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1. Bevezetés

A sejtek életjelenségeiben kiilonlegesen fontos szerepet toltenek be a
sejteket bezaré és a sejtek belsd alkotorészeit hatarolé membranok. Egyes
vélemények szerint (pl. Luria [11]), a gének és a génmiikodés tanulmanyo-
zasan tilmen8en nincsen olyan biolégiai probléma, amely nagyobb kihivast
jelentene a kutaték szdmara, mint a membranok kiilonb6z§ és titokzatosnak
latsz6 tulajdonsagainak a megfejtése. Elég itt utalnunk arra, hogy a sejteket
hatarolé6 membranok teszik lehetdvé, hogy a sejtben a gének megfeleld, tobbé-
kevéshé zart kornyezetben miikodhessenek. A sejt a membranon keresztiil
érintkezik kornyezetével, az anyagceserében résztvevd anyagok a membranon
aramolnak be és ki. A membranok lényeges szerepet jatszanak a sejtek kozotti
informacié cserében. Membranokon torténik a fényenergia atalakitasa az él6-
szervezetek szamara nélkiilozhetetlen kémiai energiava, és a fotoszintézishdl
nyert taplalék molekuldkban felhalmozott energiat is membranhoz kapcsolé-
déan mikods rendszerek dolgozzak fel ATP molekulakka. Membranok fogjak
fel az izmok mozgatasidhoz érkezd jelzéseket és alakitjak at olyan paranccsa,
amelyre az izmok munkat végeznek.

A membranok a sokféle feladatot megfeleld specializalodas révén képesek
ellatni. Szerkezetiikrdl mai képiink a kovetkez§ tn. fluid mozaik modell [34],
(1. abra): lipid kettés rétegbe kiillonboz6 fehérjék (enzimek) vannak beagyaz-
va, amelyek atérhetnek mindkét oldalra, vagy csak a bels8, vagy csak kiilsé
oldalon kéozelithet6k meg, tovabbi fehérjék tapadhatnak a kiilsg, vagy belsé
oldalhoz. A fehérjék a lipidvazban, amelyet 10—50 cpoise viszkozitasi folyé-
kony kozegnek tekinthetiink, rotéciés és lateralis diffiziés mozgast végez-
hetnek [4]. A sokféle feladat ellatasa ezért lehetséges, mert a lipid vaz Gssze-
tétele, mind a beépiilt, illetve tarsult fehérjék (enzimek) fajtaja membranrol
membranra kiilonb6z6. Egy-egy meghatarozott funkcié ellatasiban pontosan
meghatarozott enzimrendszerek vesznek részt. A meghatarozottsiag az enzimek
tipusara és tobbé-kevéshé a lipidvéazhoz vonatkoztatott térbeli elhelyezkedé-
siikre vonatkozik. A tovabbiakban egyetlen tipusi membranrendszerrel, az
energia atalakité membranrendszerekkel foglalkozunk csupan.
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1. dbra. A Singer— Nicolson-féle fluid mozaik membran modell. A membrin vazat lipid-
molekuldkbél allé6 kett8s réteg alkotja. Ebbe dgyazédnak a fehérjék

2. Energia atalakité membranrendszerek

Két £8 tipust kiilonboztetiink meg:

a) a fényenergiat atalakit6 rendszerek (fotoszintetikus membranrend-

szerek),

b) taplalékban 1év8 energiat atalakit6 membranrendszerek (oxidativ

foszforilacio).

A fotoszintézis — mint ismeretes — algdkban, baktériumokban és
magasabb rendii novényekben a napfény fotonjaiban 1év6 energiat felhasz-
nalva termel szerves anyagokat. Kozbensd lépésként — a sejtek fenntartasa-
hoz és a szerves anyagok termeléséhez sziikséges — nagy energiatartalmia —
ATP molekulak szintetizal6dnak.

Az oxidativ foszforilacié az aerob élGlényekben valésul meg. Kiilonbozd
taplalék molekulak energiajat alakitjak at a résztvevé membranrendszerek
ATP molekulak energidjava. Magasabbrendd él6lényekben ez a szerkezet a
mitokondriumban helyezkedik el.

Nagyon fontos eredménynek kell tartanunk azt a tényt, hogy az utébbi
két évtizedben megismertiik, hogy a két kiilonb6z6 rendszer elvben azonos
mdédon alakitja at a rendelkezésre 4llé energiat ATP molekulak energiajava.
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2a) Fotoszintetikus membrdnrendszerek

A 2. abran lathaté a fotoszintetizalé6 membrén (tilakoid) véazlata. Hosszi
és faradsagos munka alapjan alakult ki ez a modell a membran szerkezetére.
Sikeriilt a miikodés egyes elemeit a szerkezetet alkoté molekuldkhoz hozza-
rendelni. A fényt a membranba rendezett médon beépiilé klorofill molekulak
abszorbealjak, és az elnyelt energiat nagyon gyorsan (1010 s) tovabbitjak az
in. reakcié centrumokhoz [38]. A magasabbrendii fotoszintetizalé rendszerek-
ben két reakcié centrum van: PSI és PSII. A PSII rendszerhez eljuté foton
energiaja valészintileg egy specialis kapcsolatban (pl. fehérjével) levé klorofill

ANTENNA COMPLEX

2. dbra. A fotoszintézisben donté szerepet jatszé tilakoid membrdn egy részének vazlata
A membran viaza a lipid kettds réteg. A PSI centrum abszorpciés sdvja 700 nm-nél van,
P-700 a jelzése, a PSII centrumnil P-680. Mindkét centrum mellett megtaldlhaté a klorofill
molekuldkat magdba foglalé antenna komplex. A P-680-as reakciécentrumba tovabbitott
foton energidja egyrészt bontja a vizet és egy elektront kiild az elektron tovébbité lancon
(redox ldncon, amelynek tagjai a PQ plasztokinon, f citokrom és PC plasztocianin molekuldk)
a P-700-as centrumban. E kozben a felszabadulé energia kiviilrgl protont pumpal a tilakoid
belsejébe. Az elektron redukélja a fiiggetleniil abszorbedlt médsodik foton hatdsdra oxidalt
P-700-as centrumot. Az elektron tovibbhalad a FeS—Fd—FAD fehérjébsl allé redox lancon
és a NADP+ molekulikat redukélja protonokkal egyiitt NADPH - H+ energiadiis mole-
kuldkkda. Az atpumpélt protonok az ATP-iz molekuldin (F,, F, részek) visszajutva ATP-1
szintetizdlnak -

molekula elektronjat gerjesztett allapotba emeli. Az elektront tovabbi mole-
kulak (plasztokinon és citokrom tipusi fehérjék) sorban egymas utan at-
veszik [15]. Az egyes lépések energiacsokkenéssel jarnak. A rendszer a fel-
szabadulé energia ellenében protonokat pumpal a tilakoid membran belsejébe,
amelynek hatasara a membranon elektromos fesziiltség 1ép fel és a belsé tarto-
many pH-ja lecsékken. Az elektromos fesziiltség és a pH kiilonbség energia-
tarol6, amelybél a rendszer az ATP — szintetizalasdhoz sziikséges energiat
meriti. A tilakoid membranban helyezkednek el az ATP-az molekulak, amelyek
az ATP molekulakat ADP + P,-bél szintetizaljadk. Ehhez az endoterm reak-
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ci6hoz az ATP-az az energiat az atpumpalt protonok visszadramlasa soran
gytijti 6ssze. A fotoszintetikus rendszerekben bekovetkezé ATP-szintézis (foto-
szintetikus foszforilacié) altalanos képe:

e it Ap ATP
energiaja
proton- ATP-az (1)
pumpalé membran ADP + P;
enzim-
rendszer

Itt a fenti sémat 1961-ben megjésolé6 MiTcHELLt [28] kovetve a
Adp = 4¥Y — ApH (2)

jelolést hasznaltuk, ahol Ap jeloli a protonmotoros erét (ez MITCHELL szohasz-
nalata, a helyes elnevezés az atpumpalt protonok elektrokémiai potencialja),
amely a membranon kialakulé A% potencial-kiilonbség és ApH H+ ionkon-
centracio kiilonbség osszege.

Tovabbhaladasunk szempontjabél az ATP képzés fenti modellje a lénye-
ges, ennek ellenére néhany széval teljesebbé tesszikk a fotoszintézis ismer-
tetését. A PSII rendszer tovabbi funkciéja a vizbontas. 4 foton abszorbealt
energiajabdl egy eléggé ismeretlen enzimrendszer Osszegyijt annyi energiat,
amely 2 H,0 molekula elbontasahoz elegend6

2 H,0 4H* + 4e- + 0,

energia
séma szerint.

