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1 BEVEZETES

1791-ben Luigi Galvani beszamolt egy fontos
észlelésr6l: a békacomb megrandul, ha rézhoroggal
vaskeritésre akasztva az hozzaér a keritéshez. A
jelenségrél G atvani a kovetkezdket irta: ,,Az elekt-
romossag magaban az allatban székel, egy sejtés,
amelyet az a megfigyelés is meger@sitett, hogy
egyfajta szubtilis ideg fluidum (hasonlé a leideni
palack elektromos fluiduméhoz) kéti 6ssze az ideget
az izommal, amikor az 6sszeh(zddasok létrejonnek”
[1]. A megallapitas igaz ma is, csak ajelenségekrdl
sokkal tobbet tudunk. Egy mai gimnazista elmond-
ja, hogy két kilonb6zd fém és a békacomb mint
elektrolit az érintkezés idején aramforrast alkot. (Ezt
mar Volta is igy tudta, aki megépitette a galvanele-
met.) Az aramldket ingert jelent, az izom ennek
hatdsara randul d&ssze. Az izom sejtjeinek a
membréanjan elektromos potencial mérhetd, ez
valtozik meg az elektromos inger hatasara, amely-
nek kovetkezménye az izomrostok 6sszehizddasa.
Azt is tudjak, hogy az izmot az €l6 testben idegeken
érkez6 elektromos impulzusok ingeriik. Az idegsej-
tek és izomsejtek membranjan egyarant elektromos
potencidl mérhet6. Az idegeken érkezd val-
tozas, az akciés potencial specialis késziiléken, a
szinapszison &t jut az izom membrénjara. A szinap-
szison kémiai anyag megy az izom membranjara és
ott megvaltoztatja a membranpotenciait.

Az egyetemi hallgat6 tudja, hogy a membranpo-
tenciait f6leg Na +- és K +-ionok sejten belili és a
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kiils6 folyadékban vald egyenl6tlen eloszlas okozza.
A koncentraciokiilonbséget a sejtek energiafel-
hasznalas révén hozzak létre. A membranpotenciai
megvaltozasa, az akcids potencial sordn Na +-ionok
aramolnak be a sejtbe, és K+-ionok lépnek ki a
sejtekb6l. Az eredeti koncentracideloszlas azonban
révidesen helyreall.

A frissen végz6 biologus hallgatdk mar azt is
megtanuljak, hogy a membranpotenciainak nem-
csak az idegi-izommozgasi jelenségekben van szere-
pe, hanem a sejtek energiahaztartasaban is. A
fényenergia és a taplalék energidja két f6 Iépésben
alakul &t kémiai energiavd. Az elsG lépésben az
energia membranpotenciai és pH gradiens formaja-
ban jelenik meg a megfelel6 atalakitd egységekben
(kloroplasztiszok, mitokondriumok sth.), amely a
masodik lépésben ATP-molekuldkat szintetizal.

Az elektromos jelenségeknek tehat dont6 sze-
repik van a sejtek miikddésében. Elektromos poten-
cidlok a membranokon jelennek meg. A membran-
potencial keltését, a valtozasokat, az ATP szintézist
a membranhoz kotott fehérjék valdsitjadk meg. Az
még nem teljes mértékben tananyag, hanem kutatés
targya, hogy a fehérjék hogyan mikoédnek, melyek a
molekularis torténések az él6lények elektromos
jelenségeinek a létrehozasaban.

A dolgozat ebben az értelemben foglalkozik a
fehérjék és elektromos jelenségek témakorével, kire-
kesztve a targyalasbdl az atomok és molekulak
alkotorészeinek dsszetartasaban mélyen rejlé elekt-
roméagneses eréket.



2. AMEMBRANPOTENCIAL KELTESE

Abiolégiai membranokon bizonyos ionok kiilon-
b6z6 mértékben hatolnak at, a membranok permea-
bilitasa ionrél ionra valtozik. Ennek kdvetkezménye
az, hogy a membranok altal elvélasztott belsd és
kiils6 térben eltéré koncentraciok lehetnek, amelyek
amelyek csak lassu diffizié révén egyenlit6dhetnek
ki. A Nernst-egyenlet adja meg az adott X ionokra,
amelyek bels6 koncentracidja [X]E és kilsé kon-
centracidja [X]k, a membranpotencidit:

ahol R a gazallando6, Ta h6mérséklet K fokban és F a
Faraday-allandé. (Az egyenletben T=293 K.)

A koncentracidkulonbséget létre kell hozni, és
fenn kell tartani az allandd veszteségek (m{kodés és
egyszer( athaladas) ellenében. A feladathoz a sejtek
energiat hasznalnak, ATP-molekuldkat, amelyek a
sejtfalba beépilt specialis enzimekkel lépnek kél-
csbnhatasha. Az ATP-»ADP + P| bomlasbol (az
ATP Un. hidroliziséb6l) szarmaz6 energia az enzim-
ek segitségével ionokat juttat 4 a membranon.
Altalanosan elfogadott kifejezés az ionpumpa, mert
energiaval kisebb koncentraciéju térrészb6l na-
1 tablazatban felsorolunk néhany jél ismert ion-
pumpat, amelyek mind az ATP energiajat felhasz-
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. Téblazat

NEHANY ISMERTEBB IONPUMPA ES JELLEMZOI,
b ES k ALSO INDEXEK BELSO, ILL. KULSO TERRESZT
JELENTENEK. AZ ATP ES ADP Mg-HEZ KOTVE
HATASOS

Elnevezés Reakcio

nalva pumpaljék az ionokat [2]. A Na+K +-ATP-
az felel6s a K +- és Na +-ionok koncentracidkiilénb-
ségének létrehozasaért. Egy ATP-molekula felbom-
lasabdl szarmazo energia ellenében 3 Na+-iont
szallit a sejtbol kifelé és 2 K +-iont hoz be. A Ca2+-
ATP-4z Ca2+-ionokat széllit a sejtb6l kifelé, a H +
+ K+-ATP-4z H+- és K+-ionokat cserél.

Az ATP-az vagy ATP-szintdz az energiaatalaki-
tasban résztvev6 protein, amely protonkoncentra-
cid-kilonbség vagy elektromos tér hatésara felsza-
badulo kiilsé protonok hatasara ATP-t szintetizal,
vagy ATP hatdsara H +-ionokat pumpal a sejtb6l
kifelé.

Jéllehet valamennyi reakcié megfordithatd, tehat
elvben joiranyd nagy Na +-, K+-, Ca2+-koncentra-
ci6-kilénbségek ATP-t szintetizalhatnak, az ATP
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szintézis szempontjabol mégis csak az ATP-az
molekuldknak van lényeges jelent6sége. Az elektro-
mos potencialkilonbséget és pH gradienst (jeldlés-
ben A'V és dpH) a fény és a taplalék energiajabol
allitjak el6 egyes enzimrendszerek.

A mitokondriumok esetében a taplalék, pl. cukor
energiajat killonb6z8 enzimek a NAD +-molekulara
atvitt H2-molekula energigjava alakitjak, majd a
bels6 membranban lokalizalt enzimek a H2 lassu
H20-va vald elégése kdzben protonokat juttatnak a
belsé térb6l a kiils6 térbe. Ez téltésathelyezést jelent,
amely feltdlti a membrant mint kondenzatort (zl V)
és létrehozza a pH-kilénbséget (dpH). A kloroplasz-
tiszokban az abszorbedlt fotonok elektronokat
inditanak el az elektrontranszport lancban, amely-
nek egyes lépéseiben protonok jutnak a belsé térbe a
kiilsg térbdl.

Az ATP szintézis altalanos sémaja tehat

taplalék
fényenergia enzimek membran

Az energiaszintézis e modelljét Mitchell javasol-
ta 1962-ben [3], amely napjainkban mar altalanosan
elfogadott [4].

A Mitchell-féle kemiozmozis elmélet fenomenold-
gikus elmélet. Nem jelent egyértelm( ismereteket a
molekularis mechanizmusok szempontjabol. Fon-
tos és sokat vitatott kérdés példaul a protonok
atjuttatasdnak modja. Mitchert altalanos elvekre
hivatkozva jésolja, hogy H-atomok mennek at a
membranon a belsé oldalon egyesiilve egy elektron-
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nal, amely a transzport lancban halad. A H-atomok
a kiils6 oldalon szétkapcsolodnak [5],

Sokasodnak azonban azok a vizsgalatok, amelyek
bizonyitjak, hogy a protonokat a transzport lanc
enzimjei pumpaljak. A legvildgosabb a bizonyitas a
mitokondrialis folyamatokban a citokrom ¢ oxidaz
[6], illetve egy eddig még nem emlitett kb. 10 éve
felfedezett egyszerl fotoszintetizald rendszer, aHa-
lobacterium halobium [7] esetében, ahol egyetlen
fehérjemolekula, a baktérium sejtfalaba épiilt bakte-
riorodopszin pumpal protont fényenergia ellenében.

Az (1) és (2) egyenlet kiillénbozik. Az (1) egyenletet
V=ApX-ként irhatjuk, ez olyan potencial, amely
akkor islétrejon, ha a membran kiils6 és belsd oldala
elektromosan semleges. AAV tag a (2) egyenletben a
kompenzalatlan toltés athelyezés eredménye.

Tekintslik at a membranba épild fehérjéket,
amelyekrdl biztosan tudjuk, hogy a sejtek elektro-
mos jelenségeiben részt vesznek. A 2. tdblazathan a
fehérjék jellegzetes funkcidja szerinti tobbé-kevéshé
onkényes csoportositasat kiséreljiik meg. Az egyik
csoport energia hatdsara membranpotenciait hoz
létre, tehat munkat végez, a masik csoport a
membréanpotenciai hatasara ATP-t szintetizal, vagy
csatornat nyit, tehat a felhalmozott energiat fo-
gyasztja.

Nagyon sok sejt membranjaban kilénbz8 iono-
kat atengedd ,,csatorndk” is vannak, amelyeket a
membréanpotenciai id6leges megvaltozasa nyit Kki.
Nyitott allapotban nagy specifitassal csak Na +-,
K +-, Ca2+-ionok hatolnak at rajtuk. Ismereteink
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2. Tablazat

A MEMBRANHOZ KOTOTT, ELEKTROMOS JELENSE-
GEKBEN SZEREPET JATSZO FEHERJEK JELLEGZETES
FUNKCIO SZERINT TORTENO CSOPORTOSITASA

Membranpotenciait  Fehérjék, amelyek a membranpotenci-

létrehoz6 fehérjék ai hatdsara munkat végeznek

lonpumpak: ATP szintetizalé fehérjék:
Na+-K +-ATP-4z, ATP-szintaz
Ca2+-ATP-az
K++H +-ATP-az Csatornak:

Na +-csatornak
Protonpumpék: K +-csatornak
Cyt C oxidaz Ca +-csatornak

Bakteriorodopszin

Z 14

szerint az elektromos tér hatasara nyilé vagy zar6do
csatornadk is membréanokba rogzitett fehérjék.

Az ,elektromos” fehérjéknek van kdzoés tulajdon-
saguk is. A fehérjék miikodésik kdzben toltéseket
mozgatnak valamilyen ellendllassal szemben, a-
melyet barrierekkel lehet leirni. A barrierek magas-
sagat a felépitett membranpotenciai valtoztatja,
hozzaad, akkor a reakcio lassabb lesz, vagy levon,

akkor a reakcio gyorsabb lesz. Egyenletben:

AHERV
k=Ae kT , (3)

ahol k a reakcio sebességallandéja (s_1), A egy
allandd, AH az aktivacios entalpia, a Ka membran-
potencial hatékony része, e a toltés, kBa Boltzman-
allando, T a hémérséklet K-fokban.
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A molekuléris torténéseket a H. halobiumban
talalt bakteriorodopszin molekulakban sikerilt leg-
jobban megérteni, ezért a kdvetkez6kben féleg a bR
molekuldkra koncentralunk.

3. ADbR FOTOCIKLUSA

A bR abszorbeal egy fotont, amelynek hatasara a
molekuldban id6ben egymas utan kilonb6z6 val-
tozasok torténnek. A valtozasokat mas-maés fizikai
maodszerrel tanulmanyozva azt tapasztaljuk, hogy
— szobah6mérsékleten — mintegy 10ms id6 telik el,
amig a molekula a kiindulé allapotba visszatér, és
ekdzben a foton energidjat arra hasznalja fel, hogy
egy, vagy tobb — vitatott — protont athelyezzen a
molekula egyik oldalar6l a masikra. A 10 ms alatti
torténések Osszessége a fotociklus. Attekintjik —
némi kritikaval — a fotociklusra vonatkozd ismere-
teinket.

3.1. A bR szerkezete

Ismeretes a bR aminosav szekvencidja [9, 10].
Eszerint 247 aminosavat tartalmaz, molekulatéme-
ge 26534. Térszerkezete csak 7 A-6s felbontasban
ismert [8], eszerint 7 helix szeli & sorban egymas
utdn a membrant. A bels6 oldalon hosszabb amino-
savlanc (17 darab) log ki (ez a fehérje karboxil vége).
A 216. aminosav lizin, ehhez kotddik a retinal-
molekula, amely a fotonokat abszorbeélja. A lizin—
retini kotés, az an. Schiff-bazis a belsé oldalhoz van
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kdzelebb, mintegy egyharmad membran vastag-
sagban. A SchifT-bazison alapallapotban egy proton
talalhatd, amely a fotociklus sordn onnan elmozdul,
a Schiff-bazis deprotonalédik, és az alapallapotba
valo visszatéréskor reprotonalodik [11],

A retindi a membran sikjaval mindegy 70°-0s
szoget zar be [12], a lanc végén levé gydrl a
membran kézepében taldlhaté [13]. AbR alapélla-
potaban a retindi all-transz és 13-cisz izomer forma-
jaban fordul el6. Akét forma s6tétben egyensulyban
van, megvilagitassal a 13-cisz-izomer all-iransz
allapotba hajthatd. A sotét format DA (dark-
adapted), az all-transz format LA (light adapted)
formanak nevezzilk. Az LA forma szobah6mérsék-
leten sotétben 30 perc életid6vel alakul vissza DA
formava [7]. Protonpumpalassal egyittjaro foto-
ciklus csak az a\\-transz bR-ban van.

3.2. A bR fotociklusanak megnyilvanulasai
a lathat6 spektrum tartomanyban

A bR-molekuldk H. halobium sejtek plazma-
membranjaban ~500 nm atmérdji szigetekbe kon-
centralodva helyezkednek el, amelyeket szeparalni
lehet és oldatban tarolhatok. A membrandarabokat
bibormembranoknak (purple membrane, pm) ne-
vezzik. A bR molekuldk a pm-ben szabalyos 6-szdg
racspontokon helyezkednek el. A pontok 6,3 nm
tavolsagban vannak egymastol, egy-egy pontban 3
bR molekula helyezkedik el szabalyos haromszdg-
ben. A pm-eken a bR-molekuldk — megfelel6

13



1. é&bra. A bR fotociklusa. K, L, M, 0 a kilénbdz8 formak,
intermedierek, amelyeket abszorpciés spektrumok maximalis
hullamhossza és élettartamuk (szobahémérsékleten) jellemez

tarolas esetén — hosszl ideig meg6rzik aktivitasu-
kat.

A bR fotociklusat tébbnyire a pm-ek vizes szusz-
penzidjaban tanulmanyozzék. A fotociklus jellem-
zésére a lathatd spektrumtartomanyban egymas
utan kilénbdz6 idéallandokkal megjelend abszorp-
ciés maximummal rendelkez6 forméakat hasznaljuk.

