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Abrevieri

BR
HR
sHR
pHR
PR
ATP
mp
CNN
POAC

JTC
CNN-UM
SLM
ESLM

OASLM
WORM
TEA
oD

bacteriorodopsina

halorodopsina

salinarum halorodopsin

pharaonis halorodopsin

proteorodopsina

adenozintrifosfat

membrand purpurie

retea celulard neuronald neliniard (,,cellular nonlinear neural network™)
computere analogice optoelectronice programabile (,,Programmable Opto-
Electronic Analogic CNN Computers”)

corelator de transformare (“joint transform correlator™)

magind universalda CNN (“CNN Universal Machine™)

modulator de lumina spatial (“spatial light modulator™)

SLM adresat electronic (“electronically addressed spatial light
modulator™)

SLM adresabil optic (“optically addressable spatial light modulator™)
scrie o data, citeste de mai multe ori (“write-once read-many’’)
trietanolamine

densitate optica sau absorbanta (“optical density”)

CCD camera camera digitala (“charge coupled device camera™)



Partea 1. Bazele teoretice ale lucrarii

1.1. Introducere

Proteinele retinale, care contin sapte a-helixuri transmembranare, sunt atotprezente in celulele
fotoreceptoare din ochii tuturor reprezentantilor regnului animal. Sunt prezente, de asemenea, si in alte
organisme si locatii, cum ar fi procariotele archeale, microbii eucariotici unicelulari, tesutul dermatic
al broastelor, glandele pineale ale sopéarlelor si pasarilor, in hipotalamusul broastei rdioase si in
creierul uman. Functia lor include transportul de ioni activat de lumind, semnalul fototactic din
microorganisme si diferite tipuri de traducere a semnalului luminos intilnite la diferite specii de
animale superioare.

Cunoasterea in detaliu a structurii proteinelor retinale si a dinamicii lor moleculare, permite
modificarea lor lor (biologica, chimica si fizicd) moleculara controlatd, cu obtinerea unor forme cu
utilizari practice deosebite. Printre acestea pot fi amintite: memorii in strat subtire cu accesare
aleatorie, porti logice neuronale, numaratoare de fotoni si convertoare fotovoltaici, medii holografice
reversibile, retine artificiale, fotodetectoare in regimul picosecundelor, modulatoare spatiale de
lumind, memorii asociative, memorii volumetrice bifotonice, corelatoare holografice, filtre optice
neliniare, interferometre dinamice de timp mediu, limitatoare optice, sisteme de recunoastere a
formelor, porti logice cu nivele multiple, memorii volumetrice cu fotociclu ramificat etc. (Vard si
Keszthelyi, 1985; Dyukova si col., 1997; Vsevolodov, 1998; Birge si col., 1999; Imam si col., 1995;
Joseph si col., 1996; Huang si Wagner, 1993; Sanchez-de-la-Llave si Fiddy, 1999; Miyasaka, 1995;
Okamoto si col., 1997; Mikaelian, 1996).

Dintre proteinele retinale, cele mai multe rezultate in acest sens au fost obtinute pe
bacteriorodopsind, aplicAnd variate tehnici instrumentale. Utilitatea informatiilor obtinute a motivat
studierea proprietatilor si a altor proteine retinale, cea mai recent studiata fiind xantorodopsina.

Tinadnd cont de cele prezentate anterior, teza de fatd isi propune un studiu comparativ al
fotociclului proteinelor retinale BR (bacteriorodopsind), pHR (halorodopsind pharaonis) si PR
(proteorodopsind) apeland la trei metode de investigare, si anume: masuratori spectroscopice cu
rezolutie de timp, masurdtori de cineticd de absorbtie si masuratori electrice.

1.2. Generalitati privind proteinele retinale si importanta lor biologica

Proteinele retinale ca bacteriorodopsina, halorodopsina si proteorodopsina apartin familiei de
proteine transmembranare cu sapte segmente helicoidale. Dupa excitarea cu lumina ele trec printr-o

reactie fotociclicd in timpul cireia transportd un ion (H', Cl- sau NO3~) prin membrana celulard (A.

Matsuno-Yagi and Y. Mukohata, 1977; B. Schobert and J. K. Lanyi, 1982; O. Beja et al., 2000).
Bacteriorodopsina (BR), gasitda in Halobacterium salinarum, foloseste energia luminoasa pentru a
transporta protoni de pe partea citoplasmaticd pe partea extracelulara a membranei (T. G. Ebrey, 1993;
J. K. Lanyi and G. Vard, 1995; J. K. Lanyi 2004). Halorodopsina salinarum (sHR) a fost descoperitd
de asemenea in Halobacterium salinarum. Aceastd proteind membranara transporta ionul de clor in
interiorul celulei (B. Schobert and J. K. Lanyi, 1982). O pompd de clor similard, pharaonis
halorhodopsin (pHR), a fost identificatd in Natronobacterium pharaonis (A. Duschl et al., 1990; J. K.
Lanyi et al., 1990). Spectrul intermediarilor si cinetica fotociclului ambelor HR (sHR si pHR) prezinta
similaritati cu cele ale BR, cu exceptia intermediarului M care nu a putut fi identificat (G. Varo,
2000). Proteorodopsina PR a fost identificatd in y-proteobacterium, un bacterioplancton marin.
Proteina a fost descoperitd functional in Escherichia coli (O. Beja et al., 2000 ; O. Beja et al., 2001).



1.2.1. Bacteriorodopsina

In urma cu 30 de ani, a fost descoperita bacteriorodopsina (BR), pompa de protoni activata de
lumin, in Halobacterium salinarum (Oesterhelt and Stoeckenius, 1973). In acest organism, membrana
purpurie (mp), o parte a membranei celulare, contine numai BR, intr-o forma cristalind hexagonala,
bidimensionala perfect ordonata (75%) si lipide (25%) (Henderson, R. and P.N. Unwin. 1975).