Az elektron visszajut a reakciécentrumba és azt redukalja (pétolja a
redox lancon elesorgott elektront). Az O, kiszabadul, a 4 H+ ion egyelSre
sorsara var. Kozben a PSI rendszer is abszorbeal egy fotont, a gerjesztett
allapotban az elektront tovabbi redox enzimek elvonjak. A PSI rendszert a
PSII-bél érkezs elektron redukélja. A PSI-rendszerbél szarmazé elektron
eljut a NADP reduktaz enzimhez, amely egy NADP* molekulédhoz elektrono-
kat és protonokat kot a

NADP+ + 2e¢- + 2H+ NADPH -+ H+ (3)

séma szerint. Itt hasznalja fel a fotoszintetizalé rendszer a vizbontasbél szar-
maz6 H+ ionokat. Végsé mérlegként 8 foton abszorpciéjabol (4 a PSII-ben és
4 a PSI-ben) 2 db NADPH + H+* csoportot kapunk, amelyeket a korabban
szintetizalt ATP molekulaval egyiitt (~1 molekula’l foton a PSII rendszer-
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ben) a Calvin-ciklus hasznalja fel a cukor molekuldk szintetizalasara CO, és

H,0-bél.
2b) Oxidativ foszforildcié

A 3. abran feltiintettiik az oxidativ foszforilacié szinhelyének, a mito-
kondrialis bels6 membran szerkezetének sémajat. A taplalék molekulakat (pl.
cukrot) a mitokondrium belsejében a Szentgyorgyi— Krebs-ciklus enzimjei
dolgozzak fel. Eredményiil a NAD+ molekulakat redukaljak és NADH + H+
formaban H, molekulat kotnek, amelyet a membranban 1évé enzimrendszer
dolgoz fel. A NADH + H+ csoport kilesonhatasba 1ép a redox lanc elsé tag-
javal (3. abra) olyan médon, hogy 2H+ ion felszabadul és két elektron a redox
lancon — bizonyos szakaszokon egyenként — végighalad, a legvégsé enzim-
komplexen (citokrom C oxidaz) 2e—, 2H* és 1/, molekula O, egy H,0 moleku-
lava egyesiil. A redox lanc kozvetitésével val6jaban egy H, molekula ég el, oxida-
lédik vizzé. A korben — az enzimlanc kozvetitésével — apré lépésekben fel-

2H*

NADHsH*Z s
R
UINAN

_,.[\(IAD

2H*

2H*

3. dbra. A mitokondridlis bels6 membrin egy részének vazlata. A taplédlék energidja a Szent-
gyorgyi— Krebs ciklushél NADH - H+* energiadds molekuldk formdjdban csatolédik ki.
Itt tulajdonképpen egy H, molekula kétédik NAD + molekuldhoz. A H, molekula 2H*+ + 2e-
forméba jut kolesonhatédsba a membrdnba beépiilt fehérjékkel, és végeredményképpen oxigén-
nel vizzé ég el. A fehérjék redox ldncot képeznek, az elektronok athaladdsa sordn protont
pumpélnak a kiilsé térbe a belsd térbél. FMN-flavoprotein, FeS vasszulfid fehérjék (ferre-
doxinok), b, ¢,, ¢, a, a,, citokrom fehérjék (a citokrom aa, komplex Cu-t is tartalmaz). Az 4t-
pumpalt protonok az ATP-dz molekulan (F, F,) visszajutva ATP-t szintetizdlnak. A membrén-
ban tovébbi szerkezetek vannak, amelyek anyagok széllitdsdra, cseréjére szolgdlnak
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" szabadul6 energia ismét protonokat pumpal — jelen esetben a belsd térbdl
kifelé — amely a membranon létrehozza az (1) egyenletnek megfeleld protonmo-
toros er6t, amely membran potencial és pH gradiens formajaban jelenik meg.
Az oxidéaci6 eredménye tehat a Ap protonmotoros erd. A foszforilacié, az ATP
szintézis, a membréanban 16vé ATP-az molekulakon valésul meg (ezek a belsd
oldalon helyezkednek el). Az oxidativ foszforilacié altalanos képe (3)-hoz

hasonlé:
taplalék Ap —_— 5 ATP
energiaja proton- ATP-az
NADH + H+ pumpalé ADP + P;
enzim- membran (4)
rendszer
(redoxlanc)

Az (1) és (4) séma csaknem teljes mértékben hasonlé. Az ATP szintézisnél
az energia akar fény, akar taplalék formajaban keriil a rendszerbe, proton-
motoros erd keletkezik. amely protonokat pumpal a membranon keresztiil. Az
energia membran potencial és pH kiilonbség formajaban all az ATP-az mole-
kulék rendelkezésére. Az oxidativ fblyamatokat a membranrendszer csatolja
a foszforilaciés folyamatokhoz.

Az energia atalakitas fent vazolt képe ma mar altalanosan elfogadott [3],
elnevezése Mitchell-féle kemiozmotikus hipotézis. Kemiozmozis ebben az elne-
vezésben azt jelenti, hogy kémiai energiak hatésira a membranon keresztiil
irAnyitott, vektorialis mozgas jon létre, a vektoridlisan mozgé részecske a
proton. A Mitchell-féle elmélet nagyon keveset mond a proton pumpa molekula-
ris mechanizmusarél.

(Itt jegyezziik meg, hogy az élszervezetekben jénéhany mas pumpa,
pl. Na-pumpa, Ca-pumpa stb. is miikodik, amelyek rendkiviil fontos életjelen-
ségekhez kapcsolédnak. Ezek molekularis mechanizmusa sem ismeretes).

2¢) Halobacterium halobium

A 70-es évek elején egy a fentiektdl kiilonb6z8 energiaatalakité rendszert
fedeztek fel [29]. A Halobacterium halobium er&sen sés vizekben szaporodik.
Sejtfalaban fényérzékeny anyagok, tn. bakteriorodopszin (BR) molekulak
talalhatok, amelyek nagyon hasonlitanak a latasért felel6s rodopszin moleku-
lakhoz. Kb. 26 000 dalton molekulasilyd fehérjéhez fényérzékeny molekula,
a retinal csatlakozik. Nagyon fontos tény, hogy a BR molekuldk ~ 500 nm
atmérdji membran szigetben, tin. bibormembranban helyezkednek el, amely-
b6l t6bb (4—10) is van a baktérium felilletén (méretek 6 um hosszisag, 1 um
atmér6 4. abra). A bibormembranok a lipiden kiviil csak BR molekulakat tar-
talmaznak, amelyek szigord, kvazikristalyos rendben helyezkednek el (5.
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4. abra. A Halobacterium halobium sejt elektronmikroszképos képe. J6l lathaté a ~0.5 um
4atmérdja bakteriorodopszint tartalmazé membran darab. (V. A. BorROVIAGIN (Puscsino) felvétele)

abra) [35]. A baktérium teljes membranjan a bibormembran szigeteken kiviil
még sok mas funkcionilis egység is van (6. abra), amelyek koziil szamunkra
az ATP-az molekula a fontos.

A kisérleti vizsgalatok szerint a BR molekuldk az abszorbealt fotonok
hatéasara (az abszorpciés sav maximuma 4 = 570 nm) protonokat pumpalnak

7 / \\\\Q)) \) U(/
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5. dbra. Elektronmikroszképos felvételbsl rekonstrudlt stiriiség eloszlds a bibormembrdnban.
A BR molekulik egyenként hét hélixbél édllnak, amelyek dtszelik a membrint. Egy-egy
szabdlyosan 6.1 nm-re elhelyezkedd rdcspont kériil 3 BR molekula helyezkedik el
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a sejt belsejébdl a kiilsé térbe, /Ap protonmotoros erd keletkezik, amely a
protonokat az ATP-azon keresztiil visszaaramoltatva ATP-szintézist eredmé-
nyez. A fosztorilalas vazlata:

fotonok Ap ATP
energiaja
BR ATP-az (5)
proton- membran ADP 4 P;
pumpa

/

Sejt membran

ATP — ADP+I? +nH*

Bibor ‘ H* Legzes
membran Feny 5

\ H | s
e = 4
Diffuzio

412 H (Szé_t.kcplcsolék Proton H*
novelik) transzport (1, proton/0,)
(ATPazon keresz-
tal)

6. abra. A Halobacterium halobium sejt membrénjanak a vdzlata

A (1), (4) és (5) séma hasonlésdga szembetiing. Eltérés csak a proton-
pumpalas médjaban van. A (1) és (4) sémékban a protonpumpa bonyolult,
biztosan tobb molekula vesz részt a folyamatban, az (5) séméanéal azonban
egyetlenegy molekula, a BR molekula végzi a protonpumpilast. Vilagosnak
latszik, hogy a protonpumpa molekularis mechanizmusanak tanulméanyozasat
a bibormembran rendszeren kezdjiik meg.

