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0. 1. Roviditések jegyzéke

ANS

BES

BPTI

BHA
CD
DAC
DMSO
DOPC
DTE
EDTA
FLN

FTIR

HRP
IDF
NMR
NADPH

MCT
MgMP
MjHSP16,5

mtsai
SHB

TRIS
VCD

8-anilino-1-naphthalenesulphonic acid (8-anilino-1-naftalén-
szulfonsav)

N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulphonic acid (N,N-
bisz(2-hidroxiethil)-2-aminoetanszulfonsav)

bovine pancratic trypsin inhibitor (marha hasnyalmirigy tripszin
gatlo fehérje)

benzohydroxamic acid (benzohidroxamsav)

circular dichroism (cirkularis dikroizmus)

diamond anvil cell (gyémant nyomascella)
dimetil-szulfoxid

dioleoyl-phosphatidylcholine (dioleoil-foszfatidilkolin)
dithioerythritol (ditoeritritol)

ethylenediaminetetraacetic acid (etilén-diamin-tetraccetsav)

fluoreszcencia line narrowing (fluoreszcencia vonalkeskenyedés,
egy nagyfelbontasu fluoreszcencia spektroszkopiai modszer)

Fourier transformation infrared (Fourier transzformacios
infravoros)

horseradish peroxidase (tormaperoxiddz enzim)
inhomogenous distribution function (inhomogén eloszlasfiiggvény)
nuclear magnetic resonance (magmagneses rezonancia)

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (nikotinsavamid-
adenozin-dinukleotid-foszfat-hidrogén)

mercury cadmium telluride (higany-kadmium-tellurid)
magnézium-mezoporfirin

Methanococcus jannaschii heat shock protein (a Methanococcus
Jjannaschii archebaktériumbol izolalt 16,5 kDa molsulyu hd-sokk
fehérje)

munkatérsai
spectral hole burning (spektralis lyukégetés)
tris(hydroxymethyl)methylamine

vibrational circular dichroism (vibracids cirkularis dikroizmus)



1. Bevezetés

A fehérjék az €16 szervezetet felépitd biomolekuldk egyik meghatarozd csoportjat
alkotjak. Szerkezetiikben az unikalis és az univerzalis elemek sajatos egyensulya
valosul meg. gy, amellett, hogy példaul egyedi enzimfunkciokat latnak el, szamos
kozos tulajdonsaggal is rendelkeznek (Creighton, 1993). Munkamban az egyes
fehérjékre specidlisan jellemzé adatok meghatdrozdsa mellett, a fehérjék kozos

tulajdonsdgainak megragadasara is torekedtem.

Biologiai rendszerekben a fehérjékhez kothetd folyamatok altalaban allado
homérsékleten és nyomason zajlanak le. Ez azonban nem zarja ki azt, hogy a
fehérjék tulajdonsigairdl tobbet tudjunk meg azaltal, hogy a szervezetben
uralkodotol eltérd fizikai paraméterek mellett vizsgaljuk azokat. A fehérjék
hémérséklettdl fliggd tulajdonsagaira irdnyuld mérések a modern biofizika vilagdban
mindennaposak. Ehhez képest indokolatlanul kevés munka vizsgalja a masik —
tulajdonképpen a homérséklettel egyenrangi — termodinamikai paraméternek, a
nyomasnak a biologiai rendszerekre kifejtett hatasat. Ennek a hidnynak két {6 oka
van: az egyik a technikai nehézségek sora, a masik a kutatok korében tapasztalhatd
idegenkedés a fiziologiastol nagymértékben eltérd kornyezeti paraméterektdl. Meg
kell jegyezni, hogy a fehérjék esetén a leggyakrabban vizsgalt hdmérséklettartomany
a fiziologias homérséklettdl mintegy £20%-0s mértékben tér el (K-ben mérve). Ezzel
szemben a biofizikai mérések szempontjabol relevans nyomastartomany az
atmoszferikus nyomas ezer ill. tizezerszereséig terjed. Ez a nagysagrendi kiillonbség
megmagyarazza a biologiai irdnyultsdgi kutatoknak a nagy nyomdson végzett
vizsgalatokkal szembeni idegenkedését, valamint a mérésekkel jaré technikai

nehézségeket is.

A legels6 olyan publikacid, amely a nagy nyomasnak a fehérjékre gyakorolt hatasat
irta le, még a mult szdzad elején sziiletett (Bridgmann, 1914). A téma azonban
hosszu idére feledésbe meriilt, hiszen ekkor még a fehérjék térszerkezete egyaltalan
nem volt ismert, erre még tobb évtizedet kellett varni. A nyomas felhasznalasaval

végzett fehérjekutatds a mult szazad hetvenes-nyolcvanas éveiben indult ujra, és



igazan az 1990-es években, a modern szerkezetvizsgald fizikai és biofizikai

moddszerek elterjedésével lendiilt fel.

Munkéam sordn ebbe a kutatasba kapcsolédtam be foleg infravords spektroszkopiai
mérések ill. kisebb részben fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgéalatok végzésével,
melyekben kiilonféle fehérjék tulajdonsdgait mértem, mialatt azok nagy nyomas
hatasanak voltak kitéve. (Nagy nyomas alatt a tovabbiakban a 100 MPa — 1 GPa

tartomanyt fogom érteni.)

Az enzimfehérjék egyik sajatos tulajdonsdga az, hogy nagy nyomas hatasara
ugyanugy elvesztik az enzimmiikodéshez sziikséges térszerkezetiiket, mint ahogyan
az magas hémérsékleten is bekovetkezik. A kutatds egyik f6 irdnya ennek a nyomas-
denaturacionak a jellemzése, termodinamikai paramétereinek meghatarozasa,
valamint a fehérje szerkezetében nagy nyomas alatt 1étrejovo elasztikus és plasztikus

konformécio-valtozasainak meghatarozasa volt.

A vizsgalatok egy masik része a fehérjék Aaltalanosan elfogadott elliptikus
fazisdiagramjanak kiterjesztésére iranyult, mely sordn megprobaltam figyelembe
venni az intermedier fehérje-konformaciokat is, valamint leirni az egyedi
fehérjelancok kozti kolcsonhatds révén létrejott aggregéacios allapotot is. Ehhez
kapcsolddott olyan fehérjék vizsgélata, ahol a természetben el6forduld forma egy
specialis oligomer szerkezet, amelyet tobb - masodlagos kotésekkel dsszekapcesolt -

polipeptidlanc alkot.

Egy tovéabbi irdny a fehérje dinamikdjanak a kompresszibilitds mérésén keresztiil
torténd jellemzése, amit egy specidlis fluoreszcencia spektroszkopiai moédszer

alkalmazasaval értem el.

Természetesen a kiils6 nyomas az enzimfehérjék mitkodését és az enzimkinetikat
abban a nyomadstartomdnyban is befolyasolja, ahol a fehérje még nem denaturalddik.
A nagy nyomdsnak a kinetikdra gyakorolt hatdsdbdl olyan, az enzimfunkciéra
jellemz6é termodinamikai paraméterek szamithaték ki, mint az aktivalt allapothoz
kapcsolodo térfogatvaltozas, ill. a biokémiai folyamathoz tartozo térfogatvaltozas. Ez
nagyon jol példazza, hogy a fizioldgias koriilményektdl nagyon eltérd kornyezetben
végzett mérések is adhatnak olyan informadciot, amely a fizioldgids koriilmények

kozott lezajlo reakciok fontos tulajdonsagait tarja fel.



2. Irodalmi hattér és célkituzések

2.1. A fehérjék felépitése

2.1.1. A fehérjeszerkezet szintjei

A fehérjék aminosavakbol felépiilt polimer makromolekuldk (Creighton, 1990). A
molekulat 20-fajta aminosav lanca alkotja, melyek az un. peptidkotéssel
kapcsolddnak egymashoz. Egy tipikus fehérjét szaz — néhany szaz monomer alkot. A
molekula gerincét alkoto kotések koriil (a peptidkotés kivételével) rotaciod lehetséges.

Ez aminosavanként két rotacios lehetdséget rejt. Ezért a fehérjelancnak sokféle

1. abra. Masodlagos, harmadlagos és negyedleges fehérjeszerkezet. A mioglobin elsé
20 aminosavja altal alkotott alfa hélix kétféle abrazolasban: a) az dsszes (hidrogénnél
nagyobb tomegii) atom megjelenitésével, b): egyszerlisitett szalag abrdzolassal, c) a
molekula teljes térszerkezete. d) A négy polipeptid lancbol felépiilt hemoglobin
tetramer negyedleges szerkezete. (Az 4brat a Protein Data Bank, (www.rcsb.org/pdb/)
1YMB és 1A3N pdb fajljaibol a Viewerlite program segitségével készitettem.)



konformacidja valdsulhat meg. A fehérjék térszerkezetében a kovetkezd szinteket

kiilonboztetjiik meg (1. abra):

- Az elsddleges szerkezetet az aminosavak sorrendje jelenti a lancban (szekvencia).

- A masodlagos szerkezet a fehérjelanc rovid tava rendezettségét irja le, amely
leggyakrabban helikdlis, vagy lemezszerli. Egy ilyen masodlagos szerkezeti elem
tipikusan 10-20 aminosavat foglal magaban.

- Harmadlagos szerkezetnek a masodlagos szerkezeti elemek 4altal a térben
kialakitott alakzatot nevezziik.

- Negyedleges szerkezetr6l csak akkor beszéliink, ha a fehérjét tobb kiilonallo
polipeptid lanc alkotja, ekkor a polipeptid lancok egymashoz rendezddése altal

alkotott elrendezddést nevezziik negyedleges szerkezetnek.

A fehérjébe bedgyazodhatnak olyan kisebb molekulak, amelyek nem aminosavakbol
¢épiilnek fel. Ilyen példaul a mioglobinban ¢és a hemoglobinban levd vas-

protoporfirin. Ezeket a molekulakat prosztetikus csoportoknak nevezziik.

A fehérje masodlagos szerkezetének stabilizalasaban a legnagyobb szerepet a

hidrogénhid kotések jatszak (I1d. 2.1.2.).

A fehérje harmadlagos szerkezetét stabilizdlhatjdk a cisztein aminosavak kozti
diszulfid hid kotések is, amelyek a polipeptid lancon tavoli, de a térszerkezet
hajtogatodasa soran a térben egymashoz kozel keriilt aminosavakat kotnek Ossze

kovalens modon.

A fehérje belsejében lehetnek még kotott fémionok is (pl. Ca®") amelyek tobb, a
fehérjeszerkezet hajtogatodasa miatt egymashoz térben kozel keriildé aminosavval

létesitenek kolesonhatast, igy stabilizaljak a masodlagos €s harmadlagos szerkezetet.

A fentiek alapjan, ha az 6sszes lehetséges konformert figyelembe vessziik, akkor egy
fehérje molekula lehetséges konformdacidinak szama csillagaszatian nagy szam.
(Levinthal, 1968). A fehérjék dontd tobbségének van egy kitlintetett Gn. nativ
allapota. Ebben az allapotban képes a bioldgiai rendszerben ra haruld feladatot
elvégezni (pl. enzimatikus aktivitast mutatni). Termodinamikai értelemben a nativ
allapot makroallapotnak tekinthetd, azaz nem egyetlen konformaci6 tartozik hozza.
Karplus ¢és Petsko (1990) megmutattak, hogy a fehérje enzimatikus miitkodéséhez

sziikséges bizonyos mértékii flexibilitds, azaz a fehérje a nativ szerkezetében



enzimmiikodés kozben tobb konforméciés mikroédllapotot is felvesz. Azon
konformaciok sokasagat, amelyek masodlagos szerkezet nélkiiliek, vagy legalabbis a
nativhoz képest nagyon kevés masodlagos szerkezeti elemet tartalmaznak, a fehérje

denaturalt, vagy kitekeredett (unfolded) allapotanak nevezziik.

2.1.2. A fehérjék masodlagos szerkezete

Mivel az altalam végzett vizsgalatok nagy része a fehérje masodlagos szerkezetére
iranyult, a fehérjékben eléforduldé masodlagos szerkezeti elemeket részletesebben

mutatom be.

A rendezett masodlagos szerkezetnek két fO fajtaja van, a helikalis és a lemezes

alakq. (2. 4bra)

a b C

2. abra. A fehérjék masodlagos szerkezeti elemei. a) Az a-hélix, b) a parallel, ill.
c) az antiparallel B szerkezet részletei. A vonalak a hidrogénhid kotéseket jelolik. A
z6ld rudak az oldallancok csatlakozasi pontjai. A sziitke golydk a szén, a kékek a
nitrogén, a pirosak pedig az oxigén atomokat jelolik. (A hidrogén atomok az
attekinthetdség kedvéért nincsenek jelolve.)
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A helikalis szerkezetek koziil a leggyakoribb az un. a-hélix (2. abra). Ezen kiviil még
az altalam vizsgdlt fehérjékben a 3jo-hélix fordult el6. A két hélix a
menetemelkedésében kiilonbozik egymastol. Az o-hélixben egy fordulatra 3,6
aminosav jut, amelyek igy egymashoz képest 100°-kal vannak elfordulva. Az a-hélix
menetemelkedése 5,41 A. A 3, hélix elnyujtottabb: 3 aminosav esik egy fordulatra,
de egy korbefordulds 6 A magassigh. Mindkét hélixet hidrogénhid kotések
stabilizaljdk. Ezek az i-edik aminosav oxigénje és o-hélixben az i+4-edik, 3o

hélixben pedig az i+3-adik aminosav hidrogénje kozott alakulnak ki.

A lemezes szerkezetnek is két fajtdja van a parallel és az antiparallel f—lemez.
Ezekben a polipeptid szdlak kinyujtott allapotban helyezkednek el. A parallel B-
lemezben a lancok egymassal parhuzamosan egy irdnyba futnak, mig a gyakrabban
eléforduld antiparallel esetben a lancok parhuzamosak, de egymassal ellentétes

iranyultsaguak. Az aminosavak oldallancai a lemez sikjara merdlegesen

helyezkednek el.

Ezeket a rendezett szerkezeti elemeket struktara nélkiili rendezetlen lancdarabok ill.

meghatéarozott struktaraju hurkok kothetik dssze.

2.1.3. A fehérje térszerkezetének meghatarozasara hasznalatos modszerek

A fehérjék szerkezetének vizsgalatara szdmos modszer ismert, melyek bonyolultsaga
€s pontossaga jelentdsen eltérd. Amennyiben a fehérje kristalyosithato, akkor
rontgendiffrakcios modszerrel az elektronslirliség meghatarozhaté. Mivel a
szekvencia altalaban ismert, azt az elektronsilirliséghez lehet illeszteni, igy a
térszerkezetre atomi felbontasti eredményt kaphatunk, azaz minden (hidrogénnél
nagyobb tomegli) atom koordinatait meg lehet hatirozni. A moddszer pontossaga
tipikusan 1,5-2 A. Rontgen krisztallografidval méar tobb ezer fehérjeszerkezetet
hataroztak meg, amelyek egy nyilvanos adatbazisban, az Un. protein adatbankban
(Protein Data Bank: www.rcsb.org/pdb/) mindenki szdmara elérhetdek. Elsére nehéz
elhinni, hogy a kristalyositott fehérje szerkezete egyaltalan kozeliti a vizes
oldatokban felvett szerkezetet. Azonban a fehérje kristalyok jelentés mennyiségii
(25-90%) vizet tartalmaznak, valamint a kristalyositas soran alkalmazott médszerek

is a nativ szerkezetet stabilizaljak, ezért napjainkban a kristalyszerkezetet az oldatban
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felvett konformacido jo kozelitésének fogadjadk el. Nagyfelbontasit NMR
vizsgalatokkal az oldatban megvalosuld térszerkezetek is meghatarozhatoak, igy a
fenti kérdés kozvetleniil is eldonthetd. A fehérjék tulnyomo tobbségénél - a molekula
végén taldlhatd flexibilis végektdl és egyes, a fehérje felszinén levé hurkoktol
eltekintve -valoban nem talaltak jelentds eltérést a kristalyszerkezet ill. az NMR-rel

meghatarozott struktira kozott.

Amennyiben csak a kiilonb6zé masodlagos szerkezeti elemek relativ aranyara
vagyunk kivancsiak, spektroszkopiai modszerekhez is fordulhatunk. Ezen a téren a

cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia a legismertebb.

Vizsgalataimhoz egy masik spektroszkopiai modszert, az infravords spektroszkopiat
valasztottam, a fehérje masodlagos szerkezetének jellemzésére. A CD spektroszkopia
ugyanis nem kombinalhat6 az altalam hasznalt specidlis technikaval, a nagy nyomas

alkalmazasaval.

2.2. Infravoros spektroszkopia

Infravorés sugarzasnak a 800 nm ¢és 1 mm kozotti  hullamhosszasagu
elektromagneses sugarzast nevezziik. Spektroszkopiai szempontbdl az infravords
sugarzast kozeli (NIR), kozép (MIR) és tavoli (FIR) infravords tartomanyokra
osztjuk. Ezek hullamhossz tartoményai: 800-2500 nm, 2,5-25 um, 25-1000 pum.
Infravords sugarzassal els6sorban a molekuldk rezgési és rotacidés nivoi kozti
atmenetek gerjeszthet6k. Szdmunkra a kozépsd tartomany lesz a legfontosabb, itt
detektalhatok ugyanis azok a rezgések, amelyek a molekuldk szerkezetére és
ennek reciproka, a hullamszam hasznélata terjedt el. A k6zEpso infravords tartomany

hullamszamban kifejezve a 4000 cm™ és 400 cm™ kozé esik.

2.2.1. Molekularezgések

A legegyszeriibb vibraciora képes molekula a kétatomos molekula, amelynek
rezgései egyszerlien leirhatok. A probléma mind klasszikus, mind pedig
kvantummechanikai leirdsban egzaktul megoldhatd, ami szdmos tankdnyvben

megtalalhato, ezért itt részletesen nem targyalom (Id. pl. Nagy, 1978). A tobbatomos
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molekulak rezgései is szdmolhatok, amennyiben a kotésekre jellemzé erdallandok,
valamint az egyensulyi koordinatdk ismertek (Kovacs €s Sz6ke 1987). Az infravoros
spektrumban gazok esetén a molekulak rotaciés vonalai is megjelennek, a
munkédmban azonban csak folyadékokon (oldatokon) végeztem méréseket, ezért a

rotaciot nem targyalom.

Makromolekuldk esetén a rezgések egyenkénti szdmoldsa reménytelen probalkozas
lenne. Egy atlagos fehérje, amely kb. 2000 atomot tartalmaz, mintegy 6000 rotacios
szabadsagi fokkal rendelkezik. Ilyen rendszerek egzakt szamolasa gyakorlatilag
kivitelezhetetlen, féleg, hogy a térszerkezet sem 4all rendelkezésre a sziikséges
pontossaggal. Szerencsére azonban az Osszetett molekulak rezgései kozott is vannak
olyanok, amelyekben gyakorlatilag csak néhany atom vesz részt. Ezeket a néhany
atomra ill. néhany belsé koordinatara koncentralodo rezgéseket csoportrezgéseknek
nevezziik. Mivel ezekben a vibracidkban a molekula tobbi atomja nem (vagy csak
alig) vesz részt, a csoportrezgések frekvenciaja csak kissé fiigg attol, hogy a rezgd
csoport milyen molekuldba van beagyazva. Ez a kismértékli eltolodas azonban
alkalmas arra, hogy az adott rezgés altal informaciot tudjunk meg a makromolekula
konforméciojardl, ill. az adott csoport kornyezetérél. Ilyen csoportrezgésekre
biologiai molekuldk esetén jO példa a lipidek zsirsavlancainak CH, rezgései,
valamint a fehérjék konformacid-valtozasainak detektalasara altalunk is hasznalt

amid rezgések.
2.2.2. Az N-metilacetamid rezgései

A csoportrezgések, mint emlitettem, nem nagyon filiggenek a molekula tovabbi
részének kémiai felépitésétdl, ill. konformacidjatol. Ezért az egyszerisitett targyalas
végett a molekula tobbi részét elsé kozelitésben el is lehet hagyni. Ezt az utat
kovették Miyazawa és munkatarsai (1958), amikor kiszamoltdk az N-metilacetamid
molekula normalrezgéseit, és ramutattak az N-metilacetamid rezgései €s a polipeptid
lanc gerincének rezgései kozti kapcsolatra. Az N-metilacetamid molekula szerkezetét
¢s a szamunkra fontos normalrezgéseket a 3. abra mutatja, a normalrezgések
potencidlis energidinak a szimmetriakoordindtdk szerinti eloszlasai pedig az I
tablazatban vannak feltiintetve. Erdemes megfigyelni, hogy a sajatrezgések a

molekula végein taldlhatd szénatomokat nem (vagy csak nagyon kissé) érintik. Ez
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biztositja, hogy az amid csoportrezgések a fehérjére is atvihetdk legyenek, valamint
azt, hogy az egyes aminosavak aminocsoportjait (az atmeneti dipdl csatolastol

eltekintve) fliggetlen oszcillatoroknak tekinthessiik.

Ennek a molekuldnak a rezgéseit azutan (az erddllandok ¢és a geometria
finomitasaval) még tobb cikkben is Gjraszdmoltak. Ezen a téren Krimm és Bandekar
(1986) végezték a legalaposabb szamolasokat és bebizonyitottdk, hogy az N-
metilacetamidra vonatkoz6 erdallandok atvihetdk révid polipeptidekre és fehérjékre
is. A fehérjében minden aminosavhoz egy normalrezgés rendelhetd, a polipeptid lanc
tehat egy csatolt rezgd rendszer, ahol az atmeneti dip6lok egymadssal kdlcsonhatasban
vannak. Ez az atmeneti dipdl csatolas (Torii és Tasumi, 1992) természetesen fligg az
egymas kozelében levo dipolok orientaciojatol, azaz végsd soron a fehérje

masodlagos szerkezetétol.

A gyakorlatban az amid I rezgés bizonyult a leginkabb konformécidé-érzékenynek. A
konformacid-érzékenységet a mar emlitett csatolason kiviil az biztositja, hogy a
rezgés energidjanak nagy része (83%) a C=0 nyujtasi modusbol szarmazik . Ezen

oxigén ¢€s a fehérje egy masik aminosavjanak NH hidrogénje kozott a konformaciotol

(9 © &

O

3. abra. Az N-metilacetamid molekula szerkezete valamint a molekula egyes normal-
rezgései: a) amid I, b): amid II ill. ¢) amid III (Bandekar (1992) alapjan). A z6ld nyilak
az atomok elmozdulasi irdnyait és azok relativ amplitidoit szemléltetik, a valodi
kitérések az abran jelzettnél joval kisebbek. A szinkod ua. mint a 2. dbran.

" A pontossag kedvéért meg kell jegyezni, hogy ez a C=0 kotés tulajdonképpen kismértékben
delokalizalt a C-N kotés felé (amid kotés), ezért eleve kisebb eréallanddji, mint a szokasos (nem amid
kotésben részt vevd) C=0 kotések.
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I. Tablazat
Az N-metilacetamid molekula amid I-III normalrezgéseinek potencidlis energia-
eloszlasa (Bandekar, 1991 alapjéan)

Normal médus hulldmszam [cm™] potencialis energia-eloszlas
megfigyelt  szamolt

amid I 1653 1646 CO s (83), CN s (15), CCN d (11)

amid 11 1567 1515 NH ib (49),CN s (33), CO ib (12),
CC s (12), NC s (9)

amid 111 1299 1296 NH ib (52), CC s(18), CN s (14),
COib(11)

fiiggd hidrogénhid kotés jon létre (Id. 2. abra vékony vonalai). A masodlagos
szerkezetnek a hidrogénhidon keresztiil a C=0 rezgésre kifejtett perturbald hatasa a

masodik ok, ami miatt féleg az amid I sav érzékeny a konforméaciora.

2.2.3. A fehérjék infravoros spektroszkopiaja

A fehérjék infravords spektroszkopiai vizsgalatainal az egyik leggyakrabban
felmeriilé probléma a mésodlagos szerkezet aranyainak meghatarozésa az infravoros
spektrum alapjan, azaz annak eldontése, hogy a fehérjét alkotd6 aminosavak hany
szazaléka alkot a—helikalis, B-lemezes és egyéb, jol definialt méasodlagos szerkezetet.
éppen kibontakozdban volt. Kiilonb6z6 moddszereket dolgoztak ki, amelyek
elsésorban az el6z6 részben targyalt amid I rezgéseket hasznaltak fel a konformacio
meghatarozasahoz. Ugyanis, amint mar az el6z6 pontban emlitettem, ez a rezgés

bizonyult a leginkdbb konformacio-érzékenynek.

Itt kell meg emliteni, hogy azok az elméleti szamoldsok, amelyek ismert fehérjék
rontgenkrisztallografiaval meghatarozott térszerkezetébdl kiindulva préobaltak
megadni az amid [ sav alakjat, nem vezettek kielégité eredményre (Tori és Tasumi,

1992), ezért az inverz probléma megoldasaval senki sem probalkozott.

Az amid I savon alapul6é konforméciobecslés elterjedését gatolja az a tény, hogy az
amid I sav frekvencidja egybeesik a viz deformacios rezgésével, ami 1645 cm™-nél
nagyon erds abszorpcios savot ad (Eisenberg ¢és Kauzmann, 1969). Ennek

kikiiszobolésére az ilyen vizsgéalatok tilnyomo részét nehézvizben végzik, ahol az
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izotop-eltolodas miatt ez a sav 1215 cm™-nél 1ép fel , és igy nem zavarja az amid I
savot. A nehézvizben oldott fehérje egyes hidrogénjei, koztik a polipeptid lanc
gerincén taldlhatd nitrogénhez kapcsolodd hidrogén is kicserélédhet a viz
deutériumaval, azaz deuteralt lesz maga a fehérje is. Ennek hatasara természetesen az
amid savok is eltolodhatnak. A deuterdlt fehérje amid savjait vesszdvel szokas
megkiilonboztetni a normal vizben oldott fehérjéétdl. Az eltolodas az amid I savnal
nem jelentds (itt nem is szoktak kirakni a vessz6t), de az amid II esetén, ahol a CNH
hajlitds dominal, a hidrogén-deutérium kicserélddés okozta eltolddas mintegy 100
cm’™. A kicserélddés jelensége fel is hasznalhato arra, hogy a molekula dinamikajarol
informéciot kapjunk. Errél a 2.4.2. fejezetben a T2 tézisponttal kapcsolatban még

bbévebben is lesz sz0.

Mivel egy fehérjében egymas mellett tobb masodlagos szerkezeti elem is
megvaldsul, a mért amid [ sdv tobb atlapold6 komponens Osszegeként adodik,

melynek megfejtése komplex matematikai modszereket kivan.

A spektrumok matematikai analizise terén két {6 iranyzat bontakozott ki. Mindegyik

crer

crer

infravords spektrum amid 1 (valamint esetenként az amid II és III) rezgésébol
kiszamolhat6. A referencia fehérjék térszerkezetei az irodalomban kozolt

rontgendiffrakcios mérések alapjan mar ismertek voltak.

Az egyik iranyzat kidolgozéi az ismert masodlagos szerkezetli fehérjékbdl allo
referencia fehérje sorozaton mért infravords spektrumok faktoranalizisét és
tobbdimenzids linearis regresszidjat hasznaltak. Olyan ortogonalis sajatspektrumokat
hataroztak meg, amelyek a kiilonb6z6 masodlagos szerkezetekre jellemzdek (Lee és
mtsai. 1990). Az ismeretlen fehérje szerkezetét ugy hataroztak meg, hogy spektrumat
ezekb6l a sajatspektrumokbél allitottak eld. fgy az alfa, béta és hurok (loop)

szerkezetek szazalékos aranyat sikeriilt meghatarozni.

A masik tuddscsoport azt javasolta, hogy a spektrumot alkotd, egymast atfedd
komponenseket eldszor a spektralis felbontoképességet ndveld matematikai eljarassal

kell egymastol elvalasztani, majd az igy egymastdl elvalo spektrumvonalak relativ
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teriiletaranya alapjan lehet a fehérjét felépitd masodlagos szerkezeti elemek aranyat

meghatarozni.

Az utobbi mddszernek a maig leghiresebb miiveldi Byler és Susi voltak. (Byler és
Susi 1986, 1995, Susi és Byler 1986, 1987) Ok az infravords spektrum atlapold
savjait a Kauppinnen ¢és munkatirsai (1981a, 1981b) 4altal bevezetett Fourier

ondekonvolucioval (roviden dekonvolticidval) valasztottak szét.
2.2.4. A Fourier-ondekonvolucio

A dekonvolucié célja az, hogy egy széles, struktira nélkiili spektralis sav
komponenseinek vonalszélességét csokkentse, aminek kovetkeztében azok elvalnak
egymastol, és a spektrumban felismerhetdk lesznek. A matematikai eljards azon a
feltételezésen alapul, hogy a mért spektrum az alabbi konvolucioval irhato fel

(Kauppinen és mtsai, 1981a,1981b):
SV)=L(v)®D(v) = IL(V)D(V —v)dv' (1)

ahol L(v) a vonal alakfliiggvénye, D(v) az a spektrum, amelyet a homogén ¢és

inhomogén kiszélesedés nélkiill mérnénk (v a spektrum fiiggetlen valtozoja,

infravords spektrum esetén a hullamszam). D(v) felfoghaté Dirac-delta fiiggvények

Osszegeként: D(v) = ZCl.é'(V —-v,) , ahol C; ésv; az i-ik komponens amplitadoja, ill.
i=l

pozicidja. Az L(v) fiiggvény altalanos esetben a Lorentz-fliggvénnyel leirhato

homogén vonalalak és az inhomogén vonalkiszélesedést leird Gauss-fliggvény

konvolucidja.

A dekonvolucié matematikai alapja a konvoluciotétel, ami szerint a Fourier-térben a

konvolucid szorzassal végezheto el (1d. pl.: Bracewell 1986, Press és mtsai 1990):
F(S(v)) = F(L(v)® D(v)) = F(L(v))- F(D(v)) ()

Ahol F() a Fourier-transzformaciot jelenti:

F(S(v)) = Tez’”‘“S(v)dv 3)

—00
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Természetesen az S(v) spektrum egy véges tartomanyban, véges felbontasban all
rendelkezésre, ezért a gyakorlatban diszkrét Fourier-transzforméciot alkalmazunk.
(Press és mtsai, 1990). A (2) egyenlet alapjan a Fourier-térben elvégezhetd a
konvolucié inverz miivelete, aminek eredményeként a mért S(v) spektrumbol

megkaphatjuk az elméleti D(v) spektrumot:

(4)

D) = F‘I(F(S(V)))
F(L(v))

(ahol F () az inverz Fourier-transzformaciot jeloli). Ez a spektrum mentes attol a
vonalkiszélesedéstdl, ami a kozeli vonalakat az S(v)-ben O0sszemosta. A mddszer
gyenge pontja, hogy alkalmazdsidhoz elvileg ismerni kellene az L(v) fliggvényt. A
gyakorlatban elég valamilyen ésszerli feltételezéssel €lni a vonalalakot illetden. A
modszer jelentds korlatja az is, hogy a valddi, mért spektrumok zajjal terheltek. A
dekonvoluci6 ezt a zajt, kiilondsen annak nagyfrekvencias komponenseit jelentésen
noveli, ami behatarolja a médszer alkalmazhatosagat. Ez azt jelenti, hogy nem lehet
kihaszndlni az elméleti felbontdsndveld hatast, hanem a (3) egyenlettel kapott
fiiggvényt simitani kell. Ezt a simitast is a Fourier-térben végzik, egy A(x) Un.

apodizaciods fliggvénnyel:

F(S()
F(L(v)

D'(v)= F‘l[ A(x)j (5)
Az igy kapott D’(v) fiiggvény ugyan nem Dirac-deltak Gsszege, de benne az eredeti
spektrumot alkot6 vonalak vannak jelen, csak a vonalszélességiik kisebb, igy az
eredetileg atlapold vonalak egymastél megkiilonboztethetévé valnak. Az eljarés
alkalmazhatdsagi hatédrairdl és a lehetséges veszélyeirdl a 4.10. fejezetben a
metodikai fejlesztéseknél még részletesen irok. A mddszer korlatai ellenére a
gyakorlatban az S(v) fliggvény komponenseinek szélességét kb. felére Ilehet
csokkenteni. Az amid I sav esetén ez elég arra, hogy a savot alkotd vonalak
kirajzolddjanak, és az igy kapott gorbét mar jol lehet illeszteni példaul olyan Gauss-
fliggvények 0Osszegével, amelyek maximumhelyei megadjdk az atlapolo

komponensek pozicidit, a v;-ket.
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2.2.5. Susi és Byler modszere a fehérje-konformacié meghatarozasara

Az el6zd fejezetben részletezett dekonvoliciot és az azt kdvetd gorbeillesztést
alkalmazta Susi és Byler a fehérje-konformacié meghatarozasara (Byler és Susi
1986, 1995, Susi és Byler 1986, 1987). A dekonvolvalt amid I savot Gauss-
gorbékkel illesztettek, ¢és a kiilonbozé hulldimszamhoz tartozé  Gauss-
komponensekhez kiilonb6z6 maésodlagos szerkezeteket rendeltek. A  Gauss-
komponens gorbe alatti teriiletét aranyosnak vették az adott masodlagos szerkezetet
alkot6 aminosavak szamaval. Igy a komponensek teriileteinek relativ aranya
megegyezik a fehérjében eléforduld masodlagos szerkezetek aranyaval. Az egyes
komponenseket ismert fehérjék spektruma alapjan, az eléz6 fejezetekben részletezett
elméleti szamolasok figyelembevételével rendelték hozzd a masodlagos szerkezeti

elemekhez.

Az amid sav komponenseinek hozzarendelését mas szerzok késobb tovabb
finomitottak. A 3,0 hélixhez a 1662 cm™ hullamszamot rendelték hozza (Haris és
Chapman, 1988). Az amid I sav két oldalan megjelend jellegzetes vonalakat pedig a
széttekeredett fehérjeszalak kozti antiparallel B-szerkezetli kapcsolodassal 1étrejovo

aggregatumokkal hoztak kapcsolatba (Ismail és mtsai, 1992; Dong, 2000).
Ezek a karakterisztikus hulldmszamok a II. tdblazatban vannak 6sszefoglalva.

A modszerrel kapcsolatban tobb kritika is megfogalmazodott. A dekonvolicid
valoban ,,veszélyes” miivelet, féleg, ha az eljarast mélyebb megértés nélkiil, csak a
paraméterek probalgatasa utjan hasznaljuk. A masik komoly hibalehetdség a vizgdz
vonalainak zavard hatasa. A spektrométerben taldlhatdé levegében még gondos
szaritds utan is van nyomokban vizgéz, aminek a spektruma a 1300-2000 cm
tartomanyba esik, tehat éppen raiil az amid 1 savra. A vékony vizgéz vonalak a
dekonvoluci6 soran kiemelddnek, és alcsucsokat generalhatnak a dekonvolvalt
spektrumban. Ezért a spektrumfelvételnél nagyon kell iigyelni, hogy a referencia és a
minta spektrumok azonos (€s minél kisebb) paratartalmti spektrométerben legyenek
megmérve. (Az infravords spektrométerek ugyanis altaldban egyutasak, azaz a
referencia és a minta mérése egymas utan torténik.) Bar a spektrumra szuperponalt
vizgdz vonalak kiilonbozé spektrumkivondsi modszerekkel tovabb csokkenthetok, de

a legmegbizhatobb eredményt akkor kapjuk, ha mar a mérésnél kizarjuk ill.
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minimalizaljuk ezt a hibaforrast. Csak ilyen spektrumok feldolgozasa soran

remélhetd megbizhatd mésodlagos szerkezeti becslés.

Bizonytalansagot jelenthet még a spektrum alapvonalanak megallapitasa, ill.
levonasa. A legtobb esetben egyszeriien linearis alapvonalat hasznalnak, amely az
amid I sav két sz¢élsé pontjat koti ossze. Természetesen az alapvonal levonasa is
befolyédsolhatja az eredményt, de meg kell emliteni, hogy Susi és Byler is ilyen
alapvonal levonast alkalmazott, és a modszerét igy ,kalibralta”, azaz a linearis

hattérlevonas tekintetében a modszer legalabb onkonzisztens.

II. Tablazat
Az amid I sav komponenseinek hozzarendelése a masodlagos szerkezeti

elemekhez ('Byler és Susi (1986), ? Haris és Chapman, 1988, * Ismail és mtsai,
1992 alapjan)

hullamszam [cm™] masodlagos szerkezet

1616 intermolekularis béta szerkezet®
1624-1637 kinyujtott 1ancok (béta szerkezet)'
1645 rendezetlen'

1654 alfa hélix'

1662 30 helix?

1663-1670 hajlatok, hurkok'

1675 kinyujtott lancok (béta szerkezet)'
1683-1694 hajlatok, hurkok'

1685 intermolekularis béta szerkezet®

A masik 6 kérdés az, hogy a Gauss komponensek teriilete valoban megfeleltethetd-e
a masodlagos szerkezeti elemek relativ sulyanak, azaz a kiilonb6z6é masodlagos
szerkezetben levd aminosavak ugyanakkora abszorbanciaval rendelkeznek-e? Ez
tulajdonképpen nincs elméletileg bizonyitva, de mint legegyszeriibb feltételezést
hasznaljuk, anndl is inkabb, mert a referencia fehérjesorozat masodlagos szerkezete

ezzel a feltételezéssel ésszerii hibaval megkaphat6 volt.
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2.2.6. Tovabbi modszerek a masodlagos szerkezetnek az infravoros spektrumbol

valé meghatarozasara

Dousseau ¢és mtsai (1990) felhasznaltdk az amid II savot is, modszeriikkel a
referencia fehérjesorozat adataival vald jobb illeszkedést értek el. A fehérjéket
azonban vizes oldatban mérték, igy a viz spektrumanak levonasa jelentdsen

bizonytalanna teszi az eljarast.

