábrán 

6. ábra. Az eredő fotofeszültség függése az egyidejű zöld és kék fény gerjesztés esetén a zöld 
fényintenzitástól, különböző konstans kék fényintenzitások mellett. A kék fényintenzitások 
az alábbiak: 1. I K = 1022 foton/m2s 2. I K = 2,7 X 1021 foton/m2s 3. I K = 7,2 X 1020 foton/m2s 

4. I K = 2 • 102° foton/m2s 
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7. ábra. A fotociklus sémája, f e l t ü n t e t v e a protontranszport egyes l épése i t . Az ábra tarta lmazza 
az M forma gerjesztésével induló új reakcióút k é t lehetséges t í p u s á t : : n e m történik 

protontranszport : történik protontranszport 

m u t a t o t t a l , kiegészítve, az M gerjesztésével induló ú j r eakc ióú t t a l L I T V I N és 
BALASOV n y o m á n (11). E reakc ióu ta t azé r t „ke t tőzzük m e g " , mert n e m t u d -
j u k , az összes ilyen ú t o n e lmarad-e a p r o t o n t r a n s z p o r t , v a g y csak részben 
(kva l i t a t ív meggondolásokkal ez nem d ö n t h e t ő el, e lő fo rdu lha t , hogy b izonyos 
m é r t é k b e n ez a reakció is hozzá já ru l a pumpáláshoz) . Fe l tesszük, h o g y ezen 
r eakc ióu tak T) h á n y a d á b a n gát lódik a p r o t o n p u m p a , e k k o r ér te lemszerűen az 
ak t í v lépések h á n y a d a 1 -rj. 

E k k o r a fotociklus az alábbi di f ferenciál -egyenletrendszerrel í r h a t ó le: 
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= ( i _ ,7)IKÍr*K[M] - — [ P V ] ( 5 ) 
d t r P 

és 
[ B R ] 0 = [ B R ] + [L] + [M] + [ P Y ] + [PV] , (6) 

aho l I z és I K a zöld és kék f é n y in tenzi tása ; o z < r K és crR a h a t á s o s abszorpció-
ha t á ske re sz tme t sze t ek a BR 5 7 0 f o r m á n a k zöld f ény re , i l letve k é k fényre és az 
M f o r m á n a k a k é k fényre. [BR S 7 0 ] 0 a mért p r o t o n t r a n s z p o r t b a n rész tvehető 
bak te r io rodopsz in koncen t r ác ió j a ; [BR5 7 0], [L s s o ] , [M410] [ P Y ] és [ P y ] , 
iUetve r B R , r L , т м , т Р pedig az egyes in te rmedie rek koncent rác ió i és időállan-
dói . Egyen le te inkben f e l t e t tük , h o g y TP — TPJ CS csak A d o m i n á n s reakciókat 
v e t t ü k f igyelembe. 

Ezen egyenle t rendszer t mego ldva az M412 f o rma egyensúly i koncent rá -
c ió jáu l az a lábbi adód ik : 

[M] = [ B R ] . - I z * ! + I f T
K , X 

1 + tL(IzctZ + IK^K) 

1 

Az egység idő a l a t t a m e m b r á n o n á tpumpá l t p ro tonok s z á m á t úgy k a p j u k 
meg, hogy megha tá rozzuk a h a t á s o s ú ton zárul t fotociklusok másodpe rcenkén t i 
s z á m á t (f) : 

f = — [ M ] + ( l - 4 ) I K a f c [ M ] , (8) 
т м 

aho l Tj a k o r á b b a n bevezetet t h a t á s f o k - p a r a m é t e r . 

Ezen i r á n y í t o t t p r o t o n t r a n s z p o r t létrehoz egy 2zJc koncen t rác iókü lönb-
séget a m e m b r á n k é t ha t á r r é t ege közöt t , a m e l y passzív vissza-diffúziót h a j t . 
Reá l i s feltételezés szerint e v i s s z á r a m arányos a 2zlc koncent rác ióva l egy, a 
m e m b r á n r a j e l l emző a a rányosság i tényezővel (mely a m e m b r á n proton-per-
meabi l i tásá tó l s t b . függ). E g y e n s ú l y i á l l apo tban e két i r á n y b a n folyó á ramok 
egyenlőek, így 

— [M] + (1 - , ) I K e fc [M] = cl Ac , (9) 
т м 

v a g y i s Ac a rányos a membrán h a t á r r é t e g b e n fe lha lmozódo t t tö l tésse l (a memb-
r á n különböző o lda la in kü lönböző előjellel). Ac a m e m b r á n k a p a c i t á s á t tö l t i , 
és így a megjelenő fotofeszül tség 
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u f o t o = / - ( — + (1 - i f ) I K <* | [ M ] , (10) 
2a U M I 

ahol ß g y a k o r l a t i l a g a m e m b r á n i nve rz k a p a c i t á s a . 