3. A bakteriorodopszin fotociklusa

A bibormembran szigeteket a sejtekbdl biokémiai maédszerekkel izolalni
lehet, a BR molekulidk ek6zben megtartjak funkcionalis tulajdonsagaikat. Mod
nyilik tehat egy nagyon egyszerd membran rendszer — lipid és egyetlen tipusi
fehérje — miikodésének in vitro vizsgalatara.

A kapott eredményekbdl kiemeljiik a BR fotociklusara vonatkozé isme-
reteket. A BR molekulak egy foton abszorpciéja utan (max = 570 nm) kb.
15 ps alatt egy 1j allapotba keriilnek, amelynek az abszorpciés maximuma
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A = 590 nm-nél van [1]. Ez a K allapot. Innen termikus gerjesztési cikluson
haladva jutnak vissza az alapallapotba. A K-~ L - M~ (N) -~ O ~ BR
sorozatnal az élettartamuk és az dj abszorpciés sav maximalis hullaimhosszai
a 7. abran talalhaték. Megjegyezziik, hogy az N allapot léte vitatott [35], mi
a kovetkezdkben e nélkiil targyaljuk a fotociklust. A proton az M > O 4tmenet
soran lép ki a membran kiilsé oldalan és a rendszer a belsé oldalrél az O — BR
atmenetben veszi fel a hianyz6 protont, igy all helyre a molekula alapallapota.

Bakteriorodopszin fotociklusa

BR

570 ~16ps

2,2ms
+
H
Oss0 Keso
~3us
E
8ms / 550
~90pus
/ML‘IZ
H+

7. dbra. A bakteriorodopszin molekula fotociklusa. Az alapallapotban (BR;,,) fény hatdsdra
~15 ps id6 alatt a Kyo-es dllapotba jutnak a molekuldk, ahonnan a tovdbbiakban termikusan
gerjesztett dtmenetek sordn a Lg;, My, O, dllapotokon keresztiil visszakeriilnek az alap-
allapotba. Az id6édllandék szobahémérsékletre vonatkoznak. A protonok az M,, — Og, at-
menet soran lépnek ki és az Oy, — BR;,, dtmenetben lépnek be a fehérjékbe

Lézer— Raman-spektroszképiai vizsgalatokkal bebizonyitottak, hogy a
retinal a fehérje egy lizin aminosavjahoz kotédik Schiff-bazissal. A Schiff-
bazison egy kompenzalatlan proton van alapallapotban. Ez a proton lép ki
— valahogy — a fotonok hatasara a kiilsé oldalra és erre a helyre 1ép be egy
masik proton beliilrél. Az is ismeretes, hogy a Schiff-bazis a fehérjékben a
belsé oldalhoz k6zelebb van, és a retinal innen kiindulva mintegy 63°-0s szoget
zar be a membran normalisaval (8. abra).

A vizsgalatokat é16 baktériumokon is elvégezték [35], amelyekbdl tud-
juk, hogy a protonpumpa a fent vazolt ciklus szerint miikédik in vivo is.
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A protonpumpa molekularis mechanizmusanak jobb megértése céljabol
ij moédszert vezettiink be a bibormembranok orientalasara [22], majd fel-
ismertiik, hogy a proton-pumpa miikédése kozben elektromos jel indukalédik,
amely a BR fotociklusdhoz tarsult [23].

\h‘v

[0 ——
+ \ 63 ° -
+ \

i+ \

BRS?O

8. dbra. A BR molekula elhelyezkedése a membranban. A retindl ~263°-0s szoget zir be
a membrdn normalisdval

4. A bibormembranok orientalasa

Jolismert jelenség az, hogy makromolekulidk (fehérjék, DNS, ...) vizes
oldatban elektromos térben orientalhatok [11]. Nagyobb sejtrészecskéket —
pl. kloroplasztiszokat — kezdetben magneses térrel [13], késébb valtakozo
elektromos térrel (50 Hz) orientaltak [12]. A bibormembranok orientalasarél
is volt irodalmi utalds: nagyfesziiltségi impulzusokkal sikeriilt nagyon rovid
id6re orientdlni bibormembranokat vizes szuszpenziéban [32] és kb. 100 V/em
erdsségi sztatikus elektromos térrel kiilonleges gél rendszerben [9].

Részletes vizsgalataink soran kideriilt, hogy kb. 20 V/ecm tér elegendé
arra, hogy a bibormembranokat praktikus szempontbél 1009,-osan orientaljuk.

A méré rendszer vazlatat a 9. abran mutatjuk be. Az 1 mm vastag
kiivettaban bibormembran szuszpenziét ontottink. A Pt elektrédak 4 mm
tavolsagban voltak, a 4—5 mm magas oszlop ellenallasa ~ 2 - 10* 2, az oldat
optikai siiriisége 1,8 volt.

Részecskék orientalasianak mérésére a linearis dikroizmus jelensége hasz-
nalhaté [11]: az orientalt mintan athaladé linearisan polarizalt fény abszorp-
ciéja (A) megvaltozik (4A) a kovetkezd egyenletek szerint:

%:-%mg 1+ITl —di(E)(%sin’@—l) (6a)
A:n _ ,i, i (1 i %] — B(E)(3 cos? @ — 1) (6b)
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ahol | és || jelenti az eredményeket abban az esetben, ha a fény polarizacios
sikja merdleges, illetve parhuzamos az oriental6 elektromos tér iranyaval. I,

fénybdl a mintan I fény jut keresztiil |A = log TOJ, I, és I a mért fényinten-

zitas valtozas az orientalas hatasara. @(E) az E elektromos térerdsségtél fiiggd
orientaciés fiiggvény. Telitésnél @(E) —~ 1. A molekulaban 1évé fényabszor-
bedl6 egység, a retinal atmeneti momentum vektora és a térersség iranya

~| |=4mm PM
RCAE810

Keithley
wr ICA70

s s o e e - - -

\

/

1mm

A 1 |
|l polarizacio

9. dbra. Mérérendszer az orientalds tanulmanyozdsira

kozotti szég @. Minthogy azt varjuk, hogy a membrandarabok, mint 500 nm
atmérdji és kb. 5 nm vastagsagi korongok az elektromos tér iranyara merdle-
gesen allnak be (a korongok normalisa parhuzamos az elektromos tér iranya-
val), @ az dtmeneti momentum vektor és a normalis kozotti szog (lasd 8.
abra). Az elektromos tér iranya koriil hengerszimmetria van, tehat a vektorok

egy O nyilasszogii kipon foglalnak helyet. E1626 vizsgalatokbél ismeretes volt,

A, AA,
>0, & <0 értéket varunk, amelybdl

hogy 6 ~ 60—70° [17,24], ezért

6a, b egyenletek alapjin kévetkezik, hogy I, <=, I, > 0. 6a és 6b egyenletek-
bél az is kovetkezik, hogy
AAL_ == 1 ﬂ (7
A 2 A
O-16l és D(E)-16l fiiggetleniil.

A fényintenzitas valtozasokat az elektromos térerdsség fiiggvényében
mértik 1 = 562 nm-nél. Minthogy a bibormembranok elektromos térben
elektroforetikus mozgast is végeznek, a 10e. abran lathat6 médon T ideig
pozitiv, 2T ideig nulla, majd T ideig negativ térerfsséget alkalmaztunk, T
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altalaban 3 s volt. A (7) egyenlet ~ 4 V/em térerdsségnél teljesiilt (10a, b
abra), de magasabb térerdsségnél (18 V/em, 10c, d abra) I“ kezdeti pozitiv
tartomanybdél gyorsan atcsapott negativ tartomanyba, I_L viselkedése ,.,nor-

malis” volt, vagyis

a térerdsség novekedésével telitést mutatott (11.