Venyaminov és mtsai (Venyaminov és Kalnin 1990a, 1990b, Kalnin és mtsai 1990) a
modszert a fehérje oldallancok spektrumanak gondos levonasaval finomitottak.
Mivel az oldalsavok abszorpcidja gyakorlatilag a 1620 cm™ ald esik (Rahmelow és
mtsai 1998), ahol nincsenek hozzarendelt masodlagos szerkezeti elemek, ez a

levonas nem eredményezi a modszer jelentds javulasat.

A dekonvoluci6 helyett gyakran hasznalt modszer még a masodik derivalt
meghatarozasa. (Dong és mtsai, 1990, Taniguchi 1992). Sajnos mind a Gauss-, mind
pedig a Lorentz-fiiggvény masodik derivaltjaban a f6 negativ cstics mellett pozitiv
mellékmaximumok vannak, amelyek a szomszédos komponensek fliggetlen
kiértékelését lehetetlenné teszik. A spektrum madsodik derivaltja ezért csak a
masodlagos szerkezet durva becslésére szolgéalhat, pl. a f6 masodlagos szerkezeti
komponens megadésara, de illesztésre, vagy a szézalé¢kos ardnyok megadasara nem
alkalmas. Megjegyzem, hogy a masodik derivalt képzését sokan azért kedvelik, mert
ebben a modszerben (latszélag) nincs bedllitandd paraméter. Mivel azonban a
derivalas is noveli a nagyfrekvencids zajt, ezért a legtobb szoftver nem a Fourier-
térben vald szorzast hasznélja, hanem az Gn. Savitzky-Golay médszert (Savitzky és
Golay, 1964), ami gyakorlatilag egy simitast foglal magaba, aminek mar van

paramétere, ¢s az eredmény kis mértékben fligg is ettdl a paramétertol.
2.3. Nagyfelbontasu fluoreszcencia spektroszkopiai technikak

Roviden szolok még a 4. tézispontban alkalmazott specidlis fluoreszcencia
spektroszkopiai technikakrol, a fluoreszcencia vonalkeskenyedésrdl (Fluorescence
Line Narrowing, FLN) és az elméleti leirdsban felhasznalt spektralis lyukégetésrol

(Spectral Hole Buning, SHB).
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2.3.1. A fluoreszcencia vonalkeskenyedési (FLN) spektroszkopia

Mivel csak a fluoreszcencidval foglalkozunk, elég a Jablonski diagram (Lakowicz

1999) jelentdésen egyszerisitett formajat tekintenlink (4.a é&bra). Egy kromofor

'I

A 4

So
1. 2. 3. 4. 5.
kromofér molekula

4. 4bra. A fluoreszcencia termsémadja (egyszerUsitett Jablonski diagram). a: A
vakuumban 1évé kromoforra, néhany lehetséges abszorpcids (A) és fluoreszcencia
(F) atmenet, valamint a megfeleld vibracios relaxaciok (R) jeldlésével. b: Ot, kissé
eltérd kornyezetben levdé kromofor termsémaja.

molekula elektronjanak gerjesztésekor példaul a 4.a abran lathaté A-val jelolt
valamelyik folyamat megy végbe, amely sordn az elektron magasabb energidju
molekulapalyara keriil, és egytttal megvaltozhat a molekula rezgési kvantumszdma
is. Ezt a gerjesztést vibronikus (vibronic = vibrtional+electronic) gerjesztésnek
hivjuk. Ha a gerjesztés megsziinése fluoreszcenciaval torténik, akkor a sugéarzas
nélkiili vibracios relaxaciot (R) kovetdéen példaul az F-el jelolt folyamatok

jatszddhatnak le, melynek soran foton emittalodik.

Ha a kromofor kolcsonhat a kornyezd atomokkal ill. molekulakkal (Osszefoglald
néven azzal a matrixszal, amiben elhelyezkedik), akkor ez altalaban két moddon
nyilvanul meg: egyrészt eltolédnak a termek, masrészt az emisszids spektrumban a
vibracios vonalak mellett Gn. fonon szarny (fonon wing) jelenik meg a, melynek

szélessége néhanyszor 10 cm™'-t8l néhanyszor 100 cm™ lehet (Personov és mtsai,
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1983). Az eredeti vibracios vonal (a fononszdm valtozas nélkiili &tmenethez tartozo
un. z&r6 fonon vonal) és a fonon szarny intenzitdsaranyat a Debye-Weller faktor adja
meg, mely jelentdsen fiigg a homérséklettdl (Friedrich ¢és Haarer, 1984).
Szobahdmeérsékleten a fonon szarnyak uraljak a spektrumot és ez az egyik oka annak,
hogy a nagyfelbontast spektroszkopidhoz kriogenikus hdmérséklet (tipikusan 4-10
K) sziikséges.

A 4.b abra inhomogén kornyezetben elhelyezkedd kromoforok termsémait mutatja.
Bizonyos feltételek mellett, ami az esetek tobbségében teljesiil a vibracios energiadk
gyakorlatilag fiiggetlenek (kevéssé fiiggenek) a molekula kornyezetétdl, igy a matrix
hatdsdra csak az elektronatmeneti energidk tolddnak el, és ezeket valtozatlan
energiakiilonbségekkel kovetik a vibronikus nivok (Kaposi és Vanderkooi, 1992,
Kohler, 1979). A molekulékat az elektronatmeneti energidk szerint sorba rendezve, a
molekuldk ill. a diagramok szdmanak novelésével egy nagyon szemléletes abrahoz,
az un. vibronikus energiatérképhez juthatunk (Kaposi és mtsai, 1992). A vibronikus
energiatérkép (5. abra) segitségével konnyen megérthetjiik az FLN spektrumokat, ill.
azok informaciotartalmat. A molekuldk vibronikus energiaszintjei az 5. b. abran
olyan gorbékké olvadnak 6ssze az N—oo limeszben, amelyek mindegyike — az abrat
90°-al az oramutatd jarasaval egyezden elforgatva — az adott vibronikus energia
eloszlasfiiggvényét adja. Az 5.f dbrdn ennek az eloszldsnak a siiriségfiiggvénye
lathato az S; tisztdn elektongerjesztett nivojara vonatkozoan. A gerjesztd
frekvencianak megfeleld piros sav és a vibronikus gorbék metszete az 5. b abran
szemléletesen a gerjesztett kromoforok szamat adja (AN, ANy, AN3). A modszert
»site-selective” spektroszkopianak is nevezik, éppen azért, mert nem minden
kromofort gerjesztiink, hanem szelektiven csak azokat, amelyekre a kornyezet hatasa
olyan, hogy a megvilagitd fény fotonenergiajaval éppen gerjeszthetok. Lathato, hogy
a kapott spektrum meglehetésen Osszetett, még akkor is, ha csak — a vibracidésan nem
gerjesztett — alapallapotba valo visszatéréshez tartoz6 emisszidt vessziik figyelembe
(5.c abra). Az egyszerliség kedvéért itt még azt is feltettiik, hogy a kiilonbdzo

vibronikus nivokhoz tartozo abszorpcios egylitthatok azonosak.
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5. abra. Vibronikus energiatérkép. a: A kornyezeti perturbacid hatasara
megvaltozott, az elektronadtmeneti energiak szerint sorba rendezett egyszerlsitett
termsémak (1d. 4.b. dbra), b: A molekulak szdmanak novelésével kapott vibronikus
energiatérkép, c: Monokromatikus gerjesztés hatasara 1étrejovo felbontott spektrum.
d: Egy vibronikus nivo gerjesztése kiillonbozo energidkkal. e: Egy vibronikus nivo
gerjesztését kovetd emisszios csticsok két kiillonbozo gerjesztési energia esetén. f: A
kornyezet perturbald hatdsat leiré eloszlas strtiségfiiggvénye, az inhomogén
eloszlasfiiggvény (Kaposi és Vanderkooi 1992 alapjan)

Ha egyetlen emisszids vonalra koncentralunk, (azaz egy adott vibronikus gorbe ger-
jesztése utani emissziot tekintjliik, mint az 5.d dbrén) rogton lathatjuk a technikabol

nyerhetd legfontosabb informaciot: a gerjesztd energia adott valtoztatdsdnak hatasara
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az emissziods vonal (5.e abrdk) ugyanannyival eltolodik, intenzitdsa pedig a dN/dE
stiriségfiiggvény szerint valtozik (5.f abra). Ez a fliggvény irja le a kornyezet altal
okozott perturbacidt, neve inhomogén eloszlas (disztribucio) figgvény (IDF) ill.
populacié disztribucié fliggvény (PDF) (Kaposi és Vanderkooi, 1992). A
gyakorlatban a gerjesztd energia valtoztatasaval tobb feloldott spektrumvonal
intenzitasvaltozasat kovetjiik végig, és erre illesztliink egy Gauss-goérbének vagy azok
Osszegének feltételezett IDF-et. Az illesztés megadja még a kiilonbdzd vibronikus
vonalakhoz tartoz6 abszorpcids egyiitthatdo ardnyokat is, de bioldgiai mintdban a

kromofor kornyezetének jellemzésére magat az IDF-et hasznaljuk.
2.3.2. A spektralis lyukégetés technika (SHB)

Mivel els6ként végeztem nyomasvaltoztatdssal kombinalt FLN méréseket, a valtozo
nyomads hatédsat leiré elméletet — a spektralis lyukégetésre (Spectral Hole Buning,
SHB) mar ismert elmélet tovabbfejlesztéseként — nekem kellett kidolgoznom (1d. 4.
tézispont). Ezért roviden bemutatom az SHB technikat is. Ebben a kisérletben
egymastol izolalt, szerves matrixban vagy fehérjében elhelyezkedd kromoforok
kornyezetének kompresszibilitdsat lehetett megmérni kriogenikus hémérsékleten. A
spektralis lyukégetés 1ényege, hogy egy nagyon kis vonalszélességli (<GHz) 1ézerrel
megvilagitjuk a mintat, ami a megvilagito frekvencianal ,,kiég” azaz fotokémiai vagy
fotofizikai atalakulason megy at, €s ebben a tartomanyban a tovabbiakban mar nem
abszorbeal. Igy az abszorpcids spektrumban egy éles minimum (,,lyuk”) keletkezik.
A modszer eldnye, hogy ennek a keskeny spektralis markernek a segitségével
nagyon kis spektralis eltolédasok is nyomon kovethetdk, igy ezekben a mérésekben

elegendd volt néhany MPa nyomasvaltozast alkalmazni.

A kompresszibilitas spektroszkopiai mérésére Laird és Skinner (1989) a spektralis

lyukégetés kisérletek értelmezésére kifejlesztett elméletét hasznaltak.

2.3.3. A Laird-Skinner elmélet: a kompresszibilitis meghatarozasa SHB

spektroszkopia segitségével

Laird és Skinner elmélete a kovetkezokben foglalhatéd roviden 6ssze. Egy kivalasztott

kromofor atmeneti frekvencidja egy téle R tavolsagban levd, a kdrnyezethez (matrix)
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tartozd molekula hatasara U(R)-el véltozik meg a vdkuumhoz tartozd 14, dtmeneti
frekvenciahoz képest. Ez a valtozds nyomas hatasara tovabb fokozodik, (v'(R,p))
mivel az eredetileg R tavolsdgra levd kornyezeti molekula kozelebb keriilvén
nagyobb hatast gyakorol a kromoférra. Ha a hatas kicsi, a v'(R,p) fliggvény p-ben

linearis:
VI(Rp)=UR)+a(R)p (6)

ha az Osszenyomast izotropnak és homogénnek tételezziik fel, akkor a(R)-re a

kovetkezd kifejezést kapjuk:

R Ov(R)
a(R)=—— K 7
(R) 3 ok (7)
1oV . . q teis . .
ahol x =——— az izotermikus kompresszibilitas. Feltételezve, hogy a kromofor

V apl|,
¢s a kornyezet kolcsonhatdsara a Lennard Jones-potencial tdvoli, vonzd tagja

jellemz6, amely R ®-al aranyos, akkor:

VR =——% (8)
ahol ¢ egy pozitiv konstans. Ezt felhasznalva:
V'(Rp) = v(R) (1+2x p) )

Ha a spektralis lyukat p = 0 nyomason 1y frekvencianal égettiik, és az a p nyomason

mérve v, értékhez tolodik el, akkor

N N
Vo=V = ZV(R[) , valamint V, =V = ZV'(R[), (10)
i=1

i=l1

ahol N az 0sszes a kornyezetben levo, a kromoférral kdlcsonhatasban levé molekula
szama. Természetesen ez elméletileg végtelen, mert az R fliggvény a végtelenben
éri el a 0-t de a gyakorlati felhasznalds szempontjabdl elég egy véges kornyezetet
tekinteni. Lesch és mtsai (2004) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a figyelembe
veendd hatasos kornyezet nagyjabol a fehérjék tipikus méretével (néhany nanométer)

egyezik meg.
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A fentiek alapjan egy kromofér molekula spektralis vonalanak eltolodasa, azaz a

spektralis Iyuk eltolodasa a kovetkezoképpen adhaté meg:
Vo= =2 (Vo—Wac ) KD (11)

A (v, —w )/2p mennyiséget az égetési frekvencia (w) fliggvényében abrazolva
egyenest kapunk, aminek meredeksége a kompresszibilitds, az ordinataval valo

metszetébdl pedig a vakuumfrekvencia is meghatarozhat6.
2.4. A nagy nyomas

A nyomas, mint fizikai paraméter, a bevezetOben mar emlitett okok miatt jelentésen
kisebb figyelmet kapott a kutatasokban, mint a vele egyenrangu masik
termodinamikai mennyiség, a homérséklet. A nyomaéasperturbacié alkalmazasanak
egyik uttéréje Percy Williams Bridgman volt, aki a nagy nyomason végzett
méréseiért 1946-ban Nobel-dijat kapott. Nagy nyomas alatt ma a fizikdban éltalaban
a 100 MPa-t (=1 kbar-t, azaz a légnyomas 1000-szeresét) meghaladd6 nyomasokat
értik. Specialis (és draga) technikdkkal ma mar néhany 100 GPa is elérhetd, a
szamomra érdekes tartomany azonban kb. 1 GPa-ig terjed, mivel ekkora nyomason a
fehérjékben mar lezajlanak azok a strukturdlis valtozasok, amelyeket tanulményozni
szerettem volna. Ennél nagyobb nyomason a viz és a nehézviz is megfagy mar
szobah6émérsékleten (Bridgman 1911, 1935), igy a vizes oldatban levd fehérje sem

vizsgalhato eredeti kornyezetben.
2.4.1 Nagy nyomas hatasa kémiai folyamatokra és azok egyensulyara

A nyomas hatésa legegyszertibben kétallapota rendszereken mutathatd be. A nyomas
hatasara az ilyen rendszerek a Le Chatelier-Braun elvet kovetve igyekeznek a kisebb
térfogatu allapotukat felvenni. Vegylink egy egyenstlyra vezetd reakciot, amely a K

egyensulyi allandoval jellemezhetd. Ekkor:

(%—GJ :—RT(aanJ = AV, (12)
o ), oy ),

ahol AV a rendszer térfogatinak valtozdsa a reakci6 sordn egy mol anyagra

vonatkoztatva. Ha AV pozitiv, akkor a termék nagyobb térfogati, mint a kiindulési
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agyag, és ebben az esetben a (agl K
P

j negativ, azaz a nyomas novelésével az In K
T

¢s maga a K is csokken, vagyis az egyensuly a kevesebb termék irdnyaba mozdul el.

Ha AV nyomastol val6 fliggése elhanyagolhat6, akkor:

InK = _par + konst. (13)
RT

A bioldgiai rendszerekben végbemend enzimatikus reakciok esetén a reakcid soran
gyakran talalhato egy un. aktivalt allapot (azaz egy energia-gat) amelyen a reakcio
folyaméan athaladunk. Ennek a kezdeti allapothoz viszonyitott energiaja az aktivacids
energia (E"). Hasonlé modon definialhatjuk az aktivacios térfogatot (V%) is, ami a

kezdeti allapothoz viszonyitott térfogatvaltozas.

fgy a (13) egyenlethez hasonld Osszefiiggés irhatdo fel reakcidsebesség és az

aktivacios térfogat kdzott:

#
In L3 :_pAV + konst. (14)
k, RT

ahol k ill. ko a kiindulasi allapot — atmeneti komplex folyamat sebességi allandoja p

ill. po nyomason.

Az In K-, ill. az In k-t alland6 homérsékleten a nyomas fliggvényében abrazolva a
meredekségbdl megkaphatjuk a reakcid soran fellépd térfogatvaltozast, ill. az
aktivacios térfogatot. Ez utobbi abra az Arrhenius dbrazolassal analog, azzal a
kiilonbséggel, hogy az aktivacios energia mindig pozitiv, az aktivacids térfogat pedig

akar negativ is lehet, ilyenkor a nyomas ndvekedése gyorsitja a reakciot.
2.4.2. Nagy nyomas hatasa fehérjékre

Fehérjék esetén kétfajta folyamatot kell szemiigyre venniink, amelyeknek a
nyomasfiiggése ¢érdekes lehet. Az egyik csoportba a fehérje, vagy fehérje-
aggregatumok olyan konformdécio-véltozasa tartozik, amelynek sordn a rendszer
Ossztérfogata megvaltozik. A fehérjéket mindig vizes oldatban tanulmanyoztam, igy
a rendszer térfogatvaltozasa vagy a fehérjének maganak vagy fehérje és a viz

kolcsonhatasanak megvaltozasa soran johetett 1étre. (Olyan folyamatok, ahol csak a
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viz allapota valtozik, szdmomra nem voltak érdekesek, hiszen a fehérjérdl szerettem
volna informaciét kapni.) A fehérjék denaturdcidja, azaz a polipeptidlanc
széttekeredése soran a szerkezetet stabilizald hidrogénhid kotések felszakadnak,
helyettiik fehérje-viz hidrogénhidak jonnek létre. A fehérje kevésbé kompakt
szerkezetet vesz fel, aminek kovetkeztében annak ,feliilete” megnd, azaz a fehérje-
viz kolcsonhatdas a fehérje alkotérészek (azaz aminosavak) egymas kozti
kolcsonhatasanak rovasara novekszik. Kisérleti eredmények mutatjak, hogy szamos
fehérje denaturalhatdé néhany szaz MPa nyomadason (Bridgman,1915 Hawley 1971,
Zipp ¢és Kauzmann, 1973, Heremans, 1982, Taniguchi ¢és Suzuki, 1983). A
denaturacidos nyomds természetesen fehérjérdl fehérjére valtozik, de a kémiai

kornyezettdl (pl. pH) is fiigg.

Fehérje-asszociatumok oldata esetén figyelembe kell venni a fehérjék kozti
kolcsonhatasokat is. Igy az intermolekularis fehérje-fehérje kolcsonhatds is
feliratkozik az egymassal vetélkedd kolcsonhatdsok listajara. Tapasztalatok szerint a
fehérje-aggregatumok, oligomerek tulnyomd tobbsége mar a tipikus denaturacios
nyomadsnal kisebb nyomasokon disszocidlodik (Silva és Weber 1988, 1993, Silva és

mtsai 2001).

A fehérjékhez kotheté masik tipusi folyamat, amelynek nagy nyomads alatti
tanulmanyozasa érdekes lehet: maga az enzimmukodés. Tehat annak a kémiai
folyamatnak a tanulmanyozasa, amelyet a fehérje katalizal. Ebben az esetben a
reakcié aktivacios térfogatat ¢és reakcio-térfogatat kapjuk meg a nyomas
fliggvényében végzett mérések és az el6z0 fejezetben emlitett termodinamikai
Osszefiiggések felhasznalasaval. Ehhez az egyensulyi reakcidallandot, ill. a folyamat
kinetikajat kell mérniink a nyomas fliggvényében. Az aktivacios, ill. reakciotérfogat

utmutatdst adhat a reakcid mechanizmusét illetéen (1d. pl. Fanke és mtsai 2007).

2.4.3. A fehérjék Hawley-féle elliptikus nyomas-homérséklet fazisdiagramja

Amint mar emlitettem a fehérjék nemcsak magas hémérsékleten, hanem nagy
nyomadson is denaturalédnak. S6t a Privalov altal leirt hideg-denaturacié jelensége
tovabb bonyolitotta a helyzetet. Mindhdrom denaturdciora magyarazatot ad a Hawley

altal fenomenologiai termodinamikai leirassal bevezetett elliptikus fazisdiagram
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(Hawley, 1971). Az elliptikus diagram két fehérjeallapotot feltételez, a nativ és a

denaturalt szerkezetet. Hawley a denaturacid szabadentalpia valtozasat:

AG = Ggenaturalt — Grativ (1 5 )
szamolta ki. Egy (tetszés szerint valaszthatd) Ty, po referencia pontbdl kiindulva

integralta ki a d(AG)= -ASdr+AVdp kifejezést, ami a kdvetkezé eredményre vezetett:

AG = %(p = py)’ +Aa(p=p (T ~T,)~ AC{TKIH%_ IJ ' TO} (16)

0

+ AV, (p—py) = AS\(T - T))) + AG,

ahol: B=(0V/dp), az in. kompresszibilitési faktor, o =(0V/0T), =—(8S/dp), a
hétagulasi egyiitthatd, C, =T (6S /oT )p pedig az allandé nyomason mért fajhd. A A

mindig az utdna kovetkezd fizikai mennyiség (ugyanolyan p és T melletti) denaturalt

¢s a nativ allapotbeli értékeinek kiilonbségét jeloli.

Ez a Ty-hoz kozeli T értékekre érvényes

T-T,)°
T lnl—l +Tozg (17)
0 2TVO
kozelités utan ugyanazt a kifejezést adja, mintha a AG-t a nyomads €s a hdmérséklet

fliggvényében, a masodrendii tagokkal bezarolag sorbafejtenénk:

86 =28 (b= ) + Aalp— p )T ~T) - 2Sr (T - ;)
2 0 0 0 27, 0 (18)

+ AV (p = po) = ASy(T = T;) + AG,
A nativ < denaturalt allapot kozti fazisatalakulas kozéppontjdban AG = 0.

Amennyiben:

Ad’> AC, ABIT, (19)
akkor a AG = 0 pontok egy elliptikus gorbét adnak (6. abra). A gorbén beliil a fehérje
nativ, mig azon kiviil denaturalt allapotban van. Ezt a gorbét Hawley kisérletileg is
kimérte két fehérjére, a kimotripszinogén és a ribonukledz esetén. A dolog
szépséghibaja, hogy kisérleti berendezésével nem tudott elég nagy nyomast elérni, és
igy pH2-nél végezte a méréseket, azaz a pH-val mintegy eld-destabilizalta a fehérjét.

igy az ellipszis hideg vége sem nyult a fagypont alatti tartomanyba, azaz 0°C ala.
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6. abra. A Hawley-féle elliptikus fazisdiagram sematikus abrazolésa. (A c, p, h
betlik a hideg, nyomas és hddenaturaciot jelentik, 75, a szobahdmérséklet).

Bar az elmélet altal josolthoz hasonld gorbét mar tobb fehérjére is kimértek, nem
szabad emlités nélkiil hagynunk a leiras hidnyossagait sem. Példaul az a feltételezés,
hogy a denaturacié reverzibilis, és hogy a tobbféle Uton denaturalt fehérjék
ugyanabba a (denaturalt) allapotba jutnak, drasztikus egyszerusités, amely még a
hétkoznapi tapasztalatoknak is ellentmond. (pl. a tojasfézés sem reverzibilis
folyamat!) Ugyanakkor a modell semmit sem mond a denaturidcié mechanizmusarol.
A pusztan fenomenoldgiai modellbdl teljesen hidnyoznak a fehérjére jellemzo
sajatossagok, azaz ha a termodinamikai paraméterek hasonldk, akarmilyen
molekularis felépitési rendszert le lehet vele irni. Valdban, hasonld elliptikus
fazisdiagramokat kaptak folyadékkristalyos rendszerek esetén, (Clark 1979, Klug és
Whalley 1979), valamint egyes polimerek oldataindl (Kunugi és mtsai 1997), sét a
keményitd fazisdiagramjanal is megfigyeltek elliptikus fazishatarokat (Rubens és
Heremans, 2000).) A fazisdiagram tovabbfejlesztésérdl még a T3, TS5 ¢és T7

tézispontokban részletesen lesz szo.
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2.5. A vizsgalt problémak irodalmi hattere, problémafelvetések és célkitiizések

2.5.1. A fehérje-konformacié nagy nyomas hatasira torténd valtozasainak

infravoros spektroszkopiai jellemzése (T17)

A munka elkezdésekor a fehérjék nagy nyomason torténd konformacid-valtozésait
még nem lehetett egzakt médon mérni. Léteztek ugyan moédszerek a fehérje-
denaturacié nagy nyomds alatti mérésére, (ezek fOleg fluoreszcens és UV
abszorpcids spektroszkopiai technikak voltak) (Balny és mitsai, 1992), amelyek
azonban a proteinek masodlagos szerkezetérdl nem szolgaltattak adatokat. Ekkor
kezdtem foglalkozni (Leuvenben prof. K. Heremans laboratoriumaban) a fehérjék
technika segitségével az Un. nagy nyomast gyémant celldban (Sherman és
Stadmuller, 1987) nagy nyomas alatt (,,in situ”) végezziink fehérje-konformacio
meghatarozast. Elsdsorban az infravords spektrum amid I savjat hasznaltuk fel a
fehérje-konformacié meghatarozasdhoz, ami az el6zd fejezetekben elmondottak
szerint komplex matematikai kiértékelést kivan.

Mivel nagy nyomas alatt ilyen mérések eddig nem sziilettek, igy az adatok
analizis€hez megfeleld moddszert kellett keresniink, ill. kidolgoznunk. A nyomas
alatti in situ konformécio-meghatdrozast nehezitette, hogy az egyes masodlagos
szerkezetekre jellemz6 spektralis komponensek a nyomas direkt fizikai hatasa miatt
varhatéan eltolodnak, akkor is, ha konformacios valtozas nem kovetkezik be a
fehérjében. Modszeriinknek ezt az effektust is figyelembe kellet vennie.

A moddszert egy antibiotikumként hasznalt polipeptidre, a gramicidin A-ra
alkalmaztuk eldszor. Ennek egyik sajatossaga, hogy L és D aminosavakbol, felvaltva
¢épil fel (Wallace, 1986), aminek kovetkeztében kiilonleges szerkezeteket vehet fel.
A lipidmembréanba épiilve két molekula kapcsolodik Ossze, ezek vagy egymasba
agyazodo szerkezetii kettds hélixet (B°°), vagy két kiilon hélixbsl (B*) felépiils
dimert alkotnak (7. abra), (Wallace, 1998, Killian, 1992). Ez utobbi kézepén csatorna
képzddik, amely elég széles ahhoz, hogy rajta keresztiil iontranszport induljon meg.

Ezen alapul a gramicidin antibiotikus hatdsa. A gramicidin sajatos szerkezetei miatt

T (Tn) azt jelenti, hogy a fejezet az n.-ik tézispont eredményeihez kapcsolodik.

32



természetesen a Susi és Byler-féle
masodlagos szerkezeti hozzarendelé-
seket itt nem hasznalhattuk.

A masik fehérje, amely esetén a
modszert alkalmaztuk, a marha
hasnyalmirigy  tripszin  inhibitor

(BPTI) nevii fehérje volt. A téma

aktualitdsit az adta, hogy a

molekularis  dinamikai  szamolas

technikdja (pontosabban a hozza

YVIVAL
LR

hasznalt szamitogépek teljesitménye)
7. ébra. A gramicidin A antibiotikum két akkortajt jutott el arra a szintre, hogy
szerkezete: a) dupla hélix, b) csatorna egy ilyen viszonylag kicsi (58

aminosavat tartalmazo) fehérjén a

konforméacio nyomastol vald
fliggését teszteljék. Természetesen az akkori szamitogépekkel csak nagyon révid
ideig lehetett nyomon kovetni a fehérje-konformacié véltozasait. Kitchen és mtsai
(1992), ill. Brunne és Gunsteren (1993) 100 ps ill. 500 ps hosszan kovették
molekuladinamikai  szdmolédsaikkal a molekulaszerkezet valtozasait. Egyik
szamolasban sem kaptak nyomdés-denaturaciéra utald jelet. Ezt megerdsitette
fluoreszcencia spektroszkdpiai mérésiik, mely szerint a tirozin fluoreszcencidjanak az
intenzitasa valtozatlan egészen 1GPa nyomadsig. Eredményeik abbol a szempontbol
szokatlanok voltak, hogy a fehérjék ,tipikus” denaturacidés nyomdasa a 0,4 GPa -
0,8 GPa tartomanyban van (Weber és Drickamer, 1983). A szokatlan stabilitast a
molekuldban taldlhaté harom diszulfid hiddal magyaraztdk. Azonban felvetddott a
kérdés, hogy a molekuladinamikai szamolasok nagyon rovid ideje alatt varhato-e
egyaltalan globalis konformacié-valtozas? Valosziniinek latszott, hogy a
molekuladinamikai szamolasok azért sem adhattak konformacio-valtozast, mivel tal
rovid ideig kovették a fehérjeszerkezet valtozasait. Az egyetlen kisérleti bizonyiték a
tirozin fluoreszcencia-intenzitasanak allanddsaga volt, ami azonban csak kozvetett
bizonyitéknak tekinthetd. Az akkor Bjdonsagnak szamitd kisérleti technika, a nagy

nyomdsu FTIR spektroszkopia segitségével azt szerettilk volna eldonteni, hogy
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valoban nincsenek-e¢ konformacio-valtozasok a BPTI-ben, valoban nem lehet-e
nyomassal denaturalni a 0-1 GPa nyomadstartomanyban, vagy csak a szamolasok

id6skalaja volt tul rovid, hogy ezeket a jelenségeket detektaljak.

2.5.2. A hidrogén/deutérium Kkicserélédés és a konformacios valtozasok

egymasra hatasa (T2)

infravords spektroszkopiai méréseket nehézvizben kell végezni, a viz deformdacios
rezgése altal okozott zavar6 hatds elkeriilése végett. Nehézvizben a fehérje
nitrogénhez és oxigénhez kapcsolodo hidrogénjei, — koztiik a fehérje gerincét alkoto
nitrogénekhez kapcsolt hidrogének is, —kicserélddhetnek a nehézviz deutériumaival.
A folyamat sebességét az is befolyasolja, hogy mennyire érhetd el az adott hidrogén
a nehézviz molekulak ill. a deutérium ionok szamara. Ezt felhasznalva Englander
(1984) dolgozott ki modszert a fehérjeszerkezet flexibilitdsanak a hidrogén-
deutérium kicserélddés segitségével torténd vizsgalatdra. Mi mas megkozelitést
valasztottunk, mert minket nem a kicserél6dés dinamikaja érdekelt, hanem a
kicserélddés és a nagy nyomadssal okozott konformacio-valtozas kozti 6sszefiiggés. A
fehérjék nagy nyomadas alatt mért infravords spektrumainak értelmezésében
nehézséget jelentett, hogy a két folyamat kombinalddott, mindegyikiik befolyésolta a
konforméaciora jellemz6 amid I sav alakjat. A kicseréldédési folyamat elkiilonitve is
nyomon kovethetd az amid II és II’ savok segitségével. Azt vartuk, hogy az amid |
sdvnak a kicserélddésbdl eredd spektralis valtozasai korreldlnak az amid II és II’
savbeli valtozasaival. A korrelacid vizsgalatara a Noda altal akkoriban kifejlesztett
kétdimenzids (2D) korrelacids infravords spektroszkopia latszott jo moddszernek
(Noda 1990). Ezt az eljarast részletesen a modszereknél a 3.3 fejezetben irom le. A
2D spektroszkopiai kiértékeléssel arra kerestlink valaszt, hogy a konformacids
effektusok ¢és a hidrogén-deutérium kicserélddés milyen kapcsolatban allnak
egymassal. A két folyamat kolcsonhatasat két fehérjén vizsgaltuk, az egyikben csak
elasztikus, a masikban pedig konforméacids szerkezetatalakulasok is varhatok voltak.

Célunk az volt, hogy a fehérje konformacios, elasztikus és H/D kicserélddési
folyamatait elkiilonitsiik, és ezeknek a folyamatoknak a végbemenetelét ¢és

kolecsonhatasat a nyomas fliggvényében kovessiik.
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2.5.3. A fehérje felgombolyodas (folding) és a misfolding: intermedier allapotok
keltése nagy nyomassal. (T3, T7)

A fehérje gombolyodasanak (folding) probléméja, azaz annak tanulmanyozasa, hogy
a frissen szintetizalt polipeptid lanc hogyan jut el abba a haromdimenzids
szerkezetbe, ami biztositja a biologiai rendszerben neki szant funkcio teljesitését,
akkor valt izgalmas kérdéssé amikor Levinthal (1968) megmutatta, hogy ez a
folyamat, amennyiben véletlenszertien torténne, hosszabb idét venne igénybe, mint
az univerzum ¢letkora. Az iranyitott felgombolyodast talan a legszemléletesebben az
un. télcsér modell magyarazza el (Pain 2001). A kutatas 0j lendiiletet kapott, amikor
kidertilt, hogy bizonyos konformécios betegségekben félig felgombolyodott fehérjék
vizben oldhatatlan aggregatumai rakodnak le a szovetekben (Kelly, 1997, Fink,
1998, Booth ¢és mtsai 1997).

Az irodalomban publikalt felgombolyodasi (folding) vizsgalatok valdjaban az
ujragombolyodast (refoldingot) tanulmanyoztak. A fehérje-felgombolyodas kisérleti
tanulméanyozasara hasznalt altalinos modszer a kémiai agensekkel valé denaturacid
¢s az ezt kovetd hirtelen kihigitas, aminek kovetkezményeként a denaturdld kémiai
agens koncentracidja a kritikus ald csokken, igy megindul a felgombolyodas (un.
stopped flow moddszer (Eaton és mtsai 2000)). A nyomas-denaturdcié olyan 1j
eszkozt kindlt, amivel a kémiai agenst kivalthattuk. A nyomas alkalmazasanak
elénye az is, hogy mig a kémiai agens a kihigitas soran nem eliminalhat6 tokéletesen
a rendszerbdl, a nyomas teljesen megsziintethetd. Egyik célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk, valoban helyettesithet6-e a kordbbi modszer a nyomads-
denaturacioval és az azt kovetod hirtelen nyomascsokkentéssel.

A fehérje-felgombolyodéasi vizsgalatok egyik fontos kérdése a feltekeredési
utvonalon létrejové koztes allapotok létezése volt. Szadmos kisérletet ill.
modellszamolast végeztek ugyanis annak bizonyitdsara, hogy a fehérjék
feltekeredésiik soran koztes (intermedier) allapotokon mehetnek keresztiil (Matagne
¢s mtsai, 1997, Dobson, 2001). A fehérjék klasszikus (Hawley féle) elliptikus
fazisdiagramja ilyeneket természetesen nem tartalmazott, hiszen még a hd és
nyomasdenaturalt allapotok kiilonbozdségét sem tudta leirni. (Hawley, 1971).
Ugyancsak hianyoznak bel6le a fehérje-fehérje kolcsonhatdsok is, holott ezek

biologiai relevancidja nyilvanvalo.
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A Hawley elméletnek egy tovabbi gyengéje, hogy a szabadenergia hémérséklet és
nyomas szerinti kifejtésében a négyzetes tagoknal magasabb rendiicket mar nem vesz
figyelembe, ami fizikailag annak felel meg, hogy a denaturacidkor bekovetkezd
kompresszibilitas-  fajhd- €s  hotdgulasi  egyiitthato-valtozas  fiiggetlen a
hémérséklettdl €s a nyomastol.

fgy azt a kérdést tettiik fel, hogy hogyan modosul a Hawley-elmélet altal josolt
elliptikus diagram, ha a harmadrendi tagokat is figyelembe veszziik.

Tovéabbi kérdés volt, hogy a denaturalt fazisban vannak-e fazishatarok, azaz a
kiilonb6zé tton denaturalt fehérjeszerkezetek azonosak-e? Tisztdzni akartuk az
intermedier konformaciok szerepét és helyzetét a fazisdiagramon, ezek 1étrejottét a
polipeptidlanc széthajtogatddasa ill. felgombolyodasa soran, valamint az intermedier
konformdacioban levd fehérjék aggregaciora vald hajlamat. A fazisdiagramot ki
akartuk egésziteni olyan mdédon, hogy az ne csak egy izolalt fehérjére vonatkozzon,
hanem a bioldgiai rendszerekben jelen levd fehérje-fehérje kolcsonhatasokat is

figyelembe véve a fazisdiagram tartalmazza az aggregalt fazisokat is.
2.5.4. A fehérje dinamikajanak jellemzése kompresszibilitas-méréssel. (T4)

A fehérjék enzimmilkddésének egyik elengedhetetlen feltétele a térszerkezet
dinamikus fluktuacioja. Molekuladinamikai szdmolasokkal bizonyitottadk, hogy a
mioglobin hem csoportjdhoz nem is tudna az oxigén bejutni, ha a
rontgenkrisztallografiaval meghatarozott szerkezet alland6 maradna (Karplus és
Petsko, 1990). A fehérjeszerkezet flexibilitdsat a térfogati fluktuacioval lehet

jellemezni. A fluktuacid-disszipacio tétel szerint (1d. pl. Antal, 1980):
(r*)-(r)’ =krv, (20)

Ahol x; az izoterm kompresszibilitas. A fluktudcio-disszipacio tételen keresztiil tehat
a fehérje flexibilitdsa, dinamikéaja szoros kapcsolatban van a kompresszibilitassal

(Cooper, 1976).