A kísérleti adatok összevetése a számításokkal 

A m i n t az a (7) és (10) e g y e n l e t e k b ő l látszik, k i f e j e z é s ü n k t a r t a l m a z z a a 
ß 

[BR 5 7 0 ] 0 — a m p l i t ú d ó f a k t o r t és a g ö r b é k k a r a k t e r i s z t i k u s t u l a j d o n s á g a i t meg-
2a 

adó er, г , r] moleku lá r i s p a r a m é t e r e k e t . A z a m p l i t ű d ó f a k t o r egyes t a g j a i n a k az 
é r t é k e n e m i smer t , így az i l lesztés s o r á n az a m p l i t ú d ó t ó l i lyen é r t e l e m b e n elte-
k i n t e t t ü n k , ezt m e g t e h e t t ü k , mer t a g ö r b é k l e fu t á sá t a molekulár i s p a r a m é t e -
r ek e g y é r t e l m ű e n m e g h a t á r o z z á k , e g y é r t e l m ű i l lesz tésre van l e h e t ő s é g . Az 
i r o d a l o m b ó l i smer t TL = 30 fis; TM = 10 m s ; az = З х Ю ~ 1 7 cm2 az = 0 • 9 x 
X Ю - 1 7 cm 2 és ÖK; = 1 • 5 x 1 0 " " cm 2 é r t ékeke t h a s z n á l t u k (6), és a Tp és r] 
é r t é k e k e t v á l t o z t a t t u k az il lesztés s o r á n . E r e d m é n y ü n k e t a 8. á b r a m u t a t j a . 

-5-

8. ábra. A modellszámítás illesztése a mérési eredményekhez. A zöld fény indukálta fotofe-
szültség (Uz,(oto) függése a zöld fény intenzitásától (o: mért, : számított) és a kék fény 
okozta fotofeszültség-változás (AU|^ (0t0) függése a zöld fény intenzitásától ( • : mért, : 

számított) különböző állandó kék fényintenzitások esetén 
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Megállapítható, hogy modellünk jól leírja mind az alapfotojel változását a zöld 
fényintenzitás függvényében, mind a kék fény teljes hatását. Ezek szerint 
magyarázatunk a fotofeszültség ébredésére, valamint a kék fény gátló mecha-
nizmusára helyes. 

Az ábra illesztése Tp = 75 fis + 3 0 % és tj = 1 — 5 % értékekkel történt, 
ebből a pumpa további tulajdonságaira következtethetünk. 

1. Az M412 forma gerjesztésével indított reakcióút, mely a BR 5 7 0 gyor-
sabb regenerálódást eredményezi, 75 ps időállandójú sebességmeghatározó ter-
mikus folyamattal rendelkezik. 

2. Mindazon fotociklusokban, amelyek az M4l2 forma gerjesztése nyomán 
záródnak, elmarad a protontranszport. 

A kék fény gátló hatása két konkrét módon történhet. Amennyiben az 
M f f i forma kialakulásakor a proton az extracelluláris oldalon már felszabadult, 
kék fény hatására a protont visszaveszi, és végül is nettó transzport nem törté-
nik. 

Ha az M412 forma kialakulásakor a proton még a fehérjén belül van, a 
kék gerjesztés nyomán valószínűleg le sem adódik, hanem még a molekulán 
belül visszakerül eredeti helyére. 

Kísérleti módszerünk, illetve modellünk e kérdés megválaszolására nem 
képes, eldöntésére más módon nyílt lehetőség. 