A

abra). Az I, anomiliat azzal magyarazzuk, hogy az elektroforetikus mozgas

%

<)
III

i

10. dbra. A fényintenzitas viltozasok idéfiiggése abszorbeilé bibormembrdnok esetén. 4 =

= 562 nm. (a) az elektromos tér irdnyaval pdrhuzamosan polarizalt fény (I;;), térerdsség

E =4 V/em; (b) merdlegesen polarizéilt fény (I1), E =4 V/em; (¢) I;;, E =18 V/em; (d)
I,, E=18V/em; (e) az alkalmazott térerdsség iddfiiggése T =3 s

T

soran a bibormembran korongok elfordulnak [22]. A magyarazatot tovabbi
vizsgalatokkal megerdsitettiik, amikor az orientalast pH fiiggvényében mér-
titkk [7]. Ismeretes, hogy a bibormembranok toltését pH-csokkenéssel kom-
penzalni lehet, ennek kovetkeztében csokken az elektroforézis sebessége, tehat
a fellépé elfordulasnak is csokkenie kell. A mérések szerint kisebb pH-nal a
gorbék jobban megkozelitették a 7. egyenlet kovetelményeit.
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A mérési adatok analizisébdl sok értékes informaciét nyerhetiink. A tér
kikapcsolasa utan az orientacié a részecskék rotaciés diffiziéja kovetkeztében
osszeomlik. A mérésekben két idGallandét is talaltunk 7, = 250 ms, és 7, =
= 1,7 s (az elektroforézis miatt bekovetkezd elfordulas idéallandéja 7, ~~
~~ 420 ms volt). A két iddallandé kilonb6zé méretd részecskékre vall. Mint-

hogy a rotaciés diffizié miatt bekovetkez6 relaxacié idéallandéja 1 ~~ r®, ahol
3

r a részecske sugara, 7, idGallandéji részecske sugara r, — V'L'T/?l 5 AE=C% 0 A
AA
AAg
1.0
o
08F o
®562nm
06k 0300nm
0.4+
9
0.2f
o 1 1 1 1 1
5 10 15 20 25 Vem

11. dabra. AA/A mennyiség fiiggése az elektromos térerGsségtsl. Az adatokat a telitési értékre
(4A/A)g normaltuk. A = 562 nm és 300 nm

A nagyobb részecskék intenzitasa kb. ~~ 159,. A tovabbi analizisnél a nagyobb
részecskék hatasat elhanyagoljuk.
A kovetkezs fontos ismeretet a 11. abran kozolt telitési gorbe alapjan

4A b Ao ina
nyerhetjiik. Telitésnél @(E) ~~ 1, tehat 5= 0,11 4~ 0,02 értékbsl @ =

= 59 + 1° szamithaté ki a 6a egyenlet alapjan. Az orientacié az adott rend-
szerben elektromos dipélmomentum alapjan valésul meg, azt mondhatjuk,
hogy a dip6lmomentum és az atmeneti momentum vektor kozétti szog 59°
méréseink alapjan. Az djabb vizsgalatokban sikeriilt ©® = 63°-ot is mérni [7].
Allithatjuk tehat, hogy O j6 kozelitéssel egyezik az egyéb médon (féleg szedi-
mentalas utdni szaritassal) el6allitott rétegek esetén mért szoggel [17, 24],
amely azt mutatja, hogy az orientalasban résztvevé dip6lmomentum nagyon
j6 kozelitéssel parhuzamos a bibormembran normalisaval.

Megjegyezziik, hogy az elektromos tton létrehozott iranyitas valédi
orientdlds (azaz minden membrannak azonos oldala, jelen esetben a bels§
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oldala fordul a pozitiv elektréda felé) mig szedimentalassal, vagy magne-
ses térrel csupan parhuzamositani lehet (alignement) a membranfragmen-
tumokat.

Részecskék elektromos térben akkor orientalhaték, ha vagy permanens,
vagy a térrel indukalhaté elektromos dipélnyomatékkal rendelkeznek. A teli-
tési gorbe megfelel6 analizisébdl eldonthettiik, hogy a bibormembranok per-
manens dipélnyomaték révén orientalodnak. A 12. abran a (4A/E?),

0 10 20 30(Yerm)?

12. dbra. A (AA/E?)/(4A/E?) E2 — O mennyiség abrdzoldsa. A mérési pontokon &thaladé
elméleti gorbe a permanens, a masik az indukalt dipélmomentumokat irja le

(AA/E?)g,._o mennyiséget abrazoltuk E? fiiggvényében. A mérési pontokon
athidzott gorbe a permanens, a masik az indukalt dipélmomentumok esetére
vonatkozé elméleti gorbe [11].

Permanens dipélnyomatékok esetén az orientaciés fiiggvény

OE) =D(B)=1— 3 (coth g — 1/p)/p (8)

ahol f = uBE/KT, u a részecske dipélnyomatéka, B — E, /E egy belsé tér
fiiggvény, amely azt fejezi ki, hogy a belsé tér a dipélnyomaték helyén kiilon-
bozik az alkalmazott E tértél, k a Boltzmann alland6, T a hémérséklet K fok-
ban. A 11. abra adataibél uB = (6 + 1) - 10~ Cm szamithaté ki. Ezt az
érias dipélnyomatékot a bibormembranon 1évé individualis dipélnyomatékok
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osszegeként foghatjuk fel. Tegyiik fel, hogy az egyes dipélnyomatékok a BR
molekulak és B = 1, akkor mivel egy 500 nm atmér§jd bibormembranban
mintegy 1,8 - 104 BR molekula van.

M“BR
(]

=n.d = 18 nm,

ahol e az elemi toltés, n. azok szdma d tavolsaghan. Ha d = 4.5 nm (a memb-
ran vastagsaga, a fehérje két oldalanak tavolsaga), akkor n — 4. Ez a szamitas
természetesen kozelités, de érzékelteti, hogy a BR molekulat iigy foghatjuk
fel, hogy a belséd, illetve kiilsé oldalon membranbél kiérd részén pozitiv, illetve
negativ toltések vannak, és ezek alkotjak a permanens dipélnyomatékot. A
fenti kisérletekbdl nem donthetd el, hogy a negativ oldal a belsé oldal, ezt
a kovetkezd részben targyalt vizsgalatok alapjan allitjuk. Természetesen
tovabbi kisérletekkel kell azt a feltevést is igazolni, hogy a dipélnyomatékok
a fehérjék sajatjai és nem esetleg a lipidek toltései okozzak.

5. A bakteriorodopszin fotociklusahoz tirsult elektromos jel

A bibormembréanok a fenti kisérletekben kellden hosszi ideig (=~ 3—4 s)
vannak orientalt allapotban ahhoz, hogy tovabbi kisérleteket lehessen rajtuk
végezni. A rendszer ebben a ,,kvazistacionér’ orientalasi allapotban felfoghato
mint egy 6rias membran, amelyben a szokasosnal lényegesen tébb BR mole-
kula van. Ezért varhaté volt, hogy a viszonylag nagy mennyiségii anya-
gon tiszta kisérleteket, kvantitativ értékelésre alkalmas méréseket végez-
hetiink.

Vizsgalataink megkezdése elstt gyors, bifazisos elektromos jelet figyeltek
meg két nem til jél definialt, tobbé-kevésbé orientalt BR rendszeren [37,
19, 8].

A jel rovid fényimpulzus hatasara jelent meg. A vizsgalatokat a szerzék
nem tudtak kvantitativva tenni a BR rendszer indefinit volta miatt és nem
sikeriilt kapcsolatot taldlni az elektromos jelek és a BR fotociklus kozott.

Az elektromos jelek tanulmanyozaséra a 13. dbran lathaté mérérendszert
allitottuk ossze. Egy hazilag készitett kapcsolé egység (az abran nem lat-
haté) két feladatot latott el:

i) Eléallitotta az orientalashoz sziikséges, T, 2T, T iddkkel rendelkezd
pozitiv — nulla — negativ négyszoget jelet (T o~ 3 s);

it) Az elsd két idSintervallumban (T, 2T) tetszdleges idGben indité
jelet adott egy Opton festék lézerre, amely A — 580 nm, 1 us hosszi
és 10 mJ energiaji fényimpulzust adott. Ugyanakkor inditotta a
tranziens rekordert (KFKI, legkisebb konverziés idé 0,1 us, konver-
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ziés tartomény 256 egység/csatorna, 1024 csatorna mérési tarto-

many).
A két identikus bibormembran rendszert hasznaltuk az elektromos méré-
sekhez, mert az R, munkaellenallason elkeriilhetetleniil megjelend orientalé

fesziiltségh6l szarmazo jelet, amely rendszerint nagyobb volt, mint a mérendd
jel, kompenzalnunk kellett. A Keithley 604 differencialis erdsité mindkét rend-

PM oldat (2) ks
Pt elektrodak

R Tranziens
2 rekorder

Felu“lvg';gé
Szuro

b K

mator =] Diff.
erosito

_Polarizator
~ Interferencia szUro

Lezer
gerjeszté
feny

13. dbra. Az elektromos jelek tanulmdnyozdsdra szolgdlé mérdrendszer vdzlata

Merd feny

szerb6l azonos nagysagud és alaku orientalasbdl szarmazo jelet kapott, amelyre
a kimeneten nem adott jelet. Az R, ellenallason a lézer impulzus hatasara is
jelent meg jel, ezt az er6sité természetesen erdsitette, és az a felilvagé szilirdn
keresztiil bejutott a tranziens rekorderbe. Az egész rendszer idé felbontasa
1,5—2 us volt (a feliilvagé sziiré hatarfrekvenciaja 0,5 Mc). A hatarfrekvenciat
csokkentettiik, amikor hosszabb idéallandékat mértiink.

