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Bevezetés

Napjainkra a biolégiai rendszerek energiahédztartasara alapelvet adé
MircrELL-féle kemiozmotikus hipotézis altalanosan elfogadotta valt (13). Ez
az elv 1ényegében az €16 rendszerek energia termeld és felhasznalé mechaniz-
musainak kapcsolatat magyarazza. Lényege a kovetkezd: az energia termelése
(kiils§ energiaforrasokbél biolégiailag hasznosithaté energiafajiak létrehozasa)
mindig membrianhoz kototten zajlik. Megfeleld membranfehérjék — enzimek
— a kiils6 energia rovasara protont transzportilnak a membranon keresztiil,
igy az energia elsdlegesen a membran két oldala kozti proton koncentracié
kiillonbség energiajava, a proton elektrokémiai potencialjava alakul. Az igy
tarolt energiat késGbb mas, szintén membranokban levé rendszerek hasznal-
jak fel a kiilonh6z6 energiaigényes folyamatokhoz.

Jellemz§ példa az energiatranszformaciék e sorozatara az oxidativ fosz-
forilacié. Els6 lépésben a tapanyag elégetése nyoman felszabadult energia rova-
sara miikod6 protonpumpak létrehozzak a proton koncentracié kiilonbséget,
ez késébb ATP-az enzimeken keresztiil egyenlitédik ki, mikézben az ADP-bél
és foszforbol ATP-t szintetizal. Végeredményben a tapanyag energiaja az ATP
pirofoszfat kotésében tarolédik. E folyamat a mitokondriumokban jatszédik
le. Masik tipikus ilyen folyamat a fotofoszforilacié, mely a zold névények klo-
roplasztiszaiban torténik, itt az elsGdleges energiaforras az abszorbealt fény.

Bar igazoltnak tekinthetd, hogy az energia atalakitasa és tarolasa a
MircHELL-hipotézis szerint torténik, az egyes részfolyamatok pontos moleku-
laris mechanizmusa nem ismert. Vildgszerte nagy erdfeszitések torténnek e
bioenergetikai szemponthél éridsi fontossagd folyamatok felderitésére.

A Halobacterium halobium és a bakteriorodopszin jellemzése

Az utébbi évtizedben fedezték fel, hogy a mar régen ismert Halobacte-
rium halobium az eddig ismertektdl kiilonb6z6, aranylag egyszerd, és a rész-
folyamatok tanulminyozisa szempontjabél ,kellemes” energiahaztartassal
rendelkezik (14). A Halobacterium halobium erdsen sés vizben é18 baktérium.
Nagy mennyiségben taldlhaté tengermellékek séleparlé helyein, ahol a sékon-
centracié igen nagy — e medencék gyakran jellemz§ piros sziniiket e bakté-
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riumoktdl kapjak. Ez az egysejtii tdpanyagban és oxigénben diis kérnyezethen
energiajat a tapanyag elégetésével, oxidativ foszforilaciéval nyeri. Ha azonban
erre a korillmények nem kedvezdek, képes a fény energiajanak hasznositasira
is. A fényenergia atalakitisira egy a sejtmembranban talalhaté fehérje-festék
komplex, az tgynevezett bakteriorodopszin (BR) szolgéal. Ez a fehérje nevét
onnan nyeri, hogy szerkezetében és miikodésének sok részletében nagyon
hasonlé a szemben talalhaté rodopszinhoz (15). Alapvetd részei a kb. 26000
Dalton molekulasilyu fehérje, és az ennek egy lizin aminosavjahoz kapesol6dé
retinal molekula, a komplex kromoférja. E bakteriorodopszin molekulik a
sejtmembran egyes tartoményaiban, az in. bibor membran fragmentumokban
koncentraltan helyezkednek el.

E bibor membranok a BR-en kiviil egyetlen mas fehérjét sem tartalmaz-
nak. A BR molekuldk pedig e bibor membranokban szigori rendben, er§sen
rogzitetten, kétdimenziés hexagonalis kristalyrdcs racspontjaiban helyezked-
nek el (1. abra). A sejtmembran egyéb részei tartalmazzik a t6bbi mikodési
egységet (légzési lane, ATP-az sth.).

Kisérletekkel kimutattak, hogy fény hatasira a baktériumban ATP
szintetizal6dik, mely folyamat a kévetkezd lépésekben torténik: az abszorbealt
fény hatasara a bakteriorodopszin protont pumpal a sejt belsejébdl a sejten
kiviili térbe, ezaltal a sejten beliili protonkoncentracié lecsokken, proton kon-
centracié kiilonbség alakul ki a membran két oldala kozott. E kiilonbség gy
sziinik meg, hogy a protonok ATP-azon keresztiil visszadramlanak a sejten
beliilre, mikézben ATP szintetizalédik. Vagyis a fény energidja a protonok
elektrokémiai energiajava, ez utébbi pedig az ATP pirofoszfat kotésének ener-
giajava alakult. Végiil is a fotonok energidja a MiTcHELL-elmélettel 6sszhang-
ban, két alapvetd lépésben alakult kémiai energiava:

fényenergia —— > pH* ATP
BR ATP-az
protonpumpa ADP | P,

A Halobacterium halobium alapvetd energiafolyamatainak sémaja a 2. abran
lathaté.