Eltolódási áramok vizsgálata bíbor membránok orientált szuszpenzióján 

Hogy a protontranszport részleteiről további információkat szerezzünk, 
olyan modellrendszert dolgoztunk ki, melyben a bakteriorodopszin tisztán, 
segédrendszer (pl. hordozó membrán) nélkül, kvantitatívan jól értékelhetően 
vizsgálhatjuk. Módszerünkre az adott lehetőséget, hogy kiderült, a bíbor memb-
rán fragmentumok permanens elektromos dipól momentummal rendelkeznek, 
így elektromos térben orientálhatok. Az egyes bakteriorodopszin molekulák-
nak a bíbor membrán normálisába mutató dipól momentumuk van, és mivel 
a membrán fragmentumokban a molekulák szigorúan rendezetten, azonos 
orientációban helyezkednek el, dipól momentumaik összegződnek. A bíbor 

V 
membránok átlagos dipól momentuma 6 - 1 0 23 Cm így már 10 nagyság-
rendű (tehát a biológiai membránokon fellépőekhez képest jelentéktelenül 
kicsiny) elektromos térrel gyakorlatilag 100%-osan orientálhatok. A membrán 
szuszpenzió orientált állapota meglehetősen hosszú ideig fenntartható 10 s), 
így további vizsgálatok végzésére van rajta lehetőség (8). Mi ezen orientált 
rendszeren (amelynek tehát lényeges tulajdonsága, hogy a bíbor membránok 
„tiszta" vizes szuszpenziója, egyéb segéd rendszert nem tartalmaz) tanulmá-
nyoztuk a proton transzport lépéseit úgy , hogy egy gerjesztő fényimpulzus 
hatására megjelenő elektromos jeleket mértük. Az elektromos méréssel egyide-
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9. ábra. A bíbor m e m b r á n o k o r i en tá l t szuszpenzióján f ény impu lzus h a t á s á r a megjelenő el toló-
dási á r a m j e l a , b , c: A jel egyes komponensei 
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j ű l eg az egyes i n t e r m e d i e r e k k a r a k t e r i s z t i k u s h u l l á m h o s s z a i n f igye lve az 
abszorpc ió i dőben i v á l t o z á s á t k ö v e t t ü k a fo toc ik lus l e f u t á s á t . 

A mérés i e l j á rás r é sz l e t e i t a (9) m u n k á b a n i s m e r t e t t ü k . Az o r i e n t á l t 
m i n t a ge r jesz téséve l t ö b b k o m p o n e n s ű e l e k t r o m o s je le t k a p u n k , az egyes k a -
r a k t e r i s z t i k u s össze tevőke t a 9. á b r á n k m u t a t j a . 

Az e l e k t r o m o s je l e lső, n e g a t í v k o m p o n e n s e k ö v e t i a ge r jesz tő lézer im-
pu lzus l e f u t á s á t , vagyis a f o l y a m a t j óva l g y o r s a b b a r e n d s z e r ü n k i d ő f e l b o n t á -
sá t l imi tá ló f é n y i m p u l z u s 1 p s t a r t a m á n á l . K ö v e t k e z é s k é p p e n , a fo toc ik lus 
első, B R К á t m e n e t é n e k (melynek i d ő á l l a n d ó j a s z o b a h ő m é r s é k l e t e n 15 
ps) f e l e l t e t h e t ő meg . A k é s ő b b i , jól m é r h e t ő k i n e t i k á j ú f o l y a m a t o k n a k a f o t o -

1000 f 1 , 
T u K ' 

10. ábra. Az elektromos és abszorpció-kinetikai jelek komponensei sebességének hőmérséklet-
függése. о: elektromos jel • : abszorpciós jel 
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kémia i c ik lussa l való ö s szehason l í t á sá r a m e g h a t á r o z t u k m i n t á n k o n az egyes 
i n t e r m e d i e r e k é l e t t a r t a m á t ab szo rpc ió -k ine t i ka i mérésekke l . 

Meglepő módon az t t a l á l t u k , h o g y az e lek t romos és abszo rpc ió -k ine t i ka i 
je lek azonos l e f u t á s ú a k . E z e k szer in t a I I . k o m p o n e n s a K - > L á t m e n e t n e k , a 
I I I . k o m p o n e n s az L —>- M á t m e n e t n e k , a I V . k o m p o n e n s p e d i g az M —• О és 
О —»• B R á t m e n e t e k n e k felel meg (a s z a g g a t o t t vona l m u t a t j a а IV. k o m p o -
nens össze tevő i t ) . 

A hozzá rende lé s t m e g e r ő s í t e n d ő , megv iz sgá l tuk , h o g y a n függ az egyes 
j e l k o m p o n e n s e k sebessége a h ő m é r s é k l e t t ő l . A k a p o t t e r e d m é n y e k e t a 10. á b r a 
m u t a t j a A r r h e n i u s á b r á z o l á s b a n , m e l y a megfe le l te tés t i g a z o l j a . 