Az 1 éabran bemutatjuk az egyszeri{i fotociklus
modellt, amelyet mar 1975-ben javasoltak [14], és
amelynél lényegesen jobbat 1982-ben sem sikerdilt
talalni [15], A modell egyszer(, elagazas mentes, az
allapotok sorban egymas utan kovetkeznek. Min-
den egyéb elképzelést: kiilénb6z6 eljarasokat, egyen-
sulyok kialakulasat erre a modellre vonatkoztatjak.
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Amaodell Iényege: a bR alapéllapotban abszorbeal
egy fotont, amely a rendszert nagyon rovid idg alatt
a K allapotba hajtja. Innen termikus gerjesztés révén
halad a ciklus el6re, kozben a Schiff-bazis protonja
atjut a tavolabbi oldalra, majd belllrdl reprotonalé-
dik. Az 1 abra a protonemissziot az M éallapot
bomlasahoz, felvételt az O A&llapot bomlésahoz
rogziti. A kérdés vitatott, sajat vizsgalataink alapjan
részletesen targyaljuk.

Az egyszer( lineéris reakcidlancot a radioaktiv
bomléassorozatok tanulmanyozasara kidolgozott
Un. Batemann-fliggvények segitségével irhatjuk Ile.
Hai=0id6pontban N 0O molekuldbdl N, molekulat
gerjesztenek a fotonok pillanatszer(ien és ezek ku
k2,..., kj,...,kn sebességi allandokkal bomlanak
egymas utan, akkor az Z-edik allapotban a mole-
kuldk szamanak id6fliggése:

és minthogy az n-edik allapot bomlasa visszadllitja
az alapallapotot a kiindulasi allapot visszaallasanak
id6fliggése:

az (5) és (6) egyenletben
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Az egyes bR formak populacidjat szigorian véve a
fenti egyenletek irjak le. Nagyon szerencsés azonban

a bR fotociklusaban, hogy a k, allandok (k,= —,

Tj-k az 1 4bran lathaték az egyes formékra) nagyon
kilénbdznek egymastol, ezért az egyes formak popu-
laciojanak leirdsahoz tdébbnyire elegend6 az (5)
egyenlet két tagja. Ekkor az elsd forma populaciojat
adja a (4)-es egyenlet, a masodikét pedig:

N 2(t) maximummal rendelkezé gorbe,

A (8) kifejezésjol leirja a K->L atmenet soran az L
populéciot, mert a bR-»K atmenet nagyon gyors; az
L-*M atmenet utdn az M-populaciéhoz a (4)
egyenlet is megfelel, az M->0 atmenet utan az O
molekulak szamanak id6fliggésére szintén megfeleld
a (8) egyenlettel valo kozelités, mert az M-et taplald
L bomlas az M és O bomlashoz képest nagyon gyors.

Az elébbiekben feltettiik, hogy az N 00 darab bR
molekulabol a fotonok a bomlasidékhoéz képest
rovid id6 alatt gerjesztenek N, molekulat. Ehhez
lézerimpulzus vagy rovid felvillanast addé flash
lampa szilkséges. Ha folytonos fénnyel vilagitjuk
meg a bR molekuldkat, akkor maéas egyenletek
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kellenek. A gerjesztett molekuldk a fotocikluson
végighaladva Ujra alapallapotba jutnak és Ujra
gerjeszthet6k. Egyensuly alakul ki az alapallapot-
ban és a kulénbozé forméakban levé molekuldk
kozott. A differencidlegyenleteket egyszer(i megol-
dani egyetlen kozbensd allapotra (a leghosszabb
bomlési ideji M allapotot tekinthetjiik ennek). Az
alapallapot (N0) és gerjesztett allapot N, moleku-
laszdménak véltozasa:

Itt a a ciklus gerjesztésének hataskeresztmetszete, ¢
a gerjesztd fotonfluxus. i=0 id6ben a molekuldk
szdma NO0O, akkor az egyenletek megoldésa:

N,(f) a novekedés sebességi allanddja nagyobb fc,-
nél, a bomlas sebességi allandojanal. A telitési erték
0-t8l fiigg, és az dsszes molekulat csak (p$>kl esetén
gerjeszthetjik. A fény kikapcsolasakor NOés N {a Ic,
sebességi allandéval éri el az N 00, illetve O értéket.

Nagyon fontos figyelembe venni a (L1b) differen-
cialegyenletet olyan esetekben, amikor allando
megvildgitassal a molekuldk egy részét gerjesztett
allapotba visszik és ilyen helyzetben tanulményoz-

17



zuk az 1-es allapot bomlasat, pillanatszer( gerjesztés
utan. A telitesi gerjesztés N, =N00— — , a pilla-

gerj fiip+ K p
natszer( gerjesztés N Ig molekulat gerjeszt a =10
id6ben. Akkor (11b) egyenleth6l:

ni(')=n 0064)5_ K, (13)

azaz a latszolagos sebességi allandd ebben az esetben
is megnd. Sokkal bonyolultabb egyenletekre jutunk,
ha a (11) egyenletekhez még egy komponenst (N2;
k2) és még egy differencialegyenletet irunk. A
megoldas (ha t=0id6ben NO= NOQO, /V, =0, N 2—0):

ahol
—/c, +k2+atj>)xs/ (kI +k2+ot32- tk M i +ik, +k2]a<p)

Mi.2 ~

(15)
A két sebességi allandot tartalmazd (14, 15) egyenle-
tekre azonban ritkan van szilikség.
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Az 1 abran lathatd egyszer( linearis modelltél
valo eltéréseket altalaban olyan vizsgalatok alapjan
javasoljak kilonboz6 szerz6k [17, 18, 19], amelye-
ket extrém koriilmények kozott végeztek, pl. ala-
csony hémérsékleten, nagy vagy kicsi pH-n, extra
s6koncentracidban. A kiilénb6z6 allapotok bomlasi
gorbéjéhez 2 exponencialis komponenst lehetett
csak illeszteni, amely a szerzék szerint két K, két L,
két M forméra utal. Nem sikerllt azonban a két M
format spektralis alapon megkilénbdztetni.

Ra kell mutatnunk arra, hogy bomlési gorbe
exponencialistdl vald eltérését masképpen is lehet
értelmezni. Ismeretes, hogy a nagy molekulatémeg(i
fehérjék egyes atomjai egyensulyi helyzetiik korl
kiillénb6z& amplitadoval rezeghetnek [20, 21], A
molekula ilyen modon pillanatrol pillanatra valto-
zik, igaz csak kismértékben. Az egyes molekuldk
energiaallapota, és ebbdl kdvetkez6en az atmenetek
aktivacios szabadentalpiaja is kiilonb6z6 lehet. Ajol
ismert Arrhenius-egyenlet szerint az elsérend( reak-
ciok bomlasi allandéja

AH*

k=Ae kBr, (16)

ahol A az un. frekvencia faktor, értéke a reakciok
»atmeneti allapot” elmélete [22] alapjan 1013s *
AH* pedig a reakci6é atmeneti szabadentalpigja,

AH* =AST-AH. (17)

dS az aktivacios entrépia, AH az aktivacios entalpia
értéke. A (16) egyenletet tehat

(B JH
k=Ae*B-e tnT=/Te 11T (18)
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2. dbra. Az aktivacios entalpia (d//) fehérjemolekuldban nem

pontosan meghatarozott érték, a) aktivaciés entalpia reakcio-

koordinatas abrazolasban, b) az aktivaciés entalpia eloszlasat
leird g(ali) fuggvény lehetséges alakja

formaban irhatjuk. Az aktivacids entrépia valtozast
A'/A értékébdl hatarozhatjuk meg. A bR fotocik-
lusdra vonatkozd értékeket a kuldnb6zd formak
bomlasa esetében a [23] dolgozat tartalmazza.

Az egyszer(iség kedvéért tegyiik fel, hogy a
fehérjemolekuldk fluktuacidja csak az aktivacios
entalpiara hat [20]. Ezt abrazolja a 2. abra: az
aktivacios entalpia értékek egy kozépérték koril
folytonos eloszlasban vannak, tehat k sok értéket
vehet fel. Nagyobb h&mérsékleten az egyes kom-
forméacidk gyorsan valtoznak, tehat k atlagértékét
lehet csak mérni. Kisebb hdmérsékleten és kilonle-
ges allapotokban a komformacidk rogzilhetnek, az
eredmény az exponencialistol eltér6 bomlasi gorbe
lesz, amelyhez két, esetleg harom exponencidlist
lehet illeszteni a hibahataron belil. A valdsag
azonban az, hogy a gérbe nagyon sok exponencialis
Osszege. A molekulédk szamanak idébeli valtozasat a
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3. dbra. Polikromatikus reakciok szimulélasa: aj g(All) fiiggvény,
b) a szdmitott N(t) fiiggvény, c) In A/(t), amelyhez lathaté médon
két exponenciélis komponens illeszthetd. Paraméterek
A=2x 107, dH0=860 mV, <, 3= 15 mV, a2=30 mV,
a4=20 mV. T=300 "K, N0O=\

AH érték eloszlasa esetén a kdvetkezd fliggvény adja
meg:

N() =N | o(d/e~(e " KTTd(dH). (19)

A mért N(t) fuggvénybdl a g{AH) eloszlast kell
ilyenkor meghatarozni. Ez csak szamitdgéppel le-
hetséges. A 3. 4bran bemutatjuk a forditott esetet.
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Feltesszik, hogy g(AH) Gauss-fiiggvénnyel irhatd le,
azaz

1 (AH AH )2
g(AH)=—=—c¢ cio0 (20)
V rKH

ahol aH a Gauss-gorbe félértékszélessége. Latjuk,
hogy @h/AH ~2% esetén N(t) marjelentdsen eltér az
exponencialistol ésjol kozelithetd két exponencialis
komponenssel. Valodi mérési gorbénél az illesztés
még jobbnak is tlinik a pontok szorasa miatt.
Azokat a reakciokat, amelyekben az aktivacios
entalpia folytonos eloszlast mutat, talalé névvel
polikromatikus reakciéknak nevezziik [24], Felte-
hetjiik, hogy a bR-molekulaknal kis hémérsékleten
(+ 5—20°C), vagy extrém pH és sdékoncentracio
esetén mar befagyhatnak a konformaciés allapotok,
aminek a kévetkezménye a polikromatikus reakcid-
ra vallé6 bomlaskép. A két vagy esetleg harom,
abszorpcids spektrumban nem, de id&allandéban
kilonb6z6 L vagy M forma a fentiek alapjan egyre
redukalddik. Ertelmezni tudjuk a [17] dolgozatban
alacsony hémeérsékletre (—20 °C) kdzolt tobb kom-
ponens és a hOmérséklet, hullamhossz, id8
fuggvényében felvett adatok egyszer(i linearis mo-
dellel val6 leirdsanak bizonyos nehézségeit [15].
Sajnos a (19) egyenlet nagyon bonyolult &ssze-
figgésekre vezet, ha a reakcidsort kivanjuk oly
maddon leirni, ahogy azt a (4, 5) egyenletben tettiik
egyszer(i exponencialis bomlasok esetén. Ugy véljiik
azonban, hogy bR esetében a nagy bomlasi allando
kiilénbségek kdvetkeztében lehetdség van az egyes
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formak bomlasanak analizalasara a polikromatikus
osszefiiggés (19) alapjan. Minthogy elképzelhetd,
hogy a két parhuzamos forma abszorpcios spektru-
ma nem, csak élettartama kilénbdzik, a polikroma-
tikus reakcio vagy két forma kozt dénteni nem lehet
egyszer(i bomlasgdrbe és spektrumanalizis alapjan.
A bomlasi gorbe hémeérsékletfiiggésének mérese
segithet. A két kiilon forma esetén mindkét kompo-
nens sebességi allandéjanak kulén-kilén kovetni
kell a (16) Arrhenius-egyenletet, és AH-nak és AS-
nek is kilénbozni kell. Polikromatikus reakcid
esetében g(AH) fliggvénynek elsé kdzelitésben nem
szabad fuiggeni a h6mérseklettdl. llyen vizsgalatokat
még senki sem végzett bR-molekuldk esetében.

A mioglobin fehérjemolekuldk vizsgalatakor a
polikromatikus bomlasgorbe lényegesen alacso-
nyabb h&mérsékleten (—70 —80 °C) jelentkezett,
mint a bR esetében. A kétféle molekula kozott
azonban lényeges kiilénbséget varunk, mert a bR-
molekula a nagy viszkozitasu, tehat szabad fluktua-
ciokat joval er6sebben korldtoz6 membran anyag-
ban m(kédik, mig a mioglobin vizben old6d6
fehérje.

Felmeril a kérdés, vajon a nagy viszkozitasu
membranok nem korlatozzak-e a membrénokba
agyazott fehérjék szabad fluktuacidjat, azaz a poli-
kromatikus kinetika nem lényegesen gyakoribb-e
membranhoz kotott fehérjék esetében. Néhany
ismert membranfolyamat kinetikajat megvizsgalva
legalabbis gyanakodhatunk. Lavorel mutatott ra a
késleltetett fluoreszcencia polikromatikus jellegére
[25], a fotoszintézisben az elektrokrom jelek altala-
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ban eltérnek az exponencialistdl [26], és a Na+
csatorndk nyitasaval—zarasaval egydittjaro kapu-
aramok is tébb exponencialisra bonthaték [27].

3.3. A bR fotociklusa
az UV spektrumtartomanyban

Tobb vizsgalat mutatja, hogy a fotociklus az UV
spektrumtartomanyban is kdvethet6 [28,29,30,31].
A 4. abran bemutatjuk azt, hogy 230—300 nm
hullamhossztartomanyban hogyan valtozik az ab-
szorpcid maximalis értéke és hogyan értelmezhetjiik
az egyes csucsokat [32], Az abszorpciovaltozas
id6fuggesét leird gorbék bomlasi ideje megegyezik
az M forma bomlasi idejével minden hullamhosszon
[30, 31, 32], az emelkedési id6 azonban kiilénbozik,
atriptofanrajellemzé sav abszorpcidja K'->K ésa K
-*L atmenet (a K' allapotrél kés6bb szdlunk), a
tirozinra jellemz8 abszorpcié pedig az L-»M atme-
net id6allanddjaval emelkedik [30].

3.4. A bR fotociklusa és az infravoros és
rezonancia Raman-spektrumok

Az infravords és rezonancia Raman-spektrumok
a bR-molekula vibracids allapotairél adnak szamot.
Kilonlegesen fontos a rezonancia Raman-spekt-
roszkopia, mert a bR abszorpcios savjaban gerjeszt-
ve azokat a vibraciés atmeneteket lehet csak megfi-
gyelni, amelyek a retindihoz és kdrnyezetének

24



4. dbra. A bR fény gerjesztett UV abszorpcié véltozasanak és

tirozin és triptofan differencia spektrumok 6sszehasonlitasa. Az

abszorpcidvéltozasok a fényimpulzus utdn ~0,5 ms-nél mért

értékek; @) a differencia spektrumokat, b) az oldészer pH-janak

két értéke kozott mértik: tirozin pH 13—pHS6, triptofan pH
103—pH 12

valtozasaihoz tartoznak. Az ily médon meghataro-
zott vibraciok tovabbi tanulmanyozasahoz nyujt
fontos hozzdjarulast az infravords spektroszkopia.
A fontosabb megallapitasok:

1 Aretinai—lizin kapcsolatot jelent6 SchifT-bazis
protonalt a bR alapallapotaban és biztosan depro-
tonalt az M éllapotban [33, 34],
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2. A proton pumpal6 all-transz-izomer 13-cisz-
izomer allapotban van a K formaban. A fotonab-
szorpcio hatasa tehat izomerizacid, amely mechani-
kus mozgast jelent [34, 35].