Az el8z8ekbdl is lathaté, hogy a Halobacterium halobium fGleg egyszeriisé-
génél fogva idealis objektum az alapvet8 bioenergetikai kutatasok szamaéra. A
rajta kapott eredmények nagyban hozzajarultak a MircEELL-féle kemiozmo-
tikus hipotézis elfogadéasahoz.

A BR rendszernek t6bb, elméleti és gyakorlati szempontbdl igen fontos
tulajdonsaga van. Mint lattuk, a BR egy (felfedezésében) dj biolégiai fényener-
gia hasznosité rendszer, a klorofillal mi{ik6dgtdl teljesen kiilonb6z6 szerkezet-
tel és miikodéssel. Mivel itt egyetlen molekula egyetlen 1épésben végzi a proton
transzportot, logikus, hogy a pumpéalas mechanizmuséanak részleteit, az altala-
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1. Gbra. A bibormembrin réngendiffrakciés vizsgalatokbél rekonstruélt kétdimenziés térképe.
Egy racspont koriil harom, egyenként 7 helixb&l allé bakteriorodopszin molekula helyezkedik el

nos torvényszeriiségeket célszerli rajta vizsgilni. (Meg kell azonban jegyez-
niink, hogy ennek az egyszeriiségnek ,,ara’ van: a BR rendszer kevesebbre is
képes a fotoszintézisnél (pl. vizbontas nem toérténik, energiadtalakitasi hatas-
foka is kisebb).

A BR tovabbi, gyakorlati szempontbél igen kellemes tulajdonsaga, hogy
a bibor membrin fragmentumok kénnyen izolilhaték, alapvetd strukturilis
és funkcionalis tulajdonsaguk izolalt allapotukban megmarad, és rendkiviil

I LT LLLL 5

Sejt membran
ATPz=ADP+ R+ nH"

H Le

HY /

A

. 777777
Diffuziod

' A d

412 H*( Szetkapcsolok Proton H*
novelik ) transzport (12 hroton /0,)
( ATPazon 4

keresztul )

2. ébra. A Halobacterium halobium sejtmembréinjanak funkcionélis vézlata
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stabil: szobahGmérsékleten is akar honapokig eltarthaté. A bibor membran
fragmentumok a kvézi-kristalyos szerkezetitk révén alkalmasak arra, hogy
krisztallografiai mdédszerekkel vizsgaljuk szerkezetét: rontgen-, elektron- és
neutrondiffrakciés vizsgalatokkal térbeli szerkezetét mar igen jol feltérképez-
ték (4) (1. 1 abra), igy a bakteriorodopszin a gyakorlatilag legjobban ismert
membran fehérjévé valt. Ezen informéciok birtokaban lehetdség nyilik a pro-
ton transzport részleteinek, egyes lépéseinek a kutatasara, a pontos mikodési
mechanizmus megismerésére. Valoszinii, hogy a bakteriorodopszin lesz az elsg
aktiv transzport fehérje, amelynek pontos molekularis miik6dési mechanizmu-
sat megismerjiik.

A napenergia hasznositisinak uj kisérletei

Tovabbi jelentGséget kolesonoz a BR kutatasanak az a tény, hogy nap-
jainkban éridsi er6feszitéseket tesznek ij energiaforrasok kutatasara. Az alap-
tudomaényos ismeretek és a technolégia fejlodésével egyre tobb figyelem fordul
a biolégiai energiaforrasok felé. E teriilet igen sokrétii, az iin. biomassza feldol-
gozasatol a hidrogéntermeld baktériumok kutatasaig; a vizsgalatok jelenleg az
alapvetd folyamatok megismerésénél, az elméletileg sokat igérS rendszerek
gyakorlatba valé atiiltetésének kisérleteinél tartanak. E rendszerek kozott
elGkeld helyet foglal el a bakteriorodopszin. Mar ismertetett tulajdonsigai alap=-
jan komoly remény van arra, hogy felhasznalasaval a napenergiit villamos
energiava (az atpumpalt protonok elektrokémiai potencialjanak elektromos
részét felhasznalva) alakité biolégiai fényelemet szerkessziink belGle, amely
potenciélisan a gyakorlatban is hasznalhaté energiaforrasa valhat. Nyilvanval6
tehat, hogy a bakteriorodopszin protonpumpa mikoédési mechanizmusianak
tisztazasa mind alaptudomanyos, mind gyakorlati szempontbél nagy jelents-
ségi.