A fehérje kompresszibilitdsanak mérése technikailag nagyon nehéz feladat. Két,
egymastdl merében eltérd elvekre épilild modszer 1étezett az irodalomban. Az egyik

eljaras az ultrahang sebességének mérésén alapul (Gekko, 1991, Tamura és Gekko,
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1995). Hatranya az, hogy nem kdzvetleniil a fehérje kompresszibilitasat méri, hanem
az egész fehérjeoldatét, amit az oldoszerre korrigalni kell. Rdadasul az adiabatikus és
nem az izotermalis kompresszibilitdst szolgéltatja, az izoterm kompresszibilitas
szdmolasdhoz még tovabbi termodinamikai jellemzdék (hétagulasi egyiitthatd és
fajho) figyelembe vétele sziikséges.

Ha a fehérje tartalmaz olyan prosztetikus csoportot, amely lumineszkal, egy masik
modszer is haszndlhatd. Ez a spektralis lyukégetés (hole burning), amely direkt
spektroszkopiai tton detektalja az 6sszenyomaskor eltolodd atomcsoportok altal a
kromoforra kifejtett hatast, amibdl a kompresszibilitds szdmolhato (Zollfrank és
mtsai 1991). A modszer hatranya az, hogy 4K hdmérsékleten kell végezni, valamint
az, hogy a kisérlet elvégzéséhez kiilonleges (és draga), nagyon kis spektralis
vonalszélességii, hangolhat6 1ézerre van hozza sziikség.

Ezért olyan modszert kivantunk kifejleszteni, amellyel a rendelkezésre allo (az
emlitett extrém paraméterekkel nem rendelkezd) festéklézerrel is tudunk
kompresszibilitast mérni. A fluoreszcencia vonalkeskenyedés (FLN) (Personov,
1983) technikajat kombinaltuk a nagy nyomassal, és kidolgoztuk a modszerrel valo

kompresszibilitas-mérés elméleti hatterét.

2.5.5. A hideg-, nyomas- és hodenaturalt fazisok szerkezeti 6sszehasonlitasa (T5)

A hideg-denaturacio felfedezése utan meriilt fel a kérdés, hogy a fehérje ho- és
hidegdenaturalt allapotai ugyanolyan szerkezetet mutatnak-e? Természetesen
szdmunkra, mint a nagy nyomads hatésaival foglalkozok szdmara a kérdés kiegésziilt
a nyomadsdenaturalt szerkezetnek az elObbiekhez vald viszonyaval. A fehérjék
elliptikus fazisdiagramjanak (Hawley, 1971) fényében a hideg- és a hddenaturéacio
ugy tekinthetd, mint az elliptikus fazishatart elvileg végtelen sok lehetséges iranyban
atlépd denaturdciok két lehetséges megvalositdsa. Az elliptikus fazisdiagram
elmélete eleve csak egyféle denaturdlt allapottal szamolt, az elméletbe nem is
illeszkedett a denaturalt allapotok kiilonbozdsége. A ho- és hideg-denaturaciod
Osszehasonlitasat tobb szerzd is megprobalta, de a kisérletekbodl kibontakozd kép
ellentmondasos volt. Privalov (1990) a hideg- és hddenaturalt allapotokat azonos
konformacids allapotoknak tekintette, mivel termodinamikai paramétereik hasonldak

voltak. Ugyanilyen eredményre jutottak Huang és Oas (1996) a lambda-represszor
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fehérjén végzett cirkularis dikroizmus és 1D NMR méréseikkel. Masok viszont
(Griko és Kutyshenko, 1994, Richardson és mtsai, 2000) ugy talaltak, hogy a béta-
laktoglobulin  kiilonb6z6 strukturdlis atrendezédéseken megy 4t hideg- ill.
hédenaturacié soran. A nyomas-denaturdcié utdni fehérjeszerkezetek detektalasat
technikai problémak nehezitették.

Annak eldontésére, hogy a fehérje szerkezete a kiilonboz6 tipusu denaturaciok utan
ugyanazt a denaturdlt allapotot veszi-e fel, vagy tobb denaturalt fazis létezik, az
altalunk hasznalt nagy nyomast FTIR spektroszkopiai modszer idedlisnak tiint. A
gyémant celladban eld lehetett allitani a denaturicidhoz sziikséges nyomadst, és az
infravorés spektrum alapjan széles hémérséklet- és nyomads-tartomanyban a
fehérjeszerkezetre vonatkozoan is becslést lehetett adni. A f6 kérdés az volt, hogy a
hideg- hd- ¢és nyomasdenaturdlt szerkezetek Osszehasonlitasdval a tovabbi

fazishatarok 1étezésének lehetdségét valoszintsitsiik, vagy cafoljuk.

2.5.6. A tormaperoxidaz enzim extrém stabilitasanak strukturalis alapjai (T6)

A tormaperoxiddz (horseradish peroxidase, HRP) egy hem-fehérje, amely aromas
szubsztrat molekuldk H,O,-t6l fliggd oxidaciojat katalizalja. A polipeptidlanc 306
aminosavbol épiil fel, a fehérje molekulatomege a hozzd kovalensen kapcsol6do 8
cukor oldallanccal egyiitt 44 kDa. A fehérjét csak mikrogravitacios koriilmények
kozott sikeriilt kristalyositani (Gajhede ¢és mtsai, 1997). A kristalyszerkezetben a
helikélis szerkezet dominal (51%). A fehérje szerkezetét két kalcium-ion is
stabilizalja (Morishima és mtsai, 1986). Megmutattak, hogy legaldbb egy Ca*"
szlikséges az enzimaktivitdshoz (Ogawa ¢és mtsai, 1979). A fehérje ho- és
nyomasstabilitdsa atlagon feliili (Hozbaur és mtsai, 1996, Chattopadhayay és
Mazumdar, 2000), bar ez utobbir6él méréseink eldtt csak az volt ismert, hogy legalabb
800 MPa-ig nem torténik denaturacio, ugyanis ennél nagyobb nyomast Ogunmola és
mtsai (1977) technikailag nem tudtak elérni.

A fehérje kiemelkedd stabilitasat tobb tényezdvel is probaltak magyardzni. A mar
emlitett kalcium ionok mellett négy diszulfid hid (Cys''- Cys’!, Cys*- Cys*, Cys”’-

Cys®®, Cys'”’- Cys™™) is stabilizalja a szerkezetet.
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Felmeriil a hem csoport stabilizald szerepe is, mivel a mioglobin esetén a hem
csoport eltavolitasa jelentds stabilitdsvaltozast okoz. Az apomioglobin nyomas- és
hostabilitasa is 1ényegesen kisebb, mint a holofehérjéé (Smeller és mtsai, 1996).

A tormaperoxidadz tobbféle modon destabilizalt valtozatat allitottuk eld, és vizsgaltuk
a nyomasstabilitdsukat. A molekula hem-zsebének a stabilitashoz vald hozzajarulasat
a hem csoport eltavolitasaval (apo-tormaperoxidaz), ill. fémmentes mezoporfirinnel
val6 helyettesitésével teszteltiik. Megvizsgaltuk, hogy miként hat egy szubsztrat
bekotése a stabilitasra, ill. miként valtozik a fehérje stabilitasa, ha a diszulfid hidakat
redukaljuk. Ezen kiviil vizsgéltuk a kalciumszegény fehérjét is.

Kisérleteinkkel arra a kérdésre kerestiink vélaszt, hogy a felsorolt tényezdk koziil
melyik milyen mértékben jarul hozzé a fehérje térszerkezetének stabilizalasahoz. A
masik, a fluoreszcencia mérések relevanciaja szempontjabol fontos kérdés az, hogy

megvaltoztatja-e a porfirinnel vald helyettesités a fehérje szerkezetét ill. stabilitasat.

2.5.7. Kis hé-sokk fehérjék: az oligomeren beliilli intermolekularis

kolcsonhatasok és a chaperon aktivitas kapcsolata. (T8)

A kis hoé-sokk fehérjék csalddjaba tartozd fehérjék altalaban 10-40 kDa
molekulatdmegli polipeptidlancokbdl épiilnek fel (Naberhaus, 2002). Ezek az
alegységek oligomerekké allnak 6ssze, amelynek teljes molekulasulya akéar 1 MDa is
lehet. A csaladba tartozd fehérjék elsddleges szerkezete hasonlésdgot mutat, a
térszerkezet megismerését azonban gatolja, hogy kristalyositani nem nagyon sikertilt
ket. Igy a masodlagos és magasabb rendii szerkezetek jelenleg csak harom ilyen hé-
sokk fehérje esetén ismertek.

A hoé-sokk fehérjék funkcidja a szervezetben altalanosan a széttekeredd fehérjék
ugyan a fehérje helyes felgombolyodasat, egyes dajkafehérjékkel ill.
fehérjerendszerekkel ellentétben, de egyrészt esélyt adnak a destabilizalodott
fehérjének az Ujratekeredésre, masrészt bizonyos esetekben az aggregéacio gatlasa is
elégséges. Példaul a szemlencsében az aggregacid elkeriilése a legfontosabb a
szemlencse atlatszosaganak a megtartasa szempontjabol.

Két fehérjét vizsgaltunk, az alfa krisztallint és az MjHSP16,5-6t. Ez utobbi a

Methanococcus jannaschii archebaktériumbol izolalt hd-sokk fehérje. Az alfa
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krisztallin a szemlencse f6 fehérjekomponense. Jelentds szerepe van a szemlencse
atlatszosaganak és a megfeleld torésmutatdjanak biztositasaban (Delaye és Tardieu,
1983, Xia ¢és mtsai, 1996). Az alfa krisztallin aggregacioja lencsehomalyhoz,
kataraktdhoz vezet (Takemoto és Boyle, 1998, Derham és Harding, 1997). Mésrészt
az alfa krisztallin védd funkcidjanak kiesése is szerepet jatszhat a katarakta
kialakulasadban (Derham és Harding 2002).

Az alfa krisztallin oligomerek egymastol kismértékben kiillonbozd A ¢és B
alegységekbdl épiilnek fel. A heterooligomerek atlagos mérete kb. 800 kDa,
szerkezetiikre tobbféle modell sziiletett (Farnsworth és mtsai, 1998, Smulders és
mtsai, 1998), amelyek koziil rontgenkrisztallografiai vizsgalatok hianyaban nehéz
valasztani. Elektronmikroszkopos vizsgalatokkal gomb alaku, kozépen lyukas
oligomereket mutattak ki (Horwitz, 2003).

Az alfa krisztallin mikodésének szerkezeti alapjai nem teljesen tisztazottak. A
hémérséklet emelésével 35°C kornyékén a chaperon aktivitds ndvekszik (Raman és
Rao, 1997), ami korreldl a fehérje kollektiv mozgasainak megindulasaval (Tolgyesi
¢s mtsai, 1999). A chaperon aktivitas viszont gyakorlatilag teljesen eltlinik pH 6 alatt.
Nem volt vildgos az oligomerek méretének ¢és a chaperon aktivitdsnak az
Osszefliggése, erre vonatkozoan az irodalomban eltérd adatok lattak napvilagot
(Burgio és mtsai, 2000, van Montfort és mtsai, 2001).

Az MjHSP oligomer 16,5 kDa-os alegységekbdl épiil fel. Az oligomereket 24
monomer alkotja, amelyek oktahedrélis szimmetridju oligomert alkotnak (Kim és
mtsai, 1998). A szerkezet egy ilireges gombre hasonlit, amelynek kiils6 mérete 12
nm, belsé atméréje 6,5 nm és a feliiletén 14 kis nyilds talalhat6. A monomerben tiz
béta szerkezetli fehérjeszakasz van, amelyek koziil az egyik a szomszédos
monomerrel hat kolcson, ezért tulajdonképpen azt mondhatjuk, hogy az oligomer
dimerekbdl épiil fel.

A Methanococcus jannaschii termofil baktérium, ennek megfeleléen az MjHSP16,5
nem mutat chaperon aktivitdst szobahdmérsé€kleten, viszont 60 °C felett €lesen
novekszik az aktivitdsa. Bar egyes szerzOk szerint bizonyos fokl disszocidcio
sziikséges a chaperon aktivitds novekedéséhez (Gu és mtsai, 2002), masok a
chaperon funkci6 és az asszociaci6 foka, tehat az oligomerméret kozott mutattak ki

pozitiv korrelaciot (Burgio és mtsai, 2000, Kim és mtsai 2003).
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Munkénk célja mindkét fehérje esetén az volt, hogy a nyomas disszocial6 hatdsanak
felhasznalasaval, FTIR- és fluoreszcencia-spektroszkopia valamint fényszorasmérés
segitségével megprobaljuk az oligomerméret, a fehérjeszerkezet €s a chaperon
aktivitads kozti Osszefliggést felfedni. F6 kérdésiink az volt, hogy az oligomerméret

novelése valoban sziikséges-e a chaperon aktivitds ndvekedéséhez.

2.5.8. A NADPH protoklorofillid oxidoreduktiz enzim Kkinetikdajanak
vizsgalata, a protoklorofillid fototranszformacéjanak és az azt koveto

strukturalis atalakulasok aktivacios paramétereinek meghatarozasa (T9)

A fotoszintézis kétségteleniil az egyik legalapvetdbb folyamat a ndvények
anyagcseréjében. A fotoszintézis fenntartdsahoz allandé klorofill-szintézisre van
sziikség. A klorofill-bioszintézis egyik 1épése a porfiringytirii 17. és 18. szénatomja
kozti kettds kotés telitése, mely a zarvatermokben csak fény hatasara megy végbe.
Az atalakitast végz6 NADPH:protoklorofillid oxidoreduktdz (POR) enzim
mitkddéséhez ugyanis fény sziikséges (Porra, 1997, Masuda és Takamiya, 2004).

Sotétben nevelt novények esetén ez a 1épés nem kovetkezik be, igy a szintézis
megreked a protoklorofillidnél (Sundqvist és Dahlin, 1997). Ezekben a novényekben
kloroplasztiszok helyett Un. etioplasztiszok alakulnak ki, melyekben specidlis
membranstruktirahoz kototten (foként az Gn. prolamellaris testekben) van jelen a
protoklorofillid és a POR enzim is (Boddi és mtsai, 1989). Fény hatasdra megtorténik
az enzimreakcié, ami a porfirin m-elektron rendszerének atrendez6dése miatt a
fluoreszcencia emisszio jelentds spektralis eltolodasat eredményezi. (Az enzimhez
kotott, tn. fotoaktiv protoklorofillid emissziés maximuma 655 nm, a beldle képzddo,
enzimhez kotott klorofillidé pedig 690 nm.) A fototranszformécié utdn a
prolamellaris testekrél vezikuldk valnak le (Ryberg és Sundqvist 1988). A korabban
kobos fazist, kristalyracsszerii membranszerkezet szétesik apr6 membranlamellékra,
egyes komponensei (lipidek, fehérjék) beépiilnek a néhany nap alatt kialakulo,
kloroplasztiszokra jellemzd tilakoid-membranokba (Ryberg és Dehesh 1986). A
folyamat kezdeti [épésének spektralis jele az un. Shibata eltolodas* (Shibata, 1957), a

! Szigoruan véve a Shibata eltolddas elnevezés az intakt levelekben végbemend
folyamatra vonatkozik. Egyes kutatok ezért a homogendtumon mért hasonlo
spektralis eltolodast ezért Shibata-szert eltolddasnak hivjak.
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fototranszformacio soran képzodott klorofillid pigment spektrumanak kék-eltolddasa,
melynek karakterisztikus ideje 20-60 perc. Nem teljesen eldontott tény, hogy a
membranstruktara atrendezddése (Atrus és mtsai, 1992), vagy a fehérje-pigment
komplexek dezaggregacioja (Wiktorsson és mtsai, 1993), esetleg a POR enzim
konformacid-véltozasa (Oliver ¢s Griffiths, 1982, Zhong ¢és mtsai, 1996) a
meghatarozo 1épés a Shibata-eltolddas mogott allo strukturalis folyamatok koziil.

A kémiai folyamatok nyomassal kétfajta modon befolyasolhatok. A nyomas hatasara
egyrészt eltolodhat az egyensuly, ami a hétkoznapi ¢életben eléforduld nyomasok
esetén leginkabb csak a gazfejlodéssel jard folyamatokat befolyasolja (A7 ~ 10*
cm’/mol). Nagy nyomas esetén azonban mar akkor is kapunk mérhet$ hatast, ha a
kiindulasi és a végallapot kozti térfogatkiilonbség a hidrogénatom térfogatanak
nagysagrendjébe esik (A ~ cm’/mol) (van Eldik és mtsai 1989). A masik jelentds
hatds a folyamat kinetikdjanak megvaltozasa, az aktivalt allapot térfogatanak
fliggvényében (Balny ¢és mtsai, 1997). Ez utdbbi jelenséget hasznaltuk ki a
porfirinszintézis fénytdl fiiggd 1épésének tanulmanyozasara.

A sotétben csirdztatott, 14 napos buzandvények leveleib6l homogenatumot
készitettink. A POR enzimet és protoklorofillidet tartalmazé membran-
fragmentumokbol all6 homogenatum kiilondsen alkalmasnak tlint a vizsgalatok
elvégzésére, mivel a megvilagitdé fény egyszerre inditotta el a vizsgalni kivant
reakcidt, és egyidejiileg szolgalt a méréshez hasznalt fluoreszcencia gerjesztésre is.
Az  aktivaciés  paraméterek  meghatarozasaval ~a  fototranszformacio
mechanizmusédnak mélyebb megértéséhez kivantunk adalékot adni, valamint a
Shibata-szerii eltolodas aktivacids paramétereinek, és nyomastdl valo fiiggésének

tanulméanyozasaval a lipidek szerepét kivantuk felderiteni a folyamatban.

2.5.9. A metodikai fejlesztések hattere és motivacioi (T10, T11)

A Kauppinen ¢és mtsai altal kifejlesztett, a spektralis felbontast ndveld modszer, a
Fourier dndekonvolucié (Kauppinen és mtsai, 1981a, Kauppinen és mtsai 1981b)
munkank kezdetén mar bekeriilt a spektrométerekkel szallitott kereskedelmi
szoftverekbe. Ez ugyan nagyban eldsegitette a modszer elterjedését, viszont sok 1j,
felkésziiletlen felhasznalot eredményezett, akik nem lattdk at a modszer matematikai

alapjait. Ennek koszonhetdéen az irodalomban durvan ,taldekonvolvalt”,
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mitermékekkel megtlizdelt spektrumok jelentek meg, amelyek analizise
természetesen nem vezetett tudomanyos tényekhez. Ez inditott arra, hogy olyan
modszert fejlesszek ki, ahol a dekonvolucid paraméterei objektiv szempontok alapjan
optimalizalhatok.

vonatkozik. A spektroszkopiaban a mért spektrumvonalak helyzetének megallapitasa
alapvetd fontossagli feladat. A spektralis cstcsok eltolodasa fontos informaciot
kozvetithet arr6l a molekularis szerkezetrdl, amelyhez a spektrumvonal rendelhetd. A
csticspozicid meghatarozasara leggyakrabban hasznalt algoritmust Savitzky és Golay
(1964) fejlesztették ki. A moddszer azon az Otleten alapul, hogy ha a diszkrét x;
pontokban megmért spektrum x tengelye (x lehet hullamhossz, hulldmszam, stb.)
egyenletes beosztast, akkor a spektrumra illesztett polinom paraméterei
megkaphatok a  spektrum  y(x;) ¢étékeinek  linedrkombinacidjaként. A
linedrkombinacidhoz sziikséges egyiitthatokat kiszamoltak, amelyet késébb Steiner
¢s mtsai (1972) helyesbitettek. A moddszer azonban nem adott becslést a
meghatéarozott poziciok megbizhatdsagara.

Egyes spektralis vonalak eltolodéasat fizikai paraméterek, pl. nyomas, hdmérséklet,
pH, stb. mérésére hasznaljak (Forman ¢és mtsai, 1972). Ilyenkor kiilondsen fontos,
hogy a csucspozicionak ne csak az értékét ismerjiik, hanem a pozicid hibajara is
becslést  tudjunk adni. A nyomasmérésekben  hasznalt  kalibransok
spektrumvonaldnak eltoléddsa kiilondsen kicsi, ami a cslcspozicid pontos
meghatarozasat igényli, és ilyenkor elengedhetetlen a pozicid pontossaganak
megadasa is. Ez inditott arra, hogy megvizsgaljam a cslcspozicio-meghatarozas

algoritmusat és eljarast adjak a spektralis csucsok poziciohibajanak kiszamolasara.

43



3. A legfontosabb mddszerek

A tézisekben bemutatott munka féként nagy nyomasu infravords és fluoreszcencia
spektroszkdpiai méréseken alapul, ezért eldszor részletesen a nagy nyomasti mérések

technikai hatterét mutatom be.
3.1. A nagy nyomas eloallitasa és mérése

A nagy nyomas eldallitasanak két elterjedt technikaja van. Az egyik az un. nagy
nyomast bomba, amely egy vastag fala mérdcella, tipikusan néhany ml térfogattal.
Az optikai méréseket altalaban zafir ablak segitségével valositjak meg. Ilyen cellaval
késziiltek a 8. és 9. tézispontokban felsorolt munkéak. A celldhoz egy nyomdasfokozo,
valamint egy nyomasmérd (Bourdon mérd, ill. Nova Swiss gyartméanyu deformacios
nyomas tavado) tartozik (Sherman és Stadmuller, 1987). A nyomas-atvive anyag
folyadék, esetiinkben desztillalt viz volt, hogy a szerves olajokban eldfordulod
fluoreszkaldo szennyezOdéseket kikiiszoboljiik. Az altalunk haszndlt (Unipress
gyartmanyu, U103 tipus) celldban a hozza hasznalt Nova Swiss gyartmanyu

pumpaval és mérérendszerrel maximum 600 MPa nyomast tudtunk eléallitani.

A masik maddszer, amellyel az el6z6nél 1ényegesen nagyobb nyomast is el lehet érni,
az un. gyémant cella (Diamond Anvil Cell = DAC) (Jayaraman, 1986). Ennek
Iényege, hogy a nyomast nagyon kis térfogatban (~50 nl) allitja el6. A mintat két
oldalrol a legkeményebb anyag, azaz gyémant veszi koriil, amely atlatszosaga miatt
optikai méréseket is lehetdévé tesz. A gyémantok kozott talalhatd egy rozsdamentes
acéllemez, amelynek kozepébe furt 0,5 mm atmérdjii lyukban helyezkedik el a minta
(8. abra). A nyomas a két gyémadntra kifejtett nyomoerdvel ndvelhetd. Ilyen tipusu,
Diacell gyartmanyu cellat hasznéltam az infravords és a nagyfelbontast fluoreszcens
méréseknél. A nyomas mérésére spektroszkopiai eszkozoket kell hasznalni, azaz a
mintatérbe egy nyomadsérzékeny un. belsd kalibranst kell elhelyezni. A
leggyakrabban a rubin 694,3 nm-es fluoreszcencia emissziés vonaldt hasznaljak
(Forman ¢s mtsai, 1972), amelynek segitségével a nyomas egészen a 100 GPa
nyomasig mérhetd (Bartnett ¢s mtsai, 1973, Mao és mtsai, 1978). Ezt hasznaltam az
5. tézispontban leirt mérésekben. A fluoreszcens csucs nyomastol vald fiiggése 30

GPa alatt linearis, az eltolodds 0,365 nm/GPa meredeksége kriogenikus
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8. abra. A Diacell gyartmanyt, nagy nyomadst eldallitdo Gn. gyémant cella felépitése.
Ilyen cellat hasznaltam az infravordos mérésekhez. Az alacsony homérsékletli
fluoreszcens mérésekben hasznalt cella elve ugyanez volt, csak a gyémantok
Osszenyomasat egy héliumgazzal miikddtetett pneumatikus membran biztositotta.

hémérsékleteken sem valtozik (Noack és Holzapfel 1979). A csucspozicid a
homérséklet fiiggvényében is eltolodik, (Silvera és Wijngaarden, 1985) ezért a
hémérsékletet mindig mértem és figyelembe vettem. A két egymas melletti (692,7 és
694,3 nm-es) spektrumvonal intenzitds-ardnyaval a minta hdmérséklete 100 K alatt
kozvetleniil is ellendrizhetd (Weinstein, 1986). A nagyon kis eltolodés miatt a rubin
spektrumaval egyiitt mindig felvettiilk egy neonlampa vonalait is, és az eltolédast
ezekhez a vonalakhoz viszonyitottuk. A nyomasmérés pontossagat a 11 sz. metodikai

tézispontban targyalom.

Az infravordés mérésekhez praktikusabb egy olyan anyag haszndlata, amelynek
infravorés vonala ismert médon tolodik a nyomads fliggvényében. Az alfa kvarc
801 cm™'-es (Wong ¢és mtsai, 1985) vagy a barium-szulfat (BaSO4) 983 cm’ -es
vonala (Wong és Moffat, 1989) haszndlatos erre a célra. A dolgozatban szerepld
infravorés munkdkban a BaSOs vonalanak eltolodasat haszndltam a nyomads

meghatarozasara (1-3,5-8 tézispontok).
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3. 2. Az infravoros mérések

Az infravorés méréseket Bruker IFS66 spektrométerrel mértem, amely 0,25x0,25
mm-es MCT detektorral rendelkezett (1-3, 5-8 tézispontok). Az MCT detektor
nemlinearitasat szerencsésen ellenstlyozta az a tény, hogy a gyémant cella (Diacell
Products) kis mérete miatt még fokuszalé NaCl lencsével is csak nagyon kis jelet
kaptunk (a telitési intenzitdas < 10%-at), igy a kezdeti linearis tartomanyban
maradtunk. A spektrumok felbontisa 2 cm™ volt. A jel/zaj viszonyt 256 spektrum
atlagolaséaval javitottuk. A spektrumok analizisérdl részletesen a 10. és 11. metodikai

tézispontokban szdlok.

Az infravords mérésekben a fehérje-konformaciora jellemzd amid 1 savval teljesen
egybeesik a viz deforméacios rezgése. Ennek a zavard hatdsnak a kikiiszobolésére az
infravords mérésekben viz helyett nehézvizet (D,0) alkalmaznak. Puffer oldatainkat
mi is minden esetben nehézvizben készitettiik el, és pH helyett pD értéket adtunk
meg. A pD-t Ggy hataroztuk meg, hogy a pH mérérdl leolvasott értékhez 0,4-et
adtunk (Glascol és Long, 1960).

3. 3. A 2D korrelacios FTIR spektroszkopia

Ezt a mddszert Noda (1990, 1993) fejlesztette ki, eredetileg polimerek periodikus
mechanikai igénybevételének vizsgalatara. Lényege az, hogy a spektralis
valtozasokat kiilsd perturbacidé (p) fiiggvényében kovetjiik. Praktikus okokbol
altalaban 2" darab spektrumot mériink a perturbacio fiiggvényében: y(v,p). Ezekbol
az atlag spektrum levonasa utan kapjuk az Un. dinamikus spektrumokat:
y(v,p)=y(v,p)— y(v). A komplex korrelacios intenzitasokat a spektrumoknak a
perturbacio szerinti Fourier transzformaciojaval definialjuk:

z(w) = J.)N/(v, plePdp . Végiil a komplex kétdimenzios korreldcids intenzitést a

1 I 5 g . .
O(v,v,)+i¥Y(v,v,) :;J-le (@)Y, (w)dw integral adja. Grafikusan ezt ket abran
0

jelenitik meg, ugy, hogy a ®(vy,v,) -t és a W(vi,v,) -t szintvonalakkal dbrazoljék a
vi,v2 sikon. A modszer eredményeként a szerzok szerint az atlapold spektralis

komponensek szétvalaszthatok, ill. a spektralis valtozadsok egymadsutanisdga a
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kétdimenzids spektrumokrol meghatarozhaté a szinkron (®(vi,v2)) és aszinkron
(W(v1,v2)) 2D spektrumok adott v;,v, parhoz tartozd eldjeleibdl. A definicidobol
kovetkezéen a szinkron 2D spektrum szimmetrikus, az aszinkron pedig

antiszimmetrikus (azaz eldjelet valt) az atlora valo tiikrozést illeten.

Noda szabalyokat allitott fel annak eldontésére, a kiilonb6z6 hullamszamnal talalhato
spektrumvonalak egymadssal korrelaltan, vagy antikorrelaltan valtoznak-e, ill., hogy
melyik spektralis vonal véltozdsa el6zi meg a masikat. Ezek a szabalyok kissé

roviditve, ill. 6sszevonva a kdvetkezok:

1.2 1.2
14

0.8 1 081

061 061

abszorbancia

04t 0al

abszorbancia

0.2 + 02 L

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 100 150 200 100 120 140 160 180 200

perturbacio [tetsz. egys.] v [tetsz. egys.] v [tetsz. egys.]
d e
200 200
180 180

o® - ®
®o® |- ® |

L 120 120
: r r . 100 - r - r 100
100 120 140 160 180 200 100 120 140 160 180 200
v Y,
1 1

9. abra. Két egymast kovetd spektralis valtozas 2D korrelacids spektroszkopiai
analizise (szimulalt spektrumokon). a) A spektrumvonalak amplituiddinak fiiggése a
perturbaciotol. b) A két spektrumvonal pozicidja. c) A szimuldlt spektrumok
(egymashoz képest a jobb abrazolhatdsag érdekében eltolva). d) Szimmetrikus e)
aszimmetrikus 2D spektrumok. (A barna szin a pozitiv, a kék a negativ értékeket
mutatja. Mindkét abra 1-re normalt, és a 0 koriili £0,2 tartomany fehér.)
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e A szinkron spektrum pozitiv cstcsa a vy, v, hulldmszamparnal (©(v;,v2) > 0)
azt jelzi, hogy a két spektrumvonal amplitiddja egyirdnyba valtozik, azaz
mindkettd ndvekszik vagy mindketté csokken. Negativ csucs esetén

természetesen az amplitudok ellentétesen valtoznak.

e Az aszinkron 2D spektrumon a pozitiv keresztcsics a vy, Vv;
hulldmszampérnal (‘W(vi,v2) > 0) azt jelenti, hogy v; valtozik el6bb mint v;.
Természetesen negativ W(vi,v2) esetén a sorrend megfordul. Ugyanigy

megfordul akkor is, ha a szinkron 2D spektrum v, v,-nél negativ.

Szigoruan véve ezek a relaciok szinuszos perturbacio esetére lettek megfogalmazva
(Noda, 1990), de a szerzd késoébb kiterjesztette a modszert azokra az esetekre is, ahol

a y(v,p) figgvény a p-t6l exponencialisan fiigg, valamint Lorentz-gorbét kdvetd

fiiggvényekre is (Noda, 1993). Sajat szimulacios szamoléasainkkal bebizonyitottuk,

hogy a fehérjéknél varhatd szigmoid tipusu fliggvények (pl.: 11 ahol a ¢és

+ e—u(p—po) ?

po paraméter) esetén is igazak a fenti szabalyok . Ilyen, szigmoid alakban valtozo

szimulalt spektrumvonalakkal szemlélteti a fenti szabalyokat a 9. abra.
3. 4. A nagyfelbontasu fluoreszcencia mérések

A nagyfelbontast fluoreszcencia méréseket (fluorescence line narrowing, FLN) (5.
tézispont) egy erre a célra laboratériumunkban felépitett osszeallitdssal mértem, ami
egy argon lézerrel gerjesztett hangolhato festéklézerbdl (Coherent Innova 307 és 899
ring laser), egy zart ciklusu hélium kriosztatbol (Cryophysics) €s egy nagyfelbontasu
monokromatorbdl (Jobin Yvon THR1000), valamint fotoelektron-sokszorozobol
(Hamamatsu) allt. A kriosztat Un. hideg fejére volt rogzitve a gyémant cella,
amelyben a nyomdst egy pneumatikus rendszeren keresztiil a bevezetett 1-10 MPa
nyomdsu héliumgazzal a 0-2 GPa tartomanyban valtoztattuk. A nyomast a rubin
fluoreszcencidjanak felhasznaldsaval mértiikk (Jayaraman, 1986, Forman és mtsai

1972).

A konvencionalis fluoreszcencia mérésekhez a fentebb leirt ,,bomba” tipusu cellat
hasznaltuk, amelyet a spektrofluoriméter (Edinbugh Instruments CD9000 ill. Jobin

Yvon Fluorolog3) mintaterébe szereltiink (7. €s 8. tézispontok).

48



3. 5. A vizsgalt fehérjék

A fehérjéket a Sigma cégtdl vasaroltuk, ha ez masképp nincs jelezve. Kivétel az
MjHSP16.5 , amit az egyliittmiikodoé partnerektdl kaptunk (Kim és mtsai 1998). A
tormaperoxiddz hem csoportjanak helyettesitését Teale (1959) modszerével

végeztik.

A legtobbet hasznalt fehérjék rontgenkrisztallografids szerkezete a PDB adatbazis
(Protein Data Bank: www.rcsb.org/pdb/) alapjan a 10. dbran lathato.

marha tripszin inhibitor (BPTI),

lipoxigenaz, lizozim,

10. abra. A méréseinkben leggyakrabban hasznalt fehérjék rontgenkrisztallografidval
meg-hatarozott térszerkezete a PDB adatbazis alapjan (kivéve a POR enzimet és a
klorofillt). Az abrak kiilonbozé méretaranytiak. (Az dbra folytatodik a kov. oldalon)
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L
tormaperoxidaz, MjHSP oligomer

helix-turn-strand
insertion

COOH

NADPH-protoklorofillid-oxidoreduktaz (POR). klorofillid
(Townley és mtsai, 2001)

10. abra (folytatas).
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4. Uj tudomanyos eredmények

4.1 A fehérjék masodlagos szerkezetének nagy nyomas hatasara torténé
elasztikus valtozasanak kvantitativ jellemzése in situ nyomaskisérletekben

FTIR spektroszkopia segitségével. (T1, P1, P3")

Amint azt a bevezetbben mar emlitettem, a nyomds egyrészt -elasztikus
deforméciokat képes létrehozni a fehérjén, masrészt elegenddéen nagy nyomas
konformaciods valtozast is okozhat (Frauenfelder és mtsai, 1990). El6ttiink még nem
végeztek olyan infravords spektroszkopiara alapuld fehérjeszerkezet-vizsgalatokat,
ahol a szerkezetet ,,in-situ” nagy nyomdson hataroztdk meg. Mi olyan modszert
kerestiink, amelynek segitségével mind az elasztikus, mind pedig a konformacios
szerkezetvaltozasokat kvantitativan kovetni tudjuk. Az elasztikus és konformacios
szerkezeti valtozasok az infravorés amid I sav komponenseinek eltoléddsaban,
amplitudo-valtozasaban ill. konformacio-valtozas esetén 1j sdvok megjelenésében

nyilvanulnak meg.

A Byler és Susi (1986, 1995) altal (a normal koriilmények kozti fehérje konformacio-
analizis céljara) kidolgozott, dekonvolucion és azt kdvetd gorbeillesztésen alapulo

technikat alkalmaztuk és fejlesztettiik tovabb.

A tovabbfejlesztés egyrészt az illesztésre iranyult, mi ugyanis egyszerre illesztettiik
az Osszes paramétert, és nem rogzitettiik egyiket sem, hiszen a nyomas hatisara
torténd spektralis eltolodasokat meg kellett engedniink. A masik fejlesztés a
dekonvoluci6 paramétereinek optimalizalasat célozta, ezt a 10 sz. metodikai

tézispontban részletezem.

Az altalunk alkalmazott illesztéses technikaval nemcsak az egyes spektrum-
komponensek mennyiségi aranyat sikeriilt meghatdrozni, hanem a komponensek
nyomastol fliggd elcsuszasa is értelmet nyert, mint a hidrosztatikai nyomas elasztikus

deforméciot okozo hatdsanak megnyilvanulésa.

" (Tn, Pm) azt jelenti, hogy a fejezet az n.-ik tézispont eredményeit részletezi és a Pm jelii sajat
publikacion alapul.
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4.1.1. A gramicidin A nagy nyomas altal indukalt strukturalis atalakulasa

A modszert egy kis polipeptid, a gramicidin A esetén alkalmaztuk elészor. Ez ugyan
nem igazi fehérje, hiszen csak 15 aminosavbol allo polipeptid, és a szerkezetei sem a

szokasos masodlagos szerkezeti elemekbdl (a-hélix, B-lemez...) épiilnek fel, azonban
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11. abra. A gramicidin A infravords spektruma az amid I tartomanyban néhany
kivalasztott nyomas esetén. Az a), d), g) abrakon az eredeti mért spektrumok, a b), e),
h) &abrdkon a dekonvolvalt spektrumok, a c), f), i) abrdkon pedig a Gauss
komponensekkel megillesztett dekonvolvalt gorbék lathatok. A nyomasértékek: a),
b), ¢): 44 MPa.; d), e), f): 0,91 GPa; g), h), 1): 1,35 GPa.

egyszerli felépitése — azaz, hogy egy molekulan beliil nem keveredik tobb

masodlagos szerkezeti elem — lehetdséget teremtett a modszer kiprobalasara.