A mérdrendszerhez egy fénymér§ ut is tartozott, amely kettds célt szol-
galt: egyrészt ellendriztiik a linearis dikroizmus méréssel az orientacié bekovet-
keztét, masrészt a fotociklust kovettiik kiilonb6z§ hullimhosszi fénnyalabbal
végezve méréseket. A fénymérs fotomultiplier jele a differencialis erdsité utan
csatlakozott a rendszerbe. ‘
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A 14. abran bemutatjuk az orientalt membranrendszeren mért elektro-
mos jeleket, amelyeket a lézer impulzus gerjesztett. A jeleket t — 2,5 s és
t = 3,3 s idGben, tehat elektromos tér jelenlétében és anélkiil is mértiik. Lat-
haté, hogy a két gyors komponens praktikusan azonos, mig a lassi komponens-
ben kiilonbség van, amelyet a b abran a szaggatott gérbe mutat. Elektromos

20, o joms,

a b
1.
=
" &
E -
o
wn
ks
c d
1L
1L
. £
= b2
o
w

U

14. abra. Az elektromos jelek iddfiiggése: (a, b) t = 2.5 s (tér és orientdcié van) esetén mért

jelek: (c, d) t = 3.3 s (tér nincs, orientdcié van). (b) dbrdan a szaggatott vonal a (b) és (d)

gorbe kiilonbsége (az utébbit az I komponensre normadltuk). A bibormembrdnok vizes szusz-

penziéban voltak, A = 1.8, T = 20 °C, orientdlé fesziiltség 8.5 V. Az elektréddk kozti tavolsag
D =0.8 cm

tér nélkil nyilvanvaléan van még orientacié, amely csak bizonyos id§ alatt
relaxal. Ennek pontosabb tanulményozasa érdekében mértiik az orientéaciéval
aranyos linearis dikroizmus jel id6 fiiggését (15. abra folyamatos vonal) és
erre normaltuk a kiilonb6z6 id6kben kapott elektromos jelek amplitddéit (I,
II, III). (A mérésekben nagyobb bibormembran részecskék voltak, ezért
nagyobb a relaxacié idéallandéja). Lathat6, hogy az I. és II. komponens
kizarélag az orientalastol figg, a III. komponensben van elektromos tértdl
fiigg6 rész is.

Az elektromos tértdl fiiggd részt konnyen megérthetjiik. A jelet a proton-
pumpalas hatasara tranziensen felszabadulé protonok okozzik. A membran
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egyik oldalan kilépd protonok megnévelik az oldatban a vezetdképességet
annyi idére, amig a masik oldalrél be nem 1ép egy masik proton a kilépett
helyére. A gorbe (14b abra, szaggatott gorbe) alatti teriilet 2,56 - 10-4Vs.
Ennek értékelésére késdbb tériink vissza.

Az elektromos jel orientécié és tér fiiggésének megallapitasa utian ugyan-
azon a mintdn parallel mértiik az elektromos jelet és a fényabszorpcios
jeleket kiilonb6z6 hullaimhosszokon azzal a céllal, hogy az elektromos jele-

f
10F .~ o o:1 komponens
oIl komponens
x :11I komponens
X
0.5F
X
0 1 2 3 4 5 6 7 1

15. abra. Az elektromos jel komponensei amplitidéjanak korreldciéja az orientdciéval. Az
orientdcié fokit 4 = 570 nm-es polarizalt fénnyel mértiik, ezt jelzi a kihtzott gorbe. Az
adatokat a nyillal jelzett pontban normaéltuk

ket a BR fotociklusanak a lépéseihez hozzarendeljiik. Az eredményeket
a 16. abran gytjtottik ossze. A hozzarendelést a jelek kvantitativ leirasaval
kezdjiik.

Az 1. komponens exponencialisan es§ negativ jel 7, ~ 4 us idéallandé-
ban. Ugyanezt az iddallandét lehet megfigyelni az Ay, és A,,s fényabszorpciés
jelben. A;, mutatja a K-forma azonnali megjelenését és bomlasat 7, idé-
allandéval az L-formaba (K — L atmenet). A, . megjelenése 7, idével késik.

A II. komponens pozitiv jel; 7, ~~ 80 us idéallandéval. Ez az L —~ M at-
menet idéallandéja is, amelyet az A;,, gorbén mint az Ly, forma eltiinését és az
A, s-as gorbén mint az M,, forma megjelenését lehet megfigyelni. A 16a abra
a gyors kétfazisi jel felbontasat mutatja. Ezek szerint a pozitiv jel tartalmaz
7, id6alland6ji emelkedd szakaszt, amely a sziilg-leAny bomlas osszefiiggéseit
jelzi.

A TIII. hosszi életii komponens (amelyhez hasonlét elgttiink senki sem
észlelt) viszonylag komplex jel. Ha a tranziens vezetSképesség novekedés
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16. abra. Az elektromos jelek és a fényabszorpciés jelek (kiilonb6zé hullimhosszokon) ossze-

hasonlitdsa. (a—c) kiilonb6z6 idéfelbontassal mért jelek. Az elektromos jeleket t = 3.3s

idében mértiik. Az (a) és (c) oszlopban taldlhaté szaggatott vonalak az elektromos jelek

dekompoziciéjat jelzik. Bibormembrianok H,0 szuszpenziéja, A = 1.8, T = 20 °C, orientalé

fesziiltség 8.5 V. Az abszorpciés jeleknél a lépték minden esetben AI/I = 0.1 értéket jelez.
Pozitiv jel esetén AI < O

okozta jeltdl eltekintiink, akkor a visszamaradé jel (16¢ abra) egy exponen-
cialisan esd pozitiv jel (73 =~ 8 ms) és egy sziil-leany jel szuperpozicidja. Az
M — O atmenet idéallandéja az A, 3 gorbén 7, o~ 8 ms. A sziils-leany jel az
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O — BR itmenet idémenetével egyezik, amelyet az Ag; gorbe mutat. Az
O-— BR atmenet idéallandéja 7, ~~ 2 ms.

1. tablazat

A fotociklus egymast kivets dtmeneteihez térsulé elektromos és abszorpeiés
jelek idGallandéi. Az adatok H,0 szuszpenziéra és D,0 szuszpenziéra
(zaréjelben) vonatkoznak

. Atmenet K-~L L-M M- 0 0 - BR
Jel \ T 7, T3 7
tipus \ \ (us) (15) E (ms) (ms)
\
Elektromos 4,4 81 8.0 2.5
(6.2) (452) (22.0) (1.0)
Ay 81 7.9
(429) 200)
Agse 49 91 85 |
G.1) (445) 20.0)
Agss 92 | 22
QLo | (1)
i

A 7, — 1, id&4allandékat meghataroztuk a gorbékbdl és az 1. tablazatban
osszegytjtottiik. A szamitasokban a szokasos sziilG-unoka ... egyenleteket
hasznaltuk, amelyeket a radiéaktiv bomléassorozatokbdl ismeriink (ezek az tin.
Buteman-egyenletek [10]). Figyelembe vettiik, hogy a komponenseknek a
sorozatban kiillonb6z4§ elGjelik és amplitidéjuk lehet.

Az elektromos és abszorpcids jeleket megmeértiik és analizaltuk abban az
esetben, amikor a bibormembranokat a szokasos H,0-oldathél centrifugalassal
lecsapattuk és aztan D,0-ban szuszpenzaltuk. Ismeretes, hogy ilyenkor bizo-
nyos lazabban ko6tott hidrogénatomok deutériumra cserélédnek a fehérjékben,
amelynek hatasara a fehérjék idGallandéi megvaltoznak. A H—D kicserélgdé-
séhez id§ kell, ezért megvizsgaltuk, hogy a D,0O-ban valé szuszpendalas utan
mily mértékben valtozik az elektromos jel. A 3 perc — 5 éra intervallumban
nem tapasztaltunk valtozast a jelek amplitidéjaban. Az idéallandékat (7, —
— 7,) szintén az 1. tablazatban gyftjtottik ossze (zargjelben).

Az abszorpeiés és elektromos jelek id6allandéinak kvalitativ (16. abra)
és kvantitativ (1. tablazat) egyezése alapjan allitjuk, hogy az elektromos jelek
megfelel6 komponensei a fotociklusban ismeretes K — L, L~ M, M -~ O és
O —> BR atmenetek elektromos megfeleléi. Ez a megfeleltetés talalhaté az 1.
tablazatban.