T e k i n t v e , hogy a b a k t e r i o r o d o p s z i n p r o t o n p u m p a e l e k t r o m o s je le i n a g y 
va lósz ínűséggel a p r o t o n o k t r a n s z p o r t j á v a l f ü g g n e k össze, v i z sgá l tuk , h o g y a n 
vise lkedik a rendszer k ü l ö n b ö z ő p H é r t é k e k e n . I s m e r t , h o g y a p H v á l t o z á s a 
be fo lyáso l j a a fo toc ik lus l e f u t á s á t , így é r d e m e s a k i n e t i k a i é r t é k e k e t összeha-
sonl í tani . 

A m é r é s e k e r edménye i t a 11. és 12. á b r a fogla l ja össze. А К —»• L á t m e n e t , 
i l letve a h o z z á t a r t o z ó e l e k t r o m o s je l a v i z sgá l t p H - t a r t o m á n y o n a h i b a h a t á r o n 
belül n e m v á l t o z i k . Az L —>- M, i l le tve az M О á t m e n e t l e f u t á s á b a n a z o n b a n 
mind az o p t i k a i , mind az e l e k t r o m o s m é r é s e k t a n ú s á g a s ze r in t j e len tős v á l t ó -

106 

10 -

10 + 

10" 

11. ábra. Az L 

L-M 

о о 

н 
7 10 pH 

M átmenethez tartozó elektromos (o) és abszorpció-kinetikai ( • ) jelek 
pH-függése 
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к 

1 0 S M - 0 

10 -1 t— 1 1 1 1 1 1 
4 5 6 7 8 9 10 pH 

12. ábra. Az M —>• О átmenethez tartozó elektromos (o) és abszorpció-kinetikai ( • ) jelek 
pH-függése 

zások t ö r t é n n e k . A fo toc ik lus L —>- M á t m e n e t e , ame lye t abszo rpc ió -k ine t i ka i 
mérésse l h a t á r o z u n k meg, p H = 9 — 1 0 k ö z ö t t kissé f e lgyorsu l . A hozzá t a r -
t o z ó e l ek t romos j e l p H = 8-as é r t é k i g e g y ü t t h a l a d az o p t i k a i jel lel , p H = 8 -
t ó l a n a g y o b b é r t é k e k felé közel n a g y s á g r e n d d e l g y o r s a b b á v á l i k . Ezek sze r in t 
a sebességek k ü l ö n b ö z ő p H - f ü g g é s e révén az e l ek t romos és abszorpc iós je l az 
L —»- M á t m e n e t e se t ében p H = 8 - n á l , i l le tve e fö lö t t s zé t c sa to lód ik . Lényeg i -
leg ha son ló a he lyze t az M —>- О á t m e n e t e se t ében . Alacsony é r t é k e k e n , p H = 4 
és 8 k ö z ö t t az abszorpc iós és e l e k t r o m o s je lek e g y ü t t f u t n a k , és n e m m u t a t n a k 
p H - f ü g g é s t . p H = 8 - a s é r ték f ö l ö t t az M f o r m a bomlása k é t f á z i s ú exponenc i -
ál issal í r h a t ó le. A fo toc ik lus k i n e t i k á j á n a k e v á l t o z á s a k o r ez e se tben is a j e l ek 
szé tc sa to lódása k ö v e t k e z i k be , h i s z e n az e l e k t r o m o s jel n a g y m é r t é k b e n , n a g y -
s á g r e n d n é l g y o r s a b b a n fe lgyorsu l . 

Az e l ek t romos j e l ek é r t e lmezésének a l a p j a , hogy j e l ü n k az or ien tá l t mole -
k u l á k b a n egy i r á n y b a n , egyszer re e lmozduló t ö l t é s ek á l t a l k e l t e t t e l to lódás i 
á r a m . K v a n t i t a t í v a n a (9)-ben l e í r t ak szer in t é r t é k e l h e t ő e k a d a t a i n k . Az 
egyes l épésekben t ö r t é n ő tö l t és e l m o z d u l á s o k a t az 1. t á b l á z a t m u t a t j a : 

T e k i n t v e , h o g y J/d; = 5 n m , m e l y a m e m b r á n - f r a g m e n t u m v a s t a g s á g á v a l 
egyezik meg, j e l ü n k e t egy t ö l t é s n e k a m e m b r á n o n ke resz tü l i t r a n s z p o r t j á v a l 
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1. táblázat 

A fotociklus egyes lépéseiben történő 
töltéselmozdulások a bakteriorodopszin 

molekulában 

Átmenet di/2 (nm) 

К ->- L -0 ,15 
L — M +0,5 
M — 0 +3,1 
0 — BR + 1,5 

kell é r t e l m e z n ü n k . A b a k t e r i o r o d o p s z i n p r o t o n t p u m p á l a fo toc ik lus során , 
így n y i l v á n v a l ó a n az e l to lódás i á r a m a p r o t o n t r a n s z p o r t egyes lépései t t ük röz i . 