A gramicidin A-t a DOPC (dioleoil-foszfatidilkolin) membranba gy inkorporaltuk,
hogy a gramicidint DOPC-vel egyiitt 1:10 molaranyban kloroformban oldottuk fel,
majd a kémcsd faldra szdritottuk, és utdana nehézvizet adtunk hozza. 4 ora hosszan

45°C-on inkubaltuk, kozben erdsen kevertiik (P1).

A mintat ezutan a 3.2 pontban leirt gyémant nyomascellaba toltottiik és a 3.3 pontban

leirtak szerint (0-1,35 GPa-ig) mértiik az infravords spektrumokat.
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A 11. abra mutatja hdrom nyomason (44 MPa, 0,91 GPa, 1,35 GPa) a mért
spektrumokat, a spektralis feloldoképesség-ndveld modszerrel, a Fourier
ondekonvolucioval felbontott spektrumokat, valamint a Gauss-komponensekkel

megillesztett dekonvolvalt gorbéket.

A dekonvolucional Lorentz alaku vonalalak-fiiggvényt (2.2.4. fejezet L(v) fliggvény)

feltételeztiink 15 cm™-es félértékszélességgel (teljes szélesség a magassag felénél).

Teljesen homogén mintanal az elméleti vonalalak egyetlen Lorentz-gorbe. A minta
inhomogenitasa miatt az elméleti Lorentz-gérbék olyan sokasagat kapjuk, amelyben
a rezgd rendszer kornyezetének inhomogenitasa miatt a maximum hely eloszlasa
(4ltalaban jo kozelitéssel) Gauss-fiiggvénnyel irhatd le. A Lorentz-fliggvény tehat
még egy Gauss-gorbével konvolvalodik, igy adva a Voigt-gorbének nevezett alakot.

Ennek az a szépséghibéja, hogy nem fejezheto ki zart alakban.

A dekonvoltcidé soran a Voigt-gorbe Lorentz-Gsszetevojét probaltuk figyelembe
venni, a gorbeillesztésnél pedig a Gauss-t. A dekonvolucidéval a Lorentz-alakot
tavolitottuk el a spektrumbol, és igy jo kozelitéssel a Gauss-komponens maradt meg,
amit megillesztettiink. Mivel a konvolicid6 kommutativ, mindegy, hogy melyik
komponenst tavolitjuk el el0szor. Ennek a valasztasnak technikai okai is vannak,
ugyanis a Lorentz-fliggvény lassabban csokken mint a Gauss-fiiggvény, Fourier
transzformaltja viszont gyorsabban csokken, igy a wvele val6 dekonvolicid

hatasosabb volt, mint a Gauss-fliggvénnyel végzett.

Az amid I savban két f6 komponenst talaltunk egymashoz kozel (1624 és 1632 cm™).
Ezeket a szerves olddszerekben végzett sajat és irodalmi mérések alapjan a kettds
hélix ¢és a dimer szerkezetekhez rendeltiink. A hozzéarendelés alapja az volt, hogy
Naik és Krimm normal modus szamolasai azt mutattak, hogy a p>° antiparallel dupla
hélix amid I vibraciéja 7 cm™-el alacsonyabb hullamszamnal van, mint a csatornat
formald p>° dimeré. Bar a konkrét kiszamitott értékek mintegy 1%-kal nagyobbak
voltak az altalunk kapottnal, ez az eltérés az abszolut értékekben az ilyen
szamolasoknal megszokott volt. Az eltérés tovabbi oka lehet a hidrogén-deutérium
kicserélddés, ugyanis mi a méréseinket nehézvizben végeztiik. Kisérleti munkak is
azt mutattak, hogy telitetlen zsirsavlancu lipidek esetén, — mint amilyen az altalunk

hasznalt DOPC is volt — a gramicidin A tulnyomorészt dupla hélix alakot vesz fel
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(Sychev és mtsai 1993), ami ugyancsak aldtdmasztotta, hogy az atmoszferikus

nyomason dominald 1624 cm™-es Gauss-komponens a dupla hélixhez rendelhetd.

Urry és mtsai (1983) a lizolecitinbe 4gyazott dimer (csatorna) szerkezetli gramicidint

1636
1634 | o

4
1632 { * .
1630 + . g
1628 +

1626 +

maximum pozicié [cm™]

1624 4

1622 A

1620 f f i

PIGpa]

12. abra. A gramicidin A amid I savjanak
két f6 Gauss-komponensének pozicidja a
nyomas fliggvényében.

KRS-5 ablakra’ kiszaritva a
1633 cm™ hullamszamnal talaltak
elnyelési maximumot. Ezek a
kisérleti €s elméleti eredmények
aldtdmasztjdk a komponensek

fenti hozzarendeléseit.

Az amid 1 sav tobbi kis
intenzitdsi ~ komponensét a
hélixek végén talalhat6
aminosavakhoz tarsitottuk, ami a
teriiletaranyok alapjan ésszerii
feltételezésnek tint. Ezek az
aminosavak a vizzel, illetve
esetlegesen a lipidekkel alkotnak
hidrogénhidat, ezért az amid

frekvencia ezeknél az

aminosavaknal nem jol definialt. Emiatt a kis intenzitasi komponenseket nem

hasznéltuk a tovabbiakban, hanem csak a két f6 komponensre koncentraltunk. A

nyomas hatasara a konformacios egyensuly eltolodasat tapasztaltuk, a kettds hélixtdl

a dimer szerkezet felé. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a kettds hélix szerkezet

nagyobb térfogati. Ezt erdsitették meg azok Monte Carlo szamoldsok (Smart és

mtsai, 1993), melyek szerint a kettds hélix kozepén egy 5-10™"" m sugar( csatorna

van, amelybe azonban nem fér be egy vizmolekula, tehéat ez az iireg a kettds hélix

sajat térfogatanak tekinthet6. A dimer kozepén ezzel szemben haromszor ilyen

atmérdjii csatorna van, amibe mar a vizmolekulak be tudnak hatolni, igy az egész

rendszert tekintve valdban a kettds hélix a nagyobb térfogat, mint a csatorna, ahogy

az a nyomaskisérleteinkbdl is adddott.

T A KSR-5 az infravéros technikédban hasznalt segédanyag. Osszetétele: 42% TIBr, 58% TIJ.
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II1. Tablazat

crer

egyenesek paraméterei.

komponens szerkezet illesztett paraméterek statisztika
pozicidja tengelymetszet meredekség korrelécios t-teszt
[cm™] [cm'/GPa] t p
1624 dupla hélix  1624,3+0,2 -2,0+0,3 7,51 <0,1%
1632 csatorna 1632,3+0,3 -1,24+0,3 3,55 <0,1%

Az illesztett komponensek pozicidja a nyomas fliggvényében eltolodott. A 12. dbra
mutatja ezt az eltolodast a két f6 komponens esetén. Az illesztett egyenesek
paramétereit a III. tablazat foglalja Gssze. A rezgési spektrum vonalainak nyomas
hatdsara torténd eltolodasa jol ismert folyamat. A molekula kontrakcioja
kovetkeztében a rezgési frekvencidk altaldban ndvekszenek (Zakin és Herschbach
1986). Ez szemléletesen ugy lathatd be, hogy nyomas hatdsdra a kotések altalaban
megrovidiilnek és ezzel egylitt a rezgés elméleti leirdsaban szerepld potencidlvolgy is
keskenyebb lesz. igy a potencialvolgy aljanak gorbiilete, ami a rezgési frekvenciat
meghatarozza, nagyobb lesz, ami frekvenciandvekedéshez vezet az Osszenyomas
soran. A mi esetlinkben azonban a dv/dp értékek az amid I sav mindkét f6
komponense esetén negativak voltak. Ennek a magyarazata abban van, hogy az amid
I rezgés a hidrogénhid miatt specialisan viselkedik. A molekula kompresszidjakor a
hidrogénhid rovidiilése miatt a C=0 ko&tés korili elektronstiriiség csokken, ami a
kotés erdallandojanak és végiil a rezgés frekvencidjanak csokkenését eredményezi. A
két konformaciohoz tartozd6 komponensek eltéré dv/dp értékébdl azok eltérd
kompresszibilitasara kovetkeztettiink. Méréseink alapjan a kettds hélix szerkezethez
rendelt infravords sav dv/dp értéke volt a nagyobb (abszolut értékil), amibdl arra
kovetkeztettiink, hogy a dupla hélix szerkezet kompresszibilisebb, mint a csatorna
forma. Ez a kép teljesen Osszecseng a fentebb emlitett lireges szerkezettel amely

nagyobb flexibilitast enged meg.

Osszefoglalasként tehat megallapithatjuk, hogy a gramicidin A infravords

spektrumdban két komponenst azonositottunk, amelyek nyomads hatdséra egymasba
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alakultak. Ezeket a koztik fenndllo egyensulynak a nyomds hatasara torténd

eltolddasa alapjan a csatorna és a dupla hélix szerkezetekhez rendeltiik.
4.1.2. A marha hasnyalmirigy tripszin inhibitor (BPTI)

A nagy nyomasu infravords spektroszkopiai modszert ezutan a marha hasnyalmirigy
tripszin inhibitor (bovine pancreatic trypsin inhibitor, BPTI) szerkezetének a nyomas
fliggvényében torténd vizsgalatara hasznaltuk. Azt szerettiik volna eldonteni, hogy az
irodalomban akkor megjelent molekulédris dinamikai szamol4sokban (Kitchen és
mtsai, 1992, Brunne és Gunsteren 1993) talalt kiemelkedéen nagy nyomadsstabilitas
csak a tal rovid szimulacié kovetkezménye, vagy a stabilitasnak molekulaszerkezeti

okai vannak.

: : ' ' A fehérjét pD 8,6 Tris/DCI pufferben
oldottuk fel 16 mM koncentracioban.
Az oldatot este készitettiik el, hogy
¢jszaka a hidrogén-deutérium
kicserélddés az olddszer altal elérhetd

fehérjeszakaszokon végbemenjen. Az

Abszorbancia

oldatot a gyémant celldba tdltve

infravordés méréseket végeztiink a 0-

1 T T T 1,5 GPa nyomadstartomanyban, a
1620 1640 1660 1680

A . nyomast a BaSO,; 983 cm’-es
Hullamszam [cm |

vonalaval mértiik (1d. 3.1. fejezet).

nyomason mért spektruménak
dekonvolvalt amid I savja az illesztett
Gauss komponensekkel. illesztéses modszerrel dolgoztuk fel.
1

Fourier-ondekonvoluciés és gorbe—
A dekonvoluciot 19 cm™ félérték—
sz€lességli Lorentz gorbével végeztilk, ami az apodizaciot is figyelembe véve
1,6-szoros felbontasnovelést tett lehetové. A 13. dbra mutatja a BPTI atmoszferikus
nyomdason mért amid I savjat dekonvoltcid utan az illesztett Gauss komponensekkel.
A TV. Tablazat foglalja 6ssze az illesztéssel meghatarozott masodlagos szerkezeti

elemek aranyat. Eredményiinket Osszevetettiink a kiilonbozd technikdk (Raman-
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szoras, rontgen-krisztallografia, vibracids cirkularis dikroizmus) altal szolgaltatott

értékekkel.

A tobbi modszerrel Osszevetve viszonylag sok rendezetlen szerkezetet kaptunk.
Ennek magyaréazata lehet, hogy a BPTI rovid hélixei és kisméreti (két lancbol 4llo)
béta-lemez szerkezete miatt kevés az olyan aminosav, amelyik a rendezett
masodlagos szerkezet belsejében helyezkedik el. A hélix végén, ill. a lemez szélein
levé aminosavak ugyanis nem csatlakoznak a polipeptid ldnc masik aminosavjahoz
hidrogén hid kotéssel, hanem ehelyett a vizzel alkotnak hidrogénhidat, ugyantgy
mint a rendezetlen szerkezetii lancok. Igy csak a mésodlagos szerkezet belsejében
elhelyezkedé C=O----H hidak adnak a masodlagos szerkezetre jellemz6 amid I jelet.
Eredményeink legjobban a Pancoska és mtsai altal hasznalt vibracios cirkularis
dikroizmus (VCD) moddszer eredményeivel egyeznek meg. Megjegyzendd, hogy a
rontgen-krisztallografids eredmények sem voltak egyértelmiiek, ugyanis a

tablazatban idézett két munkacsoport kiillonb6zd kritériumokat haszndlt a hélix

ey

IV. Tablazat.
A BPTI mésodlagos szerkezeti elemeinek kiilonb6zé modszerekkel meghatarozott
szazalékos megoszlasa

Modszer o-hélix  P-lemez hurok rendezetlen hivatkozas

Raman I 23 48 20 10 Williams (1986)
Raman II 25 46 19 10 Williams (1986)
Infravoros 46 26 13 - Lee ¢és mtsai (1990)
faktor analizis

Rontgen- 26 45 16 14 Levit és Greer (1977)
krisztallografia

VCD* 1 19 26 14 37 Pancoska és mtsai
(1991)

VCD II 19 27 13 37 Pancoska ¢s mtsai
(1991)

Rontgen- 14 24 17 38 Kabsch ¢s Sander (1983)
krisztallografia

Infravords 23 10 22 35 jelen munka

* VCD = vibracios cirkularis dikroizmus
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14. abra. A BPTI amid II savjanak (a 1586-o0s
csticshoz viszonyitott) amplitaddjanak

valtozdsa a nyomds fliggvényében, az elsé
nyomasciklus sordn. A betétadbra a dekon—
volvalt spektrum amid II vonalat mutatja.

Az amid hidrogének deutériumra valo
kicserélodését az amid II ill. amid II” sdvok
segitségével detektaltuk. Az amid II rezgés
normal modusdban az N-H sikbeli hajlitas
ezért H/D kicserélodés

dominal, esetén

jelentés (mintegy 100 cm™-es) izotop-
eltolodast mutat. A 14. abra mutatja az amid
II sav abszorbancigjat (a 1586 cm™-es savra
normalva) a nyomas fliggvényében. 400 MPa
nyomasig az amid II intenzitds rohamosan
tehat

csokken, hidrogén-deutérium
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15. dbra. A BPTI amid I savjara
illesztett ~ Gauss  komponensek
szazalékos teriiletaranyai a nyomas
fliggvényében. A minta el6zdleg egy
0,5 GPa-s nyomascikluson esett at,
amely soran a H/D csere megtortént.
Az ires korok az 1,5 GPa nyomas
leengedése utani mérések.

kicserélddés megy végbe. Az a tény, hogy az amid II sadv a mérés kezdetén még jelen

volt, azzal magyarazhat6, hogy a fehérje bels6 magja annyira merev, hogy a

(nehéz)viz szdmara nem elérhetd, mert atmoszferikus nyomdson tiz 6ra alatt sem

tortént meg a teljes kicserélddés. Ehhez 400 MPa nyomasra volt sziikség. A nyomas

fellazitotta a harmadlagos szerkezetet, ¢és lehetdvé tette a viz behatolasat a fehérje
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belsejébe. Fontos megjegyezni, hogy a fehérje oldatban van, tehat a nyomas izotrop,
a viz bepréselése csak ugy érthetd, hogy a bejutd viz olyan iiregeket tolt meg,
amelyek eddig tul kicsik voltak egy vizmolekulanak, de a harmadlagos szerkezet
megvaltozasa lehetdvé tette a viz bejutasat. Igy egy jobban illeszkedd, szorosabban
pakolt, azaz kisebb Ossztérfogati rendszer alakul ki. A 400 MPa-os ciklus utdn a
fehérje amid I savja nem volt teljesen reverzibilis, a hélix és a rendezetlen
szerkezethez tartozd komponensek toldédtak el, mindegyik az alacsonyabb
frekvenciak felé, ami egybecseng a H/D kicserélodéssel jard effektiv tomeg

nodvekedéssel.

A 400 MPa-os nyomasciklus utan a mar teljesen H/D kicserélt fehérjét egy masik,
1,5 GPa-ig tart6 nyomasciklusnak vetettiik ala (15. abra). A masodlagos szerkezet
valtozasa 800 MPa felett kezdddott. A legnagyobb valtozds a béta-szerkezethez
rendelheté 1627 cm™-es komponens névekedése volt a rendezetlen szerkezet
rovasara. Egyidejlileg a minta turbiditdsa is megnétt. Ezek az adatok felvetették a
fehérjeasszociacié lehetdségét is, amely az infravoros méréseknél sziikséges,
viszonylag nagy koncentraci6 miatt lehetséges. (Mai tudasunk alapjan ez
valdsziniitlen, mivel egybehangzé mérések mutatjak, hogy az intermolekularis béta-
lemez szerkezetli fehérjeasszociacid nagy nyomas alatt gatolt, ill. az erre jellemzd
infravorés markervonalak nem a 1627 cm™-nél, hanem joval alacsonyabb
(1616 cm™)  hullamszamnal talalhatoak. Masik lehetdségként a  rontgen-
krisztallografiai szerkezetben megfigyelhetd két nagy huroknak a béta lemezhez valo
kapcsolddasaval lehetett a spektralis valtozdsokat magyarazni. A nyomas teljesen
reverzibilisen valtoztatta meg a térszerkezetet, azaz a nyomas megsziintetése utan az
infravorés komponensek frekvencidja €s relativ intenzitdsa visszatért az eredeti

értekre. A 0,7 GPa és 1,4 GPa kozti tartoméanyban a
rendezetlen + a—hélix S B-lemez

atalakulast feltételezve a (6) egyenlettel meghataroztuk a fehérje nyomdas hatisara
létrejove térfogatvaltozasat, ami -9,5 ml/mol-nak adédott. Ez az érték jelentdsen
kisebb a denaturaciora jellemzo értékeknél, ami ismét a nyomas-denaturacié hianyat

tamasztotta ala.
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Az eredeti kérdésiink az volt, hogy a molekularis dinamikai szdmolasok tal révid
ideje okozta-e, hogy nem lattak nyomas-denaturaciot, vagy tényleg ilyen stabil a
fehérje. A kérdésre a valasz az, hogy a fehérjében nagymértékii de reverzibilis
elasztikus valtozasok mennek végbe a 0-1 GPa nyomadstartomanyban, de a fehérje
nem denaturdlodik. Ezeket az elasztikus deformacidkat azonban egy elegendden
hosszl szimulacidnak meg kellett volna mutatnia. Ugyancsak kérdés, hogy a tirozin
fluoreszcencia mérések miért nem mutattak valtozast 1 GPa nyomasnal? Ez utdbbi

eldontésére a fehérje tirozin gyulrijének

. rezgéseit is megvizsgaltuk a nyomas

L) 1 L) 1 1 G
- A fiiggvényében.
T P
? 1517 1 .C? . A fehérjében négy tirozin van, amelyek
% 1518 - ,'. i aromasgyuri-rezgései 1515 cm'-nél
E / figyelhetok meg atmoszferikus nyomason
= 1515 } d

S Ly (Rahmelow és mtsai, 1998). A nyomast

0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 , . o e o
(CPa) novelve teljesen linearis nyomadsfiiggést
P a

16. abra. A BPTI tirozin rezgésének kaptunk  (16. 4bra). Bar az infravoros

eltolodasa a nyomas fliggvényeben. A rezgések kevésbé érzékenyek a kornyezet
fekete korok a nyomds novelésekor,
az lresek a nyomdscsokkentés soran
mért értékeket mutatjak. fluoreszcencia intenzitds, a teljesen linearis

polaritdsdnak  valtozasara, mint a

Osszefliggés arra enged kovetkeztetni, hogy
a tirozinok kornyezete nem ment at fazisatalakulds-szeri atalakulason, a tisztan
linedris trend a kotések fizikai kompresszidjaval magyarazhato. A négy tirozin koziil
harom a B-szerkezetben van, amelyik nem bomlik fel a nyomas hatasara. Ez lehetett
a magyarazata annak, hogy a tirozin fluoreszcencia mérések nem mutattak valtozast

1 GPa-nal sem.

Végezetiil megvizsgaltuk még a szilard allapoti fehérje Osszenyomadsat, ahol
1,5 GPa-ig nem talaltunk semmilyen valtozast az infravords spektrumban. Ebbdl a
viz szerepének fontossagara kovetkeztettiink. Késobbi vizsgalatok is igazoltdk ezt a
tendenciat, ti. hogy a vizet nem tartalmazo bioldgiai rendszerek (pl. sporak, 1d. Sojka
¢s Ludwig, 1994) nyomasstabilitasa sokkal nagyobb, mint a nekik megfelelé vizes

rendszereké.
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Osszegezve tehat megéllapithatjuk, hogy a BPTI nyomasindukalt reverzibilis
elasztikus szerkezetvaltozason megy keresztiil, ami a molekula szerkezetét fellazitva
a H/D kicserélodést a molekula magjaban is lehetdvé teszi. A fehérje 0,8 GPa felett
konformécios valtozason megy keresztiil, amely azonban nem eredményezi a

crer

kovethetdk a tovabbfejlesztett Susi és Byler-féle modszerrel.

4.2. A H/D Kicserélodés és a konformacid-valtozasok egymasra hatasanak

vizsgalata 2D Kkorrelacios FTIR spektroszkopiaval (T2, P8, P9)

A fehérjék nyomastdl fiiggd infravords spektrumaiban két egyiittesen megjelend
folyamat kombinalddott: a hidrogén-deutérium kicserélédés és a fehérjegeometria
valtozasa. Szétvalasztasukra, ill. a két folyamat egymasra hatasanak vizsgalatara

kétdimenzios korrelacids FTIR spektroszkopiat alkalmaztunk.

A kétdimenzids korrelacids infravords spektroszkopiat eredetileg a polimerek
periodikus elasztikus perturbacidja altal okozott hatis vizsgalatara és grafikus
szemléltetésére fejlesztették ki (Noda, 1990). Késébb a modszer megalkotdja
kiterjesztette az eljarast aperiodikus perturbaciokra is (Noda, 1993).

Noda szabalyokat allitott fel arra vonatkozdan, hogy a 2D spektrumokbol hogyan
lehet kinyerni a spektralis vonalak véltozasanak egymasutanisagat. Ezek a szabalyok
a szimmetrikus és aszimmetrikus 2D spektrum eldjeleire alapozva adjadk meg a

sorrendet (részletesen lasd 3.3 fejezet).

Mieldtt a moddszert hasznédlni kezdtikk volna, szimulacidkat végeztiink olyan
mesterségesen generalt spektrumokkal, amelyek vonalai a perturbacio fiiggvényében
kiilonb6z6 fliggvények szerint valtoztak. Megallapitottuk, hogy Noda szabalyai, a
folyamatok egymasutanisadgara a fehérjéknél varhatod szigmoid tipusu, ill. folyamatos

valtozés esetén is igazak.

Ezek utan alkalmaztuk a médszert az altalunk vizsgélt fehérjékre azért, hogy azok
konformécios és kicserélddési folyamatainak egymdsra hatdsat meghatarozzuk.
Ehhez szoftvert kellett fejleszteni, mivel akkoriban nem allt rendelkezésre gyari

program.
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4.2.1. A marha hasnyalmirigy tripszin inhibitor (BPTI)

A marha hasnyalmirigy tripszin inhibitort valasztottuk a 2D analizishez, mert ennek
el6z6 méréseink szerint viszonylag nagy konformécids stabilitdsa van, és igy
valaszthaté volt egy olyan széles nyomadstartomany, ahol csak az elasztikus
konformacid-valtozasok és a hidrogén-deutérium (H/D) kicserélédés megy végbe. A
vizsgalathoz az el6z0 fejezetben targyalt mérés spektrumait hasznaltuk. Az amid I, 1T

és I’ savokat magaba foglald 1400 cm™ -1700 cm™'-es tartomanyt vizsgaltuk.

A mért 0-1,5 GPa nyomastartoményban kivalasztottunk két jellemz6 szakaszt, a O-
0,3 GPa és a 0,5-0,9 GPa intervallumokat. Mint azt mar az el6z6 fejezetbdl tudjuk, az
elsd intervallumban végbemegy a H/D kicserélddés. Arra voltunk kivancsiak, hogy
ez hogyan csatolodik a masodlagos szerkezet valtozasahoz. Vajon a masodlagos
szerkezet fellazulasa okozza-e a konnyebb kicserélddést, vagy a kicserélodés utan

valtozik meg a masodlagos szerkezet stabilitdsa?

A 17. abran lathatok a BPTI 0,03-0,3 GPa tartomanyban mért 16 spektrumabol

1{00 1650 1600 1550 1500 1450 1400 !{DD 1650 1600 1550 1500 1450 1400
g1 T 1 T g 1: ,
E 1.0 // N\ 5 1.0 o \\
5 081 \-.\ A £ os \ -
1400 0.4+ - — L i 0.4+

1450

1500 it

1550 T
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18501
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17. dbra. A BPTI 0,03-0,3 GPa tartoményban mért spektrumaibol szamitott 2D
korrelacios spektrumok. Bal oldalon a szimmetrikus, jobb oldalon az aszimmetrikus
abra. A negativ tartomanyok sziirkére satirozottak. A kétdimenzids abrak oldalan az
atmoszferikus nyoméson mért spektrum lathato a konnyebb tajékozodas végett.
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1400

1500

1700

szamolt 2D korrelacios spektrumok. Megfigyelhetd, hogy a 1645 és 1630 cm™'-es
amid I, a 1540 és 1500 cm'-es amid II valamint a 1460 és 1425 cm™-es amid II’
spektrumvonalak mutatnak értékelhetd korrelacios csticsokat. Ezeknél korrelacio
pozitiv, kivéve a 1540 cm™ —es cslicsot, amelynek intenzitisa a tSbbiekkel
ellenkezden valtozott. A mar részletezett kiértékelési szabalyok felhasznalasaval (1d.
3.3 fejezet) a valtozasok sorrendiségére a 1640 (elsé) > 1540 > 1500 > 1460 > 1425
> 1630 cm™ (utols6) sorrend adodott, melybél arra kovetkeztettink, hogy a
masodlagos szerkezet deformacioja (1645 cm™) sziikséges a H/D kicserélddés
meginduldsdhoz. A nyomadsciklust Gjra megismételve a 2D spektrumokon a
kicserélodésre jellemzd kereszt csticsok (pl. vi=1645 cm'l, v,=1550 cm'l)
hidnyoznak, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a H/D kicserélédés mar az el6zd
ciklusban irreverzibilis médon végbement. A fehérjeszerkezet valtozasai azonban
reverzibilisek voltak, az elasztikus deformaciét mutatd cstcsok jelen vannak a
masodik ciklusban is. Ezéltal a kicserélddés és az elasztikus konformacio-valtozas

spektralis hatasait sikeriilt szétvalasztani.

A nyomads tovabbi ndvelése soran a 0,5-0,9 GPa tartomanyban mar nem talaltunk

1g00 1650 1600 1550 1500 1450 1400 12?00 1650 1800 1550 1500 1450 1400

© o 1.
508 / ~ E 08} / \.
208 / e N 206{ / S~
54 - g i |
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18. abra A BPTI 0,5-0,9 GPa tartomanyban mért spektrumaibol szamitott 2D
korrelacios spektrumok. Bal oldalon a szimmetrikus, jobb oldalon az aszimmetrikus
abra. A negativ tartomanyok sziirkére satirozottak.
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szignifikans kicseréldédésre utalé nyomot (18. dbra). Az erdsen korrelaldo amid I és
amid II’ vonalak a masodlagos szerkezet tovabbi valtozasat mutatjak a mar teljesen
deuteralt fehérjében.

Osszegezve azt mondhatjuk, hogy a 2D korrel4cids analizissel sikeriilt szétvalasztani
a BPTI H/D kicserélodési ¢és elasztikus szerkezetvaltozasi jelenségeit.
Megallapitottuk, hogy a kicserélddést egy kezdeti konformécio-valtozas inditja el,

majd a H/D kicserélddés tovabbi konforméacios atrendezédést indukal.
4.2.2 A szoja lipoxigenaz

A 2D korrelacios spektroszkopiat ezutan egy olyan fehérjére alkalmaztuk, ahol a
vizsgalt nyomdstartomanyban nemcsak elasztikus, hanem konformacios valtozasok
(denaturacid) is varhatéak voltak. A szo6ja lipoxigendz a BPTI-vel ellentétben egy
kimondottan nagy fehérje, amely 839 aminosavbol all, 22 alfa-hélixet és egy 8
polipeptid szakaszbdl allo béta-lemezes szerkezetet tartalmaz (Gaffney, 1996, Minor
¢és mtsai, 1996). Mivel az enzim az élelmiszerek lebontasi folyamataiban vesz részt
(Hendrickx ¢és mtsai, 1998), nyomas-inaktivalasat egy élelmiszeripari EU projekt
keretében vizsgaltuk. A nyomastartomanyt hdrom részre osztottuk, a denaturacidhoz
kapcsolodo konformacios valtozasokat még nem mutatd 0,23-0,44 GPa-os szakaszra,
a konformécios valtozasok tartomanyara (0,45-0,9 GPa) és a mar denaturalt allapota
polipeptidlancot tartalmazé felsé 0,85-1,06 GPa tartomdnyra. A felosztas alapja az
amid I sdv maximumanak a nyomads fiiggvényében torténd szigmoid fiiggvényt
kovetd eltolodasa, amelynek atmeneti pontja a 0,65 GPa-nal volt (Heinisch és mtsai

1995).

Az als6 nyomadstartomanyban (0,23-0,44 GPa) csak nagyon kis szerkezetvaltozasra
utalé jelet lattunk (19. 4bra) , ami az amid II’ sav 1437 cm™'-es savjaval korrelal. A
korrelacids spektrumok amplitidoi itt egy nagysagrenddel kisebbek, mint a 0,47-0,90
GPa tartomanyban (20. dbra). Az alacsony nyomastartomanyban megjelend amid I és
amid II” keresztcsucsok az amid II jelek hidnyaval egyiitt azt mutatjak, hogy a mar
H/D kicserélodésen atesett fehérjeszakaszok konformacidja valtozik kis mértékben.
A mérés eldtt ugyanis a minta kb. 15 6ran (egy éjszakan) at D,O-ban (pontosabban
pD 7.8 Tris pufferben) volt feloldva, megteremtve ezzel annak a lehetdségét, hogy az

oldoszerrel érintkez6 hidrogének kicserélédjenck. A 1620 cm™-nél megjelend
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19. dbra. A szodja lipoxigenaz 0,23-0,44 GPa kozott mért infravords spektrumaibodl
szadmitott 2D korrelacios spektrumok. Bal oldalon a szimmetrikus, jobb oldalon az
aszimmetrikus abra. A felsd és bal oldali téglalapokban a referencia spektrum
abszorbancidja van abrazolva a v; ill. v, fiiggvényében. A negativ tartomanyok
kékkel vannak jeldlve.

keresztcsucsok az intermolekularis kolcsonhatasok megvéltozéséra is utalnak.
1988, Silva és mtsai, 2001). Figyelemre mélt6 a lipoxigenaz alacsony nyomasu, és a
BPTI nagy nyomdasu szimmetrikus 2D &brdinak hasonldsdga. Mindkét esetben a mar
H/D kicserélt szerkezet deformacidja megy végbe tovabbi H/D kicserélddés nélkiil.
A lipoxigenaz esetében mar alacsony nyomdason van olyan része a proteinnek, ahol a
kicserélodés végbement, ami arra utal, hogy a térszerkezet egy része kevésbé merev,
mint a BPTI-nél, és igy a fehérje egy része mar atmoszferikus nyoméson
kicserélodik, mig a merev BPTI esetében ehhez a kicserélddéshez is nagy nyomadsra

van sziikség.

A legnagyobb amplitddoju valtozasok a 2D spektrumokon is a 0,45-0,9 GPa
nyomastartomanyban voltak. Fehérjeszerkezet-valtozasra és H/D kicserélddésre utald
komponensek egyarant megfigyelheték voltak a szinkron ¢&s aszinkron 2D

spektrumokon. A nativ struktirahoz tartozé masodlagos szerkezeti komponensek
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csokkenését a 1655 cm'-es cslics csokkenése mutatja, mely az alfa-helikalis
struktira eltiinését jelenti. Ezzel korrelal az amid II (1541 cm™) sav csokkenése, és
mindkettével antikorreldlnak az egyidejiileg novekvd amid II” komponensek (1475
és 1424 cm™). A 2D analizis altal szolgéltatott sorrend a kdvetkezd volt: 1620 (elsd)
> 1475 > 1655 > 1540 cm™ (utolsd). Mivel a 1620 cm™'-es komponens mar az el6z6
nyomastartomanyban is jelen volt, nem meglepd, hogy ennek a valtozéasa tortént
elészor. Ennek koszonhetd az is, hogy az amid II” sav elébb jelenik meg, mint az
amid II, pedig ezek megjelenését egyszerre varnank. A fehérje szerkezetét
alapvetéen befolyasolé 1655 cm™-es sav az amid II és II” valtozasok kozé ékelédik,
ami azt mutatja, hogy a masodlagos szerkezet valtozasa nagyon szoros korrelacioban

van a kicserélodéssel.
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20. abra. A szdja lipoxigenaz 0,47-0,90 GPa kozo6tt mért infravords spektrumaibol
szamitott 2D korrelacios spektrumok. Bal oldalon a szimmetrikus, jobb oldalon az
aszimmetrikus dbra. A negativ tartomdnyok kékkel jeloltek.

Megallapithatjuk tehat, hogy a fehérjének van egy belsd magja, amelyikben a
helikalis szerkezet dominal, és amely annyira kompakt, stirtin hajtogatott szerkezetii,
hogy az amid hidrogének a fehérjének ebben a részében atmoszferikus nyoméson
nativ allapotban még 15 6ra alatt sem képesek kicserélddni. Erre csak a masodlagos

szerkezet széttekeredésekor kertil sor.
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A legfelsé nyomastartomanyban, ahol a fehérje mar denaturalt allapotban van, a 2D
spektrumokon megjelend gyenge csucsokbdl (21. abra) azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a széttekeredett fehérjében nyomokban még mindig jelen vannak
bizonyos masodlagos szerkezeti komponensek. Ebben a tartomdnyban a maximalis
amplitadoju keresztcsucsok még a 0,23-0,44 GPa tartomanyban talaltnal is egy kettes
faktorral kisebbek, ami nagyon kis szerkezeti atalakuldsra utal. A denaturalt

fehérjében nyomokban meglévé masodlagos szerkezetek részaranyanak tovabbi
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21. 4bra. A szdja lipoxigenaz 0,85-1,06 GPa kozott mért infravords spektrumaibol
szamitott 2D korrelacios spektrumok. Baloldalon a szimmetrikus, jobb oldalon az
aszimmetrikus abra. A negativ tartomanyok kékkel jeloltek.

nyomasndvekedés hatdsdra torténd csokkenését és a rendezetlen konformacio
tovabbi ndovekedését kaptuk a 2D spektrumok alapjan.

A H/D kicserélddés 1d6tdl valo fliggését is analizaltuk a 2D korrelacios spektrumok
segitségével. 0,52 és 0,73 GPa nyomasokon végeztiink kinetikai méréseket,
nyomasugras utan kovetve a kinetikat. A nyomast a gyémant cellaban ugy noveltiik,
hogy ez ne vezessen jelentds adiabatikus melegedéshez. A gyémant jo hdvezetd-
képessége ¢és a minta kis térfogata miatt ez biztositott volt. A nyomasugrast kovetd 2
oraban az id6 fiiggvényében felvett spektrumokbdl szamoltuk ki a 2D korrelacios

spektrumokat (22. 4bra). Most a nyomas helyett az id6t tekintettok a ,,perturbal6d

67

[ wo) %



paraméternek™ (1d. 3.3. fejezet). A
kinetikai 2D spektrumok alapjan
megallapitottuk, hogy a 0,52 GPa-
on mar megindulnak
konformacids valtozasok és a 2D
spektrumokon ezek a konfor-
macios valtozasok dominalnak.
Jelentds kicserélddési effektust
azonban nem tapasztalunk a
spektrumokon. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy eldszor a
fehérje kevésbé rigid, a viz altal
elérhetd doménjei szenvednek
konformacido-valtozast. A 2D
szinkron spektrumban a 0,73 GPa-
os mérésnél megjelend kereszt-
csucsok arra utalnak, hogy a
kicserélddés ¢és a konformacio-
valtozds ebben a  nyomas-
tartomanyban korrelalt. Ez megint
azt a korabbi megallapitdsunkat
erdsiti meg, hogy a fehérjének van
egy belsé, nem flexibilis magja,
amely csak a kitekeredés utan

érhet6 el a viz szamara.

Osszegezve tehat a 2D korrel4cios
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22. abra. A szdja lipoxigenaz 0,52 (a) ill. 0,73
(b) GPa nyomdason az id6 fliggvényében mért
infravoros spektrumaibol szamolt 2D
szimmetrikus korrelacids spektrumok. A negativ
tartomanyokat kék szin jeldli.

analizissel megallapithatd, hogy a fehérjének van egy olyan része, amely normal

koriilmények kozott is elérhetd az oldoszer szamara, itt a H/D kicserélodés 15 ora

alatt teljesen lezajlik. Létezik azonban egy belsd merevebb mag, amely csak a

denaturacioval egyidejiileg valik elérhetévé, és ebben a H/D kicserélddés csak a

kitekeredéssel egyiitt jaré konformacios valtozasokkal egyiitt zajlik le. Méréseink

szerint a merev maghoz foleg hélix szerkezet tartozik.
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4.3. A nyomas-denaturacét koveté ujragombolyodas soran intermedier
allapotok keletkeznek, melyeknek fokozott aggregaciora valé hajlamuk van.