A bakteriorodopszin fotociklusa

A BR funkciéjanak alapja az in. fotokémiai ciklus, mely fogalom a
fénnyel valé gerjesztés nyoman lejatsz6dé fotokémiai valtozasok sorat jeloli.
A BR alapallapotaban 570 nm-nél abszorbeal. Elnyelt foton hatasara, kb. 10
ps alatt 4j, 590 nm-nél abszorbeal6 nagy energiatartalmi forméaba megy at, e
forma ezutan energiajat tobb 1épésben, termikus gerjesztésii reakciék nyoman
veszti el visszajutva alapallapotdba — innen a fotokémiai ciklus elnevezés.
Az egyes lépések nyomén kiillonb6z3 hullimhossznal abszorbeals tdn. interme-
dierek alakulnak ki, melyek elnevezései a kovetkezdk. A mar emlitett els§ ter-
mék az tn. K forma, ez szobahGmérsékleten kb. 5 us alatt az L formaba jut
(Amax = 920 nm) ezt koveti az M forma (7 ~ 80us, 1, = 410 nm), ezt az 0
(A~ 8 ms, A, — 640 nm), mely 7~ 3 ms alatt visszaalakul BR-4 (5, 6)
(3. abra).
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3. dbra. A bakteriorodopszin fotociklusénak a vazlata

E fotokémiai ciklus soran torténik a proton pumpaldsa dgy, hogy a
ciklus elsg felében proton hagyja el a'bibor membrént az extracellularis oldalon
[az L — M vagy az M — O atmenet sordn — erre vonatkozéan ellentmondéak
az irodalmi adatok (12)], majd az O — BR atmenet soran protont felvéve a
sejten beliilrgl helyreall a kiindulé allapot. Altalanosan elfogadott vélemény,
hogy a pumpalt proton eredete a retinalt és a fehérjét osszekapesolé Schiff-
bazis (C = N kotés) nitrogénje, ezen alapallapotban van egy kompenzalatlan
proton, mey a ciklus soran levalik (10). Legijabban olyan eredmények jelentek
meg, melyek szerint egy ciklus sordan két proton is atpumpalédhat — e masodik
proton eredete bizonytalan (19).

A fotociklus lefolydsanak médositdsa fény gerjesztéssel

A fotociklus tanulmanyozéasa soran kideriilt, hogy az egyes intermedie-
rek gerjesztése nyoman lefolyasa megvaltozhat. A koztes termékek nagy része
fényérzékenynek bizonyult abban az értelemben, hogy gerjesztés nyoman raj-
tuk is fotokémiai reakciék zajlanak le, melyek iitja nem egyezik meg az illetd
intermedierek termikus reakcidival. E reakciok kozos tulajdonsiga, hogy a
fény gerjesztés nyoman a BR;;, alapallapotba valé visszatérés sokkal gyorsab-
ban és mas uton zajlik le, mint a ciklus s6tétreakciéi révén.

OESTERHELT és mtsai egy korai munkajukban azt talaltak (16), hogy a
bibor membrénok éteres-vizes szuszpenziéjaban, ahol az M forma élettartama
igen nagy, az intermediert az Gt gerjesztd kék fénnyel megvilagitva az igen
gyorsan visszatér a BR;,, alapallapotba.

A folyamatot kés6bb normal kériillmények kozott flash-fotolizis méd-
szerrel KALISKY és mtsai részleteiben vizsgaltik (5). Megallapitottak, hogy kék
fény gerjesztés nyomén igen gyorsan, t <~ 10 ns alatt kialakul egy kissé a kék
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fele, 405 nm-re eltolédott abszorpciés maximumi termék, mely ezutén termikus
reakci6val, szobah§mérsékleten kb. 200 ns idallandéval jut a BR 570 alapalla-
potba.

LitviN és Barasov (11) mély hémérsékletii spektroszképiai kisérletekkel
ugy talaltdk, hogy a termikus visszaalakulas t6bb lépéshen, még két interme-
dieren keresztiil torténik.

Modellrendszerek: a BR funkciéjanak kutatdsiban

A protonpumpa miik6dése elényésen tanulményozhaté modellrendsze-
rekben, ahol az egyes folyamatok tisztdn, zavaré korilményektsl mentesen
vizsgalhaték. Gyiimoles6z6 médszer a modellmembranok alkalmazasa, sok
alapvetd probléma tisztazasara nyilt altaluk lehetgség. E médszerek lényege,
hogy létrehozzuk a sejtmembran egy modelljét két elektrolit kozott, és ebbe
megfeleld médon beépitjik a bakteriorodopszint. Irdnyitott beépiilés esetén
fény hatasara proton transzportalédik a membranon keresztiil, és proton kon-
centracié kiillonbség mérhet6 a membran két oldala kozt. Ilyen jellegi rend-
szereken sikeriilt koézvetleniil bizonyitani, hogy a bakteriorodopszin 6nma-
gaban aktiv protontranszportra képes (20). Az egyidejii elektromos membran
potencial ébredését is bizonyitottak (7).