3. Az M allapotban egy aminosav COO -cso-
portja protonalédik [36].

4. A bR ES ELEKTROMOS JELENSEGEK

A fotociklust — amint latjuk — kilénbdz6
modszerekkel megfigyelhet§ eseménysorozat jellem-
zi. Ajelenségeket fontos torténések kiilsé megnyilva-
nuldsainak tekinthetjik. A fontos torténések — a
kovetkez6k: a foton abszorpciodja; az energia ata-
lakitasa és stabilizadlasa a bR-molekulan belil; a
proton atpumpaldasa, azaz kilépése a membran kiilsé
oldalan és felvétele a membran belsé oldalan. A
fehérje szerkezet biztositja, hogy tetsz6leges iranybdl
érkez6 és abszorbealt elektromagneses sugarzas — a
foton — egyiranyd protonmozgast indukal.

A molekula abszorpcios spektruma a retinai és a
fehérje kolcsdnhatasanak eredménye. Az abszorp-
cids sdv maximuma 570 nm-nél van, a dekadikus
molaris extinkcios koefficiens 63000 1/mol cm,
amely megfelel = 2,41 x 10"16 cm2 hataskereszt-
metszetnek. Az 570 nm hulldmhosszu foton abszorp-
cidja 0,35 aj energia abszorpciojat jelenti. Nem
minden abszorbealt foton inditja el a fotociklust, a
kvantumhatasfok a mérések szerint q¢£=0,3 [37],
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4.1. A bR mint protonpumpa

A Halobacterium halobium membranjaban loka-
lizalt bR-molekuldk protonpumpalo6 sajatsagat O es-
terheltds Stoeckenius ismerték fel 1973-ban [38],
A sejtek szuszpenzidjat megvilagitva, a szuszpenzio-
ba helyezett pH-elektrod pH-csékkenést, azaz pro-
tonkoncentracio-novekedést jelzett (5. abra). A
megvilagitads kikapcsolasa utdn az eredeti pH allt
vissza. Tovabbi vizsgalatok bebizonyitottak azt is,
hogy a megvildgitads hatdsara — rossz hatasfokkal
ugyan — de ATP is keletkezik [39], A membréanpo-
tencidi keletkezését Skueachev €s munkatarsai
kisérletei igazoltdk [40]. A Mitchell-elmélet szem-
pontjabol kildnlegesen fontos volt az a kisérlet,
amelyben ATP-az &s bR-molekulékat tartalmazo
vezikulédkat megvilagitva ATP-t szintetizaltak [41],
(A bR-ekbdl felszabaditott protonok az ATP-az
molekuladkat gerjesztették ATP szintézisre.)

5. dbra. H. halobium sejteket megvilagitva a pH csokken, vagyis a
protonkoncentracié novekedik. A fény kikapcsoladsa utdn az
eredeti pH all vissza
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A protonpumpa tulajdonsagaival kapcsolatban
két fontos kérdés meril fel: aj mi a jelenség
stochiometridja, azaz fotociklusonként hany pro-
tont <H+pumpdl a bR? b) a protonpumpa id6zitése,
vagyis a fotociklus egyes Iépései és a protonok
emisszidja és Ujrafelvétele kozott mi az id6beli
kapcsolat?

A két kérdésre, annak ellenére, hogy nagyon sok
vizsgalat foglalkozott vele ([42] és az ott idézett
munkék) nincs elfogadhatd véalasz. A kovetkez6k-
ben a szilkséges — egyszeri — elméleti hatteret
mutatjuk be, amelynek figyelmen kiviil hagyasa —
véleményiink szerint — sok ellentmondas forrasa.

A protonok megjelenését zart sejtek és pm-ek
szuszpenzidjaban mérik. Ha idézitést is kell mérni,
akkor pH-érzékeny festékeket hasznalnak, amelye-
ket a szuszpenzi6 pH-janak valtoztatasaval kalibral-
nak, a tobbé-kevésbé statikus mérésekhez a lassu
pH-elektrédok is alkalmazhatok. Az id6zitésméré-
seknél a gerjesztés lézerimpulzusokkal, az egyéb
méréseknél folyamatos megvilagitassal torténik. A
kétféle méréshez kiilonb6z6 egyenleteket kell fel-
hasznalni, ahogy arr6l méar a 3.2. részben szdmot
adtunk.

4.1.1. Protonemisszi6-mérés egy ciklus
gerjesztéssel (flash megvilagitas)

Legyen a protonok emisszidjanak sebességi
allandoja kt és visszavételének ky, tovabba a fényim-
pulzus gerjesszen N fotociklust. Akkor a protonok
szamanak id6beli valtozasat a (8) egyenlet alapjan az

28



(1)

egyenlet irja le. N-et, a gerjesztett fotociklusok
szamat, pl. az M allapotok szdméanak abszorpciés
mérésébdl lehet meghatarozni, kcés fova mért gorbe
id6fliggésébdl szamithato.

Npt) az id6 flggvényében maximumot ér el,
amelyet a (9), illetve (10) egyenlet segitségével
jellemezhetink.

(22

)

Ha kc=kv=k, akkor

(24

A 6. dbran bemutatjuk imex és Npmax)/(<pH+N
fliggését a kjkv paramétert6l. Lathatd, hogy trmax
szimmetrikus fliggvény (6. abra), ami aztjelenti, hogy
az id6flggés vizsgalatdbol nem lehet elddnteni, hogy
a gorbeillesztés alapjan meghatarozott idéal-
landokbol melyik a protonemisszio, illetve -visz-
szavétel id6allanddéja. Marpedig az Npmax)4>H*N
figgvény ettél nem szimmetrikusan fligg. A 6. abra
mutatja, hogy <$Heértékét donté modon befolyasol-
ja a két sebességi allando sorrendje.

Az eddig elvégzett vizsgalatokban [43, 44, 45] a
fenti egyenleteket egyaltalan nem vették figyelembe
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Np(mox)
tmax

6. dbra. tmax és N Ami<u*N (lasd 22—24 egyenletek) fiiggése kjky
aranytol. Mellékfeltétel kc+ ky=\

M) meghatarozasakor. A kiértékelés Ugy tortént,
hogy el6szor /V-gt, a fotociklusok szamat hataroztak
Legyen a bR-koncentracio alapallapotban ¢, az M
allapotban ne, akkor

/, = 10I0-foWO' , (25)

ahol 10a X= 410 nm fény intenzitasa minta nélkdl, 1j
az x vastagsadgu minta utan, amelynek dekadikus
moldaris extinkciés egyitthatéja ezen a hulldm-
hosszon eii°-1,5x 104 1/molcm. Gerjesztés utan a
fényintenzitds lecsékken az M forma megjelenése
kovetkeztében, majd az M forma életidejével visz-
szaall az  érték. A minimalis fényintenzitashol (/2)

- sz
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ahonnan

@7

fm=4 x 104 1/molcm, tehat ne meghatérozhatd. A
megvilagitott térfogat (AVg) ismeretében N =nc
6x 1023 Avg.

A pH-érzékeny festékkel végzett pH-, illetve
protonkoncentracié-mérések hibasak lehetnek az
idéfliggés és a koncentracié-meghatarozas vonat-
kozasaban is. A pH-véltozas kalibralasat a festék
szinvaltozasanak mérésével végzik adott koncentra-
ci6ju HCl hozzaadasaval. Természetesen a H +-
ionok ilyenkor homogénen oszlanak el az oldatban.
A pm-ekbdl, vezikulakbol, sejtekb6l kilépd proto-
nok koncentracideloszlasa azonban nem homogén,
a fotociklus~ 10 ms ideje alatt csak mintegy 8 gm
tavolsagra diffundalnak. Ebben a rétegben a ger-
jesztés utan 10 ms-mal az atlagos protonkoncentra-
ci6 10-szer nagyobb annal, mintha a protonok
homogén eloszlashban lennének. Természetesen ez
csak atlagérték és id6-, valamint helyfiiggésben joval
nagyobb koncentraciok isel6fordulnak. A homogén
kalibraci6 nem alkalmazhat6, mert a festék szinval-
tozésa protonkoncentracié fliggvényében csak kis
koncentracidvaltozasokra (20—30%) linearis, na-
gyobb koncentracioknal telitési jelleget mutat. Ez az
id6 mérését is hibassa teszi, mert a telités utdn mar
nincs valtozas az abszorpcioban. A viszonyokat a 7.
abra szemlélteti.

Nyilvanvald, hogy a protonok koncentracid- és
id6fuggésének mérésénél nem telit§ modszert és a
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7. abra. A pH-érzékeny festékek abszorpciévaltozasa a pH
hatdséra. A zM<-»pH vélasz fliggvény eltorzitja a pH—koncentra-
ci6 valtozasok hatasat nagy lokalis pH-valtozasok esetén

8. dbra. A vezet6képesség-valtozas mérésére szolgald elrendezés

kiértékeléshez a helyes egyenleteket (21—24) kell
hasznalni. Nem telit6 mddszerként a legegyszer(ibb
azt a tényt kihasznalni, hogy a tranziensen felszaba-
dul6é protonok megvaltoztatjdk az oldat vezet6ké-

pességét.

32



A 8 abran vazoljuk egy egyszeri mér6kor
sémajat. Alapfeltevésink, hogy fény hataséara az
oldatba kilép6 proton azonnal megvaltoztatja a
vezet6képességet. AV(t)-t a G kiils6 vezet6képesse-
gen fellépd fesziiltsdgvaltozast a kovetkezEképpen
fejezhetjik ki, ha a minta vezet6képességének meg-
valtozédsa GE-hez képest kicsi:

ahol Gp a viz egy protonra vonatkoz6 fajlagos
vezetBképessége (ez T=22 °C-os h6mérsékleten 5,56
x10-22 0-1 cm"1, g a mért folyadékoszlop
keresztmetszete, / hossza, G, GEés K0 definicidja a 8.
abran talalhat6, dFr a mérdoldat teljes térfogata.
(28)-bol

(29)

A mért AV(t) fuggvényhez két exponencialishol
allé kifejezést illeszthetiink:

(30)
Ekkor

A (21) és (31) egyenlet jobb oldala egyenld, de nem
ismerjik, hogy a k, sebességi allando6 kevagy kwnek
felel meg. Ha k, =kc, akkor
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ha k1 =kv, akkor
(33)
Minthogy

(34)

nyilvanvalo, hogy az id6allandok sorrendjének
megvalasztasatol fligg a meghatarozott sztdchio-
metria. A valasztas a (32) és (33) egyenletek kdzott
tovabbi okoskodast igényel. A gyakorlatban és
négyes-6tos faktorral kiilénb6zik, tehat az
ésszer(i érték kivalasztasa nem til bizonytalan.

A jelenségeket sajat vizsgalataink alapjan mutat-
juk be. Vezet6képesség-mérés alapjan meghataro-
zott AV(t) fuggvényt taldlunk a 9. abran. Az
illesztésb6l kx=19 s-1, és k2=201 s_1 [a zardjel
csak ebben az esetben pozitiv a (30) egyenletben
megfeleléen a pozitiv AV(t) értékeknek]. A fit-
telésbdl dK(0)=4,8 mV. A méréshen KO=98 V, G
=952 x 10“6ii“1,Ge=105i1 1, g=0,05cm2és/
= 0,7 cm volt. Aciklusban az M allapotok szamanak
mérése alapjan N =2,7 x 1014 molekula vett részt.
Ha /e=kj-et veszink, akkor <X{J'= 1,07, ke=k2
esetén =2,71. ke= 201 s_1, t= 5 ms-nek, az M
allapotok élettartamanak felel meg, és kv= 79 s 1-
nek megfelel6 vv= 12,5 ms id6allandé nem szerepel a
fotociklusban, Ggy véljik, hogy a (ff\l = 1 értéket
helyes elfogadnunk.

34



9. ébra. Vezet6képesség-valtozas (K(i)) id6fiiggése. KK=9,8 V, GE=10 5Q \ G=9,5x 10 6Q I, 1=0,7 cm, g=0y05cm2
Y A gorbe illesztéséb6l /q = 201 s_1, k2=79 s-1. N értéke az M koncentracié mérésébdl 2,7 x 1014



4.1.2. Protonemisszié-mérés folyamatos
megvilagitassal

Folyamatos megvilagitas esetén a ciklusban lev6
molekulak szdma és nyilvanvaléan az oldatban lev6
protonok szama az id6allandoknal joval nagyobb t
értékeknél egyensulyba jut. Ekkor hasznalhatjuk a
szokasos lassu valaszi pH-méré mddszereket. Csak
a kialakulé egyensilyi koncentraciot hatarozzak
meg, az idézitést altalaban nem. (K uschmitz S Hess
ilyen esetben is hasznalt pH-érzékeny festéket és
mérte az egyensUly kialakuldsanak és lecsengésének
sebességi allandéjat [47].)

A bR esetében jo kozelitéssel jellemezhetjik a
fotociklust a két nagy id6allandéju komponenssel
(M és O formék). Ekkor a (14a, b) egyenleteket
hasznaljuk az M komponens (14a) és az 0 kompo-
nens (14b) populéacidjanak leirdsara. Az egyenletek
az egyensulyhoz vezetd lépés id6fiiggését is meg-
adjak. Az egyensulyi koncentraciok:

A4.1.1. részben nem targyaltuk részletesen, hogy a
fotociklus és a protonciklus id6allandéi egyeznek-e,
de folyamatos megvilagitds esetén a probléma
fokozottabban meril fel. A protonemisszié a foto-
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ciklushoz kapcsolddik. Teljes bizonyiték egyel6re
nincsen, de tébbjei mutat arra, hogy a protonok az
M forma bomlésa sordn Iépnek ki és az O bomléas
soran lépnek be a membranba. Ekkor /e= /oM, és kv
= ka. Akiértékelésben azonban egy ciklus gerjeszté-
se esetén nem okoz problémat, ha esetleg a fotociklus
id6allandéi eltérnek a protonemisszid és felvétel
id6allandoitol, mert a fotociklusok szamat és a
protonok szamat egymastol fliggetlendl hatarozzuk
meg. Az egyik ciklus elvben nem hat a masikra.
Mas a helyzet a folytonos megvilagitasnal, mert
ebben az esetben sok ciklus atlagos szamat és az
oldatban levd atlagos protonszamot mérjik. Ve-
gyik egyel6re a protonkilépésre az. M bomlast és
visszavételre az O bomlast, amely nagy valdszin(-
séggel helyes pm-ek esetén. Az egyensulyi proton-
nyos:
@7

Abszorpcioméréssel (27. egyenlet) N M1 és pH vagy
pH érzékeny festék méréssel Np-t hatarozhatjuk
meg. A(35) és (37) egyenlet mutatja, hogy Npper N M
nem egyenlé $H*-szal, hanem

Az egyenlethdl latszik, hogy nagy hibat kdvethetlink
el, ha (BH.-t a proton és M allapot koncentraciojabol
hatdrozzuk meg, mert a sebességi allanddkkal
korrigalni kell. A (38) egyenlet azt az egyszer( tényt
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fejezi ki, hogy a mért N pattél fligg, hogy a protonok
mennyi id6t téltenek szabadon az egész fotociklus
idejébdl. Valészind, erre a tényre vezethet6k vissza
azok az allitdsok, amelyek szerint $H, er6sen fligg az
oldat pH-jatol és a s6koncentraciotol pm-ek eseté-
ben [43, 47]. Mindezek befolyasoljak ka és kM
értékét. Ha korrigalunk, akkor <$He pH-t6l és
sokoncentraciotol fliggetlenné valik [47],

Tegylk fel, hogy a protonciklus id6allanddiban
jorészt flggetlen a fotociklustol. A gyakorlatban
olyan eset valosul meg, amelyben a proton visszavé-
tel nagyon lelassul. Ez a helyzet sejtek és zart
vezikulak esetében, amig a zart sejt vagy vezikula
membranon a protonok visszadramlasa egyensuly-
ba nemjut a kiaramléssal. Tegyiik fel most is, hogy a
protonok a fotociklus M allapotdnak bomlésakor
lépnek ki. A visszavétel idéallanddja legyen fov.
Ekkor a protonkoncentracio id6beli valtozdsa az
oldatban:

NJt) =M>., .N M-/ENp((). (39)

Itt feltettiik, hogy az M allapotok koncentracidja a
visszavételhez képest nagyon gyorsan egyensulyba
jut. Egyébként NM helyébe az idéfiiggé formulat
(14a egyenlet) kellene (39) egyenletbe irni.
Egyensulyban:

(40)

I’\"I’

< (41)

*

Visszakapjuk a (38) egyenletet kw=k0 megfeleltetés-
sel. Az egyensulyi koncentraciéértékeket most is a
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megfelel6 id6allandokkal kell korrigalni, hogy <H+
helyes értékét meghatarozzuk.
A (39) egyenlet megoldasa:

Np(0=*~,. .N«(l-e-n (42)

Az id6allandék problémé@jatol bizonyos
korilmények kozdtt megszabadulhatunk. Ha
I/kM4 t<\/kv, akkor:

~ @
vagyis a protonkoncentracid-valtozas indulé mere-
deksége kMN Mf)H+\al aranyos. k MN Maz id6egység
alatt elbomlo, tehat az egyensuly miatt az id6egység
alatt keletkez6 M allapotok koncentracioja, ez pedig
aranyos az id6egység alatt abszorbealt fotonok
szamaval (N*), ami kilén mérhetd:

k»Nu =<eN~". (44)

A gcaranyossagi tényez6 megadja, hogy egy abszor-
bealt foton esetében hany fotociklus indul. Ebbdl:

wo- (45)
t

Az utébbi egyenlet az alapja Bogomolni et al.
modszerének [48], amellyel €16 sejteken hataroztak
meg (pH*-t. Eredménydil (pH*~ 2 adodott, haa pm-ek
esetében meghatarozott 4e=0,3 értéket hasznaltak
(45) egyenletben.