(T3, P7, P10)

Az eddigiekben a fehérjék Osszenyomdsakor fellépd effektusokat tanulmanyoztuk.
Most a nyomas-denaturaciot kovetd, a denaturacidos nyomasciklus utan kialakuld
fehérjestrukturakat vizsgaljuk. Tulajdonképpen ezek egyfajta (re)folding vizsgalatok,

ahol a nagy nyomast, mint denaturalé agenst hasznaljuk.
4.3.1. Losziv mioglobin

Kisérleteinkhez a 16sziv mioglobint hasznaltuk, amit pD 7,6 Tris pufferben 5 mM
koncentracioban oldottunk. A 16sziv mioglobin egy viszonylag kisméreti, 153
aminosavat  tartalmaz6, jol  karakterizalt  fehérje, elérhet6  volt a
rontgenkrisztallografias szerkezete is (Evans és Brayer, 1990, PDB adatbazis 1YMB
azonositoju szerkezet). Korabbi méréseink alapjan (Smeller és mtsai, 1996) az
altalunk hasznalt (a tovabbiakban csak mioglobinként emlegetett) 16sziv mioglobin
nyomas-denaturacidja 0,6 és 0,7 GPa nyomdasok kozott zajlik le, az atalakulés
kdzéppontja 0,66 GPa-nal van, a térfogatvaltozas -72 cm’/mol. A nyomasdenaturalt
fehérje infravords spektruma alapjan — a 1616 cm™-es és 1685 cm™-es savok
hidnydbol — arra kovetkeztettiink, hogy nagy nyoméason nem keletkeznek
intermolekularis P-szerkezetli aggregadtumok, ezért remélhetd volt a nyomas-
denaturaci6 reverzibilitdsa, azaz a fehérje Ujragombolyoddsa a nyomas
megszlntetése utdn. A mioglobinon két egymds utan végrehajtott nyomasciklus
soran mért legjellemzObb infravords spektrumokat mutatja a 23. abra. Itt a
hémérséklet 45°C volt, ami nagyobb a szobahdmérsékletnél, sét a testhomérsékletnél

is, de jelentdsen alacsonyabb, mint a fehérje denaturacios homérséklete: 71 °C.

Atmoszferikus nyoméson a 1650 cm™'-es sav dominal a spektrum felbontasaban, ami
egybecseng a krisztallografiai adatokkal, amely szerint a mioglobin szerkezete
tulnyomorészt helikalis szerkezetli. A nyolc hélix koziil csak a C-hélix (a fehérje N
terminalisatol szamitott harmadik hélix) 3¢ szerkezetli, a tobbi a-hélix. Ezek

Osszesen 130 aminosavat foglalnak magukba, ami a szerkezet 85%-a.
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Nagy nyomas (> 0,8 GPa) hatasara a spektrum eltolodik és kiszélesedik, a 1640 cm'-

es sav dominal, ami a rendezetlen szerkezetre utal.

Az els0 nyomas-denaturaciot

p [GPa] kovetden az 1jragombolyodas
0.008 soran a nyomast 0,2 GPa ala
822 csokkentve az infravoros
© 8;’2 spektrumon megjelentek azok az
o _
5 0.21 jellegzetes oldalsavok,
£ 0.11 | |
@ 0.084 (1616 cm™  és 1685 cm™ -nél)
L0
< 0.066 . .
\_/_/\—‘ 0 amelyek intermolekularis
0.005 - , . o
\/\ 0.69 kolesonhatasok megjelenését
;‘é; mutatjdk. Ezek a savok a
8':3 hédenaturalt  fehérjék esetén
1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720 tipikusak, amikor a fehérje
vem™] aggregalodik. Ezeket az
23. abra. A 16sziv mioglobin 45°C-on, két aggregatumokat intermolekularis

egymast kovetd nyomadsciklus soran mért
infravords spektrumai (amid 1 sav). A jobb
oldalon a gdorbékhez tartoz6 nyomas lathato. hid kétesek stabilizaljak. A 1616
Az iddében els6 spektrum a legalso. A spekt-
rumok dekonvolvaltak, amely 1,5-sz6r6s
felbontasnovelést eredményezett. spektrumvonal-par ~ tehat  a

h6édenaturalthoz hasonlo

béta-lemezre jellemzd hidrogén—

és 1685 cm™-nél megfigyelhet6

szerkezetli aggregalt fazis megjelenésére utal (Clark és mtsai, 1981, Ismail és mtsai,
1992, Chirchadse és Newskaya, 1976). Ugyanilyen aggregatumok jelentek meg a
nyomadsciklus utdn, amikor a mérést 60°C-on végeztik, de nem Ilehetett
aggregatumokat megfigyelni szobahdmérseklet kdzelében (27°C-on) és alacsonyabb
hémérsékleten (5°C) sem. Szeretném hangstlyozni, hogy az aggregatumokat
jellemz6 infravoros oldalsdvok nem a nyomads hatasara, nem a nyomas alatt, hanem
csak a nyomas megsziintetése soran, az atmoszferikus nyomashoz kozeledve
alakultak ki. Az oldalsavok intenzitisa (a teljes amid I sadvhoz viszonyitott teriilete)
6-szor ill. 4-szer kisebb (45°-on ill. 60°C-on), mint az atmoszferikus nyomason
hédenaturalt fehérje oldalsavjainak intenzitdsa. Ebbdl azt a kovetkeztetést lehet

levonni, hogy a 45 ¢és 60°C-on keletkezd aggregatumok kevésbé stabilak, mint a
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hdédenaturaciéd utan keletkezettek. Az oldalsavok intenzitdsa ugyanis aranyos az
aggregatumot stabilizal6 intermolekularis hidrogénhid kotések szamaval. Ebbdl az is
kovetkezik, hogy a nyomadsciklus utan atmoszferikus nyomdson keletkezd
fehérjeszerkezet feltekeredettségét tekintve a nativ és a denaturalt koz¢é esik. A nativ
szerkezet ugyanis nem képes intermolekularis kotdédésekre, a teljesen denaturalt
fehérjében pedig sokkal tobb olyan amid oxigén van, amelyik nem vesz részt
intramolekularis  hidrogénhidban, igy képes az aggregéaciot stabilizalo
intermolekularis hidrogénko6tést képezni. Eszerint a nyomas-denaturéacids ciklus utan
45 ¢és 60 °C-on intermedier fehérjeszerkezet alakul ki, amely atmoszferikus

nyomason aggregaciora hajlamos.

0.08
Ezt a  gyengén  aggregalt 0.05 - a
intermedier szerkezetli mioglobint - 0.04 ]

E 4
ujabb nyomadsciklusnak aldvetve 5;0_03 Ma
azt talaltuk, hogy az aggregdtumok < 002
reverzibilis modon disszocialnak 0.01 1 i
(1d. a 23. abran a legfelsd tiz 0.00 . . . ‘

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

spektrumot). p[CGPa]

A 1616 cm-es Gauss-

komponensnek a masodik
nyomasciklus spektrumaibol

szdmolt teriiletét mutatja a 24.

abra. Latszik, hogy az

intermolekularis kotések szama a 0.00 ‘ ‘ ‘ .
0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

nyomads hatasara csokken, de nem
p [GPa]

tinik el teljesen. Ebbdl arra

24. dbra A mioglobin 1616 cm-1-es savjanak
relativ terliletardnya a masodik nyomasciklus
kialakult aggregatumunk nem volt  alkalmaval a) 45°C-on, b) 60°C-on.

kovetkeztethetiink, hogy

teljesen homogén, hanem legalabb
egy nyomadsstabil és egy nyomdasérzékeny komponenst rejt magaban. Magasabb
hémérsékleten, (60°C-on) a stabil komponens ardnya nagyobb volt. A nyomas

hatasara torténd disszociacio reverzibilis, ugyanis a masodik nyomasciklus utan tjra
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kialakul az intermolekularis antiparallel B-lemez szerkezetli hidrogénhidakkal

stabilizalt aggregatum.

Az aggregatumra jellemz6 komponens teriilete az egész amid I sav teriiletének 4 ill.
5,5 %-a 45°C-on ill. 60°C-on. Ez ezt jelenti, hogy amennyiben minden fehérjelanc
aggregatumot képezne, fehérjénként 5-8 aminosav venne részt az aggregatumot
stabilizalo intermolekuléris kotésekben. Ez nagyon kevésnek tlinik, hiszen ahhoz,
hogy Osszefliggd aggregatum j6jjon 1étre, egy polipeptid lancnak ketténél tobb masik
lanccal kell kapcsolatot tartania. Sokkal valésziniibb, hogy az aggregatumot
stabilizalo antiparallel B-szerii hidrogénhidak szama fehérjénként a fenti érték
tobbszorose, ¢és a fehérjék csak egy része tartozik az aggregatumhoz. Ennek

bizonyitasara még visszatérek.

Egy nagyon egyszerli modellel, mely szerint az aggregatumr6l egyenként levalo
fehérjék egyensulyban vannak az aggregdtummal, az aggregicidés folyamat
térfogatvaltozasara a AV=18,3+1,6 ill. 15,0+1,4 cm’/mol értékeket kapjuk 45 ill.
60°C-on. Béar az illesztés hibai 10% koriiliek, a modell egyszeriisége miatt a fenti

értékeket csak becslésnek tekinthetjiik.

Ez (abszolut értékben) jelentdsen kisebb a nyomads-denaturdciondl mérhetd
térfogatvaltozasnal, ami -72 cm’/mol volt. Fontos megjegyezni, hogy az aggregacid
¢s a denaturacio kiilonbozo szerkezetvaltozast vonnak maguk utan, ezért a térfogatok

aranya nem ¢értelmezhetd az aggregacioban résztvevd aminosavak hanyadaként.

Mivel a szobahOmérsékleten végrehajtott nyomasciklus utdn nem keletkezett
aggregatum, felmeriilt a kérdés, hogy ez kinetikai vagy szerkezeti okokbol
kovetkezett-e be. Két lehetdség van: az egyik szerint keletkezett intermedier
komponens a refolding soran, csak ez nagyon lassan aggregalddik, ill. az aggregacio
¢s a nativ szerkezet ljragombolyodasa vetélkedd folyamataibdl az ujragombolyodas
keriill ki gybztesen. A masik lehetdség szerint az intermedier szerkezet
keletkezéséhez megemelkedett homérsékletre van sziikség. Ennek eldontésére a
szobahOmérséklet kozelében ¢és alatta (27°C ¢és 5°C-on) nyomas-denaturacids

cikluson atesett fehérjét mar az atmoszferikus nyomashoz kozeli nyoméson®

* Technikai okokbol a nyomést nem lehet egészen 1 bar-ra csokkenteni, mert a nyomascella zarasa
ekkor nem lenne biztositott. A nyomast tipikusan 40 MPa érték kornyékére (30 és 50 MPa kozé)
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25. 4dbra. A mioglobin 1616 cm™-es savjanak
relativ terlilete nyomasciklust kovetd (o) és a
nyomascikluson 4t nem esett (m) fehérje melegitése

soran.

melegitettilk. A 25. abra
mutatja a 1616 cm™-es
komponensnek az egész
amid 1 savhoz viszo-
nyitott teriiletét a hdmér-
séklet fiiggvényében. A
nyomaskezelésen atesett
fehérje mar a normal
denaturicidos homérséklet
alatt aggregdlodni kezd. A
30°C folétt megjelend
intermolekularis kolcson-

hatasra utalo savok

teriilete kisebb, mint a hddenaturacid esetén. A 45 °C-on mért érték megfelel a 45°C-

on nyomaskezelt fehérje esetén mért értéknek.

Kérdésiinkre tehat egyértelmii valaszt kaptunk azzal, hogy a nem teljesen

felgombolyodott intermedier szerkezetek alacsonyabb hdmérsékleten is keletkeznek

a nyomasciklus utan, csak az aggregaciojuk gatolt 30°C alatt.

Megjegyzendd, hogy a 1616 cm™'-es sdvnak a 40-60°C tartomanyban a denaturalthoz

(90-100°C) képest mért kisebb intenzitasa megerdsiti azt a korabbi feltételezésiinket,

hogy a 45 és 60°C-on végzett méréseinknél nem volt minden fehérje az aggregatum

része.

A méréseinkben megjelend fehérje-konformacio atalakulasokat a kovetkezé sémaval

értelmeztuk:

n N >

nU

sikeriilt levinni ezekben a kisérletekben anélkiil, hogy a minta kifolyt volna. Ezt fogom tigy hivni,

hogy az ,,atmoszferikus nyomas kozelében”.
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0.1 MPa

ahol N jeloli a nativ, I az intermedier, U a széttekeredett (unfolded), A az
irreverzibilisen aggregalt allapotot, I,, pedig olyan, n fehérjelancbol allo reverzibilis
aggregatum, amely méréseink szerint nyomassal disszocidlhatd. Ez a séma jol
magyarazza eddigi méréseinket, miszerint a nativ allapotbdl kiindulva a fehérje
nyomas hatdsdra intermedier allapoton keresztiil denaturalodik, de a nyomas utan a
refolding idéigénye miatt a fehérje hosszabb idot tolt el az intermedier allapotban, és
ezért van ideje aggregalddni (I,). Az asszociatum egy része tovabb stabilizalodik, és

nyomasallo aggregatum valik beldle (A).

Végiil egy nyomas-hémérséklet kombinalt ciklust végeztiink, ennek az eredményét
mutatja a 26. abra. A fehérjét 30 °C-on nyomasdenaturaltuk, majd 90 °C-ra, a
denaturacios hoémérséklet folé fiitottiik, és ezen a homérsékleten a nyomast
atmoszferikusra csokkentettiik, majd egy nyomasciklus utan a mintat atmoszferikus

nyomas kozelében hiitottiik szobahdmérsékletre (26. a dbra).

c ey

sikeresen gatolja 90 °C-on is, ami egyébként joval a denaturacidos homérséklet felett

van. A nagy nyomas megsziintetése ugyanugy indukalta az aggregaciot, mint 45 és

;)

1 GPa + ’/ebﬁ

Abszorbancia [tetsz. egys.]
>> > ]
a

I t t t t t t |
1580 1600 1620 16840 1860 1880 1700 1720

v [cm"]

26. abra. A mioglobinon végrehajtott nyomas-hémérséklet ciklus: a) A p-T ciklus
sematikus d&brdja. b) A mioglobin infravords spektruma (amid I sdv) a nyomas-
hémérséklet ciklus alatt. A gorbék melletti betiik az A panelen lathatod p-T értékekhez
tartoznak. (a: 0,1MPa,30°C, b: 1,2 GPa, 90°C, c:<50MPa, 90°C, d: 1GPa, 90°C, e:
50MPa, 90°C
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60 °C-on. Ez az aggregatum szintén részben disszocialédott nagy nyomas alatt, a 24.
abrahoz hasonld nyomasfiiggéssel. A 90°-on illesztett exponencialis fliggvénybdl
szamolhat6 térfogatvaltozas: AV=7,3 £ 0,4 cm’/mol. Ezt az értéket, és a mar emlitett
aggregacios AlV-ket a hdomérséklet fiiggvényében abrazolva, egyenest kapunk,
melynek a meredeksége -0,25+0,01 cm’/(mol'K), amit az aggregalt és az

cre

értelmezni.

Osszefoglalva  megallapithatjuk, hogy a  nyomds-denaturiciot  kovetd
ujragombolyodés soran a mioglobinban intermedier szerkezet alakul ki. Ez a félig
feltekeredett fehérje-konformacié atmoszferikus nyomason mar a denaturacids
homérséklet alatt aggregatumokat képez, ezek az aggregatumok azonban nagy
nyomasra részlegesen disszocialédnak. A kisérleteinkben tapasztalt konformacio-
valtozasokat egy egységes sémaban foglaltuk 6ssze, amellyel sikeriilt értelmezni a
kiilonb6z6 nyomds- és homérsékletviszonyok kozott kialakuld  fehérje-

konformaciodkat.

4.3.2. Széja lipoxigenaz

A mioglobinnal ellentétben a
lipoxigendz nem csak helikalis
struktirakat tartalmaz, hanem tobb
kisebb béta-lemezt is (Gaftney,
1996, Minor és mtsai, 1996) (ld.
3.5. fejezet, 10. abra). Ezért volt

Abszorbancia [tetsz. egys.]

kiilonosen  érdekes, hogy a

mioglobinndl tapasztalt (nyomas- - - - :
1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720

denaturacios ciklus hatasara vem™]

kialakuld) intermedier szerkezetek a 27. abra. A szdja lipoxigenaz dekonvolvalt
amid [ savja 55°C-on. Alul a denaturald
nyomasciklus  utdn  atmoszferikushoz
megjelennek-e, azaz, hogy egyedi, a kozeli nyomason mért spektrum, feliil a
masodik nyomasciklus sordan 1,6 GPa-n
mért spektrum (fliiggdlegesen eltolva).

lipoxigenaz nyomasciklusa utan is

mioglobinra  jellemzd  tulajdon—

saggal allunk-e szemben, vagy a
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fehérjék egy altalanos tulajdonsagat ragadtuk meg?

A 27. abra mutatja a lipoxigenaz amid [ savjat az 55°C-on végzett denaturalod
nyomadsciklus utan atmoszferikushoz kozeli nyomason, ill. a méasodik nyomasciklus

soran 1,6 GPa nyomason.

044 Lathatd, hogy az aggregaciora
0.12 n " hajlamos intermedier konfor—
s 011 ™ N .
E a macio itt is jelen van, amit a
< 008 a
2 0.06 1 n" gyenge aggregatumok meg—
< n . , .
004 o jelenése mutat. Az 55°C joval a
0.02
0 -—-n-u-u-l.'. denaturacios hémérséklet
0 20 40 60 80 100 L .
. (68°C, Heinisch ¢s mtsai 1995)
alatt van. A mioglobinhoz
28. dbra. A szoja lipoxigenaz enzim 1616 cm'-es hasonldan az aggregatum nagy

savjanak relativ teriilete a 20°-on végrehajtott
denaturdld nyomasciklus utdn, a hdémérséklet
fliggvényében. részlegesen disszocialodik.

nyomds  hatasara  itt s

A 20°C-on nyomasdenaturalt
¢s Ujratekeredett lipoxigenazt a homérséklet fiiggvényében vizsgéltuk a
mioglobinhoz hasonléan. A 28. dbra mutatja az intermolekuléris antiparallel béta
szerkezetre jellemzd 1616-0s sav teriiletét a homérséklet fiiggvényében.
Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy a mioglobinhoz hasonldan a lipoxigenaz esetén
fehérjelancok, amelyek intermolekularis béta tipusi hidrogénhidakkal stabilizalt

aggregatumot hoznak 1étre mar 30 °C-al a denaturacios hémérséklet alatt.

4.4. Fehérje-kompresszibilitas mérése nagy nyomason fluoreszcencia vonal-

keskenyedés méréssel. (T4, P11)
A fehérjék miikodésében a szerkezet dinamikdjanak, azaz a fluktuacidknak alapvetd

jelentdségiik van. A mar emlitett fluktuacid-disszipacié tétel kimondja, hogy a

térfogati fluktudciok és a kompresszibilitas kozott szoros kapcsolat van. Ezért a

76



kompresszibilitdis mérésével a fehérje mikddését meghatarozé dinamikaba

kaphatunk bepillantést.

Olyan moddszert fejlesztetiink ki, amelynek a segitségével a fehérje-kompresszibilitas
spektroszkopiai modszerrel mérhetd, anélkiil, hogy specidlis és nagyon draga, kis
vonalszélességli 1ézerre lenne sziikség. A moddszert eldszor a dimetil-szulfoxid
matrixba agyazott magnézium-mezoporfirin rendszeren probaltuk ki, majd a
modszert a  magnézium-mezoporfirinnel  helyettesitett ~ tormaperoxidaz

kompresszibilitdsanak meghatarozéasara hasznaltuk.

4.4 1. A kompresszibilitas szamolasa FLN spektroszkopiai mérésekbol. EIméleti

eredmények.

A spektralis lyukégetés technikajara kidolgozott elméletet (Laird és Skinner, 1989)
fejlesztettem tovabb olyan mddon, hogy a fluoreszcencia vonalkeskenyedési (FLN)
spektroszkopiaval meghatarozott, sokkal kisebb felbontasii mérések eredményeibdl,
azaz az inhomogén eloszlasfliggvény maximumanak nyomas-eltolodasabol is
meghatarozhaté legyen a fehérje kompresszibilitdisa (a vakuum-frekvencia

ismeretében).

A Laird-Skinner elmélet szerint egy kromofor molekula 1 frekvencidnal fellépd
spektrumvonala p nyomads hatdsara v, értékre tolodik el a kdvetkezd egyenlet szerint

(Id. a 2. 3. 3. fejezet (11) egyenletét):
V=W =2 (W—Viac ) KP (21)

ahol 1,. a kromofor atmeneti frekvencidja kiilsé hatas nélkiil (azaz vakuumban), x

pedig a kromofor kérnyezetének kompresszibilitasa.

Az FLN spektroszkopiai mérésekben azonban nem egy egyedi molekula spektralis
vonalat hatarozzuk meg, hanem egy inhomogén kdrnyezetben levo kromoforsokasag
eloszlasfiiggvényét, az inhomogén eloszlasfiiggvényt (IDF). A 2.3.1. fejezetben
bevezetett dN/dE inhomogén eloszlasfiiggvényt a dN/d v alakban irjuk fel ¥. Mivel a

Y Az inhomogén eloszlasfiiggvény matematikai precizitassal tulajdonképpen stirtiségfiiggvény. (A
matematikusok az N(v) fiiggvényt neveznék eloszlasfiiggvénynek, ahol N(v) azon kromofoérok szama,
amelyek atmeneti frekvenciaja kisebb mint v.) Mivel az irodalomban a dN/dv -re az eloszlasfliggvény
(és nem a stiriségfiiggvény) elnevezés terjedt el, én is ezt fogom hasznalni.
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kromofor kornyezete inhomogén, ezért nulla nyomason az inhomogén kornyezet
altal okozott vy- 1. Un. ,,0ldészer eltolodas” sem azonos minden molekulara. Igy a
nyomas nélkil (de matrixban) mérhetd v frekvencia az inhomogén

eloszlasfiiggvényt koveti. Feltételezve, hogy ez Gauss-gorbe:

_ (Vo —Voo )2

dN(v) 202 (22)

dv

N,
=N,G(v,)=—"—¢
Ve N2rmo
ahol N(v) azon kromoforok szama, amelyekre az atmeneti frekvencia v-nél kisebb,
o az eloszlas varhat6 értéke, o pedig a szorasa. Ha a mintat nyomas alé helyezziik,
minden egyes 1y frekvencia eltolodik egy, a Lair-Skinner elméletbdl ismert fiiggvény

szerint:

vV, = fp (Vo) =Vy +2(vy =V, )K P (23)

Ebbdl a p nyomashoz tartozé eloszlasfliiggvény kiszadmolhatéd (I1d. pl. Korn és Korn

1975):

dN(v) = df(x)
=G v 24
y f(v,) il (24)
ahol f, az /» fliggvény inverz fliggvénye:
f—l ( ) Vp + 2VvacKp (25)
Vv, = v)=—"+t—"
0 ? 1+ 2xp
Behelyettesitve a Gauss-fiiggvény konkrét alakjat:
AN(v)| N, e
W - Ny o (26)
dv, ) V2rzo,
ahol:
Vop— Voo T2 K P (Vo= Vaac) (27)
és:
o~(1+2xp)o . (28)
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Vagyis a inhomogén eloszlasfiiggvény a nyomds hatdsara sem valtoztatja meg
alakjat, de a Gauss-fliggvény maximum pozicidja (1y,) €s szélességi paramétere o,
linedrisan valtozik a nyomas fiiggvényében. Igy azt is belattuk, hogy az
eloszlasfiiggvény maximumpozicidja ugyanolyan fliiggvény szerint koveti a nyomas

valtozasat, mint az egyedi kromofor molekulédk vonala (v.6. (11) és (27)).

A most levezetett (27) és (28) egyenletek lehetdséget adnak arra, hogy a matrix

kompresszibilitasat FLN mérésekbdl hatarozzuk meg.

A modszer hatranya, hogy a (27) egyenlet hasznalatahoz sziikség van a vadkuum
frekvenciara (14,), amit tovabbra is SHB mérésekkel kell az adott kromofoérra
meghatarozni. A (28) egyenlet ugyan Ilehetévé tenné a kompresszibilitas
meghatarozasat a vakuum frekvencia nélkiil, de a gyakorlati alkalmazasok esetén az
eloszlasfiiggvény szélességének meghatarozasa altaldban bizonytalanabb, mint a
maximumhely meghatdrozasa, ezért a (28) egyenlet gyakorlati alkalmazasa

korlatozott.
4. 4. 2. A modell probaja szerves matrixba agyazott kromoforral

A modszert eldszor egy szerves matrixba 4gyazott kromofoérral probaltuk ki.
Kromofér molekulank a magnézium-mezoporfirin (MgMP) volt, ezt kivantuk
ugyanis a fehérje-kompresszibilitas vizsgalatokban is hasznalni (1d. 4.4.3. fejezet). A
fehérjekornyezet ,,utanzésara” dimetil-szulfoxidot (DMSO) hasznaltunk, amelyet
Kaposi és mtsai (1993) mar sikeresen alkalmaztak erre a célra kordbbi (nulla

nyomason  végzett) FLN méréseikben.

crer

gyémant celldba toltottiik. A nyomast a rubin 693 nm-es vonalanak eltolodasaval
mértiik, ami egyben a hdmérséklet (10£1 K) ellendrzésére is szolgalt (részleteket 1d.
3. fejezetben). A gerjesztd festéklézer fényét 550 nm és 567 nm (18180 cm™ és
17640 cm™) kozott 0,5 nm-es lépésekben valtoztatva mértik az emisszios

spektrumokat. A 29. dbra mutat néhany kivalasztott spektrumot. A spektrumokon a

™ Ezeket a méréseket kriogenikus hémérsékleten végezték, tehat a minta gyakorlatilag vakuumban
volt. A vakuum kifejezés helyett ebben a fejezetben a nulla nyomast hasznadlom, mert a kromofor
ilyenkor oldatban van, és az oldat (minta) van vakuumban. fgy kiilonboztetem meg a Laird-Skinner
elmélet ,,vakuum”-atol, ami azt jelenti, hogy a kromofort nem veszik koriil mas molekulak (matrix).
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sz¢les felbontatlan sdvra szuperponaldédva vilagosan megfigyelhetdk a vékony

felbontott FLN vonalak. A széles sav a fonon csatolasnak koszonhetd, ezt mint

hatteret levontuk. Az irodalmi bevezetoben (2.3.1) leirtaknak megfeleléen a

felbontott vonalak pozicidja a gerjesztd fény frekvencidjanak (hulldmszamanak'™)

Fluoreszcencia intenzitas [tetsz. egys.]

)

16600 16800 17000 17200 17400 17600

v [cm’1]

29. dbra. A DMSO-ba agyazott MgMP kromofor
FLN emisszios spektrumai kiilonbozd gerjesztd
hulldmhosszak esetén. A gerjeszt hullamhosszak
(alulrdl felfelé): 551 nm (18148cm™), 553, 555,
557,559, 561, 563 nm (1770 cm ') A spektrumok
a jobb attekinthetéség kedvéért fiiggdlegesen el
vannak tolva. Az A, B, C és D-vel jelolt vonalak
a 896, 730, 669 és 592 cm '-es gerjesztett
allapotu vibracidhoz tartoznak. A kék vonal a ,,B”
felbontott vonalhoz tartozd intenzitast jeldli a
spektrumokon.

valtozasaval parhuzamosan

tolodik. A felbontott emisszios

crer

frekvenciatol  (hullamszamtol)
val6 tavolsaga megadja az adott
tartozo

vibronikus  nivohoz

gerjesztett elektronallapota
vibracios energiat. A 29. abran
bejelolt A, B, C ¢é D
vonalakhoz az 592, 669, 730 és
896 cm' -es vibracios
hullamszamok tartoznak. A ,,.B”
vonal a konnyebb
azonosithatosdg kedvéért kék
szinnel meg van jelolve az
Osszes spektrumon. A kék vonal
hosszanak hulldmhossztol valo
fliggése adja szemléletesen az
inhomogén  eloszlasfiiggvényt
(IDF-et). Természetesen az IDF
kiszamitdsdhoz nem csak ezt a
vibronikus vonalat, hanem az
Osszes vonalat

felhasznaltuk. A

megmeért
nulla
nyomason igy kapott IDF-et

mutatja a 30. abra.

" A frekvencia és a hullamszam aranyosak egymassal, a gyakorlatban inkabb hullamszamot

hasznalnak.
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A MgMP/DMSO rendszer—

»

> 1.2 , .. ,

> ben két Gauss-fiiggvénnyel

2 lehetett az IDF-et illeszteni.

[+ 1]

-E- Hasonl6 bimodalis elosz—

.‘“ .

-‘E' 8 lasfiiggvényt kaptak Kaposi

£ és mtsai (1993) is egy

‘s 0.6

-g hasonl6  kromofor (Mg-

g 04 | protoporfirin) esetén szamos

g szerves oldoszerben, koztiik

=

w 02 DMSO matrixban is. A két

populacié aranya az IDF

0 ; - -~ = .
16800 17000 17200 17400 Gauss-komponenseinek

Hullamszam [em™] terliletardnya alapjan 5:1

30. abra. A MgMP inhomogén eloszlasfiiggvénye (83%  és17%).  Feltettiik,
DMSO métrixban, nulla nyomason. Minden X jel hogy a két konformacidhoz
egy felbontott csucsnak felel meg a 29. abran
megmutatott spektrumokon. Az IDF-et két Gauss-
gorbével lehetett megilleszteni. dok megegyeznek. A jobban

tartoz6 abszorpcios allan—

populalt  konformacidhoz
tartozd Gauss komponens kozéppontja 17260415 cm '-nél, a masiké pedig
17020430 cm '-nél volt. A komponensek szélességében nem volt szignifikans
kiilsnbség, mindkét gorbe félérték-félszélessége* 100+10 cm '-nek adodott. A két
IDF komponensnek megfeleltethetd kromofor-populacioban az atlagos oldoszer-
eltolddas (voo- Wae, 1d. (22) egyenletet) kiilonb6zd, ami a kromoférnak a kornyezettel

vald eltérd kolcsonhatasat, azaz a kromofor eltérd beagyazottsagat jelenti.

Az IDF eltéréen valtozott a nyomds hatdsara, attol fiiggden, hogy a nyomaést
szobahdmérsékleten alkalmaztuk, és a mintat azutan hiitottiik le, vagy a mar lehitott

mintat nyomtuk ssze.

Ha a mintat szobahdmérsékleten nyomtuk 6ssze, és utdna hiitottiik le, akkor az IDF

két komponense a nyomas ndvekedésével atpopulalédott. A 31. dbra mutatja a

H Félérték-félszélesség alatt a gorbe maximumanak felénél mért szélesség fele értendd. Kapcesolata a
Gauss gorbe 4.4.1. fejezetben bevezetett ¢ paraméterével : félérték-félszélesség =o/2In2 = 1,1770

81



teriiletaranyokat a nyomas fiiggvényében. A teriiletaranyokbdl a Boltzmann-eloszlas
felhasznaldsaval becslést lehet adni a két komponens térfogatkiilonbségére (AV).
Feltéve, hogy az IDF komponenseinek teriilete ardnyos a megfeleld allapotok

betoltottségeivel, felirhatjuk, hogy
—L=—"loe (29)

ahol 4, ill. 4, a két Gauss-komponens gorbe alatti teriilete, N;, N, pedig az ezeknek a
konformacioknak megfeleld betoltottség, AV=V—V,. Az In(4,/4;)-t a nyomas
fliggvényében egyenessel illesztve a meredekségre AV/RT = 2,3 + 0,3 GPa '-t
kapunk. Innen megkaphatjuk a
térfogatkiilonbséget, ha tudjuk a

1

hémérsékletet.  Fontos  azonban
¢szrevenni, hogy hémérsékletnek nem

helyettesithetjiik be egyszertien a 10

3N/Gv [tetsz.egys]
0.5

K-es mérési homérsékletet, mert a két
o 05 konformacié nem volt egyenstilyban

ezen a hOmeérsékleten. Ez abbdl is

latszik, hogy amikor a nyomast a 10

K-re lehiitétt mintan alkalmaztuk,

b akkor nem kaptunk atpopulalodast a
o " két konformécio kozott. Meg kellett

tehat hataroznunk azt a legkisebb

Teriilet [%]

“0 . hémérsékletet, ahol a minta még

0y a termikus egyenstlyban volt, miel6tt

: o X - ; 25 ez a helyzet a hdomérséklet
P [GPa]

31. dbra. A nyomas hatasa a MgMP/DMSO

rendszer IDF-jére, amikor a nyomast Ennek eldontésére a kovetkezd

szobahOmérsékleten alkalmaztuk. a: Az

IDF-ek kiilonb6zé nyomason. b: A két

komponens teriiletének ardnya a nyomads  kiilonb6z6 hdmérsékleteken nyomtuk

fiiggvényében.

csokkentésével befagyott volna.

kisérletsorozatot végeztilk. A mintat

Ossze 1 GPa feletti nyomasra (ahol az

atpopulalodasnak  mar  vildgosan
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latszania kellett), majd tovabb hiitottik 10 K-re, ahol megmértiik az IDF-et. Azt
tapasztaltuk, hogy 200 K-en ill. e feletti homérsékleten valdé Osszenyomas
alkalmaval bekdvetkezik az atpopulalodas, 150 K ill. alacsonyabb hdmérsékletek
esetén pedig nem. Igy azt a hdmérsékletet, aminek az egyensilyi eloszldsa befagyott,

175€25 K-nek  vettik. (Ez a

17270

pontossag elég volt, hiszen a
17260 meredekség sem volt pontosabb.)
Ennek felhasznalasaval AV = 3,3 +
" 0,7 cm’/mol adodik, ami 5,5 £ 1,2

A’-nek felel meg molekulanként. Ez

3
g

g

g

hat hidrogénatom térfogatanak, vagy

Maximum pozicié [cm™]

17220 { a vizmolekula térfogatanak 1/5-ének

- felel meg.

17210 4

A nagyobb elektronatmeneti

17200

[v] DTS 1 ‘1?5 é 2‘.5 3 ., . ..,
p [GPa energiaval rendelkezd populécio

32. abra. A MgMP/DMSO rendszer IDF- térfogata nagyobb. Ez domindl a
jének maximum pozicidja a nyomas nulla nyomast esetben. A nagy
fliggvényében, amikor a nyomast a
kriogenikus homérsékleten alkalmaztuk. A
vonal a pontokra illesztett egyenes. atmeneti energidja a matrix és a

nyomason kapott populacié csokkent

kromofor kozti erdsebb
kolcsonhatasra  utal, amely megfelel egy szorosabban  Osszeillesztett
molekulaelrendezddésnek. Ez a szoros elrendezddés adhat magyarazatot a kisebb
atmeneti energidju kromofoérok kisebb térfogatara. (A térfogathoz, ill. ennek
megvaltozasdhoz itt természetesen hozzd kell szamolni a kdrnyezettel vald
kolcsonhatas kovetkeztében a kornyezetben bealld térfogatvaltozasokat is.) Az a
tény, hogy az eltérd térfogatu kromoforok kiilonbozé kolcsonhatasban vannak a
kornyezetiikkel, azt a feltételezést erdsiti, hogy ezek kiillonbozd konformaciot ill. a
matrixba vald kiilonbozd bedgyazottsagot takarnak. A kisebb térfogathoz tartozo
konformer azonban energetikailag ¢€s/vagy entropiailag nem preferalt nulla

nyomason.
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Ha a nyomast 10 K-en alkalmazzuk, akkor a két allapot nem tud egymasba
atalakulni. Azonban jol megfigyelhet6 az IDF eltolodasa. A 32. dbra mutatja az IDF
elméletnek az el6zd fejezetben ismertetett, altalam az FLN-re tovabbfejlesztett
verziojat alkalmazva a 32. 4bra illesztett egyenesének meredekségébdl
meghatarozhatjuk a matrix, jelen esetben a DMSO kompresszibilitdsat. A

meredekség a (27) egyenlet alapjan:

% — _
2K(VOO Vvac ) (3 0)
p

amibdl a kompresszibilitas:

- 1 vy,
2(V00 - Vvac) ap

€2))

A kompresszibilitds meghatarozasahoz természetesen sziikségiink van még az Un.
vakuum frekvenciara (vyac) iS. Szerencsére ez a mi kromoforunk esetén irodalmi
mérésekbdl (Balog és mtsai, 1977) rendelkezésre allt: vy, = 17560 cm™. A 32. 4bra
egyenesének meredeksége -23+2 cm'/GPa. Ezen adatok felhasznilasival a

kompresszibilitas: x=0,042+0,004 GPa™.

Sajnos a DMSO-nak csak folyadékfazisu kompresszibilitasat lehetett az irodalomban
megtalalni. Czeslik és Jonas (1999) NMR spektroszkopiai mérésekkel meghataroztak
a DMSO Tait-egyenletének paramétereit a 30-70°C kozotti homérséklet—
tartomanyban. Ebbdl az egyenletbdl kb. egy nagysidgrenddel nagyobb
kompresszibilitds adodik, de hangstlyozottan a folyadék fazisra, mig a mi méréseink

a szilard fazisra vonatkoznak (a DMSO fagyaspontja 17°C).

Ez a nagysagrendi eltérés azonban figyelembe véve az olvadékok és szilard fazisok

kozti tipikus kompresszibilitas-kiilonbségeket, elfogadhatonak tiinik.