A bakteriorodopszin tartalmi BLM

Igen j6, a bakteriorodopszin protonpumpa tanulmanyozasaban hasz-
nalhaté modellrendszert dolgozott ki DAncsHAZY és KARVALY (2). A bakterio-
rodopszint a biolégiai membranok egyik legjobb modelljének tartott bimole-
kularis lipid membrénba épitették be. A beépitést elektrosztatikus vonzas
kihasznalasaval érték el — a negativ feliileti toltésti bibor membran darabkak
az oktadecilamin hozzdadasaval elektromosan pozitivva tett BLM-re feltapad-
nak.

A rendszer a netté protontranszport megjelenéséhez sziikséges aszim-
metridjat dgy nyeri, hogy a bibor membran fragmentumokat csak a BLM
egyik oldali fiirdetd oldalaba viszik, és ezen az oldalon (a bibor membran felii-
leti toltés — aszimmetridja révén) a membran fragmentumok iranyitottan
helyezkednek el a BLM feluletén (4. dbra).

E modellrendszer fotoelektromos aktivitast mutat, fénnyel megvilagitva
fotodramot és fotofesziiltséget kelt, mely bizonyitottan a bimolekularis lipid
rétegre tapadt bakteriorodopszin gerjesztése révén ébred (3).

KaRrvALY és DancsHAZY megfigyelték (6), hogy ha a bakteriorodopszint
f6 abszorpciés savjaban gerjesztd zold megvilagité fényre kék fényt szuperpo-
naltak, a hozzaadott kék fény a zold fény altal keltett fotofesziiltség csokkené-
sét okozta nagy zold fényintenzitds esetén.
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4. @bra. A bakteriorodopszin tartalmd biomolekuléris lipid membran séméja

A jelenséget igy magyaraztik, hogy a kék fény a z6ld fény altal 1étreho-
zott M format gerjeszti, és az M forma gerjesztésével médositott fotokémiai
ciklus sordn elmarad a protontranszport.

A fotofesziiltség generdlodasdanak és a kék fény hatdsinak részletes vizsgalata
a BR-BLM rendszeren

A protonpumpa pontos miikodésének megismerésére részletes kisérleti
és elméleti vizsgalatokat végeztiink (17). Kisérleti objektumunk a mar leirt
bakteriorodopszin tartalmi BLM volt. A bimolekularis lipid membrant tojas
lecitinb6l hoztuk létre két elektrolitot elvalaszté teflon fal 1,5 mm Atmérdji
korkeresztmetszetii lyukdn. A membran pozitiv feliileti toltését a membran-
képzd oldathoz a lecitinhez képest 1 :8 aranyban kevert oktadecilamintél
nyerte. A membran kialakuldsa utdn az egyik oldalhoz bibor membran frag-
mentumokat adva kialakult a fotoelektromosan aktiv BR-BLM. A membran
fesziiltségét az elektrolitba meriild kalomel elektrédakkal érzékeltiik, és nagy
bemend impedanciaji Keithley 604 tipusid elektrométerrel mértiik.

A membran gerjesztése kétutas optikai rendszerrel tortént, egyidejiileg
két, egymastdl figgetleniil valtoztathaté fénnyel vilagithattuk meg a mintat.
Nagynyomési 200 W-os higanylampak megfeleld vonalait iivegsziirSkkel
kivigva nyertiik a gerjesztéshez sziikséges zold (565 nm) és kék (405 nm)
fényt.

MTA Biol. Osat. Kizl. 24 (1981)
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5. dbra. A BR-BLM fotofesziiltség-vélasza egyidejii zold és kék fény gerjesztés esetén. A)
Iz = 2,2x10%° foton/m?s; Iy = 1022 foton/m? B) I; = 8 X 10*° fotom/m?s; Ix = 10?2 foton/m?s

C) Iz(1) = 6x 10 foton/m?; Iz(2) = 3 X 10! foton/m? Iy = 10?2 foton/m’s
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A membrant tetszleges hullamhosszi fénnyel megvilagitva fotoelektro-
mos aktivitast mutat. A fotovalasz jellege azonos, csak amplitidéja fiigg ter-
mészetesen a bakteriorodopszin abszorpciés spektrumanak megfelelgen a hul-
lamhossztol.

Ha a bakteriorodopszint abszorpciés maximumaban gerjeszt§ zold fény-
re kék fényt szuperponilunk, a mért fotofesziiltség megvaltozik (5. abra).
Kis z6ld fényintenzitas esetén a kék fény a fotofesziiltség novekedését okozza.
Egy bizonyos z6ld intenzitas (5B. abra) f6l6tt azonban a hozzaadott kék fény
a fotofesziiltség csokkenését idézi el (5C. abra).