Bacteriorodopsina transformé energia luminii “verzi” (500-650 nm, maximul de absorbtie la
568 nm) intr-un gradient electrochimic de protoni. BR contine 248 aminoacizi aranjati intr-o structura
transmembranara heptahelicoidala si un cromofor retinal legat la Lys-216 in helixul G printr-o baza
Schiff protonatd. Helixul C contine gruparea acceptoare de protoni (Asp-85) si gruparea donoare
(Asp-96). Complexul protogen (proton donor), format din Arg-82, Glu-194, Glu-204 si cateva
molecule de apd legatd, este situat in canalul extracelular. Complexul ionic, protofil, format din
Asp-212 si Arg-82 stabilizeaza baza Schiff protonatd (Needleman et al., 1991;Balashov et al.,
1992;Cao et al., 1993;Krebs et al, 1993). Retinalul separd semicanalul citoplasmatic de cel
extracelular bordat de aminoacizi de importantd cruciald pentru transferul eficient de protoni prin BR
(in special Asp-96 in semicanalul citoplasmic si Asp-85 in semicanalul extracelular). in BR adaptata la
intuneric, 35% din retinal este in configuratia trans in toate centrele, iar 65% este in configuratia
13-cis (Scherrer et al., 1987). in timpul adaptirii continue la lumina, continutul in retinal aflat in
configuratia “all-trans ” creste la aproape 100% (Konishi and Packer, 1976;Dencher et al., 1990) si
astfel, proba devine omogend in ceea ce priveste configuratia retinalului. Dupa excitatie luminoasa,
BR intra intr-un fotociclu avand cativa intermediari diferiti din punct de vedere spectral (K, L, M, N,
O)( Lozier et al., 1975; Gergely et al., 1997) (Fig. 1).
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Fig.1. Reprezentarea schematicd izomerizarii retinalului indus de lumind si fotociclul BR.
(A) Cromoforul retinalului este legat covalent printr-o bazda Schiff protonatd la Lys216.
(B) Izomerizarea retinalului este primul eveniment in fotociclu. Intermediarii spectrali, maximele de absorbtie si
timpul lor de viata la temperatura camerei



Intre valorile de pH 4 si 9 functionarea BR poate fi descrisa cu un model care contine reactii
reversibile Intr-un singur fotociclu (Vard and Lanyi, 1990; Ames and Mathies, 1990; Lozier et al.,
1992; Ludmann et al., 1998b). Din electrogenicitatea intermediarilor s-au obtinut informatii asupra
etapelor deplasdrii protonului in cursul fotociclului (Ludmann et al., 1998a; Dér et al., 1999). Dupa
excitare luminoasd, retinalul cu configuratia “ all-trans” va trece in configuratia 13-cis. Formarea
intermediarului deplasat spre rosu (“red-shifted”) K este urmata de formarea intermediarului deplasat
spre albastru (“blue-shifted”) L. Transferul primar de protoni de la baza Schiff la Asp-85 determind
tranzitia spectrald L—M, iar protonul este cedat de gruparea protogend, ceea ce induce o deplasare
puternicd a maximului de absorbtie spre albastru. Aceasta este urmatd de rearanjarea structurala a
partii citoplasmatice a proteinei, iar baza Schiff va fi reprotonatd de la Asp-96, in intermediarul N.
Apoi, Asp-96 este reprotonatd, maximul de absorbtie va fi iar deplasat spre rosu, iar retinalul se
reizomerizeaza termic, pentru a reface configuratia “all-trans”, formandu-se astfel intermediarul O. In
final, se reface starea initiald prin transferul unui proton de la Asp-85 la gruparea protogend reald
(presupusa reald) de pe partea extracelulara prin intermediul Arg-82 (Fig.2).

PARTEA CITOPLASMATICA

PARTEA EXTRACELULARA

Fig.2. Reprezentarea shematicd a etapelor transferului de protoni in fotociclul BR.



.2.2. Halorodopsina

Proteina retinald Halorodopsina - HR- foloseste energia luminii “ verzi” (naturale) (500-650
nm, maximul de absorbtie la 578 nm) pentru a transporta ionii de clor in celula impotriva gradientului
lor electrochimic. De la descoperirea acesteia s-au studiat mai multe tipuri de HR (Otomo et al.,
1992;Soppa et al., 1993;Mukohata et al., 1999). Cel mai intens studiate dintre ele, salinarum
halorodopsin (sHR) si pharaonis halorodopsin (pHR) se gasesc in Halobacterium salinarum respectiv
in Natronobacterium pharaonis.

Structura primara a sHR (Blanck and Oesterhelt, 1987) si a pHR (Lanyi et al., 1990) a fost
determinata din secventele lor genetice. Exista o identitate de 25% intre cele doua HR si BR. In sHR
retinalul este legat covalent printr-o baza Schiff la Lys-242 aflata pe helixul G. Gruparile protofile
(Asp-85) si protogene (Asp-96) caracteristice BR, sunt schimbate in HR cu grupari neutre. Prin
spectroscopie de rezonantd Raman s-a dovedit ca clorul legat in HR este aproape de baza Schiff
(Maeda et al., 1985; Pande et al., 1989) si aceasta face parte din complexul ionic de sarcinad opusa
(Ames et al., 1992). S-a demonstrat ca ionul de clor ia locul gruparii protofile (acceptoare de protoni)
din BR, Asp-85 (Kolbe et al., 2000), astfel baza Schiff nu se deprotoneaza in fotociclu. In schimb
mobilitatea ionului de semn opus faciliteazd miscarea ionulul de clor, astfel acesta poate urmari
schimbarea orientarii legaturii N-H din baza Schiff dinspre partea extracelulard spre cea citoplasmica
(Oesterhelt et al., 1986). Miscarea acestuia este etapa critica din transport, modificand specificitatea
translocarii ionice de la protoni la anioni.

Taria ionicd si prezenta anionilor transportati influnteazd fotociclul HR. Secventa
intermediarior n prezenta ionilor de clor este K, L, N, O, HR’, HR. Diferenta principala dintre
fotociclurile lui pHR si sHR consta in faptul ca in sHR, starea O nu se acumuleaza (Varo et al., 1995),
probabil din motive cinetice.

HR poate transloca (deplasa), in afard de ionii de clorurd si alti anioni ca bromul, iodul si
nitratul, cu diferite eficacitati, spre interiorul celulei (Bamberg et al., 1984; Duschl et al., 1990). in
prezenta azidei baza Schiff se deprotoneazd (Hegemann et al., 1985) iar pompa de halogenuri se
transforma in pompa de protoni directionata extracelular (Vard et al., 1996).

1.2.3. Proteorodopsina

Proteorodopsina PR, pompa de protoni activata de lumina recent descoperita in planctoanele
marine, apartine familiei proteinelor retinale de tip I, rodopsinele de tip archeeic (Spudich et al.,
2000). Functionarea ei este foarte asemanatoare cu cea a bacteriorodopsinei BR, fiind, deci, tot o
pompa de protoni. Proteorodopsina fost descoperitd in genomul bacteriei marine necultivate din grupul
filogenetic “SAR 867, care este prezentd in apele oceanice de suprafata.