Felmerill azonban a kérdés, hogy 0Cértéke €l6
sejtekben levé bR-molekuldknal nem kilénbdzik-e
a pm-en kapott értéktol.
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4.2. A protonok athaladasa a bR-molekulan

A mérésekbdl vilagos és egyértelmdi, hogy a bR-
molekula egy fotont abszorbeélva proton(oka)t visz
at a membran egyik oldalarél a masikra. Vitatott a
protonemisszié és visszavétel ideje és a proton/foto-
ciklus szdm. Az elvégzett vizsgalatok alapjan va-
[6szindi, hogy az emisszié az M forma bomlasahoz,
a visszavétel az O forma bomlasidhoz téarsul és

N I'

A protonoknak valahogy at kell jutni a bR-
molekulan. Felmeril a kérdés, hogy megfigyelhet6-e
a protonmozgas a fehérjén beliil. Ugy képzelhetjiik,
hogy a fehérje dielektrikum (dielektromos allandéja
~2), és ebben mozognak a protonok. A téltésmoz-
gas a kiulsé korben eltolodasi aramot indukal (10.
abra), amely kedvez6 korilmények kdzott mérhet6.
A lehet8séget Ugy teremthetjik meg, hogy sok bR-
molekulaban egy idében, azonos iranyban mozogja-

10. dbra. Szigetel6ben elmozdul¢ téltés eltol6dasi aramot indukal
a kils6 korben. £,, fi2elektrédok D tavolsagban
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nak a protonok. Ehhez flash gerjesztés és orientalt
minta sziikséges. Vizsgalodasaink megkezdése el6tt
az orientdlt minta el6allitdsara két nem tal jol
definialt rendszert dolgoztak ki. Az els6 rendszerben
[49,50] a pm-eket habos anyagba kototték, amelyet
vizfurdd segitségével megkozelitbleg 6 pm vastag
teflon lemezhez szoritottak (11/a &bra). A teflon
egyrészt elektromosan szigeteli a két elektréd kozt
az elektrolitot, masrészt a két elektrolit kdzt kapa-
citiv kapcsolatot létesit, amelyen gyors eltolodasi
aramok atjuthatnak. A pm-ek t6bbé-kevéshé ori-
entaltan éplilnek be a habos anyagba, mert lézer
fényimpulzusok hatasara a 11/b abran lathaté
kétfazisi aramjelet lehetett mérni. Az amplitudok és
id6allanddk fuggtek a hémérséklettdl és pH-tol. A
szerz6k a jeleket a protonpumpaléassal hoztak
0Osszefiiggésbe. A masik rendszer [51] alapja a két
vizes térrészt elvalasztd teflon lemez, amelyen 1—2
mm atmérdji lyuk van kollédium hartyaval lefedve
(12/a abra). A lyukacsos kollodium hartyat lipid
anyagokkal itatjak at, ily moédon 106—107 Q
ellenallast vékony elvalasztd hartya képzddik. Az
egyik térrészbe szuszpendalt pm-ekbdl néhany 6ra
alatt orientadlt réteg tapad fel a hartyara. Lézer
impulzusra a 12/b 4bran lathatd vélaszjelet kaptak.
A jel mutatja, hogy a protonpumpalas hatasara
potencial épil fel. Ajel a felépiil potencidllal, tehat a
proton transzlokacio irdnyaval ellentétes iranyu
jellel indul, tehat a két fazist jel itt is megfigyelhetd.
Az id6allandok meghatarozasabdl a szerz6k arra
kovetkeztettek, hogy a potencial két nagyobb
lépésben épil fel. Ez a mérés tobbet mond, mint az
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to

|. dbra. a) Hong és Montal mérérendszere. A habos anyagba kétott bR-molekulakat a vizfirdé a teflon réteghez
szoritja, b) A mért elektromos aram jelek lézergerjesztés utan



Voltméter

a) b)

12. ébra. a) D rachev és munkatarsai mér6rendszere. A teflon lemezben 1— 2 mm atméréjli lyukat kollé6dium hartya

fedi le, ehhez ragasztjak a pm-eket b) A mért feszultségjelek lézergerjesztés utan (a) fény-, b) sotét adaptalt minta)



mint az els6 rendszer eredményei, de itt a bR-en
beliili mozgas okozta d&ram és a membranpotenciai
feléplilése egyittesen jelentkezik, tovabba a
feszlltségmérés kovetkeztében a két jelenség in-
tegraljat kapjuk.

A laboratériumunkban kidolgozott szuszpenzids
modszer adott elészor képet a protonok bR-en beldli
mozgasarél zavaré koriilményekt6l mentesen [52,
53, 54, 55, 56], A mddszer lényege a kovetkezd: pm-
ek vizes szuszpenzijara elektromos teret kapcso-
lunk, amely azokat orientalja. Lézer impulzussal
mintegy 1015 bR-molekulat gerjesztiink, ennyi pro-
ton mozog egy iranyba, amely jéI mérhet6 dramot
gerjeszt egy kiils6 mér6korben. Az aram intenzitasat
és id6fliggését mérjik. Minthogy makroszkopikus
mennyiségli bR-molekulat gerjesztiink, azonos
mintdn, azonos korilmények kozott, regisztral-
hatok a fotociklust jellemz8 abszorpciovaltozasok
is. A kdvetkez8kben a mddszert és az eredményeket
részleteiben is kifejtjik.

4.2.1. A pm-ek orientalasa

A Halobacterium halobiumbél kivont pm-eket
atlagosan 500 nm atmeérdjii korongnak képzelhetjiik
el, melyeknek vastagsadga 5nm [7], Vizes oldatban a
korongok nyilvanval6an rendezetleniil helyezked-
nek el. Elektromos tér hatasara rendez6dhetnek. Az
elektromos tér kétféle moédon léphet kélcsdnhatasha
az oldatban levd részecskékkel:

a) A részecskék feliletén levd toltésekkel szem-
ben allo arnyékolo toltéseket a felilet mentén

44



elmozdithatja, ily médon a részecskékben dipéinyo-
matékot indukal, s a részecskéket rendezi.

b) A részecskéknek lehet permanens dipolnyo-
matékuk, a rendezés a dipolok elforgatasaval is
torténhet. A pm-eknek a kisérlet szerint van perma-
nens dipélnyomatékuk, amely meréleges a korong
sikjara, de dipéInyomaték indukalhato is a felileti-
kon (az indukalt dipolnyomaték a korong sikjaban
van, az arra mer6leges komponens elhanyagolhato).

A részecskék rendez6désének mérésére a linedris
dikroizmus jelenségét hasznalhatjuk [57]. Az elekt-
romos tér hatasara a linearisan polaris fény abszorp-
cidja (A) megvaltozik (AA) a kovetkez6 egyenletek
szerint:

ahol | és || jelenti az eredményeket, ha a fény
polarizacios sikja mer6leges, illetve parhuzamos a
rendez6 elektromos tér irdnyaval. /0 fénybdl a

mintdn / jut keresztul elektromos tér nélkil 1

= log—j , Al1 és d/|| a fényintenzitas valtozasa az

elektromos tér hatasara. A bR-molekuldban a
lathato szinképtartomanyban a retinai a fényabszor-
bedld egység, amelynek &tmeneti dip6lmomentum
vektora és a korongok normalisa kozti sz6g 0. O(E)
az elektromos térer@sségtdl fligg6 fliggvény.
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Shanh dolgozta ki az elméletet, amely megadja a
<AE flggvényt olyan korong alakl részecskékre,
amelyeknél a permanens és indukalt dipéInyomaték
egymasra meréleges,mint a pm-ek esetén [58].
Eszerint:

ahol

(47

A betlik jelentése:

y=0IE2kHT, a a polarizalhat6sag, /Ba Boltzmann-
allandd, T a hémérséklet, B =nE/KT, n a permanens
dip6lnyomaték; x=yjyu—=R/2yjy, ti=—yy
—B/2yly, t2=yly —R/2yjy; u integracios valtozo.
Hatéresetben:

< Je—=*-y - (48)

Ha =0, akkor
Hor—=-y - (49)

Ha y=0, akkor
*E)*«=1 (50)

Az utébbi eset csak kozelitésként valésul meg,
mert a részecskék feliiletén — barmily kis mértékben
is — elmozdulnak a t6ltések, és akkor méar van
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indukalt dipdlnyomaték. Az egyenletekbdl latszik,
hogy a kétféle dipdlnyomaték a rendezést kiilonbo-
z6képpen végzi, mert hatarértékben a permanens
dipol esetében <f>(£)>0, a masik esetben <P(E)<0. A
permanens dip6l szerinti rendezés a korongok
normalisat irdnyitja az elektromos térrel parhuza-
mosan. llyenkor beszélhetiink csak orientalasrol,
mert minden korong permanens dip6lnyomatéka-
nak pozitiv toltési része a negativ elektrod felé
fordul. Az indukalt dip6lnyomaték révén rendezett
korongok sikja parhuzamos az elektromos tér
iranyaval.

Az elektromos tér csak egy iranytjeldl ki, e koriil a
rend hengerszimmetrikus. Az orientalas esetén min-
den pm merdleges a tér irdnyara, de a retinalok
atmeneti dipélnyomatéka egy 0 nyilasszogi kapon
talalhaté. Az indukalt dip6lnyomaték alapjan
torténd rendezésnél a korongok a tér irdnya koril
legyez@szeriien helyezkednek el. A <RB) fuiggvényt
kiszdmitottuk kilonbdz6 R2/y ardnyokra, ezt a 13.
abran mutatjuk be.

A legegyszeriibb a permanens és indukalt dipol-
nyomaték hatdsara tértén6 rendezés szétvalasztasa
valtozd iranyl elektromos térben. Megfelel6 nagy
frekvencia esetén csak az indukalt dipélnyomatéK
alapjan rendezédnek a korongok. Ugyanis az in-
dukalt dipolnyomaték egyiitt mozog a tér iranyaval,
amely igy allandéan hatva behizza a korongokat a
rendbe, mig a permanens dipolnyomaték hatasa a
s(ir(in valtozo irdny miatt nem érvényesil. Konstans
elektromos tér mindkét nyomatékra hat, de R2y> 1
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13. abra. (*"E)fliggvények kiilonboéz6 B2y értékeknél. (Az 1,2,3,4,
5 és 6 gorbéket rendre R2y=0, 15, 30, 50, 90 és oo értékekre
szamitottuk)

esetén kis térerésségeknél a permanens nyomaték
révén valodi orientalast észlelhetiink.

A pm-ek esetén végzett méréseket a 14. dbrén
mutatjuk b [54], Jol lathat6, hogy a pm-eknél kis
egyeniranyu elektromos tereknél (< 20—30 V/cm) a
permanens dip6lnyomaték dominal, kb. 20 V/cm
térer6sségnél az orientacid telitést ér el (pontosab-
ban a 15/b dbran lathatjuk ezt). Valtakoz6 fesziltség
esetén a telités 200—250 V/cm-nél kovetkezik be
(15/a abra). A vizsgalatok szerint mind a permanens
dipéinyomaték értéke (fi), mind az indukalt dipdl-
nyomatékra jellemzd polarizécié (a) pH fliggé, fi pH
4,5—5 kozott elGjelet is valt [54], Meghataroztuk a
maximumhoz tartozé pH értéknél az egy bR-
molekuléra vonatkoztatott dipdlnyomatékot ji(bR)

48



14. dbra. Fényintenzitds véltozasok aj konstans elektromos
térben (£12)= 1,7; 52; 158 V/cm, és b) valtakozé elektromos
térben (£, 2 3=31; 77; 165 V/cm (csucsérték)

=21x10 28 Cm, vagy szokasos egységekben 60
Debye.

A pm-eknek a permanens elektromos dipdinyo-
maték mellett elektromos toltésiik is van, ezért
elektromos térben elektroforetikusan is vandorol-
nak. Hogy az ebbdl eredé problémakat elkeriljik,
az orientalo elektromos teret pozitiv és bizonyos id6
mulva negativ irdnyba is rékapcsoltuk a mintara
ugyanannyi ideig (14/a dbra). A fotociklussal tarsult
elektromos jelek mérésénél mindig igy jartunk el.
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-A"L,, a3
A

E(V/cm)
15. &bra. AA/A az elektromos térer@sség fliggvényében
a) valtakozo, b) konstans elektromos tér
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16. dbra. Az elektromos jelek mérése. Rt a pm-eket tartalmazé
szuszpenzidé, R a mérd ellendllds, C a szort kapacitds. A Pt-
elektrodok kozvetleniil a szuszpenziéba meriilnek

4.2.2. Az elektromos jel

A membranon, illetve a bR-en belll mozgd toltés
indukélta eltol6dasi &ram mérésére a 8 4&brén
lathatd egyszerli mérBeszkdzt hasznaljuk. A 16.
abran bemutatjuk a tényleges mérérendszert. Az
orientdld fesziiltség az R ellendlldson néhany V
feszliltségesést okoz. A fotociklus gerjesztésekor
létrejovd, mérend6 fesziiltség — 100 mV nagysagd,
amely erre ajelre szuperponalddik. Ajel er8sitését és
regisztralasat az teszi lehet6vé, hogy két, lehetbleg
azonos kort készitink (lasd 16. abra), és az R
ellenallasokrol a jelet differencialerésitébe vezetjik.
A lézer flash csak az egyik pm szuszpenzidt vilagitja
meg, a hatasara keletkez6 elektromos jelet er6siti
csak a differencialerdsitd.