6. abrank mutatja, hogyan fiigg a fotofesziltség a zold, illetve kék
fényintenzitastél; szembetiinG, hogy az a zold fotonsiirliség, amelynél a kék
fény okozta valtozas elGjelet valt, nem fiigg a kék fény intenzitasatol.

A jelenség kvalitativ magyarazata az, hogy nagy zold fényintenzitason
az M forma feldisul, a kék fény ekkor elsGsorban ezt gerjeszti, és az M inter-
medier gerjesztése nyoman tgy zarul a fotociklus, hogy akkor protontransz-
port nem torténik.

A kvantitativ leiras alapjaul a fotociklus kinetikai tulajdonsagai, illetve
a protonpumpalasnak a ciklushoz kotése szolgal. A fotociklusnak a 7. dbran
bemutatott sémajat hasznaljuk targyalasunkban, mely megegyezik a 3. abran
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6. dbra. Az eredd fotofesziiltség fiiggése az egyidejii zold és kék fény gerjesztés esetén a zold

fényintenzitéast6l, kiilonbozé konstans kék fényintenzitdsok mellett. A kék fényintenzitdsok

az alabbiak: 1. Iy = 10% foton/m? 2. Iy = 2,7x10* foton/m’ 3. Iy = 7,2 10*° foton/m?s
4. I = 2 - 10*° foton/m’s
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7. dbra. A fotociklus sémadja, feltiintetve a protontranszport egyes lépéseit. Az abra tartalmazza
az M forma gerjesztésével indulé 1Gj reakciétt két lehetséges tipusdt: --------- : nem torténik
protontranszport ..... : torténik protontranszport

mutatottal, kiegészitve az M gerjesztésével indulé dj reakciéuttal LiTvin és
Bavasov nyoman (11). E reakcidutat azért ,kett§zziikk meg”, mert nem tud-
juk, az osszes ilyen iiton elmarad-e a protontranszport, vagy csak részben
(kvalitativ meggondolasokkal ez nem donthetd el, el6fordulhat, hogy bizonyos
mértékben ez a reakcié is hozzajarul a pumpalashoz). Feltessziik, hogy ezen
reakciéutak 7 hanyadaban gatlédik a protonpumpa, ekkor értelemszeriien az
aktiv 1épések hanyada 1-7.

Ekkor a fotociklus az alabbi differencial-egyenletrendszerrel irhaté le:

d_[?tﬂ = — (Iz0z + Ixox) [BR] + Tip [Py] + TI—P [Py]+ % M1 ()
A (120, + ko [BR] - }L [L] (2)

da_llﬂ - }lf [L] — Iok[M] — % [M] 3)

A~ oo — vy *)
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% — (1 — 7)TeokIM] — 2 [PY] (5)
) t T
€es

[BR], = [BR] + [L] + [M] + [Py] + [P4]. (6)

ahol I és I a zold és kék fény intenzitasa; o4., ok és o a hatésos abszorpci6-
hataskeresztmetszetek a BR;,, formanak zold fényre, illetve kék fényre és az
M forménak a kék fényre. [BR;;,], a mért protontranszportban résztvehetd
bakteriorodopszin koncentraciéja; [BR;,0], [Lssol: [Maol [Pyl és [Pyl
illetve 7gg, 71, Ty, Tp pedig az egyes intermedierek koncentraciéi és id6allan-
déi. Egyenleteinkben feltettiik, hogy 7, = 7p, és csak a dominjfins reakciékat
vettiik figyelembe.

Ezen egyenletrendszert megoldva az M,,, forma egyensiilyi koncentra-

ciéjaul az alabbi adédik:

[M] _ [BR]O IZGZ + IKGK
1 + 7 (Izoz + Ixok)

: (7)

IZGZ+IKUK 1
(1 4 7pIkok) + — + Iko¥
1+l 3+ Ty Ry ey T

Az egység id6 alatt a membranon atpumpalt protonok szamat dgy kapjuk
meg, hogy meghatérozzuk a hatasos tton zarult fotociklusok masodpercenkénti
szamat (f):

£= 1 [M] + (1 — n)Ixok(M], (8)
™

ahol 7 a korabban bevezetett hatasfok-paraméter.