A bakteriorodopszin fotociklusa 7,2~ 15 ps élettartami nagyon gyors
atmenettel (BR — K) indul; ennek az dtmenetnek, tovabba a kérdéses M — N
atmenetnek az elektromos analég jelét nem latjuk az elektromos jelben.
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6. Az elektromos jel értelmezése: protonok elmozdulasa

A 3. részben Kkifejtettek szerint a fotonok hatasara pretonok haladnak
at a membran belsé oldalarél a kiilsé oldalra a bakteriorodopszin molekulan
keresztiil. A Lézer— Raman vizsgalatok alapjan ismeretes, hogy a Schiff-bazis
a BR allapotba protonalt és az M allapotba deprotonalt. Elfogadhatjuk tehat,
hogy a Schiff-bazison 1év6 proton indul el kifelé és ide jon belilrdl egy masik
proton. HEss és KuscumiTz [16], valamint sajat eddig nem publikalt vizsgala-
taink szerint ismeretes, hogy tirozin és triptofan oldallancok abszorpciéja meg-
valtozik a BR fotociklusa alatt, azzal idGben korrelalva. A tirozin abszorpcids
jelrél biztonsaggal allithat6, hogy a) egy tirozin molekularél hidnyzé egyetlen
protonnak felel meg és b) felfutdsa a K — L id6allandénak, lecsengése az
M - O — BR idéallandonak felel meg. A triptofan jel értelmezése nem ily-
mértékben tiszta, de nincs ellentmondéasban azzal, hogy egy proton triptofan-
hoz valé kotddésének felel meg. Id6allandé felfutasa az L — M atmenetnek,
lecsengése M —» O atmenetnek felel meg.

A D,O-oldatban szuszpendalt bibormembranok esetében az egyes idG-
allandék 1,5—5-sz6r novekedtek meg a H,O szuszpenzié esetén mért megfeleld
id6allandéhoz képest. Ez azt mutatja, hogy a protonok, illetve deuteronok
nem szabadon mozognak a BR-ben, hanem kiilonb6z6 kotott allapotok igény-
bevételével, amelyeknek id6allandéi a H—D kicserélddés kovetkeztében kiilon-
bo6z6képpen valtoztak meg. Egyszeri szabad mozgas esetén H+—D+* csere

m
ng o 1,4-szeres faktort eredményezett volna.
m;

A protonok athaladasat, a protonpumpat ezek szerint gy értelmezhet-
jiik, hogy a protonok a Schiff-béazisrél termikusan indukalt atmenetekben jut-
nak egyik helyrél a masikra, végil kilépnek és a masik oldalrél ugyanilyen
atmenettel all helyre az alapallapot. Ezt a képet tovabb élesiti és bizonyos
vonatkozasban kvantitativva teszi az elektromos jel értelmezése.

Az elektromos jel oka az, hogy toltések mozdulnak el a két elektréda
kozott és abban aramot indukéalnak. A Ramo— Shockley-tétel szerint [33]

s
e s (9)

ahol Q a toltés, v a mozgas sebessége és D az elektrédak egymastol valé tavol-

saga. A v sebességnek nincs értelme kvantum atmenetekben, ezért csak az
indukalt toltést hatarozhatjuk meg. A (9) egyenletet integralva

o B [
Qina = Df dt= T (10)
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ahol d a t6ltés elmozdulasa a kvantumatmenetben. Q, , tolti a kor C kapacitasat
amely az RC id6éalland6n keresztiil siil ki (R a méré ellenallas, lasd. 13. abra).
Az egyszeriiség kedvéért vegyiik az elektromos jel elsé komponensét, amely
egy 7 idgallandéji exponencialis fiiggvény. Az indukalt téltések iddbeli siri-
sége

o(t) = k e (11)
ahol k = % Ha N toltés elmozdulasabél kapjuk a jelet, akkor az R méréellen-

allason

o bk . -t
Vi) 11%@1‘ J ke RC ar’ — NinckR (e-kt— e RCJ. (12)

0

1
Ha RC > k, vagyis RC< 7

i o FE (13)

és a kiillonb6z6 komponensekre felirva

Vi(t) = Eg—R dikept (koo v 5 s 1) (14)

ahol f(k,, . ..., ki, t) az i-edik komponensre vonatkozé Buteman-fiiggvény.

Méréseinkben az

>k kovetelmény az elsé komponens kivételével messze-

menden teljesiil, minthogy RC ~~ 2 us. Az elsé komponensnél 7, = 3.7 us
kovetkeztében a (14) egyenlet helyett a (12) egyenletet kell hasznalni.

A (14) egyenletbdl latszik, hogy Vi(t) mért értékébél R, D, k; és IN ismere-
tében d; értékek meghatarozhaték, tehat meghatarozhaté, hogy egyes kvan-
tum ugrasokban mekkora a protonok elmozdulasa. Ebben a célkitiizésben a
legproblematikusabb N-nek, a ciklusban résztvevé molekulik szamanak a
meghatarozasa.

A szokasos modszer a molekularis extinkciés egyiitthatékon alapul. Az
M,,, forma maximalis koncentraciéjat tekintik a ciklusban résztvevé moleku-
lak koncentraciéjanak [26]. Ha a BR molekulak koncentraciéja alapallapot-
ban ¢, a ciklusban nc, a rétegvastagsag x, akkor irhatjuk

Il = Io 10—°BBCx (15)
=1, 10 —[eBr(1—n)—eyn]ex (16)
ahonnan
Iz e Il — ﬂ — 10—(em—eBr)ncx __ 1. (17)
I, I
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2. tablazat

A protonok elmozduldsa a BR fotociklusénak
kiilonbozg 1épéseiben

d; dy/2

Atmenet (mi)) (nil/n)
K - L —0,3 —0,15
L - M +1,0 +0,5
0O — BR +3,0 +1,5

Az alapallapotban a BR molekulak extinkciés koefficiense 1 —= 408 nm-
nél egg = 1,5 - 10* 1 mol~! em~1, az M allapotban 4 10% Imol~!em—1 [26],
x = 0,1 mm. AI/T a 16¢c. abrarél leolvashatéan —329,. (17)-bél n = 0,25,
¢ = 2,9%x10-* mol/l (kiilon meghatarozasbél), tehat a ciklusban résztvevd
molekuldk szaima N =n-¢ -V - A = 7x10' (ahol V = 0,4%0,4x0,1 cm3
0,4 = 1,6 - 10~ 1 besugarzott térfogat és A — 6x 10> az Avogadro szam).
Ezt az N értéket hasznalva a (14) egyenletbdl meghatarozhaté d; értékeket a
2. tablazatban gyfjtottik Ossze. Az elmozdulasok o6sszege Xd; = 10,5 nm,
amely a membran vastagsaganak a kétszerese. Onmagiban megleps eredmény,
hogy ilyen j6 nagysagrendi egyezést sikeriilt kapni a toltések elmozdulasakor
indukalédé aramok analiziséb6l. Ha elfogadjuk, hogy egyes szerzik szerint
minden fotociklusban 2 proton halad at a membranon [30], akkor d;/2 érté-
keket vehetjiik a proton elmozduldsinak egy-egy atmenetben (2. tablazat).
Eszerint a K — L atmenetbhen a protonok visszafele ugranak d, = 0,15 nm-t,
a tobbi dtmenetben elére mozognak. A protonok a Schiff-bazisrél elére halad-
nak az > M — O atmenetekben, az 6sszelmozdulas 3, 6nm, ekkor mar kijutnak
a feliiletre, az O — BR atmenetben (1,5 nm elmozdulas) a masik oldalrél
belépve ismét eljutnak a Schiff-bazishoz. Az elektromos jel adatai 6sszhang-
ban vannak azzal a szerkezeti adatokbél nyert megallapitassal [31], amely
szerint a Schiff-bazis a belsé oldalon kb. 1/3 tavolsagban helyezkedik el.

Az athaladé protonok szamat mas médszerrel is meghatarozhatjuk. A
tranziens vezetGképesség valtozashél szarmazé jel (16b. abra) nyilvanvaléan
fiigg az oldatba keriilt protonok szamatél.

' Az 5. részben meghataroztuk, hogy a vezetGképesség-jel 2,56 x10—* Vs,
Ezt R = 10° 2 munkaellenallason kaptuk, tehat az athaladt toltés Qp, =
2,56 <104

= R As = 2,56 x10-? As. Az athaladé toltés mennyiségét meg-

kapjuk, ha megnézziik, hogy a megvilagitas hatasara a megfelel§ térfogatban
mennyi aram folyik az alatt, mig a protonok szabadon vannak. Ehhez meg kell
hatarozni egy proton fajlagos ellenallasat. (pH = 7-nél, szobahémérsékleten
a viz fajlagos ellenallasa 5,2 < 10® Qcm. Egy protonra vonatkozik ebbdl R, =

8 MTA Biol. Osst. Kozl 23 (1980)
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= 3,26 102 Qcm. (pH = 7-nél a protonok szama 6x 10'® cm—?). Konnyd
belatni, hogy
Void'q-7
—N. o' g . 18
Q=N Y 9
ahol V 4 a megvilagitott részre es6 fesziiltségesés, | az aramvezetd hossza, q
feliilete, 7 a protonok oldatban tartézkodasanak étlagideje (az O allapot élet-

tartama). Esetiinkben q = Ix, tehat —= x = 0,1 em, 7, = 2,2 ms, és Vgq o<
o~ 3 V. (A méréskor a fesziiltség 8,5 V, az oldatra esett o~ 6 V, és a lézerrel

megvilagitott feliiletre :

X6 = 3 V. Az elektrédak tavolsiga a 0,8 cm, a meg-

L

vilagitott feliilet szélessége 0,4 cm). Ezekkel a szamadatokkal a (18) 8ssze-
fiiggésbdl N, = 1,3 X 10%, j6 kozelitéssel kétszerese az N — 7 x 104 értéknek,
amelyet abszorpciés mérésekbdl kaptunk.