A 17. 4bréan egy reprezentativ méréssorozatot
mutatunk be. Az elektromos jelek mellett bemutat-
juk az azonos mintan, kilénb6z6 hullamhosszu
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17. abra. Az elektromos jelek és a fcnyabszorpci6s jelek (kiilonb6z6 hullamhosszokon) dsszehasonlitasa.
fa—c) kulonbo6z6 idéfelbontassal mért jelek. Az fa) és fc) oszlopban talalhat6é szaggatott vonalak az elektromos jelek
dekompoziciéjat jelzik. Bibormembranok H2 szuszpenzibja, A- 1.8. T—20 C. orientéalé fesziiltség 8,5 V.

Az abszorpcids jeleknél a Iépték minden esetben Al,1-0.1 értéket jelez. Pozitiv jel esetén Al <0



fénnyel mért jeleket is. JOI lathato, és a részletesebb
vizsgalat is azt mutatta, hogy az elektromos jel egyes
komponenseinek id&allanddja és az abszorpcios
jelek id6allandéja kozott azonossadg van. Az els6
pozitiv jel felfutasa a K-*-L atmenet, lefutasa az L—
M atmenet idéallanddjaval egyezik. A hosszu élet-
tartamu pozitiv jel felbonthat6 egy M—0 ésegy O—
bR atmenetre jellemz6 komponensre.

Az els6 negativ komponens dsszetett jel, amelyet
kildn vizsgaltunk. A mintat lehiitve a folyamatok
lelassulnak, és a gyors folyamatok kdénnyebben
elkilénilnek. A 18 4bra mutatia a T=5 C
hémérsékleten regisztralt elektromos és a megfeleld
abszorpcios jelet. Lathatd a nagy negativ kompo-
nens, amely az elektronika id6allanddjaval koveti a
lézer impulzust (~1 ps), és joval kisebb negativ
amplitadonal kapjuk a K—L atmenetnek megfelel6
elektromos jelet.

Egy széles hémeérséklet-tartomanyban végzett
méréssorozat nagyon j6 egyezést mutatott a megfe-
lel§ elektromos és optikai jelek id6alland6i kozott
(19. abra). A pH-fliggés tanulmanyozésa is hasonlo
eredményre vezetett a pH 5—8 tartomanyban (20.
abra). Nagyobb pH-nal az elektromos és abszorp-
cidsjelek idéallanddi szétestek. Mindenesetre levon-
hatjuk azt a kovetkeztetést, hogy fizioldgias pH-
tartomanyban 5—40 C hémérséklet-tartomanyban
az. elektromos és abszorpcios jelek idéallandoi a
mérések hibajan belll megegyeznek.

A szuszpenzi6 hOmérsékletét még tovabb
csokkentve, az els6 nagy negativ jelr6l kideriilt, hogy
két komponenst tartalmaz [59], A pm-eket 40%
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18. &bra. Elektromos a) és abszorpciés b) jelek T=5 C
hémérsékleten (2= 522 nm)
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19. é&bra. Elektromos (O) és abszorpciés () jelek sebességi
allandéinak hémérsékletriiggése
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20. &bra. Elektromos (O) és abszorpciés () jelek allanddinak
pH-fliggése



glicerin, 60% vizben szuszpendalva szobah6mérsék-
leten orientaltuk, majd kb. 2 perc alatt cseppfolyos
nitrogén hémérséletére hiitéttik. Az orientacio ezen
a hoémeérsekleten befagy, az elektromos jeleket
orientald tér nélkil is mérhetjik, tehat egy kor
elegend6 (lasd 16. abra). 7=80 K hémérsékleten a
fotociklus id6allandoi olyan nagyok, hogy az prakti-
kusan csak a K Allapotig jut el. Ezt pl. a bR zdld
fényimpulzussal valo gerjesztésével érhetjik el. A K
allapotbol piros fényimpulzussal visszahajthatjuk a
molekulat az alapallapotba. A z6ld és a z6ld utan
piros fénnyel gerjesztett atmenetekhez — a vara-
kozéasnak megfeleléen — negativ és pozitiv elektro-
mos jel tarsul, amely 80—140 K koz6tt 1ényegében
nem valtozik (21. dbra). Ajelekbdl ki lehet mutatni,
hogy felfutasuk (~3 ps) koveti a gerjesztéshez itt
hasznalt flash lampa fényének idétartamat, lefutasa
figgott a korbe kapcsolt ellenallastdl, amplitadoja
viszont nem.

150—160 K felett megvaltozik az elektromos
valaszjel jellege (22. abra). A régebbi jelre rall egy
Ujabb komponens, amely joval nagyobb amp-
litaddju és élettartam. Az (j jel amplituddja fiigg,
gélettartama nem fligg a mérGellenallastol (23. abra).

A bomlési gérbe nem exponencidlis 160 és 190 K
kozott, nagyobb hémérsékleten igen. Ezt mutatja a
24, dbra. A 190 és 220 K kozti tartomanyban
regisztralt adatokbo6l meghataroztuk az Gj kompo-
nens Arrhenius-paramétereit (18. egyenletbdl): A' = 7
x 1012s_1, AH =35+ 5 kJ/mol. Az (j jel is negativ
z6ld gerjesztésre, a piros gerjesztés pozitiv jelt adva
visszaviszi a bR alapallapotdba a molekulakat.
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21. &bra. Elektromos jelek 40% glicerin—viz szuszpenziéban
orientalt pm-ek esetében kiilonbdzd hémérsékleteken, aj Zéld
fény gerjesztés, b) zold fény gerjesztés utan vords fény gerjesztés
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22. &bra. Koérilmények azonosak a 21. dbraval, csak a homérsékletértékek killonboznek. JoI lathatd 155 és
165 K-en a jelek jellegének valtozéasa



23. dbra. Ajelek amplitidéjanak fiiggése a méré ellenéllasatol.
/:R = 10 ki2,2:R =50 kfi, i:R = 100 kO

A paraméterekbdl t=0,2—0,3 ps élettartamot
lehet meghatéarozni 5 °C hémérsékletre, ebbdl kdvet-
kezik, hogy az 1 pm-es Iézerrel mért jelekben éppen
nem lathatjuk kalén az (j komponenst.

Mas mérésekbdl ismeretes, hogy a K forma elétt,
amely az L forméaba bomlik egy masik forma is
létezik [31, 60], Ezt a format nevezhetjik K'-nek,
amely 10—20 ps alatt kialakul, és szobah6mérsékle-
ten ~ 100 ns alatt bomlik a K formaba. A két forma
kozott kis killénbség van az UV, az infravords és a
lathatd spektrumtartomanyban is. Felmerilt a gon-
dolat, hogy a gyorsan megjelend jelet a bR-*m/(, a
lassan megjelend jelet a K'-+K atmenethez tarsitjuk.
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5>  24. 4bra. Az elektromos jelek amplitidéjanak logaritmusa az id6 fliggvényében. 160 és 170 K hémérsékleten a bomlas
nem exponencialis. Az amplitidékat normaltuk r= 0 id6ben



A tovabbi vizsgalatok azonban meggy6z6en mu-
tattak, hogy a ,lassu” elektromos jel id&allandéi
nem egyeznek a K'->K atmenetnek megfelel§ opti-
kai jelek id6allandoival, hanem a minta ionkon-
centracidja hatarozza meg az értékeket. Ezért ugy
Véljuk, hogy a bR-*K' atmenet alatt egyetlen nagy
amplitaddju jel keletkezik, amely a minta elektro-
mos viszonyai miatt jelentkezik kett6s jelként. A
szétvalas pontos magyarazatat még nem sikerilt
megtalalnunk. Val6szinlinek tlnik, hogy a K'->K
atmenethez nem kimutathat6 elektromos jel tarsul.
A tovabbiakban a két jeltipust kiilon targyaljuk.

Ezek szerint a f >tociklussal 6sszesen 6 kiilénb6z6
id6allanddju és a mplitadoju elektromos jel térsul:

1 Negativ jel, nagyon gyors (mas méréseinkbdl
gyorsabb, mint 30 ps).

2. Negativ jel, szobah&mérsékleten mintegy 100
ns élettartamu. Arrhenius-paraméterei 200 K kordil:
A'=1x1012s-1, AH =35+ 5 kid/mol. Elektronikus
eredet(i. A két jel egydttesen felel meg a bR-»K'->K
atmenetnek.

3. Negativ jel, szobah&mérsékleten 3 ps élettar-
tamu. Arrhenius-paraméterei: A'=1x 10*5s_1, AH
= 52 kJ/mol, megfelel K-+L atmenetnek.

4. Pozitiv jel, anya—Ileany tipusd (lasd 8. egyen-
let), az egyik id6alland6 a K->L, a masik az L-+Al
atmenethez tartozik. Az L~*M &tmenet Arrhenius-
paraméterei: A'= 1,7 x 1015 s~ * AH =66 kJ/mol.

5. Hosszu élettartamu, kis amplitidoja pozitiv jel.
Felfutésa gyors, a lefutas mellett elhanyagolhato, ez
~8 ms élettartamu, megfelel az Al-»0 atmenetnek.
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Arrhenius-paraméterek: A=4x1017 s_I, AH=84
kJ/mol.

6.  Kisamplitidoju anya—Ileéany tipusi pozitivjel.
Két idéallandoja megfelel az Al-*-0 és az 0->bR
atmenetnek. Az utobbi a gyorsabb, id6allandéja 2
ms. Arrhenius-paraméterek /T=5,8x 10" s_1, AH
- 54 kd/mol.

Az elektromos jeleket az R ellenallason fesziiltség-
ként regisztraljuk. Az ellendllassal elosztva aramot
kapunk. Ha a teljes elektromos jel negativ és pozitiv
aramait id6 szerint integraljuk, akkor t6ltés dimen-
zi6ju mennyiséget kapunk. A teljes integral pozitiv,
ami azt jelenti, hogy a ciklus soran — a véarakozas-
nak megfeleléen — tdltés halad at a molekulan.
Amennyiben a bR egyes bels6 toltott alkotorészei
mozognanak csak, a ciklus kévetelményei alapjan —
tekintve, hogy az eredeti molekulénak kell visszaall-
ni— az dramok integraljanak zérus értéket kell adni.
Ez torténik a Na+ csatornak nyitasaval—zarasaval
egyuttjaro ,.kapu” dram esetében [27].

4.2.3. Az elektromos jel értelmezése

Az elektromos jelek id6allanddéi a fotociklus
id6allandoival korrelaciéban vannak. Az integral
pozitiv, amely toltésathaladast jelent. Lehet-e a mért
jelek analizisébdl tovabbi ismereteket is szerezni?
Bizonyos plauzibilis feltevések mellett lehet, amelye-
ket a nyert adatok mas modszerekkel szerzett
adatokkal valo 6sszevetésével igazolhatunk.
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25. bra. A feltételezett elemi aktus az eltolddasi aram keletkezése-
kor. AbR a membranba van 4gyazva; a toltés 1-t6l 2-ig mozog; £,
és E2feltételezett elektrodok

Az els6 feltevésiink az, hogy egy fotociklus soran
egy proton mozog, és a mért eltolodasi aramok a
proton molekulan beliili mozgasabdl szarmaznak.

Valasszunk ki egyetlen orientalt pm-et, és tegyik
fel, hogy a pm-hez képest nagy sik elektroddk
érintkeznek vele (25. dbra). A membrant homogén
szigetel6nek tekintjik, amelynek dielektromos
allandoja e. Az abszorbealt foton — feltételezésiink
szerint — egy Qelemi téltésii protont mozgat az 1-es
pontbél a 2-es pontba. (Megjegyezziik, hogy a
targyalas nem valtozik, ha nem proton vagy nem egy
proton, esetleg dipdl két végén levé téltések mozog-
nak, a Q toltés ezt is jellemezheti) A Ramo—
Shockley-teoréma szerint [61] i &ram indukalodik a
kils6 korben;

om

£ )

i(0=
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ahol n(i) a toltés id6fliggd sebessége, D' az Ei és E2
elektrodok tavolsaga, jelen esetben a membran
vastagsaga. Feltessziik, hogy n(t) nagyon nagy,
vagyis a protonok mintegy ugranak az 1 és 2 pont
kozott. (Becslések szerint egy ilyen atmenet id6tarta-
ma kisebb mint 10~12s [62]). Az (51) egyenletet id6
szerint integraljuk, akkor az indukalt toltés:

® Qo ntf

Qind= eD o D ©2)

Qind aranyos a d elmozdulassal. Rind feltdlti az
elektrodok és a kiils6 mérékor C kapacitasat, amely
R meérGellenallason at sul ki. A fesziiltség egy toltés
elmozdulas esetén

W )="?2e-SF. (53)

A valo6s esetben az elektrédok D tavolsagban
helyezkednek el a szuszpenzidban, és NO toltés
mozog bizonyos idéelosztasban. Aszamitasok tehat
két lépéshdl allanak: 1 meg kell hatdrozni F,(i)
fuggvényt D tavolsadgban lev6 valds elektrédok
esetén, és 2. a Vx(t) fliggvényeket 6sszegezni kell NO
részecskére. Az 1 folyamatra két modellt is kidol-
goztunk, az egyiket ismertettik mar [63], most a
masodik modellt fejtjik ki, amely realisztikusabb az
els6nél.

A 26. 4bran bemutatjuk a valddi és a helyettesitd
elektromos kort. Egy pm-et tekintiink és abban egy
bR-molekulat. A pm-et a korllvevd elektrolit Rpm
ellenallasa sontdli és REI, RE2 ellenallasok kap-
csoljadk az elektrédokhoz. Az ellenallasok elsé
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26. dbra. A valddi a) és a helyettesité b) elektromos kor. £,, E2 elektrédak, Rft, Rt,, Rpm az elektrolit ellenallasa;
Cpr, a pm kapacitasa; R és C a mér6kor ellenallasa és kapacitasa



kozelitésében aranyosak a megfelel§ tadvolsagokkal.
Minthogy a pm vastagsaga, D' sokkal kisebb, mint
az elektrodak D tavolsaga, a szuszpenzio ellenallasa
KE= KE1+ K E2, RmiRE~"DyZ)”"10-6.

A pm-en a gerjesztés kovetkeztében megjelend
toltések az Rpmés RE+ R ellenallasokon at stilnek ki.
A Kkj(i) flggvényt meghatarozzuk az equivalens
korre, ha g ind toltés (52. egyenlet) jelenik meg a Cpm
en t=0 id&ben. Jeldljik az id&fiiggd toltést a C és
Cpmkapacitason Qés g pmmel, az aramot az R,REés
Rpmellenallasokon /, IE és /pmmel, akkor:

4

Ezekb6l az egyenletekbdl

helyettesitésekkel kapjuk a kovetkezd kapcsolt
differencidlegyenleteket:

()

Az egyenletek megoldasa R-ra, B pn=R ind és Q=0
kezdd feltételekkel (i=0 id6ben) és néhany extrém
kicsi tag elhagyasaval:

(56)
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ahol R'=R R* . Ebb6l
R+Re

Az egyenletbdl lathaté, hogy 1°0=0, ha i=0, és
maximuma van T~2RpmCpm id6ben. Minthogy
azonban RpmCpm<$R'C, ezért a masodik tagot
elhagyhatjuk.