Az a tény, hogy a 10 K-en 6sszenyomott rendszerben nem jott 1étre atpopulalodas,
azt mutatja, hogy a két konformer jelentdsen kiilonbdzik egymastol, és a koztiik valo
atmenet a kornyezet jelentds atrendezésével is egyiitt kell hogy jarjon. Ez az
atrendez6dés nem johet létre alacsony hdmérsékleten, mert az ehhez sziikséges

aktivacios energia til nagy. Ugy is fogalmazhatjuk, hogy az atrendezédés sokkal
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hosszabb iddskalan torténik, mint a mérés ideje, a kromofor tehat megmarad a nagy

nyomason metastabilld valt konformécioban.

Osszegezve tehat megmutattuk, hogy a DMSO (dimetil-szulfoxid) métrixba agyazott

magnézium-mezoporfirin két kiilonboz6 konformacidt tud felvenni. Meghataroztuk a

két konformacid kozti térfogatkiilonbséget, ami 3,3+0,7 cm’/mol-nak adédott. A

matrix kompresszibilitasat is meghataroztuk, ami 0,042+0,004 GPa volt.

4. 4. 3. A tormaperoxidaz enzim kompresszibilitasa

A fehérjék koziil a tormaperoxidazra
esett a valasztasunk, mivel ez egy
nyomas-denaturacioval szemben
stabilnak mutatkozé hem-fehérje. A
magnézium-mezoporfirinnel helyet—
tesitett torma—peroxidazt mértik. A
helyettesitésre a vas-porfirin
fluoreszcencia ¢lettarta—manak
rovidsége miatt volt sziikség, ami
nagy homogén kiszélesedéshez vezet,
ezért a vas-porfirin alkalmatlan FLN
mérésekre. A helyettesitett hem-
fehérjéknek az a tovabbi elOnyiik,
hogy a fluoreszcens porfirin a fehérje
aktiv helyérdl, annak kornyezetérdl

nytjt informaciot.

A magnézium-mezoporfirinnel
helyet—tesitett tormaperoxidazt
(MgMP-HRP) 1,6 mmol/l

koncentracioban oldottuk fel pH7-es
foszfat pufferben, és utana az el6z6
fejezetben leirtaknak megfeleléen a
gyémant celldban 10 K-en mértiik az
FLN

spektrumokat a  nyomas

1 0GPa

0.8 e
0.6
0.4
s
0.2 X0 3
% x & g
o 1 a
16800 16850 16900 16850 17000 17050 17100 17150 17200
v [em-1]
1.4

1.2 x 06 GPa

0.8
0.6
0.4
0.2

16800 16850 16900 16950 17000 17050 17100 17150 17200
vem)

1.4

' 1.0 GPa
0.8
06
04

0.2

Bt

16800 16850 16900 16950 17000 17050 17100 17150 17200

v [cm“]

1.6 GPa

16800 16850 16900 16950 17000 17050 17100 17150 17200

v[crn"]
33. dbra A MgMP-HRP IDF-jei néhany
kivalasztott nyomason.
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fiiggvényében. A minta atlatszosdganak biztositdsa végett 50% glicerint is
tartalmazott, ami nem befolyasolja a fehérje szerkezetét (Fidy és mtsai, 1992). Bar a
tormaperoxiddz kivételesen nagy nyomasstabilitdssal rendelkezé fehérje, minden
esetben a mar kriogenikus homérsékletre hiitott mintat nyomtuk Ossze, hogy
elkeriiljiik a nyomads altal szobahdmérsékleten okozott konformacids valtozasokat. A
33. abra mutatja az IDF-eket néhany nyomaéasértéken. A gorbe egy dominans

komponenst mutat, bar az eloszlasgdrbe két szélén nagyon kis amplitudoju

komponensek jelenléte

17080 kétségtelen. Ezeket Balog ¢és
17060 1 mtsai  (2000) az = MgMP
- 17040 1 nemspecifikus kotodésével
::% 17020 - magyaraztak. Ezek tehat a jelen
:g 17000 - ¢ munka  szempontjabol  nem
* 16980 lényegesek és ezert a
16960 - tovabbiakban  csak a6
16940 T r r komponensre forditjuk figyel—

0.0 0.5 1.0 15 2.0

b [GPa] miinket. A nulla nyoméson mért

IDF jelentdsen keskenyebb mint
34. abra. A MgMP-HRP IDF-jének maximum

- a szerves matrixba agyazott
pozicidja a nyomas fliggvényében

kromofor  esetében,  félérték-
félszélessége 25 cm™. A kromofor tehat sokkal jobban meghatarozott kérnyezetben
helyezkedik el a fehérje-zsebben, mint a szerves oldoszerben. A nulla nyoméson

mért IDF pozicidja és szélessége megfelel a korabbi irodalmi méréseknek.

A 4.4.1. fejezetben kimunkalt elméleti leirasnak megfeleléen (27 és 28 egyenletek)
az IDF-ek eltolodnak, és egyben ki is szélesednek a nagy nyomds hatdsdra. A
nyomas fiiggvényében abrazolt maximum pozicidk pontjai (34. dbra) jol illeszkednek
egy egyenesre, aminek a meredeksége 67+3 cm™/GPa. Ezt és a mar koribban
emlitett  irodalmi  vdkuum  frekvenciat felhaszndlva a  tormaperoxidaz

kompresszibilitasara k= 0.066+0.003 GPa™ adédik.
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Az irodalomban eddig két olyan mérést kozoltek, amely a tormaperoxidaz
kompresszibilitasara vonatkozott. Ezek az adatok a mostani eredményiinkkel egytitt
az V. tabladzatban vannak Osszefoglalva. A harom mérés eltérd technikaval, ill.
koriilmények kozott tortént. A jelen mérések eredményeként kapott érték kisebb,

mint az ugyancsak kriogenikus hdomérsékleten, de nagysagrendekkel kisebb

V. Tablazat.
A tormaperoxidaz kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozott izotermikus kompresszi—
bilitasa

K kisérleti koriilmények
Moébdszer [GPa] TTK] p[GPa] forras
FLN 0,066 10 0.1-1,7 jelen munka (P11 sajat cikk’
SHB 0,106 1,5 0-0,0011 Balog és mtsai (1997)
Ultrahang 0,067 298 NA* Gekko és Hasegawa (1986)

* Az ultrahangos mérésekben alkalmazott hangnyomadsrol nincs kozvetlen adat, de a
hasonl6 mérések alapjan valoszintisiteni lehet, hogy ez nem nagyobb mint 0,1 MPa.

nyomastartomanyban SHB-vel mért érték, de megegyezik a szobahdmérsékleten
ultrahangsebesség-mérésekbdl szamitott értékkel. Az ultrahangos mérések az
adiabatikus kompresszibilitast adjak, amibdl a k7 = x5 + aZT/p C, formulaval kell
kiszamolni az izotermikus kompresszibilitast (« a hdtagulasi egyiitthato, p a stirliség,
C, az alland6 nyomason mért fajhd). Az ultrahangos mérések az alkalmazott nyomas

(hangnyomas) szempontjabol az alacsony nyomas tartomanyaba esnek.

Az FLN ¢és az SHB kompresszibilitasi adatok eltérését ugy értelmezhetjiik, hogy a
kompresszibilitdas a kis (néhany MPa) és a nagy (100MPa-GPa) nyomas
tartomanyokban eltér6. Ennek megértésé¢hez figyelembe kell venni a fehérje
szerkezetét. A fehérje 0sszenyomadsa valdjaban nem teljesen izotrop modon torténik.
a fehérjében levd iiregek térfogata csOkkenhet. A nagy nyomdson mért kisebb
kompresszibilitast ugy értelmezziik, hogy ezek az iiregek ,.elfogytak”, és a tovabbi
kompresszid ezaltal nagyobb energiat ill. nyomast igényel. Modelliink szerint a
fehérjében kompresszibilisebb €s kevésbé kompresszibilis tartomanyok (domének)
vannak. Kis nyomas hatasara féleg a flexibilisebb, azaz kdnnyebben §sszenyomhato

domének térfogata valtozik, amely nagyobb kompresszibilitast eredményez. Nagy
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Merev

////////%/ W Kis nyomés WW nagy nyomés /////////W

Kromofér
Osszenyomhaté
35. abra Az eltéré kompresszibilitasi domének Osszenyomodéasa alacsony és nagy
nyomas hatasara. Kis nyomason csak az 6sszenyomhat6é domén térfogata csokken, majd
miutan ez teljesen dsszenyomoddott, a tovabbi dsszenyomodas homogén.
nyomason ezek a domének mar teljesen Gsszenyomott allapotban vannak, igy az
egyontetiien kompakttd valt szerkezet tovabbi 0sszenyomasa nehezebb, ezért kapunk
nagy nyomason kisebb kompresszibilitast. Ezt mutatja a 35. abra sematikusan. Az
FLN ¢és az ultrahangos mérések egybeesését a véletlennek tudjuk be, gy gondoljuk,
hogy a homérséklet és a nyomastartomany kiilonboz0ségének hatdsa kiegyenlitette

egymast.

Osszefoglalva, a tormaperoxiddz kompresszibilitasat 10 K-en a 0,1-1,7 GPa
tartomanyban 0,066 GPa'-nak talaltuk. Eredményeinket osszevetettik a sokkal
kisebb nyomadstartomanyban végzett SHB ¢és ultrahangos mérésekbdl kapott
kompresszibilitas értékekkel. Az eltérést eltéré kompresszibilitast fehérjedomének
jelenlétével magyaraztuk. Eszerint a fehérje flexibilisebb doménjei alacsony
nyomdason nagyobb deformaciét mutatnak, és ez vezet a nagyobb kompresszibilitas
értékhez. Modelliink szerint a nyomas novelésével eldszor a nagyobb
kompresszibilitast (flexibilisebb) domének nyomoddnak Ossze, mialatt a rigidebb
domének szerkezete csak kissé deformalodik. Nagy nyoméson a flexibilis régiok mar
teljesen Ossze vannak nyomva, és merevvé valnak, azaz az egész fehérje merev, kis
kompresszibilitdsu lesz. Modelliink alapjan azt allapitottuk meg, hogy a

tormaperoxiddzban eltérd flexibilitasu fehérjedomének vannak.
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4. 5. A ho-, nyomas-, és hidegdenaturalt fehérjeallapotok 6sszehasonlitasa FTIR

spektroszkopiaval és termodinamikai analizissel. (TS, P12)

A hideg- ¢és hddenaturalt fehérjeszerkezetek Osszehasonlitasa tekintetében az

irodalom ellentmondédsos volt. A nyomads-denaturdlt és a madsik két modon

kigombolyodott fehérje-konformacié 6sszehasonlitdsa hidnyzott az irodalombol.

FTIR spektroszkopiai mérésekkel hasonlitottuk Ossze a 16sziv mioglobin ho-,

nyomas-, ¢és hidegdenaturalt allapotait. A mioglobint pD8,2 Tris-DCl pufferben

oldottuk 75mg/ml koncentracidoban. A nyomads- ¢€s hideg-denaturaciot a gyémant

cellaban mértiik, a hddenaturaciot pedig CaF, ablakkal ellatott kiivettaban.

4.5.1. A nativ szerkezet

A 36. abra a losziv mioglobin
infravorés spektruméanak amid
I savjat mutatja (mért és
dekonvolvalt spektrum). A
betétabraban a dekonvolvalt
Gauss-

spektrum fliggveé-

nyekkel torténd illesztését
latjuk. Az amid I savon kiviil
még az amid II ill. II” savokat,
valamint a tirozin és glutamat
oldalldncok rezgési vonalat
figyeltik meg 1517 ill
1566 cm™-nél (Rahmelov és
mtsai, 1988, Ismail és mtsai
1992). A 16sziv mioglobinban

két tirozin (a 103-as és 146-0s

| // |
o \ /
: \
=
[ 1620 1640 1860 1850 1700
Fo!
e
ﬁ
Fo!
< \_// \m‘—— b
- o a
| | | | | |
1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 172C
Hullamszam [cm™]
36. abra A 16sziv mioglobin infravords

spektruméanak amid I sévja. a: eredeti spektrum,
b: dekonvolvalt spektrum. betét: Gauss-
gorbeékkel illesztett dekonvolvalt spektrum.

pozicidban), valamint 13, a szerkezetben egyenletesen eloszlott glutamat aminosav

talalhato (Evans és Brayer, 1990).
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VI. Tablazat. A mioglobin masodlagos szerkezeti aranyai (%-ban) nativ, hddenaturalt
(90°C), hideg denaturalt (-21°C, 200 MPa), nyomasdenaturalt (1GPa) allapotban, ill.
ezen kezelések utan.

o-hélix+ kinytjtott intermolekularis
allapot random lanc hurok B-lemez
nativ 73,5 15 11,5 0
hodenaturalt 47,5 14 11,5 27
hodenaturacié utan 47 13 15,5 24.5
hidegdenaturalt 42 52 6 0
hidegdenat. utan 37,5 49,5 6 0
nyomas-denaturalt 32 61 7 0
nyomas-denat. utan 45,5 45,5 9 0

A fehérje nativ szerkezetét a 36. abra betétjében lathaté illesztés és a II. tablazat
(2.2.5. fejezet) hozzarendelései alapjan allapitottuk meg. Ezek az adatok a VI.
tablazatban vannak Osszefoglalva. A nativ allapoti fehérje spektrumanak illesztése
egybecseng Evans és Brayer (1990) eredményeivel, akik 74%-o0s alfa hélix ardnyt
talaltak a fehérje rontgen-krisztallografidval mért szerkezetében. Sajnos a
spektrumban a helikdlis ¢és rendezetlen szerkezeteket nem lehetett kiilon
megilleszteni, ezért ezek egylittes szazalékos aranyat adjuk meg a tablazatban.
Természetesen a spektrumrol megéllapithatd, hogy abban a rendezetlen, vagy a
helikalis szerkezet dominal, mivel ez utdbbira keskenyebb, az eldbbire pedig széles

amid I sav jellemzd.
4.5.2. A hideg-denaturacio

A hideg-denaturacio detektalasat altaldban neheziti, vagy teljesen lehetetlenné teszi,
ha az a viz fagyaspontja alatti hdmérsékleten torténik. Egyes kutatok ilyenkor kémiai
eszkozokkel kicsit destabilizaljadk a fehérjét, kissé ,rasegitve” a vizsgalni kivéant
effektusra, hogy az magasabb homérséklettartomanyba essen. Rendszerint guanidin
hidrokloridot (GuHCl) vagy ureat alkalmaznak szubdenaturalé koncentracioban.
Azonban a GuHCI vagy urea oldatban levd fehérje mar jelentdsen kiilonbozhet a
nativtol, igy a vizsgalando effektust ezek a ,rdsegité” kémiai 4agensek
megvaltoztathatjak. Ezt mindenképpen el szerettiik volna keriilni. Bar a viszonylag
tomény fehérjeoldat altal okozott olvadaspont-csokkenés itt segitségiinkre van, mi

enn¢l hatdsosabb modszert alkalmaztunk. A viz fazisdiagramjat hasznaltuk ki,
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p [MPa]
A
400 T ol
2
8
S
2
< :
1580 ‘IE-IGO 16.20 16I40 ‘IEIECI 1680 1?;DO 1720
! f > hullamszam [em™]
-20 0 20 T[°C] 0.54
37. abra. A hideg denaturacios utvonal rg 052 B ."_;-f"'“.
a p-T sikon. A kék gorbe jelzi a £ ‘f'
desztillalt viz fagyasgorbéjét, amit g % y.
. o4 . 7 w 4
Br‘1dgmann (1935) mérései alapjan T 4 ',‘-
rajzoltunk meg. © o
3 046 ‘,/
amelynek az a specialitisa, hogy mintegy 8 » Py
8 = .
200 MPa-ig az olvadasi hémérséklet < i _
e -20 -10 0 10 20

csokken a nyomas novekedésével, e
hémeérséklet [°C]

anis az I-es tipusu jég fajlagos
e z Pust Jeg TaJla80S 38 sbra. A) A 16sziv mioglobin amid 1

terfogata nagyobb, mint a vizé. Ezert a  s4vja a hideg-denaturacié soran. Az a
¢s d gorbe kivételével mindegyik
spektrum 200 MPa-on van felvéve. A
nyomason végeztilk. Ez a nyomas, mint  hdmérsékletek (alulrél felfelé, °C-ban):
20 (a), 20, 15, 11, 5, 0, -5, -10, -15, -20,
-25, -28 (b), 10 (c), 20 (d). B) A 1650
még nem hoz létre konformacids c¢m'-nél mért  abszorbancia a
hémérséklet fliggvényében.

hideg—denaturacios mérésiinket 200 MPa

azt a nyomas-denaturacional latni fogjuk,

valtozésokat a mioglobin szerkezetében,
de a rendelkezésiinkre 4ll6 hdmérséklet-
tartomanyt joval kiszélesiti a negativ hdmérsékletek iranyaba. A 37. abra mutatja a
mérési utvonalat a p-T sikon, valamint a (desztillalt) viz fazisdiagramjanak részleteit.
Bar a mérési utvonal latszolag athalad a fagyasgorbén, hangsulyozni kell, hogy a
mérés soran a mintdban levé nehézviz nem fagyott meg, amit a viz 3500 cm™ koriili
vibraciés sdvja bizonyitott. Ennek az oka a mar emlitett fagyaspontcsokkenés
lehetett.

A 38. A abran mutatom be a hiitési ciklus soran mért spektrumokat. A hdmérséklet

csokkenésével a minta abszorbanciaja 1650 cm™-nél csokken, a 1620-1640 cm™
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tartomanyban pedig novekszik. Ezt féleg a rendezetlen szerkezetet jelzd 1640 cm™-
es széles spektrumkomponens megjelenése okozza. Az abszorbancia novekedése
1624 cm'-nél ugyanolyan valtozast mutat, mint az 1566 cm™-es csucs
intenzitasvaltozdsa. Ez utobbi a glutamat oldallancok aszimmetrikus COO™

vibracidihoz rendelheto.

Az amid I s&v alapjan hataroztuk meg a hideg-denaturaci6 atalakulasi homérsékletét,
amit a 1650 cm™'-es csucs abszorbancia-valtozasanak illesztése soran illesztett gorbe
kozéppontjahoz tartozd homérséklettel definialtunk. Az abszorbancia illesztését a

kovetkezd modell segitségével végeztiik el.

Feltételeztiikk, hogy az abszorbancia a nativ ill. a denaturalt fehérje esetén is a
hémérséklet linearis fliggvénye: Anaiv=An+ T By, Agenaturat = Aa+ T Bq . A van’t Hoff
egyenlet -oo-t6l 7-ig torténd kiintegralasaval kapjuk, hogy a denaturacié egyensulyi
allanddja:

—ﬂﬂmmt 7ﬂ[lfi]
RT ’ —e RA\T T

K=e (32)

ahol AH a denaturdcidhoz tartozd entalpiavaltozas, 71, pedig az &atmenet
kozéppontjdhoz (K=1) tartozd6 hdémérséklet. Ha egy 7T hdémérsékleten a
fehérjemolekuldk Xy aranya van denaturdlt allapotban, akkor a megfigyelt

abszorbancia:

A = (1-Xy) Anativ T Xa Adenaturate = (1-Xq) (4 +T By, )+ Xq (Aq+T By) (33)

X
Az egyensulyi éalland6 K = ¢__definicidjanak felhasznaldsdval a mért

d

abszorbanciat a kovetkez6 fiiggvénnyel tudjuk illeszteni:

éﬁﬂg,_q

=(An +TB”)+(Ad+TBd)€R T, T
AH( 1 1
1+eR[T”2_Tj

Ezzel a fiiggvénnyel illesztettik a 38. B 4bran lathatd gorbét. (Mivel a

A

(34)

hidegdenaturalt allapotban nem allt rendelkezésre elég adat, a B, = By egyszerlsitd
feltételezéssel éltiink. A fenti egyenstlyi termodinamikai leiras két alapfeltevése,

hogy a folyamat egyensulyi és reverzibilis. Mivel az atalakulds nem volt teljesen
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39. abra. A losziv mioglobin
szerkezete. Az A, G és H hélixek
kékkel vannak jeldolve. Zold szin
mutatja a tirozinokat.

reverzibilis, a kapott entalpia-
valtozast fenntartassal kezeltiik, és
az illesztett adatok kozil csak a 71
értéket hasznaltuk az atmeneti

hémérséklet becslésére.

A hideg-denaturacié homérsékletére
a fenti modell illesztésével -

12,7+0,4 °C adodott.

Az amid II sav nem tlinik el teljesen
még -25°C-on sem, ami joval a
hideg-denaturacios hémérséklet

alatt van. Ez azt mutatja, hogy a
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A tirozin vonal pozicidja [cm'1]

40. abra. A 16sziv mioglobin tirozin rezgési
frekvenciajanak a) homérséklet-, b) nyomas-
fiiggése. (o hideg-, e ho-, Anyomas-
denaturacios mérés)

fehérje szerkezet egy része a rendezetlenségben is kompakt marad, mert a hidrogén-

deutérium (H/D) kicserélddés a hidegdenaturalt allapotban sem megy végbe. Ez

egybecseng Nash és Jonas (1997) megallapitasaval, akik NMR vizsgalataik alapjan

feltételezték, hogy a hidegdenaturalt allapot egy korai folding intermedier allapotra

hasonlit. Ugyanez a csoport a ribonukledz A vizsgéalata sordn azt talalta, hogy a

hidegdenaturalt allapotban a fehérje magja a nativhoz hasonlé allapotban marad

(Zang és mtsai 1995). Molekularis dinamikai szdmolasok azt mutatjak, hogy az A, G
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¢és H hélixek alkotjék azt a belsd magot, ami a fehérje feltekeredése soran legeldszor
kialakul (Floriano és mtsai, 1998). Ezek a hélixek az apomioglobin feltekeredésének
korai szakaszara jellemz0 intermedierben is megtaldlhatoak (Jennings és Wright,
1993). A fehérjében két tirozin van, amelyek a 103-as és a 146-0s pozicidban, a G és
a H hélixeken helyezkednek el (39. 4bra). A 40. a 4bra mutatja a tirozin 1516 cm™'-es
rezgési frekvencidjanak valtozasat a homérséklet fliggvényében. A rezgési
frekvencianak a hideg-denaturacid soran tapasztalt valtozatlansaga alatdmasztja azt a
feltételezést, hogy a G és a H hélixek részt vesznek az emlitett belsé mag
kialakitasaban, ami a folding intermedier és egyben a hideg denaturalt allapotnak is

része.

Amint a 38. abrar6l lathatd, a hideg-denaturaci6 nem teljesen reverzibilis, a
szobahdmérsékletre €és atmoszferikus nyomasra vald visszatérés utan a spektrum
sz¢élesebb, a kinyujtott lancok mennyisége megnd a helikalis szerkezet rovasara, ami

azt mutatja, hogy a fehérje (vagy legaladbb a fehérjemolekuldk egy része) nem nyeri

crer

4.5.3. A nyomas-denaturacio

A nagy nyomasnak a mioglobin FTIR spektrumdra gyakorolt hatasat lathatjuk a 41.
abran. Az illesztést a (32) egyenlettel analog

AG AV
———-+konst _7(17_171/2)

K=e¢e T =e RT (35)

Osszefliggés felhasznalasaval végeztiik el. Joval az atalakulasi nyomas felett illetve
alatt az abszorbanciat a nyomas linedris fliggvényének tekintettiik, hasonld6 médon,
ahogy azt a homérséklettdl fliggd méréseknél tettiik. Az abszorbancia hasonlo

meggondoldsok utan az

AV
—rPi2=p)
(A, 4 pB )+ (4, +pBe

2 (p12-p) G6)
1+err "
osszefiiggéssel irhato fel. Ezt hasznaltuk a 1650 cm™ —nél mért abszorbancia
illesztésére, azzal a kiegészitéssel, hogy a két atmenetet kiilon-kiilon illesztettiik meg.

Az atalakulasi nyomasokra 403+4 MPa, valamint 590+5 MPa adodott. A kétlépcsds
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41. abra. A: A l6sziv mioglobin amid I sdvja a kdvetkez6 nyomdsokon (alulrol):
0,07; 0,13; 0,18; 0,24; 0,30; 0,38; 0,42; 0,45; 0,48; 0,51; 0,54; 0,64. 0,70; 0,84; 0,9;
0,95; 1,0; 1,15; 0,001 GPa. B: Az 1650 cm'-nél mért abszorbancia a nyomas
fliggvényében az illesztett kétlépcsds fiiggvénnyel.

atalakulas gy értelmezhetd, hogy a denaturdcid soran eldszor egy részlegesen
rendezett szerkezet alakul ki, amelyet az olvadt gomgolyag (molten globule) névvel

szoktak illetni az irodalomban. A nyomas-denaturacié nem teljesen reverzibilis,

ahogy az a 41. 4bra fels6 spektrumabol és a VI. tdblazat adataibol is lathato.

A mioglobinon végzett molekularis dinamikai szdmolasok a 700 MPa nyomdason
olyan olvadt gombolyag allapotot talaltak, amelyben a helikalis szerkezet 30-40%
koriilli  (Floriano ¢és mtsai, 1998). Természetesen a molekularis dinamikai
szdmoléasokat fenntartdssal kell kezelni, mivel a nyomdés-denaturdcié kinetikéja
feltételezhetoen sokkal lassabb, mint a szamolasokkal kovethet6 idotartam. (Ruan és
mtsai (2003) néhanyszor szaz masodperc hosszliisagi karakterisztikus denaturacios
idoket mértek). A 700 MPa nyomason végzett szamolasokban tehat a fehérje
valdsziniileg nem volt termikus egyensulyban. Ennek ellenére a szamolasok mégis
alatamasztjak azt az altalanos képet, miszerint a fehérje kiilonboz6 tartomanyai eltérd
stabilitdssal rendelkeznek, ezért nem egyszerre gombolyodnak szét, vagyis a
nyomas-denaturacié soran olvadt gombolyag konformacié keletkezik, mint arra

kisérleteink is utalnak.

A tirozin rezgés eltolodédsa a nagyobb hullamszamok felé (40. b abra) a tisztan fizikai
kompresszi6 eredménye. Ez is azt tdmasztja ald, hogy a nyomasdenaturalt allapotban

megmaradt a szerkezet egy része.
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4.5.4. A hodenaturacio

A 42. abran lathaté az infravords spektrum valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében

atmoszferikus nyomason. 72 °C kozelében a 1650 cm™'-es, a helikalis szerkezetre

1.2

M B

0.9+

Abszorbancia

0.8

ot

07

Abszorbancia 1650 cm™-nél

L 06 L L 1 )
1580 1600 1620 1840 1660 1680 1700 1720 20 40 60 80 100

hullamszam [em™] T[°C]

42. dbra. A) A 16sziv mioglobin amid I savja a kdvetkez6 homérsékleteken: 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 80, 85,
90°C, valamint 25 °C-on a lehiités utan. B) Az 1650 cm™'-nél mért abszorbancia a
hémérséklet fliggvényében, az illesztett gdrbével.

jellemzé komponens abszorbancidja gyorsan csokken. Ezt a gorbét is a (34)
egyenlettel illesztettiik, aminek eredményeként a 72,3 £ 0,1 °C atmeneti hémérsékleti
értéket kaptuk. Szembetlind az intermolekuléris antiparallel béta lemezre jellemz6
oldalsavok (1618 cm™ és 1683 cm™) megjelenése a hddenaturdcios atalakuldssal
parhuzamosan. Egyttal az amid IT sav (1550 cm™) intenzitasa folyamatosan csokken
a homérséklet emelkedésével, és 70 °C-nal gyakorlatilag eltiinik, azaz a H/D
kicserélodés teljessé valik. Nativ allapotban a homérséklet novekedésével emelkedd
H/D kicseré¢lédés a fehérje ndvekvd dinamikdjaval magyardzhat6. A fehérje
dinamikus hémozgasa kozben rovid idére bizonyos szerkezeti részek atmenetileg
kissé kitekeredhetnek, ami elémozditja az itt talalhaté hidrogének kicserélodését

(Englander és mtsai, 1996, Englander, 2000).

A tirozin rezgés frekvencidja a hddenaturacidval parhuzamosan eltolodik az
alacsonyabb frekvencidk fel¢ (40. A 4abra). Az atmenet kooperativ, kdzéppontja

(72,242,9 °C) megegyezik az 1650 cm'-es abszorbancia csdkkenésének atmeneti
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hémérsékletével, de az atmenet joval szélesebb. A rezgési frekvencia csokkenése
ellentétes azzal, amit Fabian és mtsai (1993) ill. Panick és Winter (2000) talaltak a
ribonukleaz A és T fehérjék esetén. Meg kell azonban jegyezni, hogy ezek a fehérjék
nem aggregaldédnak még a hddenaturdlt allapotukban sem. Az emlitett szerzdk a
frekvenciandvekedést azzal magyaraztdk, hogy az olddszernek kitett tirozin
gyengébb hidrogénhid kotést 1étesit, mint a fehérjében eltemetett tirozin. Mi ennek
ellenkez6jét tapasztaltuk, ami arra utal, hogy az aggregatumban a tirozin hidrogénhid
er6sebb. Ez egyben azt is jelenti, hogy a G és H hélixek a hddenaturdcido soran
teljesen széttekerednek, ellentétben a hideg- €és a nyomas-denaturicid esetén
tapasztaltakkal. A hddenaturéaci6 teljesen irreverzibilis, a mintat szobahdmérsékletre
visszahlitve az aggregaciora jellemz6 sdvok megmaradnak, €s az amid sav kdzepének

sz¢les (rendezetlen szerkezetre jellemzd) jellege sem valtozik.
4.5.5. A hideg-, nyomas- és hédenaturacio 6sszehasonlitasa

A hdédenaturacié egyértelmiien eltér a masik két denaturdciotdél az azt szorosan
kovetd aggregacio tekintetében. A hideg €s a nyomas-denaturacio kozti kiilonbséget

még két kisérlettel probaltuk felderiteni.

Az els6 kisérletben a nyomasdenaturdlt fehérjét hiitottiik joval hideg-denaturdcios
hémérséklet ala. Ekkor a spektrum nem véltozott szignifikdnsan, ami azt mutatja,
hogy a nyomas-denaturdcié utdn részlegesen ujratekeredett konformacid és a
hidegdenaturalt allapot nagyon hasonl6 szerkezetii. Ez megerdsiti a hidegdenaturalt

allapot és a folding intermedier kozti mar feltételezett hasonldsagot.

A masodik kisérletben a hideg—denaturalt fehérjét melegitettik. Korabbi
méréseinkbdl mar ismert volt (1d. 3.4. fejezet), hogy a nyomas-denaturacion atesett
fehérje olyan intermedier allapotba keriil, amely mar a hddenaturacios homérseklet
alatt is elkezd aggregalddni. Arra voltunk kivancsiak, vajon a hidegdenaturalt fehérje
is hasonld intermedier allapotban van-e a hideg-denaturacio utan. A 43. dbra mutatja,
hogy az aggregaciot jelzé 1618 cm™'-es sav mar 40°C alatt megjelenik, és intenzitisa
tovabb novekszik a homérséklettel, majd a teljes nagysagat a hddenaturacié utan éri

el. A fehérje aggregaciora valo hajlama tehat a nyomads- és a hideg-denaturacio utan
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szinte teljesen megegyezik, ami megint azt mutatja, hogy a nyomdas és a hideg-

denaturacio hasonld mértékii szerkezetvaltozast jelent.

A hideg- ¢és nyomas-denaturacio

eyl - # tovabbi  kozds tulajdonsagéra
[=3]
i b bukkanhatunk, ha az elliptikus
g an : fazisdiagram  fenomenologikus
I3} ' : elméletében szereplo, a
b [ 4 denaturacidhoz tartozé szabad-
¢ 2 » Inia-valtoza lizaliuk
E * entalpia-valtozast analizaljuk.
2 . o
5 '.ﬁ Eszerint mindkét folyamatban a
< 0 - e térfogatvaltozas hajtja a
20 30 40 50 60 70 80 90 100 folyamatot, szemben a
T [°C) hodenaturacioval, amiben az

. _— : : 4 entropiavaltozdsnak van megha-
43. abra. A 16sziv mioglobin 1618 cm -es

oldalsavjanak teriilete a hideg-denaturaciot tarozo szerepe. A denaturdcionak

kovetd fiités soran. erre a termodinamikai oldalara a

7. tézispontban még visszatérek.

Osszegezve: FTIR spektroszkopiai mérésekkel 6sszehasonlitottuk a 16sziv mioglobin
hideg-, ho- és nyomadsdenaturalt allapotait. Megallapitottuk, hogy a hideg-
denaturacio soran az alfa hélix szerkezet kooperativ modon csokken, az atalakulas
12,7+0,4°C-on torténik. A hidegdenaturalt allapotban a fehérjeszerkezet belsé magja
nem vesziti el a szerkezetét. A nyomas-denaturacié soran megallapitottuk, hogy az
alfa hélix szerkezet mennyisége a fehérjében két 1épésben csokken, 403+3 MPa és
590+£5 MPa nyomadsokon. Megallapitottuk, hogy mind a hideg-, mind pedig a

nyomas-denaturacié részlegesen reverzibilis.

A mioglobin hé-denaturacidja soran a masodlagos szerkezet valtozasa éles szigmoid
gorbét mutatott, aminek kozéppontja 72,3 °C-nal volt. A hddenaturalt fehérje

intermolekularis antiparallel béta-szerkezettel aggregalodott.

Megallapitottuk, hogy a hideg-denaturdci6 utan részlegesen visszatekeredett fehérje a
nyomas-denaturacids cikluson atesett fehérjéhez hasonléan fokozott aggregacios

hajlamu.
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A harom denaturaciét 0sszehasonlitva megallapitottuk, hogy a nyomas- és hideg-
denaturacio utan kialakuld szerkezetek nagymértékben hasonldak, de eltérnek a
magas homérsékleten kialakulttol, amely a legkevesebb madasodlagos szerkezetet
tartalmazza. Radmutattunk, hogy az elliptikus fazisdiagram fenomenologikus elmélete
szerint a nyomds- és hideg-denaturaciot a térfogatvaltozas, mig a hddenaturacidt az

entropiavaltozas hajtja.

4. 6. A tormaperoxidaz enzim stabilitisanak szerkezeti alapjai és a szerkezeti
modosulatoknak a fehérje aggregaciés hajlamaval valo kapcsolata. (T6, P15,

P18)

A tormaperoxiddz (HRP) masodlagos szerkezetének nagy nyomas hatdsara
bekovetkezd valtozasat mértiik infravords spektroszkopiaval. Kiilonbozoképpen
gyengitett szerkezetli fehérje-modosulatokat vizsgaltunk, hogy eldontsiik, mi okozza
a tormaperoxiddz szokatlanul nagy nyomadsstabilitisat. A hat fehérjeforma amit
vizsgaltunk: a nativ, az apo-, a Ca2+-szegény, a fémmentes mezoporfirinnel (MP)
helyettesitett (MPHRP), a benzohidroxamsavat (BHA) mint szubsztratot kotott
forma, valamint egy olyan valtozat, ahol a diszulfid hidakat (ditioeritriollal (DTE))
redukaltuk.

4.6.1. A tormaperoxidaz nyomas-denaturacidja

A 44. abra mutatja a nativ tormaperoxiddz infravords spektrumat a nyomas
fliggvényében, az amid I és az amid II/II’ savok tartomanyéaban. (A kiilonb6z6
nyomasokon mért spektrumok el vannak tolva fiiggélegesen a jobb attekinthetdség
kedvéért.). Talan a legfeltiinébb jelenség ezen az abran az amid II sav (1550 cm™)
eltinése 1 GPa és 1,4 GPa kozott. Ezzel egyidejileg az amid I sav is eltolodik az

alacsonyabb hulldmszamok fel¢, valamint az amid [ sav kiszélesedése 1is

crer

crer

Béar egyediil a maximum pozicido alkalmazéasa elfedheti az atalakulds kezdeti

folyamatait, példaul amikor egy névekvd komponens még nem elég intenziv ahhoz,

crer
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alkalmas, hiszen a
denaturaciokor a nativ
komponens teljesen eltinik, a
rendezetlen komponens pedig
uralja az amid | sav
tartomanyat, ezért az amid sav
maximuma is valtozik. A
maximum pozici6t a mar

ismertetett szigmoid gorbével

illesztettiik, amelynek a pip»

abszorbancia [tetsz. egys]

paraméterét hasznaltuk fel az
egyes tormaperoxiddz valtoza-

tok stabilitasanak jellemzésére.

A 45. abra mutatja a nativ ill. a 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 175C

fémmentes porfirint tartalmazo v [em™]

tormaperoxiddz amid sdvjanak 44. abra. A HRP infravorés spektrumanak
L .. részlete (fliggélegesen eltolva). A nyomasok

poziciojat a nyomas fliggve- (alulrél): 0,05; 0,08; 0,13; 0,19; 0,20; 0,22; 0,27;

nyében. A  kezdeti lassu 0,30, 0,32; 0,33; 0,38; 0,43; 0,52; 0,59; 0,65;
) ) ) .. 0,71; 0,78; 0,85; 0,92; 1,03; 1,10; 1,19; 1,22;

csokkenés utan a  pozicid 1,30; 1,34; 1,37; 1,39; 1,43; 1,27; 1,12; 1,03;

stabilizalodik, majd 1 GPa felett ~ 0,89; 0,73; 0,50; 0,31; 0,19; 0,07; 0,05 GPa.

(7=25°C)

a denaturalt szerkezetre

jellemz6 1642 cm'-hez tart. Az abran latszik, hogy nincs szignifikans kiilonbség a

nativ és a fémmentes porfirint tartalmazé fehérje kdzott a nyomasstabilitast illetden.