Ezen iranyitott protontranszport létrehoz egy 24c koncentricidkiilonb-
séget a membran két hatarrétege kozott, amely passziv vissza-diffiziét hajt.
Reilis feltételezés szerint e visszdram arinyos a 24c koncentriciéval egy, a
membranra jellemz6 « aranyossagi tényezével (mely a membran proton-per-
meabilitasatél stb. fiigg). Egyensiilyi allapotban e két iranyban folyé dramok
egyenlgek, igy

S [M] + (1 — n)Ixok[M] = «dec, 9)

™

vagyis /c aranyos a membran hatarrétegben felhalmozédott toltéssel (a memb-
ran kiilonb6zé oldalain kiilonb6z6 elGjellel). Ac a membran kapacitasat tolti,
és igy a megjelend fotofesziiltség

6 MTA Biol. Osxt. Kasl. 24 (1981)
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1
Ufoto — ﬂ " (1 e n)IKO'.K [M] ’ (10)
20 ™

ahol B gyakorlatilag a membran inverz kapacitasa.

A kisérleti adatok isszevetése a szdmitdsokkal

Amint az a (7) és (10) egyenletekbdl latszik, kifejezésiink tartalmazza a
[BR;0]0 Zﬁ amplitidé faktort és a gorbék karakterisztikus tulajdonsagait meg-
o

adé o, 7, ) molekularis paramétereket. Az amplitidéfaktor egyes tagjainak az
értéke nem ismert, igy az illesztés soran az amplitid6tél ilyen értelemben elte-
kintettiink, ezt megtehettiik, mert a gorbék lefutasat a molekuldris paraméte-
rek egyértelmiien meghatarozzak, egyértelmi illesztésre van lehet&ség. Az
irodalombél ismert 71, = 30 us; tm = 10 ms; gz = 3 X 10717 ¢cm? 0z = 0 - 9X
x 10717 cm? és ok = 1 - 510717 cm? értékeket hasznaltuk (6), és a 7p és 7
értékeket valtoztattuk az illesztés soran. Eredményiinket a 8. dbra mutatja.

101
1
O,0—0‘0"""' 115
,/
7z
’,O
’ 10
5 d'o 4
2
= ~
E E RATRE -
= & | | foton o
s ZOLD FENYINTENZITAS e e -
2 mZs | ;
- 4 2
3 s . 102 |
A= — —+0
-5 4

8. dbra. A modellszamitas illesztése a mérési eredményekhez. A zold fény indukélta fotofe-

sziiltség (Ugz o10) fiiggése a zold fény intenzitdsatél (0: mért, ---------- : szamitott) és a kék feny

okozta fotofesziiltség-valtozas (4 Uk, foto) fliggése a zold feny intenzit4sAtél (e: mért,
szdmitott) kiilonbozé 4llandé kék fényintenzitdsok esetén
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Megallapithaté, hogy modelliink j6l leirja mind az alapfotojel valtozasat a zsld
fényintenzitas fiiggvényében, mind a kék fény teljes hatdsit. Ezek szerint
magyarazatunk a fotofesziiltség ébredésére, valamint a kék fény gatlé mecha-
nizmusara helyes.

Az abra illesztése 7p = 75 us - 309, és n = 1—59 értékekkel tortént,
ebbdl a pumpa tovabbi tulajdonsigaira kovetkeztethetiink.

1. Az M,,, forma gerjesztésével inditott reakciéit, mely a BR;,, gyor-
sabb regeneralédast eredményezi, 75 us iddallandéji sebességmeghatarozé ter-
mikus folyamattal rendelkezik.

2. Mindazon fotociklusokban, amelyek az M,;, forma gerjesztése nyomén
zarédnak, elmarad a protontranszport.

A kék fény gitlé hatasa két konkrét médon torténhet. Amennyiben az
M,;, forma kialakulasakor a proton az extracellularis oldalon mér felszabadult,
kék fény hatasara a protont visszaveszi, és végiil is netté transzport nem torté-
nik.

Ha az M, forma kialakuldsakor a proton még a fehérjén beliil van, a
kék gerjesztés nyomén valésziniileg le sem adédik, hanem még a molekulan
beliil visszakeriil eredeti helyére.

Kisérleti médszeriink, illetve modelliink e kérdés megvalaszolasara nem
képes, eldontésére mas médon nyilt lebetdség.

Eltolédast aramok vizsgdlata bibor membranok orientdlt szuszpenzidjan

Hogy a protontranszport részleteirgl tovabbi informécidkat szerezziink,
olyan modellrendszert dolgoztunk ki, melyben a bakteriorodopszin tisztan,
segédrendszer (pl. hordozé membran) nélkiil, kvantitativan jél értékelheten
vizsgalhatjuk. Médszeriinkre az adott lehet&séget, hogy kideriilt, a bibor memb-
ran fragmentumok permanens elektromos dipél momentummal rendelkeznek,
igy elektromos térben orientalhaték. Az egyes bakteriorodopszin molekulik-
nak a bibor membran normalisaba mutaté dip6l momentumuk van, és mivel
a membran fragmentumokban a molekulak szigorian rendezetten, azonos
orientaciéban helyezkednek el, dipél momentumaik 6sszegzédnek. A bibor