1.2.4. Studiul comparativ al proteinelor retinale

Bacteriorodopsina si halorodopsina apartin familiei proteinelor retinale, cu o asemanare a
secventelor aminoacide de 25%. Ambele proteine au 7o helixuri care patrund in membrana
inconjurand retinalul. Fotoexcitarea transretinalului produce fotociclurile de transport ionic, care arata
multe asemanari intre cele doud proteine (BR, HR), chiar daca ionii transportati diferd (Fig. 3).

Spectrele intermediarilor K, L, N si O calculate din datele masuratorilor spectroscopice cu
rezolutie de timp sunt foarte asemanatoare in ambele proteine (Vard, 2000). Masuratorile de cinetica

de absorbtie aratd cd fotociclul de transport pentru ionii de CI- al halorodopsinei nu contine
intermediarul M, caracteristic bazei Schiff deprotonate, iar intermediarul L domina procesul (Fig. 4).
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Fig. 3.Spectrele intermediarilor fotociclelor BR si pHR.
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Fig.4.Fotociclul BR si HR. Sunt indicate lungimile de undd al absorbtiei maxime.

Energetic, fotociclul bacteriorodopsinei este condus in mare parte de scaderea entropiei, in
timp ce fotociclul halorodopsinei este condus de entalpie. Etapele transportului de ioni sunt
caracterizate prin electrogenicitatea intermediarilor, calculatd prin masurarea semnalelor electrice
induse de lumina. Functionarea ambelor proteine poate fi descrisa cu modelul “accesului local”,
dezvoltat pentru bacteriorodopsina (Lanyi J.K., 2004). Cu ajutorul acestui model este usor de inteles

ca bacteriorodopsina poate fi transformata intr-o pompa de CI- si halorodopsina intr-o pompa de
protoni, prin schimbarea specificitatii ionice cu ioni addugati sau cu mutageneza directionata.



1.3. Aplicatii ale proteinelor retinale

Bacteriorodopsina (BR) a devenit cea mai populard proteina retinala complexa si un obiect de
baza pentru investigatii intr-un domeniu nou: electronica biomoleculara.

Datorita proprietatilor fotocromice, electrocromice, fotoelectrice si fotochimice Tmpreund cu
stabilitatea chimica extraordinara, moleculele BR sunt materiale optime pentru multe dispozitive opto-
si bioelectronice (Wilkinson et al.,1999; Volperdinger and Hampp,1995; Batori-Tartsi et al.,1999;
Tokés et al.,2000; Seitz and Hampp,2000; Zeisel and Hampp,1992; Dér et al.,1999).

S-a dovedit ca BR poate fi utilizatd pentru materiale holografice reversibile tranzitorii in timp
real. ( Volperdinger and Hampp,1995; Batori-Tartsi et al.,1999; Tokés et al.,2000; Seitz and
Hampp,2000; Zeisel and Hampp,1992; Dér et al.,1999

1.4. Metode de investigare a proteinelor retinale cu transport de ioni prin membrana

Membranele purpurii (mp) ce contin BR sunt ugor separabile de celule si 1si mentin functia.
Sunt remarcabil de stabile pentru un timp indelungat. Schimbarea de culoare si fenomenele electrice in
timpul fotociclului sunt calitéti care pot fi folosite in diverse aplicatii tehnice.

Pentru o mai bund intelegere a acestor fenomene, s-au aplicat masurdtori de cineticd de
absorbtie, masuritori spectroscopice tranzitorii (masuratori spectroscopice cu rezolutie de timp) si
masuratori ale semnalului electric. Primele doua tipuri de masurdtori sunt complementare una alteia si
pot fi combinate pentru raportul semnal/zgomot optim, atit in domeniul timp, cét si ca lungime de
undd. Ambele tipuri de masuritori furnizeazd informatii despre modificarile de absorbtie din timpul
functionarii proteinei si permit elaborarea unui model cinetic al etapelor fotociclului.

In afara acestor metode de investigare accesibile si usor de aplicat, in literatura de specialitate
sunt descrise rezultate obtinute si prin alte tehnici instrumentale, cum ar fi spectroscopie IR cu
transformata Fourier, analiza termald diferentiala ATD, difractia de raze X, in ultima perioada
microscopia de fortd atomica revolutionand cunoasterea in acest domeniu.

Partea Il. Contributii originale
I1.1. Introducere

Proteinele retinale ca bacteriorodopsina, halorodopsina si proteorodopsina apartin familiei de
proteine transmembranare cu sapte segmente helicoidale. Dupa excitarea cu lumina ele trec printr-o

reactie fotociclica in timpul cireia transportd un ion (H', Cl- sau NO3") prin membrana celulard (A.

Matsuno-Yagi and Y. Mukohata, 1977; B. Schobert and J. K. Lanyi, 1982; O. Beja et al., 2000).
Bacteriorodopsina (BR), gasitd in Halobacterium salinarum, foloseste energia luminoasa pentru a
transporta protoni de pe partea citoplasmatica pe partea extracelulara a membranei (T. G. Ebrey, 1993;
J. K. Lanyi and G. Vard, 1995; J. K. Lanyi 2004). Halorodopsina salinarum (sHR) a fost descoperita
de asemenea in Halobacterium salinarum. Aceasta proteind membranard transportd ionul de clor in
interiorul celulei (B. Schobert and J. K. Lanyi, 1982). O pompa de clor similara, pharaonis
halorhodopsin (pHR), a fost identificatd in Natronobacterium pharaonis (A. Duschl et al., 1990; J. K.
Lanyi et al., 1990). Spectrul intermediarilor si cinetica fotociclului ambelor HR (sHR si pHR) prezinta
similaritdti cu cele ale BR, cu exceptia intermediarului M care nu a putut fi identificat (G. Véaro,
2000). Proteorodopsina PR a fost identificatd 1n y-proteobacterium, un bacterioplancton marin.
Proteina a fost descoperitd functional in Escherichia coli (O. Beja et al., 2000 ; O. Beja et al., 2001).
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In scopul de a intelege detaliile fotociclului, deci a procesului de translocare a ionilor prin
membrane, au fost efectuate masurdtori spectroscopice cu rezolutie de timp, de absorbtie cinetica si
masuratori de semnale electrice.

In continuare, descriu metodele prin care am studiat fotociclul proteinelor retinale cu transport
de ioni prin membrand, fotociclul proteorodopsinei la pH scazut (Lakatos et al., 2003), respectiv
fotociclul bacteriorodopsinei (BR), halorodopsinei pharaonis (pHR) si proteorodopsinei deuterate
(Szakacs et al., 2005) .