A VII. tablazat foglalja 0Ossze a denaturacidos nyomasokat a kiilonbozo

tormaperoxiddz modosulatok esetén.

A nativ allapot szerkezetének vizsgalatara, illetve az szubdenaturacios
nyomastartomanyban végbemend elasztikus valtozadsok kovetésére a spektrumot
felbontasnoveld eljarasnak, a mar ismertetett Fourier ondekonvolacionak (1d.: 2.2.4.)

vetettiik ala. A dekonvolvalt spektrumok a 46. dbran lathatok.
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A nativ fehérje amid I savjaban két f6 1654

komponens talalhaté: 1646 cm'-nél, " 16521 .
3' y L]
. - , , . o 1650 | &
ill.  1659cm'-nél.  Ez  utdbbi ke e e ivence o
N 1548 L S Al TV
egyértelmiien a helikalis szerkezethez 8 1646 - A
g o
rendelhetd, mig az 1646 cm™ -es cstics = 0% 8
T -
. } E 1642 -
a rendezetlen szerkezetre jellemzd S

00 02 04 06 08 10 12 14
p [GPa]

tartomanyban van. A kapott

teriiletaranyokat Osszehasonlithatjuk a 45 abra. A nativ e ill. a fémmentes

rontgen-krisztallografiai adatokkal porfirint tartalmaz6 o tormaperoxidaz
amid 1 savjanak pozicidja a nyomads

(Gajhede, 1997). A PDB adatbazisban fiigavényében.
szerepld szerkezet 51%-ban helikalis

(44% a-hélix, 7% 310 hélix), nagyon kevés B-lemez (2%) talalhatdo benne, és az
aminosavak 47%-ahoz nem rendelhet6 a- vagy p-szerkezet, ezek az aminosavak a
hélixeket 0Osszekotd rovidebb-hosszabb hurkokat alkotjak, melyek egy része
rendezetlen szerkezeti. Az altalunk kapott 1659 cm™-es komponens Gauss-gdrbe
alatti teriilete azonban csak az amid I sav teriiletének 29%-at teszi ki. Ez jelentésen
kevesebb, mint a kristalyszerkezet altal josolt mennyiség. Ha azonban figyelembe
vessziik, hogy az a-hélixben az i-edik aminosavnak a fehérje gerincéhez csatlakozo
oxigénje az i+4-ik aminosavval alkot hidrogénhidat, akkor vildgos, hogy a hélixek
végén taldlhatdo négy aminosav oxigénje mar nem tud hélixen beliili hidrogén-kotést

létrehozni. Vizes oldatban taldlhatd fehérje esetén ezek a vizzel alkotnak

VII. Téblazat.

A kiilonb6z6 tormaperoxidaz varidnsok — az amid I sdv maximumanak poziciojabol
meghatarozott — denaturaciods nyomasai, valamint az amid I sév két f6 komponensének
aranyai.

HRP varians pin [GPa] Aq659/A1647
nativ 1,20+0,01 0,85
fémmentes porfirines (MPHRP) 1,17+0,07 0,50
apo 1,04+0,04 na.
Ca**-szegény (nativ+EDTA) 1,00+0,01 0,80
nativ+tBHA 1,08+0,01 0,98
DTE-vel redukalt diszulfid hidak 0,95+0,03 0,66
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hidrogénhidat. Ha  ezeket az

aminosavakat levonjuk, akkor a
hélixen beliili kotést alkotni képes

aminosavak szama 88, ami a molekulat

Abszorbancia

alkot6 306 aminosavnak épp a 29%-a.

Ezt az interpretaciot tamasztja ala az

is, hogy Dusseau és Pezolet (1990) azt
tapasztaltdk, hogy a masodlagos
szerkezet predikcidja javult, ha a

hélixek két szélsd aminosavat nem

Abszorbancia

szamitottdk a  hélixhez.  Ezeket

rendezetlen hélix” szerkezetiinek
» 1600 1625 1650 1675 1700

tartottak. Bar matematikailag a kétfajta vIem™]

interpretacié ugyanarra az eredményre 46. dbra. A nativ (—) ill. a fémmentes

vezet, a mi értelmezésiink konkrét porﬁrint tartalmazo (---) tormaperoxidéz
dekonvolvalt spektrumai az amid I sdvban.
a: atmoszferikus nyomadson, b: 0,5 GPa. A
Dusseau és Pézolet fenomenologikus —dekonvoltciot 20 cm™-es félérték-
sz€lességli Lorentz fliggvénnyel végeztiik,
ami 1,5-sz0r06s felbontasnovekedést
eredményezett.

fizikai képen alapul, ellentétben

magyarazataval.

A 39 hélixek tobbsége nagyon rovid,
csak egyikiikben taldlhatdé 6 belsd
hidrogénhid, igy a 1665 cm™-nél véart komponens olyan kis intenzitisu, hogy az
intenziv 1659 cm'-es komponens elfedi. A hajlatok adjak egyrészt a 1680 cm™-nél
lathatd savot, valamint a hosszabb, rendezetlen hajlatok a mar ismertetett rendezetlen

komponenshez jarulnak hozza.

crer

parhuzamosan a H/D kicserélédés menetérdl informéciot ado amid I1 séav (1550 cm™)
intenzitasa is mutatja. A fehérjét szokdsunkhoz hiven egy ¢jszakan keresztiil hagytuk
nehézvizes oldatban kicserélddni, tehat a konnyen kicserélhetd hidrogének mar
lecserélddtek deutériumra. A fehérje stabil magjaban (belsd, merev doménjében)
levé hidrogének kicserélédése a denaturacidval egyidejlileg torténik, ahogy ez a 44.

abra spektrumaibodl is latszik. A merev belsd mag létezését késobb molekularis
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dinamikai szamolasok is megerdsitették. Meg kell jegyezni, hogy a fehérje
dinamikdjat vizsgalva (Id. el6z0 tézispont) teljesen mas jelegii mérésekkel azt
tapasztaltuk, hogy a fehérje kompresszibilitasa eltér6 a MPa ¢és a GPa
tartomanyokban, amit szintén a fehérjében levd merev, nehezen 0sszenyomhato,

kovekezésképpen alacsony dinamikaju domén létezésével magyaraztunk.

A fehérjén a denaturacids érték alatti nyomas hatasa is megfigyelhetd. A 46. abran a
dekonvolvalt spektrum 0,5 GPa nyomas hatasara bekovetkezd valtozasa lathatd. A
rendezetlen €s a hélix szerkezetek aranya megvaltozik a rendezetlen javara, ahogy ez
az 1647 cm™'-es és 1659 cm™-es komponensek aranyabol kitiinik. Ezen a nyoméson
azonban nincs valtozas az amid II sadvban, ami egybecseng azzal az eddig felallitott
képilinkkel, hogy a fehérje egy merev és egy flexibilisebb doménbdl all. Alacsony
(< GPa) nyomason a fehérje flexibilisebb doménje elasztikusan deformaldédik, a
merev domén szerkezete pedig csak a molekula teljes kitekeredésénél (1,2 GPa-on)

valtozik.
4.5.2. A fémmentes mezoporfirint tartalmazé HRP (MPHRP)

A fémmentes mezoporfirint tartalmazo fehérje stabilitasi nyomésa nem kiilonbozik
szignifikansan a nativétol (VIL. tabl., 45. abra). Az amid I s4v maximum pozicidja
sem tér el lényegesen a vizsgalt nyomastartomanyban a nativ fehérjéétdl. A
dekonvolvalt spektrumokat analizdlva azonban a fémmentes porfirinnel torténd
helyettesités hatdsa lathato. A 1659 és 1646 cm™'-es komponensek aranya csokken a
helyettesités hatasara, azaz kevesebb lesz a helikalis szerkezet. A nyomadst novelve
azonban ez a kiilonbség csokken, 0,5 GPa-nal mar eltiinik és az arany a 0,5 — 0,9
GPa tartomanyban megegyezik a nativ és a helyettesitett fehérje esetében. Ebbdl azt
a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a porfirin a flexibilisebb doménban talalhato, igy
azt perturbélja a helyettesités is. Mivel a nyomads is ennek a doménnek a szerkezetét
véltoztatja meg legerdteljesebben, a nyomds novekedésével a helyettesités

destabilizald hatasa eltiinik.
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4.6.3. Apo-tormaperoxidaz

A hem csoport eltavolitasaval 1645
o _ 4 r ‘TH 1644 -
eldallt apo-HRP esetén azt vartuk, A o 0’.0... .
i . L 1643 ® e,
hogy a stabilitdss lényegesen N o
g 1642
. , : > °
csokken, ugyaniigy, mint az apo- é e .
mioglobin esetén. A masodlagos T 1640 - i d .
2 o
szerkezet ~ mar  atmoszferikus < 1639 ¢
, . " , , 1638 T e T e T 5 T e T s T & T s T
nyomason jelentdsen eltér a nativ 00 02 04 06 08 10 12 14
fehérjéétol, amit az amid I p [GPa]

47. ébra Az apo-tormaperoxidaz amid I
r6] 1644 cm'-re valo eltolodasa is  sdvjanak maximum pozicidja a nyomés
mutat (47. abra). Az amid savot fuggvénycben.
nem lehetett megbizhatdan
felbontani 1646 cm™-es és 1659 cm™'-es komponensekre. A fehérje atmoszferikus
nyomason kis mértékben aggregalddott is, amit a megjelend 1616 cm™ ill. 1685
cm'-es csucsok mutattak. Ennek ellenére a fehérje nem volt denaturalt allapotban
atmoszferikus nyomason, amint az a tovabbiakbol egyértelmiien kitlinik. 0,2 GPa

nyomason az aggregatumok disszocialodtak, de a teljes denaturacioé csak 1,04+0,04

e ey

A jelenség jol értelmezhetd a merev és flexibilis doméneket tartalmazé mar
ismertetett modelliinkkel. A hem eltavolitdsa jelentésen destabilizalja a fehérje
flexibilis doménjét. Ezért az apo-fehéjében sokkal kevesebb a rendezett masodlagos
szerkezet. A nativ fehérjében a porfirin egy Un. zsebben, azaz liregben helyezkedik
el, ahol masodlagos kotésekkel a polipeptid lanchoz kétédik. A porfirin hidnyaban ez
a fehérjerész nem tud megfelelden feltekeredni, és a nativ szerkezetet felvenni. (Az
apofehérjét ui. ugy készitik, hogy a hem csoportot kémiailag denaturalt fehérjébdl
tavolitjak el. Az apo-fehérje a denaturdloszer kidializalasa utdn spontan moédon
felgombolyodik). A HRP-nek az apomioglobinnal joval nagyobb stabilitasat az
okozhatja, hogy a mioglobin mérete feleakkora, mint a HRP-¢ (153 ill. 306

crer

targyaltunk (39. 4bra) tul kicsi lehet a fehérje stabilizalasahoz. Ez a mioglobin esetén
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a nyomasstabilitdis mar emlitett drasztikus csokkenéséhez vezet (150 MPa az
apofehérjénél, ami mintegy negyede a holofehérje stabilitdsanak). A tormaperoxidaz
merev magja azonban elég nagy ahhoz, hogy 1 GPa-ig stabil maradjon, akkor is,

amikor a hozza kapcsolddo flexibilisebb domén elvesztette a szerkezetét.
4. 6. 4. Csokkentett Ca**-tartalmu fehérje

A tormaperoxidaz térszerkezetét két Ca®" ion stabilizdlja (48. abra), amelyek
sziikségesek a megfeleld felgombolyodashoz, valamint a fehérjén belil a hem
csoport szamara kedvezo kornyezet megteremtéséhez (Smith, 1990). Az irodalomban
azota is nagy vita targyat képezi, hogy egyaltalan lehet-e teljesen Ca®’-mentes
tormaperoxidazt késziteni, vagy csak az egyik Ca®" ion tavolithato el a
fehérjeszerkezet teljes leromboléasa nélkiil. Mi a legegyszeribb modszert alkalmaztuk
a fehérje Ca’'-tartalmanak csokkentésére, az oldathoz etiléndiamin-tetraccetsavat
(EDTA-t) adtunk, amely a Ca®" ionokkal sokkal stabilabb komplexet alkot, mint a
fehérje. A Ca®-nak az EDTA-hoz valo kotddését a karboxilat csoport szimmetrikus
¢s aszimmetrikus nyujtasi rezgései révén lehet detektalni (Kaposi és mtsai, 1999).
Ezek jol megfigyelheték a 49. abra d és e gorbéin. A Ca’’-mentes EDTA rezgései
1404 cm™'-nél valamint
1624 cm'-nél vannak,
mig a kalciumot kot
EDTA rezgései 1406 cm™
és  1588cm’  értékre
tolédnak el. A 49. dbra a
¢s b goOrbéi mutatjak a
HRP spektrumat EDTA
nélkil, és EDTA-val,
vagyis a nativ (moleku-

lanként ketté kalciumot

tartalmazo) 1ill. a csok-

48. . 'ébra. A t(?rmaperoxzifrlé; szerkezete. A kentett Ca'-tartalma
stabilitdshoz hozzajarul6 Ca” ionok (nagy sarga o )

gémbok) ill. a diszulfid hidakat alkotd cisztein fehérje spektrumat. A ¢
aminosavak is fel vannak tiintetve. gorbén lathato kiilsnbségi
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spektrum (b-a), mutatja
az EDTA hatasat. Ez a
kiilonbségi  spektrum
harom csucsot tartal-
maz, az 1404, 1588 ¢és
a 1624 cm’  hullam-
szamoknal. Mivel a

° N /\—‘\-‘ 1)
. fehérjéhez adott EDTA

moléris koncentracidja

Abszorbancia [tetsz. egys.]

d tizszer nagyobb, mint a

e fehérjé¢, az EDTA

r +
nagy része Ca” -mentes

L L B L L B B L L L L B L B BB
1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 175C  4llapotban van. Ha a c
v [em™] spektrumot a d és e

spektrumok linedris
49. abra. a) Ca-ot tartalmazo6 nativ HRP, b) Ca-szegény
HRP infravords spektruma, c) az elézdek kiillonbsége
(b-a), d) EDTA+CaCl, (1:2 m(')larény) e) EDTA Juk el6, akkor az EDTA
infravords spektruma.

kombinaciojaként allit-

telitettségére 20 % jon
ki, ami azt jelentené,
hogy a fehérje mindkét Ca®™ ionjat eltavolitottuk. Ez azonban valosziniileg felsé
becslés, mivel mas mérésekbél tudjuk, hogy a masodik Ca®* eltavolitasa sokkal
bonyolultabb biokémiai eljarasokat igényel (Szigeti és mtsai publikélatlan eredmény,

személyes kozlés).

Az EDTA hozzaadasaval az amid 1 sdv pozicidja nem valtozott, ami megfelel a
korabbi irodalmi eredményeknek. A 1646 cm™-es és 1659 cm™-es savok aranyanak
novekedése azonban a fehérjeszerkezet részleges elvesztését mutatja a Ca®'-hiany
hatasara. A fehérje stabilitdsa jelentésen csokken, 1,00 £0,01 GPa értékre (49. a
abra). Az amid | maximum pozicidhoz teljesen hasonléan valtozik a H/D
kicserélddést jelzé amid II sév intenzitdsa is, azaz a kicserélddés csak a denaturacios
nyomason megy végbe. Megjegyzendé még, hogy az 1588 cm'-es sdv, ami a Ca®'-
nak az EDTA-hoz valé kotédését mutatja, ugrasszeriien megné 0,2 GPa-nal (50. b

abra). Ezt ugy interpretalhatjuk, hogy a nyomas hatasara itt a harmadlagos fehérje-
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szerkezet annyira torzul,
hogy a masodik,
stabilabban kotstt Ca®* s
kiléphet a fehérjébol. A
fehérje masodlagos
szerkezetének  ugrasszerii
valtozasara utald jelenség
ennél a nyomasnal az amid

I savban nem talalhato.

1650
1648 - a
1646 —
1644 !

1642

Amid | max. poz. [cm™]

1640 - L

1 638 L L L L Il L 1 L L L Il L 1 L L
0.75

0.70 S
0.65 o

060 | ® -

Abszorbancia

0.55 5

0-50 L | 1 L 1 1 L L
00 02 04 06 08 10 12 14

p [GPa]

50. ébra. a: A Ca-szegény HRP amid I savjanak
maximuma a nyomads fliggvényében. b: Az
1588 cm'-nél mért abszorbancia a nyomas
fliggvényében.

4.6.5. Szubsztratkotés hatasa a HRP stabilitasara

A tormaperoxiddz enzim hem-zsebébe szamos aromds szubsztrat molekula tud

bekotni. Ezek koziil az egyik gyakran tanulmanyozott a benzohidroxamsav (BHA)

(51. abra). A rontgen-krisztallografiai adatok szerint a fehérje térszerkezete nem

valtozik szignifikansan a BHA bekotdédésekor. A szubsztratkotésnek a szerkezet

stabilitasara kifejtett hatasa nem egyértelmiien tisztazott. Kozhiedelem, hogy a

szubsztrat kotddése stabilizélja az enzimet, azonban ijabban ennek az ellenkezdjérdl

is jelentek meg adatok az irodalomban. Példaul neutronszéras kisérletek, valamint

molekularis dinamikai szamolasok szerint, ha a dihidrofolat-reduktaz-NADPH

komplexhez a metotrexat hatéanyag molekula k6tddott, a kis frekvencidju kollektiv

molekularezgések populaltsiga megnovekedett, ami azt mutatja, hogy a molekula

szerkezete fellazult (Balog és mtsai, 2004, Balog személyes kozlés).
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A szubsztratkotésnek a  fehérjére  kifejtett
stabilizald6 vagy destabilizdlo hatasa tehat ;_, 9;.
mindenképpen tudomanyos érdeklddésre szamot \\—/ ) vl

tart6 probléma.

Az infravords spektrumon nem latszik olyan .
P 4 51. abra. A benzohidroxamsav

szignifikans véltozas, amit a szubsztrat hatdsanak  szerkezete (C sziirke, N kék, O
lehetne betudni. Az amid sav maximum pozicidja piros, H nincs abrazolva).

sem valtozik. A dekonvolvalt spektrum két {6

komponensének ardnya kissé megvaltozik, mégpedig 0gy, hogy a rendezett
strukturahoz tartozé 1659 cm™-es sav novekszik meg. Ez egybecseng azzal, hogy a
rontgenkrisztallografiai méréseknél két o-hélix meghosszabbodasat tapasztaltdk
(Henriksen és mtsai, 19998). A BHA-kotott fehérje nyomasstabilitdsa a nativ és a
Ca-szegény fehérjéé kozé esik. Az 52. dbra mutatja az amid I sav maximum
bekotddésnek a fehérje stabilitdsdra vald hatasa eléggé kiilonds. Egyrészt az

atmoszferikus nyomdason a szerkezet stabilizdlodasa latszik, madasrészt pedig a

nyomadsstabilitdis — ha nem is
1652
jelentésen, de — csokken. A .
. . . . T .
magyarazat megint a kétdoménes E 16501 "o -
= °
. S . N .o
szerkezeti hipotézis alapjan S 1648 o® “eeusr
lehetséges. Elképzelésiink szerint a  § 1646 ® e
£
fehérje flexibilisebb doménje 3 ¢
e a1s g ) ‘E 1644 .,
stabilizalodik atmoszferikus < e,
nyomason, azonban ez az a domén, 1642 = y y y y y y :
00 02 04 06 08 10 12 14
ami kisebb nyomadsstabilitast, igy b [GPa]

nagy nyomason a stabilizal6 szerep
52. abra. A BHA-t kotott HRP amid [

sdvjanak maximum pozicidja a nyomas
figgvényében.

nem érvényesiil.
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4.6.6. A diszulfid hidak redukalasanak hatasa a HRP stabilitasara

A fehérje térszerkezetének stabilizalasaban négy diszulfid hid vesz részt, amelyek a
Cys''- Cys”!, Cys*- Cys®, Cys”’- Cys™!, Cys'”’- Cys*™ aminosavak kozott épiilnek
fel. A diszulfid  hidak

ditioeritritollal ~ redukalhatok, 1654
azaz  felszakithatok. Ennek . oo fe
kovetkeztében  a  fehérje- .S. ° o
stabilitds csokkenését varjuk. "é_ el )
Az amid I sav maximuma nem % Laachy
tilkrozi ezt a varakozast (53. é 1646 1
= ®
abra), de a dekonvolvalt E 1644 1 e
spektrumbdl mar egyértelmiien
latszik a rendezetlen szerkezet 1042 0?0 sz 0:4 0?6 0:8 1j0 1?2 174
novekedése (VII tablazat). Az p [GPa]

53. abra. A diszulfid hidak redukalasaval kapott
HRP véltozat amid [ savjanak maximum
szamitott nyomasstabilitas 1 pozici(’)j a a nyomas fuggvényében

amid sav maximumabol

GPa alatti, a legkisebb az 6sszes

varians kozott. Ez azonban még mindig sokkal nagyobb érték, mint amit egy atlagos
fehérjénél tapasztalhatunk. Nem szabad elfelejteniink azonban, hogy a diszulfid
hidak elsésorban a harmadlagos szerkezetet stabilizaljak, viszont az infravords
spektroszkopia a masodlagos szerkezetre érzékeny. Denisov és mtsai (1999) is azt
tapasztaltdk, hogy a diszulfid hidak felszakitdsa nagyobb flexibilitdsu allapothoz
vezet, mig a szerkezet kevéssé valtozik. A diszulfid hidak felhasitdsa okozta a
legnagyobb stabilitdscsokkenést, amit még nyomatékosit az a megfigyelés is, hogy
az atmoszferikus nyomadsra visszatérve kizarélag ennél a modosulatnal figyeltiink
meg az intermolekularis B-szerkezetre jellemz6 oldalsavokat az amid I tartomdnyban

(1616 és 1685 cm™).

Meg kell jegyezni, hogy a tormaperoxidaz enzim egy glikolizalt fehérje, azaz a
fehérjét nyolc, hozza kovalensen kot6dé cukorlanc fedi. Ezek is jelentésen
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a fehérje a diszulfid kotések felszakitasa utdn sem

veszti el a stabilitasat.

109



4.6.7. A tormaperoxidaz aggregaciora valé hajlama denaturilé nyomasciklus

utan.

A tormaperoxidaz stabilitdsa abban is megmutatkozik, hogy a hddenaturalt HRP

szamos mas fehérjével ellentétben nem képez aggregatumot. Ezt az 1616 cm™-es és

1685 cm'-es savok hianya jelzi a magas hdmérsékleten mért infravords spektrumban

(54. abra). Megvizsgaltuk, hogy az
el6zéekben targyalt szerkezeti
modositasok hogyan befolyasoltak

az aggregacios hajlamot.

A nyomads-denaturacios cikluson
atesett fehérjét ugyanolyan
homérsékleti ciklusnak vetettiik
ald, mint a mioglobint (Id. 4.3.
fejezet). Arra voltunk kivancsiak,

hogy a nyomas-denaturacié utani

Abszorbancia

1600 1620 1640 1660 1680 1700

vem™

54. 4dbra. A tormaperoxiddz amid I sévja a
hédenaturalt allapotban 90°C-on.

8 1 Denaturalo-renaturalé nyomasciklus utan

.| m25°C

5 025 °C visszahltve

Az 1616 cm’' sav intenzitasa

W90 °C (60 °C apoHRP esetén)

—

0 [ m ]

nativ HRP MPHRP HRP+BHA apoHRP HRPred Ca-szegény

HRP

55. 4bra. Az 1616 cm™-es sav intenzitisa a kiilonbozé HRP modosulatok esetén
25°C-on kivitelezett nyomasciklus utan kozvetleniil, majd 90°C-ra valdé melegités
esetén, ill. 25°C-re visszatérve. (HRPred: redukalt diszulfid hidakat tartalmazo HRP.)
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ujragombolyodott dllapot mennyire hajlamos aggregéciora.

Az 55. 4bra mutatja az aggregaciora jellemzé 1616 cm™'-es sav intenzitisat (gorbe
alatti teriiletét) a kiilonbozé6 HRP varidnsok esetén. A hat HPR modosulat két
csoportra oszthatd. A nativ, a mezoporfirinnel helyettesitett (MP-HRP), ill. a
szubsztrat-kotott (HRP+BHA) formak nem aggregalodnak szignifikdns mértékben,
ami azt mutatja, hogy a szerkezet ezekben a formdkban nem sériilt jelentdsen, és a
nyomasciklus utan a nativ vagy ahhoz nagyon kozeli allapotba gombolyodnak vissza.
Ezt erdsiti meg az infravords spektrum is, amely nem mutat jelentds eltérést a

nyomasciklus hatésara.

A masik csoportba tartozd varidnsok olyan intermedier formaba gombolyodnak
vissza, amely aggregaciora képes. Megfigyelhetjiik, hogy ide azok a fehérjék

tartoznak, amelyek esetében a nyomasstabilitas is jobban csokkent.

A nyomasciklus utan kozvetleniil csak a redukdlt HRP aggregalodik. A diszulfid
hidak felszakitdsa okozza tehat a leglabilisabb szerkezetet. Felmeriil a kérdés, hogy
ha ez a forma ilyen labilis, hogyan tudott a nyomas-denaturdcionak ellenallni
majdnem 1 GPa nyomasig. Ennek egy lehetséges magyarazata az, hogy nem az
Osszes diszulfid hid volt elérhetd a DTE szdmara a nativ allapotban, egyes diszulfid
hidak redukaldsa csak a fehérje elasztikus deformacidja sordn a denaturacidhoz
kozeledve kovetkezett be. Ezért a denaturacio utan visszatekeredett fehérje nem volt

azonos a kiindulo6 fehérjével.

Az apoHRP ¢és a Ca-szegény fehérje hasonloan aggregalodik a nyomasciklus utan.
Ezek a fehérjék hasonléan viselkednek, mint a nativ (nem nyoméaskezelt) mioglobin,
azaz magas homérsékleten denaturalédas kdzben aggregalodnak, €s az aggregatumok

stabilak maradnak szobah6émérsékletre visszahutve is.

Osszefoglalva, a HRP kiilonbzé modosulatainak denaturacios stabilitasi sorrendje a
kovetkezd: nativ HRP, MP-HRP, apo-HRP, BHA szubsztratot kotott HRP, Ca’"-
szegény, DTE-vel redukalt fehérje.

Az amid I és II savok részletes analizise alapjan azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a
fehérjének egy merevebb és egy flexibilisebb doménje van. Ez utobbi tartalmazza a

hem zsebet is. Az amid sav két f6 komponensének (1659 cm™ és 1647 cm™)
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értelmezésénél ramutattunk, hogy a rontgenkrisztallografidval meghatarozott
masodlagos szerkezeti elem aranyok nem vihetdk at direkt médon az infravords
spektrumokra, ugyanis az FTIR csak a belsd aminosavakat érzékeli helikalis
szerkezetlinek. Ezen felismeréssel sikeriilt az infravords és a krisztallografiai adatok

Osszhangjat megteremteni.

A nyomaskezelésen atesett fehérjék esetén csak az apoHRP, a Ca-szegény és a
redukalt HRP mutatott jelent6s aggregaciot, ami 0sszhangban van azzal, hogy ezek a

modositasok okoztdk a nyomasstabilitas legnagyobb mértékli csokkenését is.

Eredményeink alapjan 0sszegezve megallapithatjuk, hogy a stabilitdsban a diszulfid
hidak szerepe a legjelentésebb. A porfirin és a Ca®" ionok jelenléte tovabbi, de az

elébbinél gyengébb stabilizalo hatassal bir.

4.7. A fehérjék elliptikus fazisdiagramjanak Kkiterjesztése, az aggregalt és

intermedier allapotok figyelembevétele a fazisdiagramon. (T7, P4, P13, P20)

Amint azt mar emlitettilk, a fehérjék klasszikus elliptikus nyomas-hdmérséklet

fazisdiagramja (Hawley 1971) nagyon leegyszerisitett leirasat adta a fehérje

crer

4.7.1. Az elliptikus fazisdiagram alakjat befolyasoléo paraméterek

Els6 1épésben azt kezdtiik vizsgélni, hogy hogyan hatnak a fehérjének a Hawley-féle
leirasban szerepld kiilonb6z6 termodinamikai paraméterei az ellipszis alakjara, ill. a
denaturacios nyomasra és homérsékletekre, utdna pedig azt, hogy a denaturalt és
nativ allapot kozti szabadentalpia-kiilonbség fliggvény (A4G) méasodrendnél magasabb

rendli tagjai hogyan befolyasoljak a fazisdiagram alakjat.

A Hawley-féle fenomenologikus termodinamikai leirds a denaturalt és a nativ allapot
kozti szabadentalpia kiilonbséget (AG = Ggenaturait — Gnativ) irta fel a szabadentalpia

masodik derivaltjaival egy tetszélegesen valasztott 7, po pont kdrnyezetében:

AG DB 2 A -1y S rry
=7 (PP Aa(p=p )T 1) = F(T 1) (37)

+AVy(p—py) —AS (T - T;)) + AG,
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ahol : pB=(V/dp), az tn. a

kompresszibilitasi faktor,

a=(0V/oT), =—(S/dp), a

AG

hétagulasi egyiitthato, 477X
C,=T(0S/0T), pedig az 4llandd
nyomason mért fajhd.

Amennyiben a szabadentalpia masodik _ <100
derivaltjai fiiggetlenek a 20 2'[%‘]20 40 6
hémérséklettdl illetve a nyomastol,

akkor a  fazisatalakuldsi  (azaz b

denaturacios) gorbére a AG = 0

egyenletbdl egy masodrendli gorbe 20 "'0 : 7 Q
adodik, ami a

56. abra. a: A AG a hémérséklet és a
nyomas fiiggvényében a Hawley altal a
kimotripszinogénre meghatarozott adatok—
kal. b: a fenti gorbe vetiilete a p-T sikra. A
ellipszis. szlirke ellipszis jelenti azt a tartomanyt,
ahol a nativ allapot a stabilabb.

Ao”>AC,AB/T, (38)

egyenlOtlenség  fennalldsa  esetén

A 90-es években egyre tobb fehérje

fazisdiagramjat hataroztdk meg kisérletileg, sot egyes fehérjék kiilonb6z6 mutansai
esetén is rendelkezésre allt a fazisdiagram. Ezért felmertilt benniink a kérdés, hogy az
eltéré alaku és eltérd helyzetli fazisdiagramokbol vissza lehet-e kovetkeztetni arra,
hogy melyik termodinamikai paraméter valtozott (pl. a mutaci6é kovetkeztében), ill.

hogy az elliptikus alaktol valo eltérések hogyan magyarazhatok?

4.7.1.1. A masodrendi tagok hatasa az elliptikus fazisdiagramra

Az els6 kérdést a legegyszerlibben a (37) egyenlet vizsgalataval kozelithetjilk meg. A
AG fiiggvény masodfoka mind a 7-7p mind pedig a p-po fliiggvényében. Az 56. dbra
mutatja a AG-t a T és a p fliggvényében, illetve a AG=0 kontuart, ami az elliptikus

fazisdiagram (v.0. 6. abra). Ebbdl kiindulva a A4S 1ll. a |AC,| novekedése az ellipszist

,sz€lesiti” a p ill. a T tengelyek irdnyaban. A AV ill. a AS, novekedése eltolja az
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ellipszist a p ill. a T tengelyek irdnyédban, és parhuzamosan noveli annak méretét is.

A Aa paraméter pedig az ellipszis tengelyének iranyat hatdrozza meg.

A fenti heurisztikus analizisnél pontosabb eredményeket kapunk, ha az ellipszis
egyenletébdl kiszamitunk néhany paramétert, amelyek kozvetleniil mérhetdek. Ha a
Topo vonatkoztatdsi pontnak a szobahdmérsékletet és az atmoszferikus nyomast
valasztjuk, akkor a szobahdmérsékleti denaturacids nyomas (py) ill. az atmoszferikus
nyomason mért hd- ill. hideg-denaturacios hémérsékletek (7i, T.) értékei a kovetkezd

egyenletekkel adhatok meg:

2
D, = _AN AV02 A6 + Do L BT ) AG0A2 + Do (39)
AR VAR T AB A %

_AS T, AS; T, S AGT L AST|
he AC, -

AGOACP
) o 1+ 272 + T, (40)
ACP ACP ACP T.AS

0 0

ahol a pozitiv eldjel a h6- a negativ a hideg-denaturaciora vonatkozik.

Ez alapjan megkaphatjuk a kiilonb6z6 paramétereknek a denaturaciés nyomasra ill.
homérsékletekre gyakorolt hatasat, amelyek a VIII. tébldzatban vannak

Osszefoglalva:

VIII. Tablazat.
A Hawley-egyenletben (37) szerepld paramétereknek a hd €s nyomdsdenaturaciora
gyakorolt hatasa. (0: nincs hatés, +: noveli, -: csokkenti.)

A paraméter hatdsa

Paraméter T.—te Ti—re pi—re
(ha 45,<0) (ha 45,<0) (ha AV<0)

AV, 0 0 -
Ap 0 0 -
A8 - - 0
AC, + -

Aa 0 0 0
AGy - - -
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A p-T diagramon abrazolt fazisatalakulasi gérbe meredeksége (dp

] a gorbe

AG=0

barmely pontjan a kovetkezOképpen szamolhato:

0AG ASy = Aa(p - pp)+AC, =1
op__ oF _ o (41)
oT  OAG AV, +AB(p- py)+Aa(T—T;)

op

A (41) egyenlet tulajdonképpen a jol ismert Clausius-Clapeyron egyenlet reciproka.

Ezt a mar ismertetett harom denaturacios ponton (7.,po; Tw,po; To.pi) kiszamitva a

AG AS, +AC, a.-1)
ap __ oT _ T, (42)
orl, . DG AV, +Aa(T, - T,)

ap

NG AS, +AC, d. -1
ap __ orT _ T, (43)
or, . NG AV, +Aa(T, - T,)

ap

OAG
dp|  __ JT _AS,—Aa(p, - p,) )
or|, . DG AV, +AB(p, - py)

p
Osszefiiggések adodnak.

Ezzel tulajdonképpen az eredeti kérdéstink forditottjara adtunk valaszt: arra, hogy az
egyes paraméterek hogyan valtoztatjdk meg a p;, T., T; denaturacidés pontokat. Az
inverz probléma megoldasa csupan ezen harom pont ismeretében nem lehetséges,
hiszen a harom denaturdciés nyomas eltoloddsdbol még nem tudunk
visszakovetkeztetni a (37) egyenlet mind a hat paraméterének valtozasara. Erre csak
akkor van moddunk, ha az elliptikus fazishatdrt megmértiik, és a (37) egyenlet
segitségével a AVy, AR, ASy, AC,, Aa, AGy paramétereket illesztjiik. Egy masik
alternativa, ha meghatdrozzuk a harom denaturacidés pontot, és a denaturacids
pontokban a gérbe menetét (meredekségét), ekkor mar hat paraméteriink van, amivel

a kérdéses hat masik paraméter kiszamolhato.
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4.7.1.2. A harmadrendii tagok hatasa az elliptikus fazisdiagram alakjara

A Hawley-elmélet egyik alapvetd feltételezése az, hogy a AG sorfejtésében csak a
masodrendii tagokat vessziik figyelembe, azaz a AG masodik derivaltjait a nyomastol
¢s a hdmérséklettol fiiggetlennek tekintjiik. AB, A ill. a AC, allandosaga az egész
fazisdiagramon, természetesen megkérdojelezhetd, igy a AG a kovetkezd alakban

irhato fel a harmadrendii tagok felhasznalasaval:

2 2
OAG OAG 1 0°AG 10°AG AT? 4 OAG 6AGA

AG=G, + Ap + AT +— Ap® + AT +
"o T er 20 2 o1 o o (43)
3 3 3 ;
+18A3GAP3+182AG Ap*AT lafG ATZAPJfla AzGAT3+"'
6 op 2 op*oT 2 0T0p 6 oT

ahol Ap = p-po , AT = T-T). Az elsO hat tag mar a (37) egyenletben is szerepelt,
nevezziik ezek dsszegét AG,-nek, az also sorban szerepld egytitthatokat pedig Hs, H>,

H,, Hy-nak aszerint, hogy a p szerinti derivalas hanyszor fordul elé benne. Igy
AG =AG, + Hy Ap*+ Hy Ap* AT + Hy Ap AT? + Hy AT . (44)

A H;, H,, Hi, Hy paraméterek tulajdonképpen a AB, A« ill. a AC, derivaltjaival

kapcsolatosak:

3
y _10°AG _1aAp

= = 45
6 op 6 op 43)
3
j, 100G 1085 _1oAa 6
20p%T 20T |, 2 dp|,
1 0°AG _1dAa| 1 0AC, 7
' 20poT* 20T, 2T, dp |,
3 AC
Hozla A?:li L (48)
6 or° 6\or T

A (46) ¢és (47) egyenletekben a Maxwell-relacioval analég harmadrendii
Osszefliggések fedezhetdk fel. Ha a Hy,...,H3 tagokat nem hanyagolhatjuk el, akkor az
elliptikus alak torzul. Az 57. é&bra mutatja, hogyan valtozik az ellipszis a

harmadrendii tagok figyelembevételével. Az é&bran az elliptikus fazisdiagram
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57. abra. Az elliptikus fazisdiagram alakjanak torzuldsa a harmadrendi tagok
figyelembevételével. A piros gorbe a Hawley altal a ribonukleédzra illesztett ellipszis.
A fekete gorbék a harmadrendii tagok figyelembevételével kapott fazisdiagramok. A
figyelembe vett harmadrendii tag értéke a: Hy = 0,061 J/(mol K*); b: H; = 0,0132
J/(mol K* MPa); c: H> = 0.00148 J/(mol K MPa?); d: H; = 0,000371 J/(mol MPa’). A
belsd gorbék a harmadrendii tag negativ, a kiilsok a pozitiv értékéhez tartoznak. Ezek
az ¢értekek a megfeleld masodrendlii paraméterek megduplazddasat okozzak 100°C
ill. 500 MPa hatésara.

torzuldsait latjuk a négy tag valtozésa esetén. Eredeti fazisdiagramnak Hawley
ribonukleazra illesztett fazisdiagramjat vettiik ugy, hogy az altala publikalt AV,, AB,
ASy, AC,, Aa, AG értékeket hasznaltuk. Sajnos a harmadik derivaltak esetén nem
alltak rendelkezésre kisérleti eredmények, ezért a harmadrendli tagok hatdsanak
kisérleti dsszehasonlitdsa nehéz. Az 4bran a harmadrendii tagok hatasara a AC, ill.
Aa 1%-ot valtozik 1°C-onként, ill. a 45 1%-ot valtozik 5 MPa-onként. Ez annak felel
meg, hogy 100 °C ill. 500 MPa hatédséra az adott értékek a dupldjara noének, ill. 0-ra
csokkennek. Hasonld mértékli valtozasokat lehet Ravindra és Winter (2003),

valamint Dzwolak és mtsai (2003) abrairol leolvasni a AC, és Aca, homérséklet-

fiiggését illetden. Mindegyik paraméter csokken a hdmérséklet novekedésével.