membranok atlagos dip6l momentuma 6 - 10~ Cm igy mar 10 - nagysag-

rendli (tehat a biolégiai membranokon fellépdekhez képest jelentékteleniil
kicsiny) elektromos térrel gyakorlatilag 1009, -0san orientalhaték. A membran
szuszpenzi6 orientélt adllapota meglehet&sen hosszi ideig fenntarthaté (~ 10s),
igy tovabbi vizsgilatok végzésére van rajta lehetGség (8). Mi ezen orientalt
rendszeren (amelynek tehat lényeges tulajdonsiga, hogy a bibor membranok
»tiszta” vizes szuszpenziéja, egyéb segéd rendszert nem tartalmaz) tanulma-
nyoztuk a proton transzport lépéseit tigy, hogy egy gerjesztd fényimpulzus
hatasira megjelend elektromos jeleket mértiik. Az elektromos méréssel egyide-

6* MTA Biol. Osst. Késl. 24 (1981)
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10my

l 148
I

10 ps

9. Gbra. A bibor membrénok orientalt szuszpenzi6jin fényimpulzus hatésdra megjelend eltols-
d4si 4ramjel a, b, c: A jel egyes komponensei
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jlileg az egyes intermedierek karakterisztikus hullimhosszain figyelve az
abszorpcié id6beni valtozasat kovettiik a fotociklus lefutasat.

A mérési eljaras részleteit a (9) munkaban ismertettiik. Az orientalt
minta gerjesztésével tobbkomponensii elektromos jelet kapunk, az egyes ka-
rakterisztikus Osszetevéket a 9. abrank mutatja.

Az elektromos jel elsd, negativ komponense kioveti a gerjeszté lézerim-
pulzus lefutasat, vagyis a folyamat joval gyorsabb a rendszeriink idéfelbonta-
sat limitalé fényimpulzus 1 us tartamanal. Kovetkezésképpen, a fotociklus
elsé, BR — K atmenetének (melynek iddallandéja szobah@mérsékleten 15
ps) feleltethet meg. A késdbbi, j6l mérhetd kinetikaji folyamatoknak a foto-

10%
K—L
10°4 g
k
1
FE 10°
1 L-M
")
1004
5 O
102+ M-0
10 + + + ; + : + ¥ -
30 3 32 43 3% 3/ 3w/ 37

1000 , 1.
T (oK)

10. dbra. Az elektromos és abszorpcié-kinetikai jelek komponensei sebességének hdmérséklet-
fiiggése. O: elektromos jel @: abszorpcids jel

MTA Biol. Osst. Kizl. 24 (1981)
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kémiai ciklussal valé Gsszehasonlitasara meghataroztuk mintankon az egyes
intermedierek élettartamat abszorpcié-kinetikai mérésekkel.

Meglepé médon azt talaltuk, hogy az elektromos és abszorpcié-kine*ikai
jelek azonos lefutdsdak. Ezek szerint a II. komponens a K — L atmenetnek, a
III. komponens az L —~ M atmenetnek, a IV. komponens pedig az M — O és
O — BR atmeneteknek felel meg (a szaggatott vonal mutatja a IV. kompo-
nens osszetevdit).

A hozzarendelést megerdsitendd, megvizsgaltuk, hogyan fiigg az egyes
jelkomponensek sebessége a hmérséklettdl. A kapott eredményeket a 10. abra
mutatja Arrhenius dbrézolasban, mely a megfeleltetést igazolja. X

Tekintve, hogy a bakteriorodopszin protonpumpa elektromos jelei nagy
valésziniiséggel a protonok transzportjaval fiiggnek ossze, vizsgéltuk, hogyan
viselkedik a rendszer kiilonb6z6 pH értékeken. Ismert, hogy a pH valtozasa
befolyasolja a fotociklus lefutésat, igy érdemes a kinetikai értékeket Gsszeha-
sonlitani.

A mérések eredményeit a 11. és 12. abra foglalja 6ssze. A K — L atmenet,
illetve a hozza tartozé elektromos jel a vizsgalt pH-tartomanyon a hibahataron
beliil nem valtozik. Az L. — M, illetve az M — O Atmenet lefutidsiban azonban
mind az optikai, mind az elektromos mérések tanisiga szerint jelentds valto-

k
(1)

10° 1
L-M

10° 4 o

3

10 —t —t + +— b ————

4 5 6 7 8 9 10 pH

11. gbra. Az L. ~ M atmenethez tartozé elektromos (0) és abszorpcié-kinetikai (@) jelek
pH-fiiggése
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k
(L )4
107 M0
10°1
Q
Oy -
P
102}
10 + + t + + + + -
4 5 6 7 8 9 10 pH