A kovetkez6 lépésben meghatarozzuk a
fuggvényt, vagyis 6sszegezzilk a Ej(r) fiiggvenyeket
NO téltés mozgasara. Toltés csak akkor indukalédik
a kulsé korben, ha toltés mozog 1 pontbdl 2-be.
Vegyink egy egyszerl exponencialis bomlast, akkor

27. dbra. Minden indukalt toltés K(i) fesziiltséget produkal (57.

egyenlet). A megjelenés id6beli slirliségét a p(l) fliggvény adja (58.

egyenlet). kj,i) értékét a megfeleld dsszegezéssel kapjuk (59.
egyenlet)
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az id6egység alatt bomlo allapotok, tehat a mozg6
(6ltések szama

(58)

ahol k a sebességi allandd. KNYi) fliggvényt Ugy
kapjuk meg, ha minden egyes tdltés mozgasahoz
tartoz6 VAt) flggvény jarulékait Osszegezzik t
id6ben minden r'<i értékre (27. abra). Szamitasban
ez az (57) és (58) egyenlet konvolicidjat jelenti:

(9)

Az egyenlet két széls6 esetét érdemes vizsgalni. Ha

k> W ¢’ akkor

vagyis nem fligg a bomlas id6allandojatol, csak az
elektromos korétél. Az amplitidét a mérékapacitas
hatdrozza meg, és nem fiigg a mérg ellenallastol. Ha

k<W c’ akkor
A Qr)=/VoQiodR '~ fce “. (61)

Itt a mérékor id6allanddja esik ki, a jel koveti a
bomléas id6allandéjat, és amplitidoja fiigg a méréel-
lenallastél. A bR méréseknél szobahémérsékleten a
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28. dbra. Az elektromos jel fiiggése a terheld ellenéllastol. A jel
amplitidé logaritmusa ((/) 80 K hémérsékleten / :R= 10kQ;2: R
= 50 kil; J :/2= 100 kO

bR->K'->K atmeneteket a (60), az L-*M-*0-*bR
atmeneteket a (61) formulaval jol leirhatjuk. AK->L
atmenet id6allanddja nem sorolhato egyik kategé-
riaba sem, de 5 °C-ra h(itve mar a (61) 6sszefliggésjol
alkalmazhato (18. abra). A két kozelités helyességét
jol igazoljdk a bR->K' és K'—*K atmenetekhez
tartozo elektromos jelek szétvalasztasa érdekében
végzett mérések (23. és 28. abra).

A bR bomlasaban tébb komponens van. Akkor a
(61) egyenlet id6fiiggd része modosul és az egyszer(i
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exponencialis bomlas figgvény helyett a (4), (5) és (6)
egyenletekben megadott fliggvényeket kell hasznal-
nunk. Vizsgaljuk az i-edik &tmenethez tartozé

fuggvényt, és jeldljik az ehhez tartozd id6fiiggést

f(kt,k2,.. kt, i)-val. Akkor a k<! ﬁkézelités-

ben

Itt e jelzi az j-edik atmenethez tartozé fehérjén
beluli dielektromos allandét. A gyakorlatban az ,, /”
fiiggvénynél csak két tagot kell figyelembe venniink
a bR fotociklusanal, mert az id6allandok nagyon

kilénbdz6ek. Mondottuk, hogy b nagysagrend-
e

ben ~ -vei egyezik. Legyen ~ ~ = F—, ésjeldljuk

4-val a teljes orientalastol vald esetleges eltérést.
Akkor

»18,(0= " OQRNF A /(K ,, k 2.....kh ). (63)

Tegyik fel, hogy a fehérjéken belil a dielektromos
allandé mindenitt azonos: £ = £22, akkor a (63)
egyenletbdl Q d, -F wA mennyiségek meghatéaroz-
hatok, mert NO-1 az M allapot koncentraciojanak
mérésével (26, 27. egyenlet), az id6allanddkat az
elektromos jelek id6alland6ib6l meghatérozhatjuk.
Telitési orientacio esetén A~\, feltevésiink, hogy
egy proton mozog ciklusonként, akkor Q= 16
x 10“19C, azaz egy elemi toltés. F =4 valasztassal
kapunk olyan dt értékeket, amelyekre 17/,= 5 nm, a
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3. Téblazat

AZ ELEKTROMOS JELEKBOL A SZOVEGBEN
KOZOLT FELTEVESEK ALAPJAN SZAMITOTT

ELMOZDULASOK
Atmenet Elmozdulas, (nm)
J—0,02
bR->K'-»K £i
K-*L d} -0,02
L->M d4 05
M-*0 d, 31
0-*bR de 15
Zd, 4,95

membran vastagsaga. Itt az els6 két elektromos
jelhez szamithatd elmozdulést célszerlségi okokbdl
kilon targyaljuk, jollehet azokat — mint mar
emlitettiik — nagy valoszin(iséggel egyetlen téltésel-
mozdulés okozza. Az adatokat a 3. tablazat tartal-
mazza. Az F =4 érték kdénnyen értelmezhetd, ha
figyelembe vesszilk, hogy a membréanon létesitett
toltéseknek Edr nél hosszabb utvonalon kell Kie-
gyenlitédniik (29. abra). Rpmet elvben meg lehet
hatarozni szamitassal, de kézben hatarozott integra-
lokat kell kiszdmitani a divergenciahoz egész kozeli
hatarértékekkel. Ez az eredményeket irredlissa teszi.
Meg kell elégedniink azzal az egyaltalan nem
lebecsiilend6 eredménnyel, hogy a (63) egyenlet
segitségével a mérési eredményekbdl Edr re nagysag-
rendben helyes értéket kapunk. Ha Zd, értékét az
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29. dbra. A toltéskiegyenlit6dés Gtja a pm korl

ismert membranvastagsagra normaljuk, akkor pe-
dig az egyes dt értékeket kapjuk meg.

4.2.4. Az elmozdulds mértékének analizise

Az elektromos jelek mérése és az elmélet nem ad
valaszt arra, hogy milyen téltés mozog a fehérjén
bellil. Feltételeztik a proton mozgéasat, mert is-
merjlk, hogy fotociklusonként egy (vagy esetleg
tobb) proton atjut a membranon. Ezzel teljes
dsszhangban van az, hogy az elmozdulasok algebrai
Osszege pozitiv, és nagysagrendben egyezik a
membran vastagsagaval.

Tovabbi problémat jelent, hogy az UV spektrum
valtozasok tanulsagai szerint a protontranszport-
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ban részt vevl toltétt oldallancok mozgasa mily
mértékben befolyasolja az egyes d, értékeket. Mint-
hogy az oldallancok mozgasa ciklikus kell legyen,
azt varhatjuk, hogy azok parosaval pozitiv és
negativ vagy forditott jarulékot adnak az elektro-
mos jel egyes komponenseihez. Vegyik példanak a
tirozin oldallancot. A tirozin abszorpcios jel az L
-*M 4tmenet soran jelenik meg, és az M->0
atmenettel tlnik el. Ha pl. a mozgas az els6
atmenetben a membran kiils6 oldala felé irdnyulna
tf4elmozdulds a proton és oldallanc téltése mozgasa-
nak dsszege lenne. Tehat a valodi protonelmozdulés
kisebb, mint a 3. tdblazatban adott érték. d5-hdz az
oldallanc mozgas negativ jarulékot adna, tehat
protonmozgas annyival lenne nagyobb, amennyivel
az L-»M mozgas kisebb. Minthogy az oldallanc
mozgas iranyardl nincs ismeretiink, a forditott
effektus is lehetséges.

Az oldallancok mozgasarél azonban ismereteket
szerezhetlink a fotoszelekcid modszerével. Szusz-
penzidban levd bR-molekuldkat linearisan polaris
lézer fényimpulzussal gerjesztjik, igy kivalasztjuk
azokat a molekulakat, amelyeknek az &tmeneti
dipélnyomatéka a polarizécios sik iranyaba esik. (A
kivalasztds nem teljes, a valoszinliség eloszlas
co0s20-val aranyos, ahol 0 a szdg a polarizécio sikja
és a bR-molekula atmeneti dipélnyomatéka kozott
(lasd 30. &bra). Ha az abszorpcidvaltozasokat a lézer
fény sikjaval parhuzamos és arra mer6legesen
polarizalt mér6fénnyel  regisztraljuk, akkor
kiillonbozd értékeket kapunk (JALés AAL). A 3la
abran bemutatjuk a A= 410 nm méréfénnyel kapott
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30. dbra. Az atmeneti dipéInyomaték (pRa retinai kromofdrja) és
a lézer fény polarizacios sikja kozti 0 szog. A pszogre atlagol
a fotoszelekciés mddszer

eredményeket [32]. A mérési adatokbol képezhetjiik
az Un. anizotropia faktort

AAN-AAM)

AA"(t) + 2AAL(L)' ©9

Az anizotropia faktor t=0 id6ben jellemz6 arra a 6
szogre, amelyet a vizsgalt kromofér (az Ujonnan
megjelend forma atmeneti dipdlnyomatéka) a ger-
jesztett dipdlnyomatékkal bezar:

rfo)= ~ (2—3sin24H. (65)

Ha 6 =0, r(0) = 0,4. Ezt az értéket csak akkor kapjuk
meg, ha kis gerjesztd fényintenzitassal mériink.
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31. é&bra. Az abszorpci6valtozasok kinetikaja, és a szamitott anizotrépia faktor r(f) agar-agar gélben immobilizalt pm-eken
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4. Tablazat

A (=0 IDOHOZ TARTOZO r ANIZOTROPIA ERTEKEK
KULONBOZO HULLAMHOSSZAKON KIS GERJESZTO
FENYINTENZITAS ESETEN

! (nm) r(EQ
550 0,35
410 0,38
295 0,16
275 0,37
240 0,22

Ilyen r(o) értékeket mutatunk be a 4. tdblazatban
[32]. Az 550 nm-en mért érték a bR alapallapotanak
a visszatértét jelzi, tehat idedlis korilmények kozott
6=0-rajellemzd r(o) = 0,4 értéket kell kapnunk. Az
r(0)= 0,35 ezt jol kozeliti.

Az M format jellemz6 410 nm-en mért r(o) = 0,38
értéek azt mutatja, hogy a retindi kromofor iranya
nem valtozott meg, csak a szine. Az UV tartomany-
ban végzett mérések mutatjdk, hogy a 2= 275 nm-
nél jelentkez6 triptofan kromofor jo kozelitéssel
parhuzamos a retindi kromoforral. Ez mindjart azt is
valdszin(siti, hogy az abszorpciévaltozas egyetlen
triptofanmolekulatdl szarmazik. Ez megegyezik
Hess €S K uschmitz eredményével [30]. 2= 295 nm-
nél triptofan és tirozin egydittes jele, 2= 240 nm-nél a
tirozin jele latszik nagy valdszinGséggel. Itt, mint-
hogy r(o) kicsi, nem sokat tudunk koévetkeztetni.

A kilénb6z6 hulldamhosszakon  mért  r(t)
fliggvényeket a 31. abran mutatjuk be. Mindegyiken
latszik, hogy az anizotrépia faktor id6tél fiiggetlen
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konstans érték. Ez csak Ugy lehetséges, ha a kro-
moforok irdnya nem valtozik azalatt az id6 alatt,
amig az (j allapotban vannak. Ez a kijelentés nem
jelenti azonban &ltaldban azt is, hogy a kromoférok
irdnya nem valtozhat ugrasszerten, mikor megjelen-
nek vagy eltlinnek. Tovabbi analizissel az atmene-
tekkel kapcsolatos valtozasokrol is kaphatunk fel-
vilagositasokat.

A legegyszer(ibb a helyzet a retinai kromofér
esetében. Lattuk, hogy az M &llapot kromofdrjanak
irdnya bR alapallapoti kromofor iranyaval egyezik.
Minthogy ugyanaz a kromofér jelenik meg az M
formaban kissé megvaltozott szinnel, de azonos
irannyal, allithatjuk, hogy a retindi iranya nem
valtozik meg az atmenetek sordn sem. (E1 Sayed €t
al. [64] jelezte hogy a K allapothoz tartozo kro-
mofor esetében is &= 0 értéket talalt) Az UV
kromoforok esetében az analizis sokkal bonyolul-
tabb. Az analizist egyel6re csak a triptofan kromofér
viszonylag tiszta esetére sikerilt elvégezni. Ebbél azt
kapjuk, hogy a mérések alapjan a kromofor elfor-
dulasi szoge az atmenet alatt nem lehet nagyobb,
mint 18°. A triptofan oldallancanak hossza ~0,6
nm, 18°-o0s elfordulas esetén a legtavolabbi pont 0,18
nm-et mozdul el. Ez lehet a maximalis jarulék az
elmozdulasokhoz, de akkor egy toltésnek kell moz-
dulni az oldallanccal, és a mozgasnak pontosan a
membran normalisanak iranyéaba kell esni. A trip-
tofan oldallanca nem to6ltott, és a szokasos pH
értéken nem disszocial le réla toltés.

A tirozin oldallanca ~0,7 nm, ez tolt6tt lehet, ha
egy proton disszocial réla. Ha a t6ltés a legtavolabbi
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ponton van, 90°-0s elfordulds esetén, ami nagyon
valdszin(tlen, ~0,7 nm mozgéas lehet maximalisan,
ami kicsi a 3 nm-hez képest. Hogy lényegesebb
hozzajarulast kapjunk, ahhoz tébb tirozin részvétele
lenne szilkséges. Ezt az eddigiek alapjan (UV
abszorpcid, fotoszelekcié) nem lehet egyértelmien
kizarni, de egy kisérletiink arra mutat, hogy egy
tirozin vesz csak részt a bR protonpumpalé funk-
cidjaban.

A kisérletben [65] az elektromos jeleket olyan
pm-eken mértilk, amelyekben a bR tirozin ol-
dallancahoz jodot kotottink. Azt talaltuk, hogy a
protonmozgasban nincs valtozas az M allapotig,
onnan azonban a protonok nem haladnak tovabb
elére, hanem visszaugranak az eredeti helyiikre. A
ciklus tehat nem jar protonemisszioval, a toltések a
fehérjén belil mozognak csak. Akdvetkeztetést a 32.
abran lathato elektromos jelek alapjan vonjuk le. Az
elektromos jel elsé komponensei (a negativ kompo-
nens és az L-+M atmenetre jellemz6 pozitiv kompo-
nens) nem véaltoznak, az M ->0é&s 0->bR-rejellemzé
pozitiv komponensek helyett egy a fotociklus idéal-
landéitél kilénboz6 id6allandéju negativ kompo-
nensjelenik meg (32. bra). A pozitiv és negativ jelek
terlilete megegyezik.

A méréseket két kilonb6z6 maédon jodozott
mintan is elvégeztiik. Az egyikben egy, a masikban
két tirozin volt moédositva. Az elektromos jelek
azonos eseményeket jeleztek, vagyis egy tirozin
maddositdsa mar elegendd volt a protonemisszio
megsziintetéséhez.
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32. ébra. Elektromosjelek tirozin médositott pm-eken kiilonbéz6
erésitéssel és idofelbontéassal

Jollehet, mas oldallancok mozgasat nem vizsgal-
tuk, a fentiek alapjan mégis valészindsithetjlk azt a
feltevést, hogy az oldallancok mozgéasa er6sen
korlatozott a bR-ben, kdvetkezésképpen a toltott
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oldallancok mozgasa elhanyagolhaté mértékben
valtoztatja meg a d, elmozdulas értékeket.

Az oldallancok nagyon kis mozgasarél alkotott
képet meger6sitik a fehérjékre vonatkoz6 egyéb
vizsgalatok is. Frauenfelder et al. [21] rontgendiff-
rakcio vizsgalatok soran azt talaltak, hogy a mioglo-
bin fehérje kilénbdz6 atomjai kilénbdzé amp-
litddoval rezegnek, de az atlagos elmozdulas négyze-
te nem nagyobb, mint 0,5x 10 3 nm2. Ezt egyéb
vizsgalatok is megerdsitik [66],

Tobb fehérjének ismeretes a kristalyszerkezete
alapallapotban és abban az allapotban, amelyben a
szubsztrat kdtve van, vagy pl. redukalt és oxidalt
allapotban [67], A szerkezet a két allapotban csak
nagyon kicsit kiilonbozik, azaz a mikddésre jel-
lemz8 két végallapot atomjainak helyzete kozel
azonos.