A szamitas eredménye azt mutatja, hogy valéban annyi proton halad at
a membranon, amennyi a (14) egyenletekbe helyettesitve a helyes membran
vastagsagot adja. Felmeriil a kérdés most mar, hogy valéban 2 proton megy-e
egy ciklusban, vagy a ciklusok ardnya nem n = 0,25, hanem n = 0,5. Véle-
ményiink az utébbi érték felé hajlik, mert egyszeriibb megérteni az egy proton
— egy ciklus aranyt. Ez azonban azt jelenti, hogy &y irodalmi értéke nem
helyes. A kérdés eldontésére széles korii vizsgalatokat kezdtiink.

Nagyon fontos megjegyezniink az elektromos jel jellegzetességére vonat-
kozéan azt, hogy a protonok az atpumpalés utéan kikeriilve az oldatba a memb-
ran koril diffundalva nagyon gyorsan ekvilibralédnak. Wirr vizsgalatai
szerint [39] ez az id§ a bibormembranokhoz hasonlé méretdi tilakoidoknal (1.
2a rész) o~ 10 us. Esetiinkben is ilyen nagysagrendben kell varnunk a proton-

pumpa hatdsara kialakul6 koncentraciékiilonbség — ami equivalens lenne
elektromos potencialkiillonbség létezésével — eltlinését. Felmeriill a kérdés,

hogy a membranok megkeriilésével -~ us alatt visszafolyé toltés miért nem
jelentkezik elektromos jelként. A magyarazat az, hogy a protonok elmozdu-
lasa a fehérjében kvantumugras, rendkiviil rovid impulzusok téltik a C kon-
denzatort (12. egyenlet), mig a lassi toltésmozgas nem tudja feltolteni a RC
kort.

Az ekvilibralas nem érinti a lassi idejii elektromos jeleket, mert a proto-
nok a fehérjén beliil, a kiilsé ionoktal elszigetelt allapotban mozognak.

7. Kék hatas, a protonok visszavétele

Tovabbi fontos informéaciékat nyerhetiink az elektromos jelekkel kap-
csolatban az un. kék hatéas vizsgalata soran. A kék hatas abban all, hogy a BR
molekuladkat az M,;, formaban 1 ~~ 410 nm hullamhosszu ,.kék” fénnyel be-
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sugarozva a protonpumpa ledll, a molekula a protonokat visszaveszi [21] és
nagyon rovid idé alatt helyreall az alapallapot [6, 20].

A kék hatas elektromos jelét a 1 = 580 nm hullamhosszi elsé 1ézer
impulzus utan tetszés szerinti idében adhaté kék flash felvillantasaval tanul-
ményoztuk (természetesen a bibormembranokat elézéleg orientaltuk). A flash
id6tartama 2pus, a fényhullimhossz 1 = 400 nm AL = 20 nm savszélességgel
és energiaja 2 mJ volt. A 17. abran latjuk az egymasutan (600 us) alkalmazott

z6ld feny kek feny
}

50 f\\

25mV

250us
| e e |

17. abra. Elektromos jel orientdlt bibormembrénok esetén egymadst kovetd zold és kék gerjesz-
téskor. H,0 szuszpenzié, A = 1.8, T = 20 °C. Orientalé fesziiltség 10 V. Az elektréddk tavol-
sdga D = 0.8 cm

z6ld és kék fény jelét. A kék flash altal keltett jel jellemzdi erdsen kiillonboznek
a zold jeltl. A nagy negativ jel id6allandéja nagyobb, mint a zold jelé, a pozi-
tiv rész amplitidéja joval kisebb.

A kék fény nemcsak az M,,, format gerjeszti, hanem a BR;, -et is, mint-
hogy az alapallapotban a molekula kékben is abszorbeal. Ezért a masodik jel
a kék fény kék (M,,,) és zold (BR;,,) hatasanak az 6sszege. A kék hatas jelét
a 18. abran jelzett médon kaptuk. A 410 nm-es fény zoldhatasat kifejezd
mérési adatokat (18b. dbra) levonjuk a 18a. abran levé osszetett gorbébél, a
kapott eredmény (18c. dbra) némi hibaval (~~ 59%,) a kék hatdsnak megfelels
elektromos jel.
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Szobahémérsékleten a kiilonbség jel egyetlen exponenciilisan esé nega-
tiv gorbe, amelynek az id6allandéja 7,, = 10 ps. Kis hémérsékleten (5—10 °C)
egy pozitiv elgjelii gyors komponens is megjelent (19. abra). A jel élettartama
7,, =~ 2 us, a berendezés felbontasanak a hatara. Ezért a jelet vizualis médszer-
rel rajzoltuk az 4brara, és allitdsunk csak annyi, hogy létezik. Regisztralni
10 °C-nal magasabb hémérsékleten nem sikeriilt, mert 7,, a hémérséklettel
ergsen csokken.

20mvV

20us

18. dbra. A kék flash-okozta jel felbontdsa: a) A jel abban az esetben, amikor a kék flash
a z6ld flash utdn érkezik At = 600 us idGvel, b) a jel csak kék flash esetében, c) az (a) és (b)
jelek kiilonbsége. Ez a tiszta M, jel

A 20. abran az M,,, allapot optikai médszerrel megfigyelt bomlasi gorbéje
és a kék fény hatasara kapott elektromos valaszjel amplitidéja kozti korre-
laciét mutatjuk be. Ez a korrelacié bizonyitja, hogy az elektromos jel (a kivo-
nas utan) az M,,, forma gerjesztésének tulajdonithatd.

A H—D kicserélédési effektust is megmértiik és azt kaptuk, hogy a 7,.
id6éallandé 1,8-szor novekszik.

MTA Biol. Oszt. Kozl. 23 (1980)



MEMBRANHOZ KOTOTT FEHERJEK MUKODESE 373

Az a tény, hogy a jel két komponenst tartalmaz, arra utal, hogy a fény
indukalt M,,, — BR;;, 4tmenet, vagyis a BR;;, alapallapot helyreallasa az M,,,
elektronikus gerjesztése utan legalabb 2 termikusan gerjesztett folyamatban
torténik. Az elsé folyamat, amelynek az elektromos jele pozitiv, és élettartama

L
1

1

1

1
sz
1
v

19. dbra. A kék fény okozta elektromos jel (ldsd 18c dbra) T = 5 °C hémérsékleten. Két ex-
ponencialis komponens kiilonboztethetd meg, a szaggatott vonal a jel felbontdsa két kompo-

nensre
1 -

- .0 ‘

©

o
-9

I

>

o

o

= 0.5

]

2

ol
0 10 20 30 40
t (ms)
20. abra. Az M,,, dllapot bomldsdnak (fényabszorpciés jel) és az elektromos jel amplitidéjanak
korreldciéja
———: a fényabszorpcié id6beli valtozdsa A = 400 nm-nél;
@ : az elektromos jel amplitidéja kiilonb6z6 késleltetési idGknél.

A jeleket a nyillal jelzett pontndl normiltuk

(7,.) nagyon rovid, szobahémérsékleten valészintileg megfelel a KALISKY et al.
altal spektroszképiai titon észlelt gyors atmenetnek [20]. Ebben a munkaban
tovabbi atmeneteket nem talaltak. L1TvIN és BALASHOV azonban megfigyeltek
két tovabbi kézbensd format is, spektroszképiai tton [25]. A két forma ab-
szorpciés maximuma 565 és 585 nm-nél az alapforma abszorpciés maximuma-
hoz (570 nm) nagyon kozel van, tehat nehéz felismerni.

Ezek szerint az M,,, -~ BR;;, atalakulas a kovetkezé atmenetek soran
valésul meg M,;, - Px — Py — Py — BRy;,, ahol M,;, —~ Py éatmenet a
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nagyon gyors, foton gerjesztett elektronikus dtmenet (ennek elektromos ana-
l6gjat nem latjuk hasonléan a BR;,;, — Ky, dtmenethez), a P, —~ Py, — at-
meneteknek felel meg a 7,, idéalland6ji pozitiv elektromos jel, 7,, élettartamd
elektromos jel a két kovetkezé atmenet valamelyikének felel meg, valésziniileg
a Py — Py, atmenetnek. A kovetkezd atmenethez nem tarsul elektromos jel.