12, gbra. Az M — O 4atmenethez tartozé elektromos (0) és abszorpcié-kinetikai (@) jelek
pH-fiiggése

zasok torténnek. A fotociklus L — M Atmenete, amelyet abszorpcié-kinetikai
méréssel hatarozunk meg, pH — 9—10 kozott kissé felgyorsul. A hozza tar-
tozé elektromos jel pH = 8-as értékig egyiitt halad az optikai jellel, pH = 8-
t6l a nagyobb értékek felé kozel nagysagrenddel gyorsabba valik. Ezek szerint
a sebességek kiilonbozd pH-fiiggése révén az elektromos és abszorpciés jel az
L — M atmenet esetében pH = 8-nil, illetve ef6lott szétcsatolédik. Lényegi-
leg hasonlé a helyzet az M — O dtmenet esetében. Alacsony értékeken, pH = 4
és 8 kozott az abszorpcids és elektromos jelek egyiitt futnak, és nem mutatnak
pH-fiiggést. pH = 8-as érték folott az M forma bomlasa kétfazisi exponenci-
alissal irhaté le. A fotociklus kinetikajanak e valtozasakor ez esetben is a jelek
szétesatolodasa kovetkezik be, hiszen az elektromos jel nagymértékben, nagy-
sagrendnél gyorsabban felgyorsul.

Az elektromos jelek értelmezésének alapja, hogy jeliink az orientalt mole-
kuldkban egy iranyban, egyszerre elmozdulé toltések altal keltett eltolédasi
aram. Kvantitativan a (9)-ben leirtak szerint értékelhetGek adataink. Az
egyes lépésekben torténd toltés elmozdulasokat az 1. tablazat mutatja:

Tekintve, hogy Xd; = 5 nm, mely a membran-fragmentum vastagsagaval
egyezik meg, jelinket egy toltésnek a membranon keresztiili transzportjaval

MTA Biol. Oszt. Kizl. 24 (1981)
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1. tablazat

A fotociklus egyes lépéseiben torténd
toltéselmozdulasok a bakteriorodopszin

molekuldban
Atmenet ‘ dj/2 (nm)
| Iy
K-—~L ‘ —0,15
LM +0,5
M-0 +3.1
0O-+B

R ‘ +1,5

kell értelmezniink. A bakteriorodopszin protont pumpal a fotociklus soran,
igy nyilvanvaléan az eltol6dasi aram a protontranszport egyes lépéseit tiikrozi.

Igy az e modellrendszeren a protontranszportrél nyert 4j informaéciék
tovabblépést jelentenek a bakteriorodopszin tartalmid bimolekularis membra-
non kapott eredményekhez képest: a stacioner viselkedés megértésén til az
egyes részlépésekre is fény deriilt. A legfontosabb megallapitas, hogy a proton
transzlokalasa diszkrét 1épésekben torténik, és e lépések fiziologias koriilmé-
nyek kozott a fotociklus egyes reakcidival szigorian egyiitt zajlanak le. A pro-
ton az egyes allapotokban valésziniileg a fehérje bizonyos proton megkotésére
képes oldallancain il, és az atmenetek ezen oldallancai kozti atugrasat jelentik.

A nagy pH értékeken megfigyelt hatas, az optikai és elektromos jelek
szétvalasa, igy nagy valdsziniiséggel azzal fligg ossze, hogy az illets (L és M)
allapotokban a proton akceptor-donor csoportok protonfelvevd képessége val-
tozik meg, igy a protontranszport sem tud a normalis médon lezajlani. Tekint-
ve, hogy a jelek szétvalasa pH = 8 koriil torténik, valészini, hogy e 1épések-
ben a hasonlé pK értékii tirozin oldallanc vesz részt a proton transzportjaban.

A proton mozgasa altal keltett eltolédasi aram révén ez a korabban emli-
tett kérdés is megvialaszolhaté volt, hogy kék fénnyel gerjesztve az M format,
a proton még a membranon belilrgl vagy a membranon kiviilrél vevédik
vissza, meggatolva a protontranszportot. Az 1. tablazatunkbél lathaté, hogy a
proton az M éllapot elérésekor az eredeti (a membran citoplazma felgli harma-
daban levd) helyérsl még csak 0,5 nm-t haladt az extracellularis oldal felé. Igy
az M gerjesztésekor a kiindul6 allapot tigy érhetd el, hogy a proton visszatér
eredeti helyére anélkiil, hogy a membran szélét elérte volna. Ezt kisérletesen
is igazoltuk (9, 18).

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy alkalmazott médszereink a
protontranszport sok részletének feltarasara adtak lehet&séget. Ezenkiviil az
eljarasok a késGbbiekben alkalmasak lehetnek mas, toltott részecskéket (kii-
16nb62z8 ionokat) transzportalé fehérjék mikodésének vizsgalatara.

A leirt munkaban kézvetleniil részt vettek Keszthelyi Lajos és Dancshazy
Zsolt, nekik eziton mondok koszonetet.

MTA Biol. Oszt. Kial. 24 (1981)
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