Nem valészin(, hogy az &tmenetkor nagy mozga-
sok torténnének a fehérjében, amit az is alatamaszt,
hogy az enzimek kristalyokban is elvégzik kataliti-
kus funkciojukat a szubsztrdtokon, és nem esnek
szét a kristalyok, jollehet, intenziv mozgasoknal ezt
varnank.

Ezek utan vizsgaljuk meg, hogy a mérésekbdl a
4.2.3. részben leirt elmélet alapjan szamitott d,
értekek (3. tablazat) Osszhangban vannak-e mas
modszerekkel nyert adatokkal.

a)  Nagyon valészin(, hogy a bR -+K'->K atme-
net az all-transz-retindl a 13-cisz-izomerizécidjat
involvélja [68], A transz-cisz izomerizaci6 egyszeri
geometriajabdl (33. abra) a Schiff-bazishoz rogzitett
protonnak 0,16 nm-et kell elmozdulnia a membran

84



kint

1nm 0lnm

33. abra. A transz-cisz izomerizacié geometridja. A retindi a membran mer6legesével 70°-os szoget zar be



z6ld fény kék fény

1

34. abra. Elektromos jelek orientalt pm szuszpenzidban z6ld és az
M éllapot kialakuldsa utan adott kék fényimpulzus hatasara

normalis irdnyéaban. dl +d2=0,13 nm ehhez nagyon
kozeli érték.

b) Az elmozdulasértékek jol meghatarozzak az
atpumpadlt proton eredetét, azaz a Schiff-bazist. A
Schiff-bézis d6= 15 nm tavolsagban van a bels6
fellilettdl, és —(d, + d2+d3)+ d4 + 1/5= 3,45 nm-re a
kills6 felulett6l. A szerkezeti meghatarozasok
alapjan ezen a helyen varjuk a Schiff-bazist [7, 8],

c) Ismeretes, hogy a bR nem pumpal protont, ha
M éallapotban kék fénnyel megvilagitjuk [69, 70],
vagyis kék fény hatasara a bR fotociklus kozvetlenil
zarul a molekulan belil. Az elektromos jeleket
vizsgalva [56] azt tapasztaljuk, hogy zéld fényim-
pulzussal elinditva a fotociklust az elektromos jelek
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a szokasos maédon (17. abra) kovetkeznek egymas
utan, de kék fényimpulzus nagy negativ elektromos
jelet indukal (34. abra). A (63) egyenlet alapjan
elvégzett értékelés azt mutatja, hogy a z6ld és kék
fény hatdsara tortént elmozdulésok algebrai 6sszege
zérus. Itt kék fénnyel hajtottuk vissza a protonokat a
Schiff-bézisra, ami a tirozin modositott mintaban
spontan is bekdvetkezett.

4.3. A protonpumpa modellje

Az optikai (lathaté UV, lézer-, Raman- és inf-
ravords) spektroszképia, valamint az elektromos
jelek adatai modot nydjtanak arra, hogy egy modellt
konstrualjunk a bR protonpumpa miikodéséhez. A
modellt6l azt varjuk, hogy lehet6leg értelmezze a
kiillénb6z6 mddszerekkel nyert adatokat, és f6leg,
hogy szamot adjon a foton energia bR-molekulan
bellll bekdvetkez6 befogasarol, tarolasardl és arrdl,
hogy a tarolt energia hogyan alakul &t a protonok
egyenirany mozgatasava.

Az elsé vallalkozds STOECKENiustdl szarmazik
[71]. A lényege nagyon egyszer(i: a Schiff-bazis és a
membran két oldala kodzott egy-egy protonvezetét
tételez fel, amelyeken a protonok szabadon mozog-
hatnak. (A protonvezetérél kés6bb lesz sz6.) A
vezetdket egy energetikai kapcsolo valasztja szét. A
bels§ vezet6rdl csak akkor jut at proton a kuls6
oldal felé iranyul6 protonvezet6re, ha az abszorbealt
foton energiaja azt atemeli az energiarésen. A
tovabbiakban latni fogjuk, hogy ma mar ennél
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Iényegesen részletesebb modellt is szerkeszthetlink,
amely val6sziniileg sokkal jobban megkézeliti a
valdsagot.

4.3.1. A transz-cisz izomerizacio;
energiaatalakitas és tarolas

Mar emlitettik a 4.2.4. részben, hogy a bR->K'
-*K atmenet alatt transz-cisz izomerizacié jon létre.
A transz-cisz izomerizacidt els6sorban optikai,
spektroszkopiai vizsgélatok igazoljak. Ezek kozill
elsd helyen emlitjuk a lézer-Raman és infravoros
spektroszkdpiai munkékat [33, 34, 35], Itt részlete-
sebben targyaljuk a 4.2.2. részben mar emlitett, a K'
allapot létezésére vonatkoz6 érveket.

80 K hémérsékleten megvilagitva a mintakat, a
fotociklus elindul és megall a A(?) allapotnal. A
kapott spektrumot dsszehasonlitjak a 13-cisz spekt-
rummal. (A 13-cisz spektrumot ugy lehet megkapni,
hogy a sotét adaptalt bR spektrumabdl pontrol
pontra kivonjuk a fényadaptalt spektrum felét.) Az
Osszehasonlitdshol az deril ki, hogy a 80 K
hémérsékleten, megvilagitasra kialakulé spektrum
hasonlit a 13-cisz spektrumhoz, de csak hasonlit, jo
néhany Uj vonal is kialakul, megjelenik. A kialakulo
allapotot ezért torzitott 13-cisz allapotnak nevezik,
amely a hémeérséklet ndvekedésével valddi 13-cisz
spektrumma relaxal. A relaxalt spektrumot szo-
bah6mérsékleten a gerjesztés utan mintegy 60 ns-
mal figyelték meg [60, 72],

Hasonldan a sotét adaptalt 13-cisz spektrumaval
valé dsszehasonlitas alapjan allitja Kuschmitz €s
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Hess [31], hogy egy torzitott 13-dsz-re jellemzé UV
és lathaté tartomanyba es§ valtozas lép fel a
megvilagitds utdn azonnal, amely 0,5—1 ps alatt
relaxal 273 K hdémérsékleten a valddi 13-cisz-re
jellemzd spektrumba.

A fentiekbdl és az elektromos jelek két 1épésébdl
arra kovetkeztetlink, hogy a transz-cisz izomerizacid
két Iépésben torténik, vagyis egy K' allapotot kell
iktatnunk a K allapot elé. A K allapot tehat 13-c/sz
allapot. Honig et al. [68] és fuggetlenil W arshel
[73] vetették fel, hogy a fotonenergia a transz-cisz
atmenet soran elektrosztatikus energidva alakul at
és stabilizalédik. A bR alapallapotdban a Schiff-
bazis pozitiv toltését egy kdzel levd negativ toltés (pl.
egy aminosav karboxilcsoportot tartalmazé ol-
dallancéan levé negativ toltés) kompenzalja. Legyen
a tavolsag két téltés kozott rO~ 0,2 nm (33. &bra). Az
elektrosztatikus energiavaltozas, ha a toltés r-
tavolsagra mozdul el:

(66

ahol €0 a vakuum dielektromos allandéja (e0= 8,85
x10-12), r a geometria alapjan szamithatd (j
tavolsag, £= 2. Eredményiil azt kapjuk, hogy az 570
nm hulldmhossz( foton energiajanak mintegy 75%-
a atalakul elektrosztatikus energidva és addig ilyen
értékben tarolddik is, amig a proton nem mozdul el a
Schiff-bazisrél. Honig és Warshet a toltéselmoz-
dulast a transz-cisz izomerizécio alapjan posztulal-
tak. Vizsgalataink ezt a toltéselmozdulas tényleges
megfigyelése alapjan meger6sitették, de egyduttal
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problémaként fel is vetették a kétlépcsés toltés-
mozgas értelmezését.

A bR retindlja transz-cisz izomerizciojanak
kvantumkémiai targyalasa soran Schulten [74, 75,
76] arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy a transz-cisz
izomerizacio elsd lépésében a proton elugrik a
Schiff-bézisrdl a 13— 14 szénatom lekotése kozelébe,
ezzel lecsokkenti az izomerizécidval szembenélld
szférikus akadalyt jelentd barrier nagysagat, és igy
teszi lehet6vé a nagy térbeli mozgast igényl6 izome-
rizciot. A masodik 1épés aktivacids entalpiajat ~ 60
kJ/mél-ra becsiilte a kvantumkémiai szamitasok
alapjan.

A Schulten-modell azonban ellentmondasban van
a lézer-Raman és infravoros mérésekkel, amelyek
szerint a cisz forma—jdllehet torzitott cisz forma —
mar az els6 lépésben kialakul [34, 35], és amelyek
nagymértékben valészindsitik, hogy a proton nem
mozdul el [34] a Schiff-bazisrol.

Az elektromos jelek arra utalnak, hogy a K'
kialakulasa mar nagy toltéselmozdulassal jar, a K'
->K &tmenetbe a tdltésmozgas elhanyagolhato.
Valészin(, hogy az elektromos jelek nem értelmez-
het6k a Schulten-modell alapjan.

4.3.2. A protonok mozgasa

A protonok elmozdulasat két csoportra oszthat-
juk:

1 kis elmozdulasok (&, +d2, d3, d4),
2. nagy elmozdulasok (d5, d6).
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Minthogy eddigi ismereteink szerint az elmozdul6
protonok a Schiff-bazisbdl erednek (lattuk, hogy dj
+d2 a transz-cisz izomerizéacioval kapcsolatos)
egyszer(i belatni, hogy az 1 csoport a fehérje
mélyében létrejové mozgasokat tartalmazza, ezeket
bels6 mozgasoknak nevezzik. A 2. csoportban d5
elmozdulds viszi a protonokat a felszinre, és db
elmozdulas soréan Iépnek a protonok be a membran
bels6 oldalarél. A d5 és db elmozdulasokat —
minthogy a fehérje kilvilagaval érintkeznek — kiils6
mozgéasoknak nevezziik.

Lattuk, hogy a belsd elmozdulasok kozil dt és d2
a retinai mozgasaval kapcsolatos, a proton a Schiff-
bazishoz kdtve mozog. A K->Latmenetnek megfe-
lel6 d3 elmozdulds nagyon Kkicsi, valoszinl, a K
allapotban még meglevé mechanikus fesziiltségek

Az L->M atmenet ~0,5 nm. Tudjuk, hogy az M
allapotban a Schitf-bazis deprotonalt, tehat a proton
elmozdult onnan, nyilvanvald, egy kozelben levé
negativ . COO -csoport kotdtte meg id6legesen.
Eisenstein €5 munkatarsai infravoros spektroszkoé-
pia segitségével észlelték is, hogy egy COO -csoport
protonalédik az M allapotban [36]. Elképzelhetd,
hogy a protonok 0,5 nm tavolsagra egyszer(en
atugranak.

A mddositott bR-ben és a kék fény hatasara
megfigyelt zart toltésmozgas ciklus jo) értelmezhet6
a belsé atmenetek koncepcioja alapjan. Ezekben az
esetekben a proton egyaltalan nem jut ki a mole-
kuldbol. Amaodositott tirozint tartalmazd bR mutat-
ja, hogy valamilyen formaban részt vesz a tirozin a
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35. abra. A protonpumpa kapcsol6 modellje. A Schiff-bazistdl a
membran két oldala felé egy-egy protonvezetd taldlhat6. a
kapcsolét a foton energiaja zarja

kils6 mozgas létrejottében, a kék fény pedig az M
allapotbdl egyszer(en visszahajtja a protont a Schiff-
bazisra, és létrehozza a cisz-transz izomeriz4ciot.

A kiils6 atmenetek esetében az elmozdulads d5
~3,1 nm, és d6=:1,5. A protonok ilyen nagy
tavolsadgot bizonyara nem tudnak egy lépésben
megtenni. A kils6 dtmenethez valamilyen ,,proton
vezet6bre” van sziikség, ahogy azt a Stoeckenius-
modell helyesen allitotta (35. &bra). (Megjegyezziik,
hogy ismerve azt, hogy a protonmozgas tobb
lépésben valésul meg, a kapcsol6 modellt
tobbszoros kapcsoldo modellé médosithatjuk. Min-
den elmozdulasnak megfelel egy kapcsolas ebben a
képben.)

A ,,proton vezet§” egy lehetséges modelljét Nagle
és munkatarsai dolgoztak ki [77, 78], A jégben a

92



36. dbra. Protonvezetés hidrogénen keresztll kotott lancokon.
(Pl. jégben.) a) Az elsd Iépésben az ion mozog, b) ezt koveti a
hibahely mozgésa. A tiszta eredmény egy proton elmozdulésa az
X perturbaciés helyrél. H+ helyét a masik oldalrél hasonlé
mechanizmus tolti fel, és ekkor helyreéll a lanc eredeti allapota

vizmolekuldk hidrogénen keresztul kotott lancokat
alkotnak, az elektromos vezetés a lancok mentén
alakul ki. A mozgéas két nagy folyamatban, minde-
gyikben apro lépésekben torténik (36. abra). N agle
elméleti becslést is adott a mozgasokhoz sziikséges
id6re: az ionnak néhany ns-ra van sziiksége, hogy 5
nm-et mozogjon ilyen lancon, a hibdk mozgasa
néhany ps-ot vesz igénybe.
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37. dbra. Fehérje oldallancokbdl kialakuld hidrogén kotott
lancok

A bR fehérje nem jég, de az oldallancok megfelel6
elrendezésben kialakithatnak hidrogén kotott lan-
cokat (37. abra).

Az elvi lehet6ség igazolasa csak akkor lehetséges,
ha a bR fehérje 3-dimenzids szerkezete ismertté
valik. A kiilsé mozgasokat tehat agy értelmezhetjiik,
hogy pl. a proton az M Allapot barrierjén atjutva a
»proton vezet6be” jut, ahonnan &sszességében
néhany ps idejl toltésmozgas révén teljes egészében
kijut a fehérje felszinére. A mozgas néhany ps-os
ideje még mindig nagyon gyors a barrier iddéal-
landojahoz képest, ezért az (52) egyenletben hasznalt
kozelités érvényes. A véges protonsebesség kérdesét
részletesebben is targyaltuk [79], amikor is kimutat-
tuk, hogy ha alancon a mozgas ~ 1ms-nél gyorsabb,
akkor mar nem kapunk valtozast a mért elektromos
jelben. A becslés ennél 3 nagysagrenddel gyorsabb
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mozgast jelent, tehat egyel6re nincs kisérleti le-
het6ség igazolasara, és a kétféle toltésmozgas (ion és
hiba) jeleinek szétvalasztasara.