í g y az e mode l l r endsze ren a p r o t o n t r a n s z p o r t r ó l n y e r t ú j i n f o r m á c i ó k 
t o v á b b l é p é s t j e l en t enek a b a k t e r i o r o d o p s z i n t a r t a l m ú b imoleku lá r i s m e m b r á -
n o n k a p o t t e r e d m é n y e k h e z k é p e s t : a s t ac ioner v i se lkedés m e g é r t é s é n t ú l az 
egyes rész lépésekre is f é n y d e r ü l t . A l e g f o n t o s a b b m e g á l l a p í t á s , b o g y a p r o t o n 
t r a n s z l o k á l á s a d iszkré t l épésekben t ö r t é n i k , és e l épések fiziológiás k ö r ü l m é -
n y e k k ö z ö t t a fo toc ik lus egyes r eakc ió iva l sz igorúan e g y ü t t z a j l a n a k le . A pro-
t o n az egyes á l l a p o t o k b a n va lósz ínű leg a f e h é r j e b i z o n y o s p r o t o n megkö té sé r e 
képes o lda l l ánca in ül, és az á t m e n e t e k ezen oldal láncai k ö z t i á t u g r á s á t j e l en t ik . 

A n a g y p H é r t é k e k e n megf igye l t h a t á s , az o p t i k a i és e l ek t romos jelek 
s zé tvá l á sa , így nagy va lósz ínűségge l azza l f ü g g össze, h o g y az i l lető (L és M) 
á l l a p o t o k b a n a p r o t o n a k c e p t o r - d o n o r c sopor tok p r o t o n f e l v e v ő képessége vál-
toz ik m e g , így a p r o t o n t r a n s z p o r t sem t u d a normál is m ó d o n leza j l an i . Tek in t -
ve , h o g y a je lek szé tvá l á sa p H = 8 k ö r ü l t ö r t é n i k , v a l ó s z í n ű , hogy e lépések-
ben a h a s o n l ó p K é r t é k ű t i r oz in o lda l l ánc vesz részt a p r o t o n t r a n s z p o r t j á b a n . 

A p r o t o n mozgása á l t a l k e l t e t t e l to lódás i á r a m r é v é n ez a k o r á b b a n emlí-
t e t t k é r d é s is m e g v á l a s z o l h a t ó vo l t , h o g y k é k f énnye l g e r j e s z t v e az M f o r m á t , 
a p r o t o n m é g a m e m b r á n o n belül ről v a g y a m e m b r á n o n k ívül rő l v e v ő d i k 
vissza, m e g g á t o l v a a p r o t o n t r a n s z p o r t o t . Az 1. t á b l á z a t u n k b ó l l á t h a t ó , h o g y a 
p r o t o n az M ál lapot e lé résekor az e rede t i (a m e m b r á n c i t o p l a z m a felőli h a r m a -
d á b a n levő) helyéről m é g c sak 0,5 n m - t h a l a d t az ex t race l lu lá r i s oldal fe lé . í g y 
az M ge r j e sz t é sekor a k i i n d u l ó á l lapot ú g y é rhe tő el, h o g y a p r o t o n v i s sza té r 
e rede t i he lyé re anélkül , b o g y a m e m b r á n szélét e lér te v o l n a . E z t k í sé r le tesen 
is i g a z o l t u k (9, 18). 

Összefog la láskén t m e g á l l a p í t h a t j u k , hogy a l k a l m a z o t t m ó d s z e r e i n k a 
p r o t o n t r a n s z p o r t sok r é sz l e t ének f e l t á r á s á r a a d t a k l ehe tősége t . E z e n k í v ü l az 
e l j á r á sok a később iekben a l k a l m a s a k l e h e t n e k más , t ö l t ö t t részecskéke t (kü-
lönböző i o n o k a t ) t r a u s z p o r t á l ó f e h é r j é k m ű k ö d é s é n e k v i z s g á l a t á r a . 

A le í r t m u n k á b a n k ö z v e t l e n ü l rész t v e t t e k K e s z t h e l y i L a j o s és D a n c s h á z y 
Zsol t , n e k i k ezú ton m o n d o k k ö s z ö n e t e t . 
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