Szakmai zarojelentés

A palyazat célja a bioldgiai membranok fizikai tulajdonsagainak vizsgélata volt, kiilonos
tekintettel a toltéseloszlas és - ezzel Osszefiiggésben - az elektromos térszerkezet
funkcionalis szerepére. Modellobjektumunk a protonpumpalé bakteriorodopszin (bR)
fehérjét kristalyos rendben tartalmazd szupramolekuldris struktara (,,sejtszervecske”), a
bibormembran, célunk pedig altalanos membran- és fehérjebiofizikai kovetkeztetések
levonasa. Kutatasainkat és a veliik kapcsolatos modszertani fejlesztémunkat harom téma
koré csoportositottuk.

1. A molekulan beliili elektromos toltéseloszlas funkcionalis leirasa

A membranon beliili toltésmozgasok detektilasara daltalunk kidolgozott modszer
segitségével meghataroztuk az elektromos dipélmomentum megvaltozasat az ionpumpalo
membranfehérjék prototipusdnak tekintheté bakteriorodopszin (bR) fotoelektromos
jeleibdl, a molekula gerjesztését kovetd mikroszekundumos iddskalan. Az eredményeket
Osszevetettiik a szakirodalomban publikalt rontgendiffrakcios szerkezetekbdl szamolhato
hasonld mennyiséggel. Mig egy szerkezet esetében jo egyezést tapasztaltunk, masik két
rontgendiffrakcios struktira nem volt 6sszeegyeztethetd kisérleti eredményeinkkel.

A késObbiekben az 6sszehasonlitést kiterjesztettiik a 10-100 us-0s idétartomanyra. Ezen a
skalan - a korabbiakkal szemben - mar a bR ,,aktiv centrumat” képezo retinal kromofor
deprotonalodasahoz kapcsolhatd, nagyobb protonmozgasok dominalnak.

Kihasznélva a bR fotociklusanak fénnyel torténd ,,programozhatdsagat”, vagyis azt a
tényt, hogy a protontranszport l1épéseihez rendelhetd reakciociklus (a ,,fotociklus”)
kvazistabil konformacios allapotaibol a fehérje — alkalmas gerjesztés segitségével
visszahajthato az alapallapotba, kettds gerjesztéses kisérleteket is végeztiink. Az
alapallapot impulzusszerti gerjesztésével elinditottuk a fotociklust, majd az ,,L” és ,,M”
konformereket — megfelelé hullamhossz és id6zitésti fényimpulzusok segitségével —
visszahajtottuk az alapallapotba. A detektalt elektromos jeleket az igy ,,rovidre zart”,
egyszertsitett fotociklus alapjan - a szakirodalomban kozzétett szerkezetvizsgalati
eredményekbdl kiinduldé molekuladinamikai szamitasaink segitségével - értelmeztiik.

Utébbi szamitasokat a molekuldhoz erdsebben vagy lazédbban kotott vizmolekulak
figyelembevételével végeztiik tgy, hogy a szerkezetek egyensulyi fluktuacioibol adodo
atlagértékeket tekintettiik az 6sszehasonlitas alapjanak. Az eddigieknél pontosabb adatok
alapjan figyelemremélté egyezést tapasztaltunk az egyik szerkezetvizsgald labor
(Kouyama ¢és mtsi.) adatai alapjan szamolt, és a fotoelektromos jelek kiértékelése utan
kapott dipolértékek kozott a molekularis reakcidciklus K, L, M; és My intermedierjeire.
Eredményeink alapjan 1 fizikai modellhipotézist allitottunk fel a bR mikodésére
vonatkozoan. Eszerint a pumpafolyamat szigortan egymast kovetd protontranszfer és
fehérjerelaxacios 1épések sorozatanak tekintheto.



A munka jelentdsége — megitélésiink szerint - kettds. Egyrészt megmutattuk, hogy
modszeriink a molekula miitkodését kisérd szerkezetvaltozasokat érzékenyen jellemezi, €s
mint ilyen, alkalmas - mas kisérleti vagy elméleti Giton meghatarozott - molekularis
koztesallapotok szerkezeti validalasara, masrészt az dsszehasonlitas lehetdséget teremt az
elektromos toltésatrendezddések funkciondlis értelmezésére.
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2. A hatarfeliileti vizréteg szerepe a fehérjék szerkezetében és miikodésében

Tovabbi  kisérleteink  segitségével a  (biologiai) hatarfeliileteken  fellépd
kolcsonhatasoknak a viz  szerkezetével Osszefiiggd komponensét kezdtiik
tanulmanyozni. E munkanknk soran tdmaszkodunk korabbi OTKA-palyazatunk
Hofmeister-effektussal kapcsolatos kutatasi eredményeire is.