Az elektromos jeleket a (14) egyenlet alapjan értékeltiik ki, hogy a pro-
tonok elmozdulasat (d;) megkapjuk. Fiiggetleniil elvégzett abszorpciés méré-
sekb8l megallapitottuk, hogy a kék flash hatasara az M,, allapotban lévd
molekuldk 33 (+2)%-a jutott vissza a BR;,, allapotba, a tébbi a szokasos
M — O — BRiton. Ezzel d;, ~ +0,03 nm d,, = 0,35 nm. Az értékek abszolit
hibaja kb. 309, amivel N értékének meghatirozasa pontatlan). d,, relativ
hibaja a zold fény esetére meghatarozott d, és d, értékekhez (2. tablazat)
2 5%,. d;, értéke azonban csak durva becslésnek tekinthetd, mert 7, az idé
felbontasunk hataran volt.

Az eredmények értelmezése nyilvanvalé: a molekula az M,;, formahdl a
kék fény hatasara gyorsan visszajut a BRj;, alapéllapotba, amely azt jelenti,
hogy az M,,, formaba eljutésig a protonok d, 4 d, = 0,35 nm-re jutottak a
Schiff-bazishél és onnan d,, + dy, =~ —0,32 nm-t léptek vissza. Tehat nagyon
jo kozelitésben d, + d, + d,;, + d,, =~ 0.

8. Kovetkeztetések

Kiindulé problémank volt az élgvilag energia atalakitasi folyamataiban
altalanosan résztvevé protonpumpa mechanizmusanak megértése. Ugy véljik,
hogy a fenti vizsgélatokkal, amelyek a bakteriorodopszin molekulaban mikodé
fény hajtott protonpumpa miikédésére vonatkoznak, a probléma megoldasa-
hoz hozzajarulunk. Megallapitottuk, hogy a Schiff-bazisrél elindulé protonok
a fény hatasara perturbalt molekula sajat — kvantumaéllapotokon at térténd
— mozgésa soran meghatarozott lépésekben jutnak ki a membran kiilsé feli-
letére és lépnek be a Schiff-bazisra. A megallapitast a keletkezd elektromos jel
analizise alapjan tettiilk. A protonok athaladdsanak mélyebb részleteit —
milyen oldallancok kozvetitésével, milyen energidk felhasznalasaval, a fehérje
milyen bels§ szerkezeti mozgasai révén alakulnak ki a 1épések sth. — tovabbi
széles korii vizsgalatokkal lehet felderiteni. A kutatémunka végeredménye egy
olyan BR molekula modell lehet, amely a szerkezet alapjan magyarazza meg
a protonpumpa mikodését.

Az elektromos jel sajatsagainak megértése vezetett a (14) egyenlethez,
amely kvantitativ médon irja le a fehérjén beliil, a fehérje altal védett kor-
nyezetben elmozdulé toltés altal egy kiilsé korben indukalt dramok idé figgé-
sét. Lattuk, hogy ebbdl fontos adatokat kaphattunk a molekulan beliili toltés
elmozdulasok nagysagarél. Ugy véljiik, hogy ilyen elektromos jelek mas esetek-
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ben is fellépnek — amikor valamilyen ionpumpa (Na, K, Ca, . ..) miikédik,
vagy a fehérje miikodése kozben a fehérjén beliil toltott csoportok mozognak.
Ezért érdemesnek tartjuk, hogy a fehérjék miikodése kozben fellépé elektro-
mos jelet elnevezziik: PERS (protein electric response signal).

Nagy valészintiséggel allithatjuk, hogy a bakteriorodopszin rokon mole-
kuldjaban, a latasért felels rodopszinban azonos jelenségek jatszédnak le fény
hatasara. Ismeretes, hogy retinogrammokban, rod outer segmenteken és bizo-
nyos rodopszint tartalmazé modell rendszerekben [5, 18, 36, 2] a flash gerjesz-
tés utan azonnal megjelend két fazisi elektromos jelet lehet észlelni. A jelet
korai receptor potencialnak nevezik (ERP, early receptor potential). A jelek
alakra megegyeznek a bakteriorodopszin PERS 1. és II. komponensével (14.
abra). CoNE kimutatta azt is [5], hogy a meta II. rodopszin format (amely a
bakteriorodopszin M,,, formdjanak a megfelelGje) megvilagitva nagy ellen-
kezd elGjeli ERP jelenik meg (itt is két komponens talalhaté). A két kompo-
nens pH és hGmérséklet fiiggvényében kiilonb6z8képpen valtozik, pl. az ERP
masodik komponense a csokkend hémérséklet hatasara eltinik.

Minthogy a [2] dolgozatban kozolt eredmények szerint rodopszint és
bakteriorodopszint tartalmazé membranrendszerekben fény hatasara hasonlé
médon, hasonlé el§jelii membran potencial keletkezik, nyilvanvalénak latszik,
hogy mindkét esetben fény hajtotta protonpumpa dolgozik.

Nagyon valosziniinek tartjuk a fentiek alapjan, hogy az ERP nem mas
mint a rodopszin molekula PERS jelének elsé két komponense. Kvantitativ
értékelésre ebben az esetben is a (14) egyenletet keil hasznilni. Minden tovabbi
nélkiil megérthetjiik az ERP masodik komponensének az eltiinését: pH val-
tozasra és hdmérséklet csokkenésre a komponens élettartama (7,) né, a rate
konstans k, csokken, ezért az amplitiidé is csokken és beleolvad a zajba.

A 2c. részben mondottuk, hogy a BR molekula tekinthet8 az élgvilag
legegyszeriibb protonpumpajanak. Tovabbi munkaval, a jelen mérésben hasz-
nalt djszerll kisérleti médszerek tovabbfejlesztésével elérhet, hogy PERS
jeleket mérhessiink tilakoid és mitokondrium membranok esetében is.

A PERS az eddigi vizsgalatok alapjan a fehérje miikodésének jelzbje
amelynek a megfigyelésébdl értékes informaciokat nyerhetiink a belsé torté-
nésekr6l. A PERS jel esetleges élettani jelent&ségérsl tovabbi vizsgalatok
alapjan lehet meggy6zddni. Ezt a kérdést Hone is targyalja az ERP-jellel kap-
csolatban [18].

A neuronalis membranokon a Na és K csatorna nyilasaval korrelaltan
tin. kapu dramot (gating current) figyeltek meg [14], amelyet igy értelmeznek,
hogy dipélok'mozdulnak el, és ezek kapacitiv aramot keltenek. Nagy valészinii-
séggel allithatjuk, hogy a gating current is a PERS egyik megnyilvanulasa.

Ezt tigy értelmezhetjiik, hogy a gerjeszté aram a membranon nagy elek-
tromos teret hoz létre, amely a 4. részben leirt médon a fehérjék elektromos
dipéllal rendelkezé részeit, vagy az egész fehérjét mozgasra kényszeriti. Ennek
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kovetkeztében csatornak nyilhatnak, zarulhatnak stb. A tolt6tt részek moz-
gasa PERS tipusd jelet indukal.

A dolgozatban leirtunk egy ijszerii kisérleti mddszert. Ez abban all,
hogy membran darabokat elektromos térrel bizonyos id8re orientdltunk és az
orientalt mintdkon végeziink tovéabbi kisérleteket. A médszer fontos jellem-
z8je az, hogy a membranok minden tovabbi kezelés (liposzéma épités, modell
membranhoz valé ragasztas stb.) nélkiil allanak a kisérletezd rendelkezésére.
Kiegészit6 mérésekkel meglehet gy6z6dni a membranok mennyiségérél, méret-
elosztasarol (pl. fényszorassal) orientaltsagi fokardl. Varhaté tehat, hogy a
kiilonb6z6 jellegli mérések kvantitativva teheték. Ugy véljik, hogy a médszer
jol alkalmazhaté membranhoz kitott fehérjék mikodésének és bizonyos esetek-
ben szerkezetének a tanulméanyozasara.

9. Készonetnyilvanitasok

A dolgozatban leirt munkak bizonyos fazisaiban kézvetlenil részt vettek
Ormos Pal és Dancshazy Zsolt; segitséget nydjtottak az elektronika terén Téth
Ferenc (KFKI) és Gargyan Jézsef, a szamitasokban Fajszi Csaba és Pésfai
Jéanos. Valamennyiiiknek koszonetet mondok. A munkakat részben tamogatta
az Orszagos Miiszaki Fejlesztési Bizottsag.
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