1.2. Metode

I1.2.1. Masuratori spectroscopice cu rezolutie de timp (Spectroscopie optica tranzitorie
multicanal)

Spectrele diferentiale cu rezolutie de timp au fost masurate cu un analizor multicanal optic cu
poartda OMA (Optical multichannel analyzer) (Zimanyi, L. et al., 1989 ; Zimanyi, L. and J.K. Lanyi,
1993).

Fig.5. Schema analizatorului optic cu canale multiple

Excitarea laser este realizatd cu un laser Nd-YAG cu frecventa dubla (Surelite 10, Continuum,

Santa Clara, CA), cu o densitate energetica de 1,5-2 mJ/cm?2 la lungimea de unda de 523 nm. O
lampa halogen de 250W a furnizat lumina necesard masuratorii printr-un filtru de caldurd - Fig.5.
Pentru titrarile spectrale, spectrul absolut al probelor in vizibil s-a masurat cu un spectrometru Unicam
(UV 4).

Probele au fost plasate intr-o cuvda de 4 mm x 10 mm. Dupa trecerea luminii de masurare prin
proba, ea a fost focalizatd pe fanta de intrare a spectroscopului. Spectrul a fost proiectat pe un detector
de tip sir de diode cu prag de intensitate, conectat la o placa de achizitie. Pragul detectorului este
realizat cu un generator de puls de intarziere in domeniul ns pana la ms.
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11.2.2. Masuratorile de cinetica de absorbtie

Probele contindnd proteina incorporata in gel au fost plasate intr-o cuva de cuart si excitate cu

un laser Nd-YAG cu dublu frecventa , densitate energetica de 1,5-2 mJ/cm?2 la 523 nm. Perpendicular
pe directia de excitare s-a aplicat lumina de méasurare, aceastd luminad fiind furnizata de o lampa
halogen 250W cu filtru de céldura. Flashul laserului a indus in proba o schimbare de absorbtie care
produce o modificare in intensitatea luminoasa a luminii de masurare la o anumita lungime de unda.
Semnalul trece printr-un monocromator la fotomultiplicator si este inregistrat cu o placa PC de
inregistrare tranzitorie cu o memorie de 16MB (NI-DAQ PCI-5102 National Instruments, Austin, TX)
(Fig. 6).

=

Fig.6. Schema aparatului de mdasurare pentru cinetica de absorbtie

Pe baza masuratorilor cinetice de absorbtie la diferite valori de temperatura, din graficele
Eyring pot fi calculati parametrii termodinamici ai fotociclului §i acestia permit reprezentarea
energetica a fotociclului.

Datele obtinute la o viteza de 50 ns au fost transpuse intr-o scald logaritmica de timp, prin
calcularea mediilor valorilor echidistante logaritmic. Fiecare masuritoare a fost o medie de 100-200 de
semnale. Variatiile absorbtiei inregistrate la citeva lungimi de undd contin constantele de vitezd
aparente. Analiza semnalului cineticii de absorbtie a fost efectuatd cu programele RATE si EYRING
(Kulesér et al., 2000). In cursul analizei (fitdrii) cu ajutorul programului RATE, modificarile spectrale
au fost transformate in variatii de concentratii dependente de timp, ale intermediarilor, dupd
urmatoarea ecuatie:

A4, (1) = zi‘-gﬁ - Cy(1)

(M

unde AAj (t) este matricea de coloand a modificdrilor spectrale mésurate la diferite lungimi de
undd; €) este matricea coeficientilor de extinctie (Gergely et al., 1997), si C;(t) este matricea de
coloand formata din concentratia intermediarilor fotociclului.
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Dependenta de timp al concentratiei intermediarilor poate fi calculata cu ajutorul urmatoarei
ecuatii:

dC,
dr

M J

= Z(,fc.. g _k:j -C))

J=i+l

2
unde kjj si kjj sunt constantele de viteza. Din aceste regresii s-au obtinut parametrii cinetici ai
fotociclului dat. Parametrii termodinamici au fost calculati cu ajutorul ecuatiilor urmatoare, utilizand
programul EYRING:

o L kg T
R-T R h

(2)

AG = AH =T-AS"

3

unde k este constanta de viteza, kg - constanta lui Boltzmann, h- constanta Iui Planck, T-temperatura

absolutd, R-constanta universala a gazelor, AH", AS™ si AG™ reprezinta valorile entalpiei, entropiei si
energiei libere. Modelul a fost acceptat sau respins in functie de valorile regresiei si de corectitudinea
prezicerii comportamentului parametrilor cinetici la variatia conditiilor externe, ca temperatura sau
umiditatea.

11.2.3. Masurarea semnalelor electrice

La masurarea semnalului de raspuns electric al proteinelor retinale sunt necesare doua cerinte:

a) mecanism de declansare sincronizata a functionarii

b) probele si fie anizotrope din punct de vedere electric, asa cum sunt probele orientate.
Sistemul de masurare este similar cu cel al sistemului de masuratori ale semnalelor de cinetica de
absorbtie (Fig.7).

Fig. 7. Schema aparatului pentru mdsurarea semnalului electric (de curent si tensiune)
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Semnalele electrice au fost masurate cu ajutorul aparatului descris mai sus (Gergely et al.,
1993) cu mici modificari.

In cuva de cuart langd proba incorporata in gel a fost plasati o pereche de electrozi de platina.
Dupa excitarea cu laser au fost inregistrate deplasarile de sarcind cu un inregistrator de semnale
tranzitorii. Semnalele colectate au fost reprezentate intr-o scala logaritmica de timp la fel ca in cazul
masuratorilor de cineticd de absorbtie. Rezolutia de timp a sistemului a fost de ~100 ns. Integrala
semnalului mésurat, care este proportionald cu tensiunea generatd pe membrana de catre deplasarea de
sarcind din interiorul proteinei, poate fi redatd ca suma concentratiilor Inmultitd cu electrogenicitatea
lor. Electrogenicitatea intermediarilor este definitd ca schimbarea momentului dipolar pe directia
perpendiculard membranei (Ludmann et al., 1998a). Electrogenicitatea este suma tuturor deplasarilor
de sarcina, deplasari ce se datoreaza pe de o parte ionului transportat si pe de alta modificarii pozitiei
unor aminoacizi ai proteinei in timpul de viatd al intermediarului. Acest tip de masuratori de semnal
electric este insensibil la deplasarea de sarcind in electrolitul din afara membranei din cauza ecranarii
de catre sarcinile libere existente.