Egy fontos kisérletlink alapjan alternativ modellt
dolgoztunk ki a protonvezetésre [80, 81]. A pm-ek
elektromos térben nemcsak orientalédnak, hanem
elektroforetikusan mozognak is. llyen médon elér-
hetd, hogy egy vezetd feliiletre vizes szuszpenziobol
orientaltan lerakddnak [82], Megszéaritva, a minta
évekig mikod6keépes allapotban marad. A mintan
végzett elektromos és abszorpcios jel mérések ta-
pasztalatait (38. abra) a kovetkez6kben foglaljuk
0Ossze:

a) A belsé atmenetek id6allandéi K-+L, L"M)
felgyorsulnak a vizes szuszpenziéhoz képest.

b) A kils6 atmenetek hianyoznak, pozitiv jel
helyett negativot kapunk. Az 5 tablazatban a

5. Tablazat

AZ ELEKTROMOS JELEK TERULETENEK ARANYA
(ABSZOLUT ERTEKBEN) M-.bR(S3) ES L-»M (S2)
ATMENETEKRE A MINTA RELATIV
NEDVESSEGTARTALMANAK {P/PO)FUGGVENYEBEN

P/Po S>/S2
0 0,68
0,12 0,68
0,22 0,84
0,33 0,86
0,51 0,61
0,75 0,47
0,85 01

1 0,0036
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38. abra. Tipikus elektromos jelek széritott, orientalt pm
mintdkon, a) belsé atmenetek; b) a lassi atmenet negativ,
mutatva a protontranszport hianyat

negativ jel teriiletének (S3) és a pozitiv jel teriiletének
(S2) aranyét adjuk meg a minta relativ nedvességé-
nek fiiggvényében. S2jellemzi az L-»M atmenet, S3
az M-+bR atmenet teriletét, amely aranyos az
elmozdulassal. Minthogy [d4—(d1+d2+ d3)]/d4=

96



=0,7, S¥S2 abszollt értékére 0,7-et varunk. A mért
értékek atlaga P/P0<0,5\ esetekben ezzel jo
egyezésben van. Allithatjuk tehat, hogy szaraz
mintakban a protonok az M allapotbél az alapalla-
potba térnek vissza, nincs érintkezés a kilvilaggal,
nincs valodi protontranszlokacié. Anegativ jelet ésa
hozzéatartozd abszorpcios jelet Al-»bR atmenethez
rendeljik. Nagyobb viztartalomnal megindul a
protontranszlokécio, ezért |SJS2| csokken.

ej Akétjol mérhet6 elektromos és abszorpcids jel
(L-+Al, Ai-*bR) bomlasgorbéje latszolag két expo-
nencialis gorbével irhatd le. Az id6allandok szoros
korrelacioban vannak. A 39. dbran bemutatjuk az L
->M atmenet két id6allanddjanak fliggését a relativ
nedvességtartalomtél. A bels§ atmenetek id6al-
landoja a relativ nedvességtartalommal egyditt
csokken, mig az Al-»bR atmenet idéallanddja né.

A fentiekb8l a legfontosabbnak a b) pontot
tartjuk, amely aztjelenti, hogy vizmolekuldk hianya-
ban a kiils6 atmenetek nem valésulnak meg. A kiils6
atmenetek megvalésuldsahoz vizmolekulak b8séges
jelenléte  kell. Szuszpenzidban d5[d4—(dj +d2
+d3)] = 9, amib6l azt kdvetkeztetjiik, hogy a vizmo-
lekulak kozvetlenil is részt vesznek a ,proton
vezetésben” a kilsé atmenetek esetében. A belsd
atmenetek esetében a vizmolekuldk csak az id6al-
landdkat valtoztatjak.

Ez a megfigyelés tette lehet6vé egy egyszeri
protonvezetési mechanizmus kidolgozasat, amely
nem igényli az oldallancok specidlis struktirajat, és
0sszhangban van a fehérjékre vonatkoz6 altalanos
ismeretekkel. A fehérjéket alkoté atomok fluktua-
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39. 4bra. a, b) Az L—M éatmenet id6allandoi a relativ nedvesség-

tartalom fiiggvényében (ezta H20/bR molekuldk N hanyadosara

szamitottuk at). Elektromos jelek (O), abszorpciés jelek & =400
nm-en (X) és 4= 525 nm-en (A). A korrelacié nagyon jo
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doja kovetkeztében a fehérjék részeit a vizmole-
kuldk kdnnyen elérhetik [83, 84]. Az egyes részek
kozott a fluktuaciok kdvetkeztében Kisebb iregek
képz6dhetnek, amelyeknek a feluletrél bejarataik
lehetnek. Az Uiregek, a bejaratok folytonosan mozog-
nak, de a véltozasok viszonylag gyorsak. Egyes
helyeket a vizmolekuldk ms alatt is elérnek, ahogy
azt a peptid hidrogének H—D kicserélédésének
vizsgalatai mutatjak [85]. Marmost feltessziik, hogy
az M éllapotban az L-*M &tmenet sorén protonal6-
dott COOH-csoport csak akkor képes depro-
tonalddni, ha egy vizmolekula atveszi a protont,
H3 O hidroxoniumiont formalva. Az M bomlas
barrierje nagyon nagy a deprotonalddasra, ha
vizmolekula nincs a kdrnyezetben. Ekkor a proton
belsé mozgéasanak nagyon kicsi valdszin(isége lesz a
folyamat vezérlGje.

Amikor a vizmolekula atveszi a protont, a mole-
kula belsejében még mindig van elektromos tér,
amely a HjO-iont kihajtja a fellletre. A negativ
toltés, amely kompenzalatlan most a belsé oldalrol
egy HjO-ion kozvetitette tOltést vonz, és igy
helyredll a bR alapallapota. A viszonyokat a 40.
abran modellezzik.

A kisérletek a mai technikai szinvonalon a
vizmolekula vezet6 modell javara sem tudnak
dénteni, tehat ezt is csupan lehet6ségként tarthatjuk
szamon. A modell elényére szol, hogy a fehérjék
altalanos, fluktuacios tulajdonsdgaira épil, nem
igényel specialis oldallanc szerkezetet (egy szerkezeti
kovetelmény azonban itt is van: a Schiff-bazis
protonjat kompenzalo téltés csak befelé nyitott, a
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40. dbra. A protonvezetés alternativ modellje. A protonokat
vizmolekuldk veszik fel, és a HjO-ionok mozognak a belsd
elektromos terekben

COO -csoport pedig csak kivilrgl kdzelithet6 meg
H20-molekuldkkal, a fehérje belsejében egy
»Vizvalasztot” kell feltételezniink) és altalanosithatd
mas ionokra (pl. Na +, K+ sth.) is, ami a H-k&tott
lancok esetén nem lehetséges.

5. APUMPAK MUKODESE

A bR-molekula az abszorbeélt foton hatasara egy
protont pumpal &t a membran egyik oldalarol a
masikra. Az elvégzett kisérletek és azok értelmezése
maédot nyUjtott a protonpumpa részletesebb mo-
delljének a kidolgozasara, amely azonban még
tovabbi meger6sitésre szorul. Ezt legféképpen a bR-
molekula 3-dimenziés szerkezetének a megis-
merését6l varjuk. Felmeriil azonban a kérdés, hogy a
pumpdk ,,modell molekuldjan” ez ideig megszerzett
ismeretek nyujtanak-e lehet6séget tovabbi altala-
nositasra, mas pumpak mikoddésének megértésére,
taldlunk-e Gtmutatést tovabbi kisérletek elvégzésé-
re? A valaszunk pozitiv.
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41. dbra. A bR protonpumpa ,,cstzli”-modellje

Forditsuk figyelminket a bR-pumpa energe-
tikajara. Lattuk, hogy a fotonenergia a Schiff-
bazison lev6é protont egy negativ toltést6l eltavoli-
totta, az energia atalakult elektrosztatikus ener-
gidva. A proton az els6 téltésmozgassal ellentétes
irdnyban 1ép ki. A 41. 4bran bemutatjuk, hogy az
elsd kis mozgasok a pumpat mintegy ,,felhztak”, és
a tovabbi lépésekben a proton a negativ toltés
vonzasanak hatasara a negativ toltés mellett messzi-
re elrepiilt. A révid tavua felh(zas, messzire elrepités a
»CsUzli”-ra emlékeztet, ahol is a kavicsot a csuzli-
gumi rugalmas ereje ellenében kicsit hatrahtzzuk és
elengedve az messzire repdil.

Az irodalomban kdzélt néhany eredményt figyel-
mesen szemlélve a ,,csuzli-effektus”-t mas esetekben
is felismerhetjik. Skulachev és munkatéarsai a szem
retindjanak elektromos jelenségeit tanulmanyoztak.
A retinakban a bR-molekuldhoz hasonld rodopszin-
molekuldk taladlhatok, amelyben szintén retindi a
fényérzékeny molekula. Flash gerjesztésre a szemro-
dopszin is a bR-hez hasonléan, de id6allandékban,
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szinképben kiilonb6z8 valtozdsokon megy at. A
szinképvaltozasokkal egyitt tdltésmozgas is torté-
nik, amelynek a szemidegek ingerlésében van eddig
még nem pontosan ismert szerepe. A vizsgalatokat a
bR-rel parhuzamosan végezték. A pm-eket és a
retinat membranra vitték fel, amely két vizes fazist
valasztott szét. A modszert mar ismertettik (12.
abra). Az eredményeket a 42. abran mutatjuk be. Jl
lathatd, hogy flash gerjesztésre mindkét esetben
toltésmozgas torténik, potencidl épil fel, amelyet
megel6z egy kis amplitddéju negativ jel. A ,,csizli-
effektus” a szemrodopszin esetében is regisztralhato.

A 2. részben emlitettik, hogy az abszorbeélt
fényenergia a kloroplasztiszokon is elektromos
jelenségeket indukal: a feléplil6 membranpotencidi
kdzbilsé energiatarolé rendszer. Az elektromos
jeleket az an. fény-gradiens moédszerrel lehet kimu-
tatni [87], amelyet a 43. abrdn magyarazunk meg.
Trissl et al. [88] ns fényimpulzussal gerjesztve a 44.
abran lathato elektromos jelet kapta. A negativ jelet
itt is pozitiv jel koveti.

A Thiocapsa persicina fotoszintetizalé baktérium.
A Kklorofillmolekuldk a sejt membranjaban helyez-
kednek el. A fénygradiens modszer segitségével
sikeriilt elektromos jeleket mérni, amelyet a 45.
abran mutatunk be. A jelek megddbbent6 mddon
hasonlitanak a pm-en mért jelekhez.

Allithatjuk, hogy a bR-rel egyiitt, a felsorolt
fotongerjesztéssel mikddd 4 pumparendszerben is
megnyilvanul a ,,csuzli-effektus”. Ezutan kérdez-
hetjuk, varhatunk-e hasonl6 jelenségeket az ATP
altal mikodtetett pumpak (1. tdblazat) esetében?
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42.

SZEMRODOPSZIN BAKTERIORODOPSZIN

abra. Elektromos jelek sszehasonlitasa szem- és bakteriorodopszin esetében



elektrodok

43. ébra. A fénygradiens modszer. A szuszpenzidban lebeg6 zart

gombocskék fény felé es6é oldalan ~ 1% foton abszorbeélédik,

amely mar hianyzik a masik oldalra juté fénybdl. A membran

mer6leges irdnyaba hat6é elektromos folyamatok tehat nem

kompenzalédnak tokéletesen. A fény iranyaban elhelyezett
elektrodok elektromos jeleket mérnek

100 200jjs

44. &bra. A fénygradiens mddszerrel kloroplasztiszokon mért
elektromos jelek
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Ezekr6l a pumpakrol biztosan tudjuk, hogy a
toltés transzlokacid energiasziikségletét az ATP
fedezi. A pumpék ATP hasitas nélkil nem mékdéd-
nek. Semmi sem ismeretes azonban — més ATP
igényes folyamatoknal sem —, hogy a felszabaduld
energia milyen modon alakul &t az ionokat mozgaté
energidva. A ,csuzli-effektus” alapjan az ATP
pumpakra egyszer( modell dolgozhato ki. A modellt
a Na+-K+-ATP-azra konkretizaljuk. Ismeretes [2],
hogy a pumpa el6szér a 3Na+-iont helyezi at,
tulajdonképpen ez az energiaigényes folyamat.
Tehat a Na+-ionok pumpalasat probaljuk megérte-
ni.

Az ATP-nek oldatban 4 negativ toltése van,
amelyb6l kett6t az ATP-az-hoz valé kot6dést
elésegit6 Mg2+-ionok lekdtnek. Tehat az ATP
Mg2 kotésekor az ATP-az belsg feliiletén, ahonnan
a Na+-ionokat &t kell pumpalni, két negativ toltés
jelenik meg, amely valamely kikompenzalt pozitiv és
negativ toltéspar tdvolsagat megvaltoztatja, mert a
pozitiv toltést maga felé vonzza. A kotéskor felszaba-
dulo energia itt is elektrosztatikus energiava alakul
at, ehhez kis elmozdulasok szlikségesek (46. abra). A
kezdetben jol kompenzalt negativ toltés kompenza-
latlannd valik, és az oldatban talalhaté Na+-ionokat
atrantja a kils6 oldalra. A modell joslata a kovet-
kez6: az Mg-ATP molekula egyszer( diffazidval jut
el a kotési helyre, ekkor elektromos jel nem mérhetd.
A kotés pillanatdban az ATP-dzban lev6 pozitiv
oldallanc 0,1—0,2 nm-t elmozdul a bels§ oldal felé.
Az elektromos jel els6 komponense itt is ellentétes
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45. dbra. A fénygradiens médszerrel Thiocapsa persicina fotoszintetizalé baktériumon mért elektromos jelek



46. abra. A Na+k +ATP-4z mlikodésének energetikai
modellje

el6jeli, mint a Na +-ionmozgasnak megfeleld elekt-
romos jel.

Na+-K +-ATP-az molekuldkat mintegy 70%-ban
tartalmazé membran darabkakat sikeriilt Jérgensen
mddszerével [89] elGallitanunk (diszno-vesébdl). A
»vese-membran” fragmentumokat elektromos térrel
siker(ilt szuszpenzidban orientalni is, tehat biztosan
nem zart gdombdk, mert akkor nem lenne permanens
dip6lnyomatékuk. A modell alapjan véarhat6 elekt-
romosjel kimutatasara tovabbi kisérletek szilksége-
sek.

6. KOSZONETNYILVANITAS

Itt szeretném kdszonetemet kifejezni azoknak a
fiatal munkatarsaimnak, akik a dolgozatban felso-
rolt munkakban részt vettek és a kisérletek értel-
mezésében, a modellek kidolgozasaban sok segitsé-
get ny(jtottak. Dancshazy Zsolt vezette be a bakte-
riorodopszin kutatasokat az SZBK Biofizikai Inté-
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zetében, a vizsgalandé anyag el6készitése még
mindig az 6 felligyelete alatt torténik. Az elektromos
jelek els6 mérésében és értelmezésében Ormos
Palnak vannak eléviilhetetlen érdemei, a fotoszelek-
ciés mérésekben Czégé Jozsef, Zimanyi Laszl6 és
Dér Andras tiintek ki, a szaraz mintak kidolgozasa
és az elvégzett mérések Varé Gyodrgyot dicsérik, a
pm-ek orientacidjanak részleteit féleg Barabas
Kléra és Dér Andrés tisztaztdk, Groma Géza és
Dancshazy Zsolt hivték fel figyelmemet az elektro-
mos tér visszahatasanak jelenségére, Posfai Janos a
szdmitdsok Kivitelezésében nyujtott segitséget, a
vese-membran szeparaldsa Hargittai Pal és Simon
Jozsef érdeme.

A munkék a National Science Foundation és az
MTA szerz&dése alapjan kooperacioban folytak az
University of California at San Francisco, Medical
School Prof. W. Stoeckenius vezette egyik kutatd-
csoportjaval, valamint az University of Illinois at
Urbana Physics Departmentjén dolgozé kutatocso-
porttal, amelyet Prof. H. Frauenfelder és Prof. Laura
Eisenstein vezet. A munkak egyes részeiben USA
munkatérsak is résztvettek: D. Beece, M. Marden, L.
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