A szakirodalomban fellelheté szamos kisérleti adat valamint sajat méréseink alapjan
megmutattuk, hogy a semleges sok anionjainak tulajdonitott Hofmeister-effektusok a
fehérje-viz hatarfeliileti réteg szerkezetvaltozasaival magyarazhatok. FTIR kisérletekkel
kimutattuk a vizmolekuldk kozti H-kotések erdsségének anionfiiggd valtozasat, ami
szdmot ad a hatarfeliileti fesziiltség kohézids jarulékardl. Megmutattuk, hogy a
konforméciovaltozasok sordn exponalt vagy okkludalt fehérjefeliiletek aminosav-
Osszetételének fiiggvényében a fehérjekonformaciok harom csoportra oszthatok. A két
ritkabban eléforduld konformacidt esettanulmanyokon (bR és myoglobin) keresztiil,
spektroszkopiai és kalorimetrias mérések segitségével demonstraltuk.

A Hofmeister-effektus fenomenologikus értelmezését megadd elméleti modelliink
kisérletileg ellendrizhetd kovetkezményeit vizsgaltuk atomerdmikroszkopia (AFM)
segitségével. Megallapitottunk, hogy az anionok erd-tdvolsdg karakterisztikara
gyakorolt hatdsa 6sszhangban all a viz-fehérje hatarfeliileti fesziiltségnek a Hofmeister-
hatasban betoltott kdzponti szerepét hangstilyozo hipotézisiinkkel.

Az egyik kisérletsorozat soran mind a pasztazo tit (SiN), mind pedig a targyfeliiletet
(csillamkristaly) vékony aranyréteggel vontuk be, amelyre diszulfid kotésekket
kapcsolodo tiol-filmet vittiink fel. A tiolrétegek termindlis csoportjanak alkalmas
megvalasztasdval biomimetikus hidrofob és hidrofil felszineket kaptunk. Az ezek kozott
vizes kozegben fellépd “non-kontakt™ kdlcsonhatdsokat (kozmotrop és kaotrop sooldatok
esetén) mértiik, és a vizes fazis - feliilethez kozeli - szerkezetének megvaltozasa alapjan
értelmeztiik.

Megallapitottuk, hogy az AFM méréseknél hasznalt szilard feliileteken 0nallo
masodlagos szerkezettel nem rendelkezd fehérjekbdl (“Intrinsically unstructured
proteins”) is homogén, monomolekularis vastagsagu filmek készithetok, amelyeken az
el6z6 bekezdésben leirtakhoz hasonld méréseket végeztiink.

Az eredmények egyrészt felhivjak a figyelmet a biomolekuldkat kézvetleniil koriilvevo
vizréteg fiziologiai fontossdgara, masrészt az itt fellépd fizikai kdlcsonhatdsok jobb
megértése a gyakorlati alkalmazdsok szempontjabol is fontos. A bioelektronika egyik
alapprobléméja ugyanis a bioldgiai anyag ¢€s a szilard fazis kozotti kapcsolatot biztositd
alkalmas hatarréteg 1étrehozasa.
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3. A bR nemlinearis optikai tulajdonsagainak jellemzése

Eredeti célkitlizéseink kozott szerepelt integralt optikai modszerek felhasznalasa az
intramembran elektromos folyamatok jellemzésére. Egy intézetiinkben korabban
kidolgozott mddszer segitségével iiveghordozé feliileten - fotopolimerizacios eljarassal -
miniatlir hullamvezetd csikokat készitettiink. Megmutattuk, hogy az ezekbdl felépitett
integralt optikai struktarak (pl. Mach-Zehnder interferométer) segitségével az eddigieknél
érzékenyebben tudjuk detektalni a bR molekula retinal kromoforja kdzelében - a lokalis
elektromos tér valtozésai kovetkeztében — fellépd abszorpcio- ¢€s torésmutatd-
valtozasokat. Mérési elrendesésiink segitségével megmutattuk, hogy a bR molekula
gerjesztését kovetd gyors spektralis valtozasok alkalmasak ns-os fényimpulzusok
modulélasara.

A lehetséges gyakorlati alkalmazasokra wvald tekintettel atfogd kisérletsorozatot
végeztiink szaritott bR-t tartlmazé vékony filmrétegek optikai tulajdonsagainak
vizsgélatara. Megallapitottuk, hogy a kinetikai valtozasok két fiiggetlen fotociklus
jelenlétével magyarazhatok, amelyek stlyardnya a relativ paratartalom fiiggvénye. Az
eredmények molekularis értelmezését a bR molekula altal kotott viz mennyiségére
alapoztuk. Mérési eredményeinkre alapozva, eljarast dolgoztunk ki integralt optikai
bioszenzorok  kalibralasara, bakteriorodopszin-alapu  fényérzékeny  vékonyréteg
alkalmazasaval.

Tudoményos eredményeink ¢és modszertani fejlesztéseink kozéptavli alkalmazésara
szamitunk az optoelektronikaban €s a bioszenzorikaban.
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