Semnalele electrice au fost prelucrate folosind concentratia intermediarilor, calculatd din
masuratorile de cinetica absorbtiei. Tensiunea generatd prin membrand este proportionald cu integrala
curentului masurat si poate fi descrisa cu ecuatia urmatoare:

U(y=A4-3C(n-E,

4

unde U(t) este tensiunea aplicatid, A este o constantd ce contine conditiile de masurare, E; este
electrogenicitatea si Cj(t) este concentratia intermediarului i.

11.3. Studiul fotociclului proteorodopsinei (PR) la pH scazut

Studiile preliminare referitoare la proteorodopsind (PR), au demonstrat ca datorita luminii se
produce o fotoizomerizare in retinal si se desfdsoard un fotociclu, in cursul cédruia un proton este
transportat prin membrana din celuld in partea extracelulara.

In cazul studiului fotociclului proteorodopsinei prin masuratori spectroscopice cu rezolutie de
timp si masurdtori cinetice de absorbtie, s-au preparat probe de gel de acrilamida (Mowery et al.,
1979). Membranele au fost purificate prin centrifugare in apa distilatd. Masuratorile semnalelor
electrice au fost efectuate pe probe gelatinoase orientate (Dér et al., 1985). In timpul prepararii
probelor nu s-a utilizat sare, pentru a evita agregarea membranelor. in cazul fotociclului la pH ridicat
(Varo et al. 2003), inainte de masuratori, probele gelatinoase au fost imbibate in timpul noptii intr-o
solutie ce continea 100 mM NaCl si 50 mM acid 3-ciclohexilamino-2-hidroxi-1-propansulfonic
(CAPSO) la pH 9,5. Pentru masuratorile la pH scazut (Lakatos et al. 2003), gelurile au fost echilibrate
cu o solutie care continea 100 mM NaCl si 50 mM tampon de acid 2-N —morfolino-etansulfonic
(MES) la pH=5.

1.3.1. Titrarea spectrofotometrica a PR.

Determinarea pKg—ului PR native s-a efectuat cu ajutorul titrarilor spectrofotometrice in

domeniul de pH 4.5-10. Cu cresterea pH-ului spectrul PR este deplasat de la 546 nm la 517 nm
(Dioumaeyv et al., 2002). In spectrele diferentiale, dupa scéderea spectrului la pH 4.5 din celelalte, s-a
observat un maxim de absorbtie la 500 nm si un minim la 570 nm (datele nu sunt prezentate).
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Deplasarile spectrale relative si amplitudinile diferentiale conduc la aceeasi curba de titrare. In proba
gelatinoasd proaspdt preparatd, pK, —ul aparent s-a gasit a fi 7.1 £ 0.1, cu un coeficient Hill de 0.8 +
0.05 protoni, in acord cu rezultatele obtinute anterior de alti autori (Dioumaev et al., 2002). Daca
proba a fost tinutd la temperatura camerei cateva zile, pK4 —ul masurat s-a deplasat cétre valori de pH
mai ridicate (Friedrich et al., 2002). Se presupune cé aceasta este cauzatd de oxidarea a uneia sau mai
multor cisteine din proteind, acest efect lipsind in cazul mutantului cu cisteina tripld. Importanta
mutantilor cisteinei a fost prezentatd anterior (Krebs et al., 2002). Pentru a evita deplasarea pK, —ului,

s-au folosit probe proaspit preparate la toate masuratorile.
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Fig.8. Semnalele de cinetica de absorbtie masurate la patru lungimi de unda caracteristice, la
pH 5 si pH 9.5. (Conditiile de mésurare sunt identice cu cele din Fig.49.)

Masuritorile de cineticd de absorbtie s-au efectuat la cateva lungimi de unda caracteristice,
atat la pH scézut, cat si la pH ridicat (Fig.8.). Pentru a studia fotociclul la pH inalt, masuratorile s-au
efectuat la pH 9.5, cu peste 2 unitati fatd de pK, —ul Asp-97, acceptorul de protoni din PR (Dioumaev

et al., 2002). La acest pH s-a putut observa un semnal de tip M. La pH 5 curbele de cinetica absorbtiei
sunt total diferite. Nu apare absorbtie pozitivda de tip M la 410 nm, ceea ce indicd absenta unui
intermediar cu bazd Schiff deprotonatd (Dioumaev et al., 2002;Friedrich et al., 2002). Odata cu
cresterea pH-ului, se poate observa o absorbtie pozitivd mica deja la pH 5.5. In analizele urmitoare
pentru fotociclul la pH scazut, toate masuratorile s-au efectuat la pH 5.



11.3.2. Spectrele intermediarilor

Spectrele intermediarilor din fotociclul la pH ridicat si scazut s-au determinat prin méasuratori
spectroscopice cu rezolutie de timp. La pH ridicat s-au masurat 18, la pH scazut 14 spectre diferite in
intervale de timp intre 200 ns si 50 ms, respectiv 200 ns si 100 ms, la timpi distantati egal logaritmic.
Fiecare spectru este media a 100 de masuritori. La inceput si dupa fiecare al saselea spectru s-a
inregistrat un spectru de control, cu o intarziere de 100 ps. Procentul fotodistrugerii probei, estimat din
aceste spectre de control este de cca. 20% la sfirsitul masuratorilor. S-a putut elimina acest
inconvenient prin multiplicarea fiecdrui spectru cu factorul de decolorare. Spectrele diferentiale au
fost filtrate de zgomot prin descompunere in valori singulare (SVD). Pentru a aprecia importanta
componentilor spectrali, s-a luat in considerare ponderea spectrului respectiv si rezultatul autocorelarii
calculate din spectrul de baza si amplitudinea acestuia.

M ahsathanta

00 sm W M0 80
lungimea de undi { nin )

Fig.9. Spectrele diferentiale ale PR, prin filtru (filtrate), mdsurate la intervalele de timp indicate la excitarea cu
laser. Conditii de masurare: 100 mM NaCl, 50 mM CAPSO, pH 9.5 si 20 °C.
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Fig.10. Spectrele diferentiale ale PR, filtrate SVD, mdsurate la diferentele de timp indicate dupd excitarea cu
laser. Conditiile de mdsurare: 100 mM NaCl, 50 mM MES, pH 5 si 20 °C.

La pH 9.5 primele doud spectre de baza sunt considerate diferite de zgomot. Acestea au
produsele de autocorelare de 0.914 si respectiv 0.891 (al treilea are doar 0.0068) si ponderi de 2.42 si,
respectiv, 0.63 (al treilea 0.12). Se poate concluziona faptul ca in fotociclu existd cel putin doi
intermediari diferiti din punct de vedere spectral. Deoarece spectrele de bazd au forma (structurd)
complexd, iar amplitudinile corespunzatoare prezintd dependente de timp complexe, se poate spune ca
existd mai mult de doud spectre intermediare. Spectrele diferentiale filtrate de zgomot, s-au
reconstituit din cele doua spectre de baza, si din factorii de amplitudine (Fig.9.)
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Fig.11. Spectrele intermediarilor fotociclului PR la pH ridicat, calculate din spectrele diferentiale date in Fig.9.

in cazul probelor la pH 5.0, primele doua spectre au avut factori de greutate (ponderi)
de 1.17 si 0.04 si produsul autocorelarii de 0.948 si 0.129. Toate celelalte ponderi si produse
de autocorelare au fost mai mici. Astfel, si in acest caz s-au considerat primele doua spectre
de bazd ca fiind diferite de zgomot. Spectrele diferentiale au fost reconstituite din
componentele SVD (Fig.10.). Forma complexd a spectrelor de bazd si componentele de
amplitudine sugereaza, si in acest caz, prezenta a mai mult de doi intermediari.
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Fig.12. Spectrele intermediarilor fotociclului PR la pH scazut calculate din spectrele diferentiale din Fig.10.
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S-a efectuat o cercetare independentd de model asupra spectrelor intermediarilor fotociclului
la pH ridicat si scazut (Gergely et al., 1997). La pH ridicat, cu numai doi intermediari diferiti spectral
s-a putut obtine un singur maxim. Spectre cu formd acceptabild (Zimanyi and Lanyi, 1993) s-au
obtinut numai in cazul in care cercetarile s-au efectuat pe trei intermediari. I-am denumit pe acestia
intermediari K, M si N, similar cu intermediarii BR, bazdndu-ne pe succesiunea lor in timp si pe
pozitia maximului de absorbtie (Fig.11). Din calcule spectrale s-a estimat ca spotul laser a excitat
~24% din PR. Crescand intensitatea luminii laser, marimea semnalului a crescut liniar la peste 30%,
ceea ce ne asigurd de faptul cd masuratorile s-au efectuat in domeniul liniar al dependentei de lumina.
Deoarece spectrele par sa contind ceva mai multd absorbtie in partea rosie decat s-a asteptat (Fig. 11),
am cercetat posibilitatea introducerii unui al patrulea component spectral, dar modelul potrivit pentru
variatiile concentratiei dependente de timp nu mai era corect.

In cazul probelor la pH scizut, cercetirile independente de model asupra spectrelor
intermediarilor s-au efectuat printr-o metoda similara. Cu doi intermediari a fost imposibild obtinerea
unor spectre cu un singur maxim. Dupa introducerea celui de-al treilea intermediar, spectrele au luat
forma acceptabila (Fig.12).

11.3.3. Modelul fotociclului

La pH ridicat, cresterea multiexponentiala a semnalului cinetic de absorbtie la 410 nm si
scaderea complexa a tuturor semnalelor cinetice de absorbtie (Fig. 13A, /inii continue), ne-au sugerat
faptul cd modelul trebuie sd contind mai mult decét trei intermediari. Diferitele modele au fost corelate
cu ajutorul programului RATE. Coeficientii relativi de absorbtie ai intermediarilor la lungimea de
unda folositd s-au determinat din spectrele calculate (Fig.11). Cea mai buna corelare s-a obtinut prin
introducerea a doua stari M, si un intermediar de tip PR, spectral inactiv (neutru), notat cu PR’.
Varianta cu doi intermediari de tip N in loc de M, cu o tranzitie spectral inactivd, a condus la o
corelare mult mai scdzutd. Cu toate cd analizele globale ale semnalelor cineticii de absorbtie indicau
existenta a sapte componente (Dioumaev et al., 2002), introducerea unor intermediari aditionali nu a
imbunatatit semnificativ corelatia.

Folosind metoda descrisd mai sus (Ludmann et al., 1998b) s-au corelat o serie de fotocicluri
secventiale si paralele. Conditia de acceptare a modelului era de a se preta (a raspunde) corespunzator
la toate conditiile de masurare, aldturi de corelarea semnalului electric masurat. Liniaritatea graficelor
Eyring (In & in functie de 1/7) s-a dovedit a fi criteriul cel mai stringent. Singurul model care a
indeplinit §i toate cerintele a continut urmétoarele succesiuni de reactii:

K< M= My < N PR’ = PR
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Fig.13. (A) Semnalele cineticii de absorbtie dependente de timp, mdsurate la lungimile de undd ale
proteorodopsinei (linie continud) si corelarea cu modelul descris in text (linii punctate). (B) Dependenta de timp
a concentratiilor in modelul ajustat al fotociclului. Conditiile de mdasurare sunt identice cu cele din Fig.9.

Tranzitia M| la My si scaderea concentratiei lui PR’ sunt unidirectionale, toate celelalte

tranzitii fiind reversibile, rezultdind un amestec de intermediari in fiecare moment (Fig.13B).
Corelarea modelului la semnalele de cineticd de absorbtie este redatd in Fig.13 A (linii
punctate). Scaderea lentd a concentratiei intermediarului K si aparitia rapidd (inaintatd) a lui N
conduce la o concentratie scazuta a intermediarului M.
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Fig.14. Semnalele de cineticd de absorbtie mdsurate la trei lungimi de undd (A, linii continue), corelatia
modelului cu secventa reactiilor de echilibru (A, linii punctate) si dependenta de timp a concentratiilor
intermediarilor din fotociclul corelat. Conditiile de mdsurare sunt aceleasi ca in cazul Fig. 10.

La pH scidzut scaderea multifazica a semnalului cinetic (Fig. 14A) a indicat existenta unui
intermediar spectral neutru (inactiv), PR’, cu spectru similar cu cel al PR, ca si in cazul pH-ului
ridicat. La semnalele cineticii de absorbtie s-au corelat mai multe modele succesive si paralele, dar
numai unul dintre modelele cu reactii secventiale:

KeLse N PR = PR
Acest model a dat rezultate bune (Fig.14B) la toate temperaturile de masurare. Timpii de viatd ai
modelului ales, la 20°C, sunt prezentate in TABELUL 1.

TABELUL 1. Timpii de viatda ai reactiilor succesive, corelate cu semnalele cinetice ale
proteorodopsinei. Conditiile de mdsurare au fost: 100 mM NaCl, 50 mM MES, pH 5 si 20 °C.

Tranzitia K-L LK L-N N-L N-PR’ PR’-N PR’-PR
Timp de viata 0.32 0.14 1.52 5.53 0.12 0.26 27.7
(ms)
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11.3.4. Schema energetica a fotociclului

Graficele Eyring ale constantelor de viteza (In £ in functie de 1/7), calculate din modelul ce
contine reactii de echilibru succesive, au fost liniare intr-un domeniu de eroare de 2% . In cazul
modelelor ce contineau reactii in lant ramificat ori reactii paralele, deviatia de la liniaritate ale
graficelor Eyring 1n cazul catorva constante de reactii a fost mai mare (a depasit) de 20%, deci aceste
modele au fost respinse. Parametrii termodinamici, calculati din aceste grafice, au dat nastere schemei
energetice a fotociclului (Fig. 15). Tranzitia M la My este unidirectionala, ceea ce lasd nivelul

energetic al My nedeterminat. Acesta este indicat prin linie punctatd (Figl5) iar nivelul lui M este
luat arbitrar avand aceeasi valoare ca nivelul lui K. Energiile libere ale lui K si M, sau ale lui M7 , N si

PR’ au aproape aceleasi valori, ceea ce conduce la un echilibru (aproape de echilibru) intre acesti
intermediari.
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Fig. 15. Diagrama energiei libere, entalpiei si entropiei in fotociclul PR la pH ridicat.

Energiile libere ale intermediarilor K, L, N si PR’ au aproape aceleasi valori, deci acestia
prezintd un nivel aproape de echilibru. Diagrama entropiei si entalpiei arata ca fotociclul este in mare
parte condus de entropie.
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1.3.5. Deplasarea de sarcina in PR

Deplasarile de sarcind in interiorul proteinei pot fi determinate cu ajutorul probelor orientate,
asezate in gel (Gergely et al., 1993; Ludmann et al. 1998a) Deoarece nu avem informatii asupra formei
si momentului dipolar permanent al fragmentelor de membrana continand PR, orientarea acestora nu
s-a putut corela (compara) cu aceea a membranelor purpurii care contin BR. Campul electric extern,
aplicat in timpul polimerizérii probei de gel a produs o orientare adecvatd a membranei si s-au putut
masura semnale electrice bine definite (Fig.16).
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Fig. 16. Semnalele intensitdatii de curent (A) §i a tensiunii (B) mdsurate in probe de gel orientat la pH 5 (linii
continue) §i la pH 9.5 (linii punctate).

Il.4. Cinetica fotociclurilor bacteriorodopsinei (BR), halorodopsinei pharaonis (pHR) si
proteorodopsinei deuterate

I1.4.1. Materiale si conditii de masurare

BR a fost preparata din Halobacterium salinarum (specia L33) (J. K. Lanyi and G. Vard,
1995; J. K. Lanyi 2004), pHR a fost preparata din Natronobacterium pharaonis (G. Varé et al., 1995),
PR naturala a fost preparatd din Escherichia coli (specia UT5600) (Beja et al., 2000;Dioumaeyv et al.,
2002). Celulele au fost distruse cu ajutorul unei prese de tip Aminco French la 12 MPa.

Masuritorile au fost efectuate pe membrane incorporate in gel de poliacrilamida (G. Varo et
al., 1995; P. C. Mowery et al., 1979) pe probe avand densitatea opticd in de 0.5 la 570 nm. Pentru a
asigura un bun schimb a HpO cu DO si aceleasi conditii de masurare, inaintea masuratorilor toate
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probele au fost uscate cu PpO35 si reumezite cu solutia de sare corespunzitoare. Solutia de sare a fost
proaspat preparatd din reactiv uscat (NaCl, NaNO3 sau NaN3 dupd necesitati) si H)O sau D>0O. pH-ul
a fost ajustat cu HCI, DCI, NaOH si respectiv, cu NaOD. pD-ul solutiei de apa grea a fost luat cu 0.4
unitati mai mare decat pH-ul masurat (L. S. Brown et al., 2000). In probe similare, comparate in apd si
apa grea, pH-ul si pD-ul au fost egalizate, rezultind aceeasi concentratic de protoni si deuteriu.
Deoarece nu s-a folosit nici un tampon, pH(pD)-ul solutiei a fost verificat Tnainte si dupa masuratori si
numai acele semnale au fost luate in considerare unde schimbarea de pH(pD) a fost sub 0.2 unitati. Nu
au fost observate modificdri spectrale intre perechile de probe (pereche H»O/DyO ajustat cu

HCI/DCI) preparate in acest mod. In timpul masuritorilor, probele au fost tinute in cuve de 4 mm x 10
mm la temperaturi controlate.

11.4.2. Rezultate si discutii

La pH neutru BR prezintd un efect izotopic cinetic slab in intervalul de timp de cateva us, pe
cand la pH ridicat partea incetinitd a fotociclului nu este afectatd de schimbul cu deuteriu. La pH
neutru, in domeniul de timp de ps apare numai tranzitia K la L si se acumuleaza o cantitate mare de
intermediar L. La pH fnalt, tranzitia L-M devine mult mai rapidd si atenueazd acumularea
intermediarului L (Fig. 17, A). Tranzitia K-L este o rearanjare locald a lanturilor de aminoacizi.

Aceasta tranzitie nu necesitd rearanjarea pe o scald mare a legaturilor de H si/sau migcarea
protonului (L. Keszthelyi and P. Ormos, 1980; K. Ludmann et al., 1998) si prezinta, de aceea, un efect
izotopic moderat, agsa cum s-a gasit anterior (L. Keszthelyi and P. Ormos, 1980; A. Fahr et al. 1981; R.
Korenstein et al. 1976). Tranzitia K-L devine de 1.3 ori mai lentd in timpul interschimbului
proton-deuteriu.

Toate tranzitiile urmatoare au fost puternic afectate de aceasta perturbatie, in concordanta cu
primele observatii (A. Fahr et al. 1981; R. Korenstein et al. 1976; L. S. Brown et al. 2000), sugerand
implicarea protonului in toate etapele fotociclului. Cea mai mare schimbare este in tranzitia L-M, care
este legata de deprotonarea bazei Schiff si etapa de eliberare a protonului.

Acesta etapa devine cu un ordin de marime mai inceata prin schimbarea protonului cu
deuteriu. Studiile cristalografice arata cd de-a lungul acestei etape are loc restructurarea legaturii de H
(H. J. Sass et al. 2000; J. K. Lanyi and B. Schobert, 2003; L. S. Brown et al. 2000). Cand la pH 1nalt
aceasta tranzitie devine dominanta in domeniul de timp de ps (Fig. 17, A), partea de inceput a
fotociclului devine mult mai sensibild la interschimbari de proton-deuteron, iar tranzitia devine de 5
ori mai lenta.

La pH ridicat de 10.5 revenirea fotociclului la starea de baza devine mult mai lentd si mai
putin sensibila la schimbul izotopic.
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Fig.17. Evolutia in timp a intermediarilor fotociclului BR in H»O (linii punctate) si DO (linii contiune)
la pH (pD) 10.5.
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Fig.18. Semnalele cineticii de absorbtie mdsurate in cazul pHR la patru lungimi de undd. Conditiile de
masurare: 1 M NaCl, 200 mM NaNO3 si NaN3 in H»O (linii punctate) si DO (linii continue) la pH (pD) 6.
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Din analiza modelului reiese ca la pH neutru succesiunea destul de complicatd de la M la BR
- ce implica intermediarii N si O — devine simpla la pH ridicat, avand doar intermediarul N (Fig.17 B).
Tranzitia M-N, reprotonarea bazei Schiff, este dependenta izotopic la ambele valori de pH, devenind
de cca. 2 ori mai lenta in D5O.

Efectele schimbului izotopic hidrogen-deuteriu au fost studiate pe pHR in trei conditii de
transport ionic diferite. Este important de notat ca nu s-a observat nici un efect izotopic in niciunul din
cazurile ionilor transportati. In cazul clorurii s-a putut observa o usoara incetinire a fotociclului (Fig.
18, NaCl), dar in cazul transportului de nitrat, pe cateva curbe se manifestd un efect invers (Fig. 18,
NaNO3). Acesta inseamnd, probabil, cd schimbdrile mici s-ar putea datora erorilor de masurare.

Bazandu-ne pe aceste rezultate se poate trage o concluzie generala in cazul pHR si anume faptul ca in
timpul transportului ionic nu au loc miscdri de proton majore si/sau rearanjari ale legaturii de hidrogen
in proteind sau in partea proteinei care este accesibild schimbului proton-deuteriu.
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lll. Concluzii generale

e Utilizarea cu succes a BR ca material de inregistrare holografic dinamic pentru procesarea optica a
motivat extinderea cercetarii stiintifice in domeniul aplicatiilor proteinelor retinale.

e Existd mai mult de 200 de patente si proiecte pe aplicatii ale BR si, din aceasta cauza, se pot
obtine progrese importante si in studiul altor proteine ce contin analogi de retinali si mutanti BR in
vederea obtinerii unui fotomaterial cu parametri doriti.

e Cerintele principale la folosirea BR-ului sau a mutantilor in aplicatiile tehnologice se refera, in
primul rand, la Intelegerea mecanismelor fotociclului in diferite conditii. Aceasta poate fi realizata
prin diverse metode.

o Existd alte doud proteine retinale de tipul BR care, de asemenea, transportd ioni prin membrane.
Una din acestea este halorodopsina (HR) care pompeaza ionul de clor (dar in prezenta azidei poate
fi transformatad intr-o pompa de protoni) si o altd proteina retinald, proteorodopsina (PR) care a
fost descoperitd recent (un omolog BR din bacterioplanctoni marini) este, de asemenea, o pompa
protonica. Aceste doud proteine au fost descoperite mult dupa BR si de aceea functionarea lor nu
este bine cunoscuti, totusi si ele pot candida cu succes in aplicatii tehnice.

e Pentru a studia proprietatile cinetice ale proteinelor retinale, s-au efectuat maésuratori
spectroscopice cu rezolutie de timp, de cinetica absorbtiei si de semnal electric. Masuritorile s-au
efectuat in membrane fixate in gel de acrilamidd. Pentru masurdtorile de semnal electric s-au
preparat probe orientate. Analiza semnalelor s-a realizat computerizat in Mathlab, cu ajutorul unei
aplicatii create la Institutul de Biofizica din Szeged, Ungaria.

e Principalele rezultate ale masuratorilor sunt:
a) in cazul fotociclului la pH scazut al PR :

Cu ajutorul masurdtorilor de spectroscopie cu rezolutie de timp si cineticd de absorbtie s-au
identificat trei intermediari spectral diferiti K, L si N, si un intermediar spectral inactiv, PR’, in
fotociclul PR. S-a aratat cd semnalul de absorbtie de la 410 nm, reprezentand intermediarul de tip M,
ce contine baza Schiff deprotonati, nu se acumuleaza.

S-a determinat modelul fotociclului:

. K< Ls Ne PR = PR

S-a demonstrat ca toate reactiile dintre intermediari sunt de echilibru (aproape de echilibru),
exceptand ultima tranzitie PR’ la PR, cand proteina ajunge la starea initiald, neexcitata, printr-o reactie
cvasi-unidirectionala.

Masuratorile semnalului electric arata ca desi in interiorul proteinei au loc miscari de sarcinda
detectabile, dislocatia lor netd este zero, indicand faptul cd la pH scdzut nu are loc transport de
particule Incarcate prin membrana, contrar rezultatelor comunicate anterior.

b) in cazul cineticii fotociclurilor BR, pHR si PR deuterate:

S-au efectuat masurdtori cinetice de absorbtie pentru a studia etapele dependente de proton ale

procesului de transport al fotociclului PR comparativ cu cel al BR in HyO si D7O. Pentru BR la pH

normal toti pasii fotociclului au prezentat un puternic efect izotopic. Intr-o maniera similara PR atit la
pH normal, cat si la pH scdzut, prezintd un important efect de deuterizare. Efectele masurate pe PR au
fost comparabile cu cele masurate pe BR. Structura si functionarea proteorodopsinei este similard cu
cea a bacteriorodopsinei.

in cazul HR in toate conditiile de transport al CI-, NO3- si HT fotociclul nu a fost afectat
semnificativ de schimbul cu deuteriu. Aceastd constatare ne-a condus la presupunerea ca nu protonii,
ci ionii de hidroxil, OH-, sunt transportati in timpul fotociclului pHR in prezenta azidei. HR
pompatoare de Cl- are un intermediar asemandtor cu M si transportd OH- dacé solutia contine ioni de
azida.
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Aceste proteine retinale pot fi utilizate cu succes in nanotehnologie.
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