Természetesen elég nagy harmadrendi tagok az elliptikus format szétrombolhatjak.

Ezt a Hy esetében mutatom be. A harmadrendi tag figyelembevételével a
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AG=AGy+H,T*=0 (49)

egyenlet 7-ben harmadrendili, azaz bizonyos p érétkek mellett hdrom megoldésa is
lehet. Ez abban nyilvanul meg, hogy a p-T fazisdiagramon megjelenik (el6szor az
ellipszistdl tavol) egy a 7 = oo (vagy T = — o) felé nyitott tartomény, amely nativ
fazisu. Amig ez tavol van, nincs fizikai jelentdsége, hiszen az a sorfejtés, amibdl
kiindultunk, csak a Ty po kdrnyezetében igaz. A Hy novekedésével ez a tartomany
kozelebb jon az ellipszishez, ¢és egy kritikus Hy értéknél sszefolynak. A problémat a
nyomas-denaturacié oldalarél megkdzelitve azt latjuk, hogy a (49) egyenlet p-ben
masodrendii, azaz egy adott homérsékleten mindig két nyomas-denaturacios pontot

kapunk. (49)-nek a kovetkez6 megoldasai vannak p-re:

AC
AV, +AaT ¥ \/(AVO +Aal)’® - 2Aﬂ(H0T3 -~ 2iT”T2 —AS,T + AGOJ

0

=— +
Pia AB Po

(50)

Ha a fazisdiagram ellipszise
nem ,nyilik ki’ (Id. 58. é&bra),
akkor két olyan hdémérséklet
van, ahol a p; é p

megoldasok egybeesnek, azaz

20 a gyok alatti kifejezés nulla. A

gyok alatti kifejezés a 7-ben

-400 - harmadfoku. Ezt nullavéa téve
58. abra. Az elliptikus fazisdiagram ,.kinyildsa” a
Hy paraméter novekedése esetén. A H, értékek
beliilrdl kifelé: -0,1; -0,05; 0 (piros gorbe); 0,05; T-re. Ennek akkor van két
0,1 ; 0,15; 0,16, 0,165 (kék gorbe); 0,17; 0,2
J/(mol K2).

harmadfoku egyenletet kapunk

valés megoldasa, ha a
determinansa nulla (Korn és
Korn, 1975). Ez azonban Hj-ban hatodfoku egyenletre vezet, azaz egyértelmi, hogy
numerikus megoldasokra vagyunk utalva. A 58. 4abra mutatja a fazisdiagram
torzuldsat a H, fliggvényében. A Hawley 4ltal a ribonukledzra meghatarozott
elliptikus gorbe a harmadrendti H, tag megjelenése esetén a 0,165 J/(mol K*) <H, <
0,17 J/(mol K’) tartomanyban ,nyilik ki”. Ilyen tipusu fazisdiagramot még
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kisérletileg nem hatarozott meg senki, ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
harmadrendii tagok jelentésége nem éri el azt a kritikus szintet, ahol a fazisdiagram

elliptikus jellege eltiinik.

4.7.2. Kibdévitett fazisdiagram a fehérje-fehérje kolcsonhatasok figyelembe-

vételével

Mint azt mar emlitettiik, a Hawley-féle leirds tobb egyszertsitést is tartalmazott. A
harmadrendii tagok elhanyagoldsa mellett a masik jelentds egyszerlsités az volt,
hogy a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat nem vette figyelembe. Azaz a Hawley-féle

leiras csak egyetlen

polipeptid lancra, ill. egy
nagyon hig fehérjeoldatra
vonatkozdan adhat helyes

leirast. Azonban a biologiai

rendszerekben a fehérjék

legritkdbban fordulnak eld
(A)

hig oldatokban, (pl. a

-20 0] 20 40 6 80 100 120 140 £
e szemben a fehérje-

koncentracié a tobb szaz

59. abra. A mioglobin kibdvitett fazisdiagramja,
amely magaban foglalja a fehérje-fehérje kolcson-
hatas soran 1étrejové aggregacios fazist (A), valamint ~ szerettiik volna a
a feltekeredési intermediert (I) is. A zarojelbe tett
betlik a metastabil allapotokat jelentik. A pontok a
méréssel meghatarozott atmeneti hémérséklet ill. iranyba is  kiterjeszteni.

mg/ml-t is elérheti), ezért

fazisdiagramot ebbe az

n,quésért.e:ﬂ(.eket. jelélik: A szii/rke tartomény, a jég  Most nem elméleti
fazist jeloli (tiszta viz esetén). (N: nativ, D:
denaturalt) szamolasokra, hanem az

infravords spektroszkopiai
méréseink altal szerzett kisérleti eredményeinkre tamaszkodunk. Az infravords
mérések kifejezetten alkalmasak a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok tanulmanyozasara,
mert specifikus spektralis sdvok mutatjak az aggregaciot, valamint a méréseknél
eleve nagyobb fehérjekoncentraciora van sziikség, mint példaul az abszorpcids vagy

lumineszcens spektroszkopiai eljarasoknal.

119



Mar régen ismert volt, hogy a hddenaturalt fehérjék nagy része megfelelden nagy
koncentracié esetén aggregalddik. (Pontosabban elég nagy koncentracid esetén a
kisérletileg ésszertien elérhetd idOtartamon beliil aggregalddik.) Az eddig emlitett
sajat eredmények (P7, P9, P10, P12, P20), valamint az irodalmi adatok (pl. Silva és
A mioglobinon végzett méréseink alapjan ezért egy 1j fazisdiagramot javasoltunk,
mely az aggregélt és intermedier fazisokat is magaba foglalja. Ezt mutatja az 59.

abra.

A hddenaturalt mioglobin a lehiités utan is megtartja aggregalt formdjat, ezért
nyilvanvalo, hogy az 0j fazisdiagramon lennie kell metastabil fazisoknak is. Ezekben
a nyomas-hémérséklet tartomanyokban a fehérje két, vagy tobb allapotot is felvehet,
amelyek koziil az egyik csak lokdlis energiaminimum, a masik pedig globalis
minimum. A lokalis minimumhoz tartozé metastabil fazisokat az 59. dbran zarojelbe
tett betiivel jeldltem. Az eddigi mérések alapjan nem mindenhol lehet eldonteni,
hogy melyik a globalis minimum. Ezeknél a fazisoknal minden fazist zardjelbe tett
betli jelol, természetesen koziilik az egyik (szamunkra egyelére ismeretlen) a

termodinamikai értelemben stabil fazis.

Ezzel a fazisdiagrammal sikeresen megmagyarazhatok az eddigi mérések, amelyeket
a mioglobinon végeztiink. A nyomads- ill. a hideg-denaturaciot kdvetd hokezelés
utdni aggregdcid ugyanugy, mint a szobahOmérsékletnél nagyobb nyomasokon
végzett nyomas-denaturacio utani aggregacio. A fazisdiagram ugyancsak tartalmazza
a nagy nyomas okozta dezaggregicio jelenségét, amely mintegy 200 MPa felett
észlelhetd. Legujabb infravords méréseinkkel felfedeztiik, hogy a mioglobin esetén a
hddenaturacid altal okozott aggregéacids tartomany feliilrdl is korlatos, azaz a
keletkezett aggregatumok megfelelden magas hémérsékleten disszocidlnak. A
mioglobin  hddenaturdcidjat (infravords  spektroszkopidval) olyan alacsony
nyomasértékeken mértiik, amely mar elég volt ahhoz, hogy a viz forrasat a 100°C
feletti mérésekben megakadalyozza, de az aggregatumok disszocialasdhoz
onmagéaban még tl alacsony volt. Az aggregacios €és disszociacios hdmérsékleteket
90 MPa-on 84,3+0,3 °C-nak és 115,4+0,4°C-nak talaltuk, 60 MPa-on ezek az értékek
80+1°C és 130+1°C voltak. Ezekbdl az adatokbol a disszocidciohoz rendelhetd
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térfogatvaltozas negativnak adodik, bar pontos értékét a nyomasmérés pontatlansadga
miatt nem lehetett kiszamitani. Ennek okai a (monomerek egyiittes hidratburkahoz
képest) lecsokkent hidratburok, ill. az aggregatumokban (a nem elég szoros
illeszkedés miatt) kialakulo iiregek lehetnek. A magas homérsékleten disszocialt
fehérjeszerkezet  infravords  spektruma  alapjdn  megerdsitettilkk  kordbbi
eredményiinket arra vonatkozoan, hogy a nyomds- és hideg-denaturacié hasonlo
szerkezetet eredményez, mig a magas homérsékletli denaturalt allapot ettdl eltérd. Az

59. abran lathato fazisdiagram mar ezen mérések eredményeit is tartalmazza.

Ez utébbi mérések adtdk az Otletet ahhoz a hipotézishez, hogy az aggregécio-
dezaggregacid jelenségét is le lehetne irni egy, a Hewley-éval megegyezd
formalizmussal. A (37) egyenletben ugyanis semmi nem mutatja, hogy a két fazis
(melyek termodinamikai paramétereinek kiilonbségét a A szimbolum jelzi) fizikailag
minek felel meg. Ebbdl a leirasbol (amennyiben a paraméterek teljesitik a (38)
egyenletet) az aggregalt fazisra is egy hasonld ellipszist kapnank, mint Hawley
kapott a nativ fazisra. A két ellipszis egymashoz viszonyitott elhelyezkedése
hataroznd meg példaul, hogy a hddenaturdlt fehérje aggregalodik-e? Mint mar
emlitettem, vannak olyan fehérjék, pl. a ribonukleaz A ¢és T, valamint a
tormaperoxiddz, amelyek hddenaturalt allapotban sem aggregalodnak. Ez a kettds
elliptikus hipotézis leirna ezeket az eseteket is. A 60. abra mutatja az ellipszisek

lehetséges egymashoz képesti elhelyezkedését a két esetben.

a p

T T

60. abra. Az aggregacio ¢s a nativ (N) allapot hipotetikus elliptikus diagramjainak
kolesonos elhelyezkedése a fazisdiagramon. a) aggregélodd, b) nem aggregalodd
hddenaturalt fehérje esetén. A szines ellipszis mutatja azt a fazist, ahol az aggregalt
fehérje stabilabb, mint a denaturalt (D), de nem stabilabb, mint a nativ.
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Osszegezve: Kiterjesztettiik a hagyomanyos Hawley-féle fazisdiagramot, egyrészt a
harmadrendii tagok bevondsaval, amelyek a fajhdnek, a kompresszibilitdsnak és a
hotaguldsi egylitthatonak, pontosabban ezek denaturdlt és nativ allapotbeli
kiilonbségeinek a nyomastél és a hdmérseklettdl valo fiiggését adjak meg.
Szdmoléasaink alapjan a fazisdiagram elliptikus alakja torzul, de az Ujonnan
figyelembe vett paraméterek feltételezhetd tartomanyaban a fazishatar tovébbra is
egy konvex tartomanyt koriiloleld gorbe marad. Eredményeink egybecsengenek
azzal, hogy az irodalomban megjelent, ténylegesen lemért fazisdiagramok altaldban

torzitott ellipszisek voltak.

A mioglobinon végzett korabbi méréseinkre alapozva a fazisdiagramot olyan modon
egészitettliik ki, hogy a nativ és denaturalt allapotok mellett a félig felgombolyodott
intermedier konformaciokat is figyelembe vettiik, valamint a korabbi méréseinkben
megfigyelt ill. az irodalomban leirt aggregacios fazisokat is feltilintettiik a diagramon.
Legujabb infravordos méréseinkkel felfedeztik, hogy a mioglobin esetén a
hédenaturacié altal okozott aggregéacios tartomany feliilrdl is korlatos, azaz a
keletkezett aggregatumok megfelelden magas homérsékleten disszocidlnak. Ez
alapjan egy hipotetikus modellt dolgoztunk ki a hédenaturacié utan nem aggregalodo

fehérjék fazisdiagramjara.

4.8. Kis ho-sokk fehérjék oligomerizaciojanak és chaperon funkciéjanak

kapcsolata. (TS, P16, P19)

Két kis hoé-sokk fehérjét vizsgéltunk, a szemlencse f6 fehérjekomponenseként is

szamon  tartott  o—krisztallint, valamint a  Methanococcus  jannaschii

archebaktériumbdl izolalt MjHSP16,5-6t.
4.8.1. Az a—krisztallin chaperon aktivitasanak nyomassal torténé indukalasa

Az o-krisztallin a kis h6-sokk fehérjék csaladjaba tartozik. Az egymashoz hasonlo A
¢s B polipeptid lancok kb. 40 monomerbdl 4ll6 heterooligomereket alkotnak. Ismert
volt, hogy az oligomer chaperon aktivitdisa novelhetd kémiai denaturans

hozzaadésaval, valamint a hémérséklet emelésével (Raman és Rao, 1997, Datta és
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Rao, 1999). Mi a chaperon aktivitas ndvelésének 1) modszerét, a nyomas-aktivaciot
fedeztiik fel és irtuk le. A nyomads-aktivacid tanulmanyozéasa egyben a chaperon

funkci6 szerkezeti alapjaihoz is 0j adalékkal szolgalt.

Az o—krisztallin chaperon aktivitasat a Farahbakhsh ¢és mtsai (1995) altal leirt
modszerrel mértiikk. Ennek 1ényege az, hogy a két (A és B) polipeptid lancbol allo
inzulin diszulfid hidjait DTE-vel redukéltuk, majd az aggregécidra hajlamos B

crer

lancok aggregaciojat

abszorpcios spektrofoto-
méter (Cary E4) segit-
ségével a 400 nm-nél
mért fényszoras
(pontosabban turbiditas)

valtozasaval kovettik

Abszorbancia ill. turbiditas

nyomon. Az aggregacio

hatasara turbiditas

megnd, mivel a fényutbol

id6 [perc]

kiszort ~ fény  hatésa

ugyanolyan, mintha az 61. dbra. Az inzulin B lancok DTE-vel kivaltott

crcr

chnyeloddtt — volna. (A ceavel.  o—krisztallin  nélkil  (a  gorbe),

turbiditas definicidja  nyomaskezelés nélkiili o—krisztallinnal (b),
nyomaskezelt a—krisztallinnal rogtén a nyomaskezelés

formailag megegyezik a
& megegyezIk 4z tan (d) ill. a nyomaskezelés utan 4 oraval (c).

abszorbanciaéval: lg (1o/])

ahol I a beesd, I pedig az ateresztett fény intenzitdsa)

Az inzulin koncentracidja 0,5 mg/ml, az a—krisztalliné 0,6 mg/ml, amibdl a
moltomegek alapjan 3:1 inzulin:o—krisztallin monomer arany adodik. A turbiditéast
az id6 fuggvényében kovetve telitésbe mend gorbéket kaptunk, amelyet 1-¢™ alaka
fiiggvénnyel jol lehetett illeszteni. A chaperon aktivitdst a kovetkezdképpen

definialtuk:

A
Cc,=1-—"= (51)

0, contr
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IX. Tablazat.
Az  a-—krisztallin chaperon aktivitasa
kiilonb6zé nyomasokon tortént 20 perces
kezelés utan.

nyomas [MPa] chaperon aktivitas
0 (kezelés nélkiil) 0,15+0,05
100 0,19+0,05
200 0,35+0,05
300 0,43+0,05
340 0,45+0,05

Abszorbancia

1600 1620 1640 1660 1680 1700
v [em™

62. 4abra. Az o-krisztallin dekonvolvalt
infravoros spektrumanak amid 1 savja a
nyomas fliggvényében. A spektrumok a jobb
attekinthetoség kedvéért fliggdlegesen el
vannak tolva. A nyomdés értékek alulrol
folfelé: 0; 0,19; 0,24; 0,33; 0,41; 0,46; 0,55;
0,63; 0,66; 0,71; 0,74 és 0,78 GPa

exponencialisan lecsengd gorbével illesztheto.

1

NS}

4

ahol A, a telitési turbiditas
érték chaperon jelenlétében,
mig Acconr ugyanezen érték
volt a chaperon nélkiil végzett

kontrol kisérletben.

A 61. abra mutatja az
aggregacio idofliggését chape-
ron nélkiil, o-krisztallinnal,
valamint  nagy  nyomdason
aktivalt a—krisztallinnal. A
méréseket marhaszembdl izolalt
o—krisztallinnal végeztiik,
22°C-on pH7 50 mM BES
pufferben. Az a—krisztallin
nyomaskezelés nélkiill ezen a
homérsékleten csak nagyon
mérsékelt vedo hatassal
rendelkezik az  aggregécio
gatlasat illetden, ahogy azt az a
¢s b goOrbék Osszevetésébol is
lathatjuk. Husz perces, 300
MPa-on torténd nyomaskezelés
hatdsara a fehérje chaperon
funkcidja "aktivalodik". Ez az
aktivacio csokken a
nyomaskezelés  utdn  eltelt
idével. A csokkenés egy

7=2,0+0,5 o6ra idéallandoju



Az aktivalodas mértéke fiigg az alkalmazott nyomastol. A vizsgalt 0-340 MPa
tartomanyban az indukalt chaperon aktivitas novekszik, ahogy ez a IX. tablazatbol is

latszik.

A korédbbi irodalmi adatok ellentmondasosak voltak a chaperon aktivitds és az
oligomerméret kozti Osszefliggést illetden. Ezért tobbfajta spektroszkdpiai
vizsgalatot végeztiink a fehérje szerkezetének nagy nyomas alatti valtozasainak

kovetésére, hogy ezeket a chaperon aktivitassal korrelaltathassuk.

Az FTIR méréseket a mar emlitett gyémant cellaban végeztiik. A fehérje
koncentracioja itt az infravords spektroszkdpiai technika sajatsdga miatt nagyobb
volt (100 mg/ml), mint a turbiditds-mérések esetén, valamint itt a spektralis atfedés
elkertilése végett TRIS puffert hasznaltunk. A nyomas fiiggvényében mért infravoros
spektrumokat mutatja a 62. dbra. A spektrumot az 1629 cm’-nél elhelyezkedd
komponens uralja, amely a B—szerkezethez rendelhetd (Id. a II. tablazatot, és az
ottani hivatkozasokat). A dekonvolvalt spektrum Gauss-fliggvényekkel valo
illesztése 35% P—szerkezetet, 36% rendezetlen és a—hélix szerkezetet, valamint 25%

hajlatot és hurkot, ill. 3,5% intermolekularis —szerkezetet eredményezett. Ezek az
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= I . )
5 025 1 ~—_ s
0 I . -+ 1638 .g
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< 005 . . \\\ T 1632 E
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p [MPa]

63. abra. Az o—krisztallin 1688 cm™-nél jelentkez6, az intermolekuldris kolcson-
hatasokra utal6 savjanak az intenzitisa, valamint az amid I sdv maximum pozicidja a
nyomas fliggvényében
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értékek jo egyezésben vannak Farnsworth és mtsai (1998) CD vizsgélatainak
eredményeivel, akik 17% oa—hélixet, kb. 33% B—lemezt, ¢s kb. 50% hajlatot és
gombolyagot ("turns and coils") taldltak. A mi méréseinkkel a rendezetlen
struktraban nem lehet elkiiloniteni a kevés a-—hélixet, de a P-lemezre adott

becslések kozel vannak egymashoz.

Az intermolekularis P—szerkezetre jellemzd (tipikusan 1616 és 1685 cm™-nél
elhelyezkedd) két oldalsavbol most csak a magasabb hullamszamu komponens
kiilonitheté el, ami 1688 cm™-nél jelentkezik. Az alacsonyabb hullamszamnal
jelentkezd komponens, amelyik egyébként az intenzivebb szokott lenni, most
beleolvad a spektrumot dominalé 1629 cm™-es p—komponensbe. A szokéasos 5:1
intenzitas (teriilet) aranyt figyelembe véve, az intermolekularis B—szerkezet 20%-ra

becsiilhetd, ami 35 aminosavnak felel meg.

Az intermolekularis p—szerkezetre jellemzé 1688 cm™-es sav intenzitsa latszik a 63.
abran. Ez a s&v a nyomas ndvelésével veszit intenzitasabol €s 450 MPa felett eltiinik.
Az atmenet kozéppontja 370 MPa-nél van, az atmenet szélessége 140 MPa. A 63.
abran az amid I sav maximum pozicidja is abrazolva van. Jol lathatd, hogy az amid I
sav pozicioja 300 MPa felett kezd el valtozni, és utana fokozatosan kozelit a
rendezetlen struktirat jellemz6 1640 cm™ felé. Sz6 volt mar arrdl, hogy a maximum
pozici6 nem a legmegfelelobb paraméter a fehérje szerkezetvaltozasanak
jellemzésére, mivel a komplex amid I spektrum maximumat a komponensek aranya
nem linedris fliggvény szerint hatarozza meg. Ezért elvégeztem a Gauss-
figgvényekkel torténd illesztést 330 MPa-on is. A B—szerkezet 2%-0s csokkenése és
a rendezetlen szerkezet 4%-o0s novekedése kovetkezett be, az intermolekularis
B—szerkezet pedig a felére (3,5%-r61 1,8%-ra) csokkent az atmoszferikus nyomason
mérthez képest. Ezek a valtozasok tehat az intermolekularis B—szerkezet részleges
felszakadasaval magyarazhatok. Csak a teljesség kedvéért emlitem meg, hogy 700
MPa-on, amikor a fehérje denaturdlt allapotban van, illesztésiink 83% rendezetlen
szerkezetet és ezen kiviil még P-szerkezetet mutatott ki. Megallapithatjuk tehat,
hogy abban a nyomadstartomanyban, ahol az o—krisztallin chaperon aktivitasanak
novekedése volt megfigyelhetd, a fehérje masodlagos szerkezete nem valtozott, csak

az intermolekularis P-szerkezet véaltozasat sikeriilt detektdlnunk. Ebbdl arra
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kovetkeztettiink, hogy a monomerek szerkezete nem valtozik, hanem a monomerek
oligomerré szervezddése, a negyedleges struktura az, ami a nyomds hatisara
megvaltozik, és ez a negyedleges szerkezetvaltozas van kapcsolatban a chaperon

aktivitas novekedésével.

Az oligomer legaladbbis részleges szétesését tamasztja ald az a—krisztallinon a
nyomas fliggvényében végzett fényszords mérésiink is. A szort intenzitds mértéke a
nyomas hatasara felére csokkent, az illesztett szigmoid gorbe kozéppontja 150 MPa-
nal volt. Egy, a hidrofob felszinekhez koto és kotott allapotban fluoreszkalo jelzot, az
ANS-t is felhasznaltuk az oligomer fellazuldsanak mérésére. Az o—krisztallint
tartalmazo ANS oldatban az ANS fluoreszcencia intenzitdsa 340 MPa-on Gtszor
nagyobb volt, mint atmoszferikus nyomdason. (Az etanolban végzett kontrol kisérlet
soran ugyanez a nyomas csak 30%-os intenzitasnovekedést okozott.) Ez azt mutatja,
hogy 0j hidrofob fehérjefelszinek valtak elérhetdvé, ami megint csak a monomerek
felé fordulnak, az a—krisztallin Gn. micella modellje szerint. A hatds nem teljesen
reverzibilis, az ANS fluoreszcencia intenzitasa a nyomaskezelés utan atmoszferikus
nyomasra visszatérve 30 %-kal nagyobb volt, mint a kezdeti. Ez, a nyomdas utan
megmarad6 tobblet hidrofob feliilet hozhato kapcsolatba a megndvekedett chaperon
aktivitassal. Ide tudnak ugyanis az aggregaciora hajlamos fehérjék a sajat hidrofob

feltiletiikkel kapcsolddni, ami meggatolja, hogy egymassal alkossanak nagyméretli

aggregatumokat.
A nagy nyomas 4ltal indukalt X T4blazat.
aktivitasnovekedés mértékét a hdindu- Az o—krisztallin chaperon
kalt aktivitasndvekedéssel Osszevetve alftwltasa 'kulonbozo kezelések utdn
kozvetleniil.
azt latjuk, hogy a 300 MPa-on végzett
kezelés hatdsa a 70°C-os hdkezelés kezelés chaperon aktivitas
hatésival egyezik meg (X. tablazat). kezelés nélkiil 0.15+0.05
Mig a hdmérséklet indukalta aktivitas- 20 perc 55 °C-on 0.21+0.05
novekedés irreverzibilis (Burgio ¢és 20 perc 70 °C-on 0.4740.05
mtsai, 2000), a nyomdas hatdsara
20 perc 300 MPa 0.43+0.05

1étrejott novekedés relaxalodott.

127



A nyomaskezelés utan kiillonb6zd spektroszkopiai mddszerekkel mért relaxacios
idoket Osszehasonlitva azt kapjuk, hogy a fényszords, a triptofan és ANS kozti
energiatranszfer mértéke, valamint az infravéros spektrum valtozasai (masodlagos
szerkezet és intermolekuldris kolcsonhatasok felépiilése) rovid relaxécios idejliek. A
relaxécios idok ebben a csoportban < 6 min értékiliek voltak. A fényszorasnak volt
egy masik komponense is, amely sokkal lassabban, 33+4 h relaxacios iddvel tért
vissza a nyomaskezelés el6tti allapotba. Ezt a kovetkez6 modon magyardztuk: a
monomerek gyors reasszocialédasa néhany perces iddskalan torténik. A
monomereken beliili (a nyomaés altal elasztikusan perturbalt) masodlagos szerkezet is
gyorsan visszaalakul. Az egyensulyi oligomerméret eléréséhez azonban sokkal
hosszabb 1d6 sziikséges. Az altalunk mért 33 oras relaxacids id6 megfelel a Bova és
mtsai (1997) altal kozolt alegység kicserélddési karakterisztikus idének (32 h). Ez a

monomereknek az oligomerek kozti mozgasanak karakterisztikus ideje.

Méréseinkkel bebizonyitottuk, hogy az eddigi feltételezésekkel ellentétben (Borgio
¢és mtsai, 2000) a chaperon aktivitashoz nincs sziikség nagyméretli aggregatumokra,

¢s az aggregatummeéret novelésével nem ndvekszik a chaperon aktivitas.

Osszefoglalva: A 100-340 MPa tartoméanyban végzett nyomaskezelés hatisara a
kezelés utan megndtt a chaperon aktivitas, amit a DTE-vel (dithioerythritol) redukalt
telitodott. A megnovekedett chaperon aktivitas 2,0+0,5 h relaxacids idovel visszatért
a nyomaskezelés elotti értékre. Az FTIR mérésekbol megallapitottuk, hogy a nyomaés
novelésével el0szor az a—krisztallin oligomer szerkezetébdl ad6do intermolekularis
kolcsonhatasok tiinnek el fokozatosan. A monomerek denaturacidja 300 MPa
nyomas felett indul meg, és 700 MPa felett a fehérje teljesen széttekeredett allapotba
keriil. Az oligomerméretnek 300 MPa alatti nyomas hatdsara torténd csokkenését
fényszoras méréssel is megerdsitettilk. Az ANS fluoreszcencidjanak ndvekedése 1j
hidrofob feliiletek megjelenését mutatta a 0-300 MPa nyomastartomanyban, ami az
FTIR mérésekkel egybevetve szintén a monomerek kozti kdlcsonhatés
csokkenésébdl adodhat. Megallapitottuk, hogy a nagy nyomds az o—krisztallin
negyedleges szerkezetének nagymértékli megvaltozasahoz vezetett, ami a chaperon

aktivitds idoéleges novekedését indukalta. A chaperon aktivitds parhuzamos
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novekedésébdl arra kovetkeztettiink, hogy az oligomer szerkezet fellazulasa,
részleges szétesése, €s nem az oligomerméret ndvekedése sziikséges az aggregaciot

gatlo funkcid teljesiiléséhez.

4.8.2. A Methanococcus jannaschii-bol izolalt hétiiré kis hé-sokk fehérje

(MjHSP16,5)

Az MjHSP16,5 fehérje a

termofil archeabaktériumbol 0.16 1 a

7 . y 0.14
szarmazik, ezért chaperon ]
0.12

aktivitassal szobahOmér- 0101
sékleten nem rendelkezik. A 008}

0.06 4

Turbiditas

chaperon aktivitast itt a Das ]
0.04

¢s mtsai (1995) altal leirt

0.02
modon, a rodanaz nevi 0.00

fehérje aggregacidjanak 002l : . : . - .

segitségével hataroztuk meg. t (min)

Az aggregaciot 48°C-on 64 gbra. A rodandz aggregiciéiat jellemzd
torténd  inkubéaciéval értiik  turbiditas az id6 fliggvényében a) chaperon nélkiil

b) nyomaskezeletlen MjHSP16,5 jelenlétében c)
el. A rodanazt 0,5 mg/ml-es 300 MPa-on 15 percig nyoméskezelt MjHSP16,5

koncentracioban oldottuk fel ~ jelenlétében.

a pH7,4 100mM TRIS

pufferben, a rodandz:MjHSP16,5 monomer ardny a kisérletekben 1:2 volt. A
chaperon aktivitast ugyanigy 400 nm-nél végzett turbiditdsméréssel hatdroztuk meg,
fiiggvényében chaperon nélkiil, nyomaskezeletlen és nyomaskezelt MjHSP 16,5
jelenlétében 48°C-on. A 300 MPa-on végzett nyomaskezelés novelte a chaperon
aktivitast, mint ahogy azt az a—krisztallinnal mar tapasztaltuk. A chaperon aktivitas a
15 perces nyomaskezelés hatasara 0,26-r61 0,72-re novekedett. Sajnos a nyomas
fliggvényében végzett szisztematikus méréssorozathoz nem allt rendelkezésre

elegendd minta, de a nyomasaktivalas igy is bizonyithato volt.
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Az FTIR mérések ebben az

esetben is nagyobb
koncentracional torténtek,
pD7 Tris-DCI pufferben. A
65. dbra mutatja az amid I

savot a kilonbozo

4

nyomasértékek esetén. A
spektrumot a P—szerkezetre

jellemzé 1636  cm™-es

Abhszorbancia [rel. egys.]

komponens  uralja. Ez
Osszhangban van a rontgen-

krisztallografiaval

meghatarozott masodlagos

1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720 . .
szerkezettel, ami szerint az

vem']
. ) aminosavak harmada alkot
65. adbra. Az MjHSP16,5 dekonvolvalt amid 1
savja kiilonb6zé nyomasokon. A spektrumok a B—lemezes szerkezetet
jobb atlathatosag kedvéért fiiggblegesen el Kim & tsai. 1998a). A
vannak tolva. A nyomasértékek alulrdl felfelé a (Kim & mtsal, ).
kovetkezdk: 0,0; 0,54; 1,04; 1,42; 1,64; 1,8; 1,9; nyomaskisérletek soran

0,1 GPa. deriilt fény arra, hogy az

MjHSP16,5 extrém
héstabilitasa extrém nyomadsstabilitassal is tarsul. 25°C-on a fehérjét nem sikeriilt
nyomassal denaturalni, mert 1,4 GPa-ig nem tortént denaturacid, nagyobb nyomason
pedig az oldat megfagyott. Ezért a mérést 45°C-on megismételtiik, ahol a (nehéz)viz
fagyaspontja magasabb nyomasértéknél van. A 66. 4dbra mutatja a nyomas-
denaturéciot, az amid I s&v maximuman keresztiil. Az dbran levé gorbét azzal a felté-
telezéssel illesztettem, hogy a szigmoid gorbe maximumat a vizsgalt
nyomadstartomanyban sikeriilt elérni. Az adatokbol ez nem teljesen bizonyos, de
figyelembe véve, hogy a denaturalt fehérjek amid I sdvjanak maximuma az 1640-
1645 cm'-es intervallumban van, ez a feltételezés jogosnak tiinik. Az illesztés
alapjan a denaturdciés nyomas 1,76+0,12 GPa értéknél van. Ha elhagyjuk a fenti
feltételezést, akkor ez az érték a denaturdcidos nyomasra adott alsdé becslés lesz.

Ismereteink szerint még nem talaltak ilyen nagy nyomasstabilitasti fehérjét, ez az
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1646 - els6 alkalom, hogy egy
1644 termofil enzimrol
2 1642 bizonyitast nyert, hogy
Q 1640 nem csak a ho-, hanem
g r oqe r .
E oas * a nyomasstabilitasa is
.'9 e i . 4 o
: = extrém mérték.
£ 1636 l¥ LU !
1634 | A spektrumon  jol
1632 L . | ‘ ’ megfigyelhetd az
00 02 10 19 20 1688 cm™-nél jelentke-
p [GPa] . .
z0, az intermolekularis
66. abra. Az MJHSP amid [ savjanak pozicidja a kolesdnhatasokra utald
nyomas fiiggvényében. A gorbeillesztés részleteit 1d. a v is. A 66. dbd
szovegben, sav  is. . abran

lathatd, hogy a sav
intenzitasa lassan
csokken a nyomas hatdsara, de csak kozvetleniil a denaturacids nyomas alatt tlinik el.
Az atmenet kozéppontja 1,70+0,01 GPa—nal van. Ez alacsonyabban van, mint a
denaturacio, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a disszociacié kozvetleniil a

denaturécio elétt torténik meg.

Vajon miért olyan erés az oligomerek kozti kapcsolat? Miért nem torténik meg a
disszociacié alacsony nyomdason, mint ahogy az altaldban torténni szokott? Erre a

kérdésre a fényszoras mérések targyaldsa utan adunk valaszt.

A nyomas fliggvényében végzett fényszords vizsgalatok azt mutattdk, hogy 0-400
MPa tartomanyban az MjHSP16,5 fényszorasa a tizedére csokken, ellentétben az
o—krisztallinnal tapasztaltakkal, ahol ez a csokkenés csak 50%-o0s volt. A fényszoras
22°C-on nem mutatott relaxaciot, de 55°C-on mar igen. A fényszoras eredmények
arra engednek kovetkeztetni, hogy az oligomerek a nyomds hatasara szétesnek.
Mivel a szort fény intenzitdsa (Rayleigh szorast feltételezve) elsé kozelitésben
aranyos a részecskék méretével, a fényszoras csokkenésének mértékébdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az oligomer monomerekre, vagy dimerekre bomlik. Azota
az oligomerméret csOkkenését nagynyomasu elektroforézissel is kimutattuk (Bode és

mtsai, publikalatlan eredmény).

131



w
&)

:1% 3 wete®0, . .
F_; (] LT ............|..
= 2.5 **tee ure
= ®og o o
n .
o
5 1.5
o
o .
5 1
3
©
; 0.5 - o
®e
0 ‘ ‘ . . — 20000000
20 40 60 80 100 120 140

T [°C]

67. abra. Az MjHSP16,5 amid I savjiban a 1688 cm™-es komponens
teriilete a hdmérséklet fliggvényében.

Az eddigi adatok ellentmondédsosnak tiinnek, hiszen a fényszérds szerint a
disszociacié foka nagyobb, mint az o—krisztallinnal volt, az FTIR mérések viszont
azt mutatjdk, hogy az intermolekuléris B—lemezes szerkezet jelentds része megmarad

egészen magas nyomasokon is.

Az ellentmondést akkor tudjuk feloldani, ha alaposan szemiigyre vesszik az
MjHSP16,5 rontgenkrisztallografidval meghatarozott szerkezetét. A monomerek egy
24 monomerbdl allo oligomert (,,24-mer”) alkotnak, de olyan modon, hogy a
monomerek kettesével egymasba fonoddnak, és a 24-mert tulajdonképpen 12 darab
dimer alkotja. A dimerek B—szerkezetében egy-egy lanc a szomszédos monomerbdl
szarmazik. Ezaltal a dimerek erds intermolekuléris antiparallel p—lemezt alkoto
hidrogénhidakkal vannak &sszekotve. Ez adja a 1688 cm™-nél mérhetd savot.
Méréseink szerint, tehat a 24-merek nyomds hatdsara legvaldsziniibben dimerekké
disszocidlnak, amelyek azonban csak kozvetleniil a nyomas-denaturacio eldtt esnek
szét monomerekké. A megndvekedett chaperon aktivitds mar a dimerekké torténd

disszociacio hatasara bekovetkezik.

Erdemes megjegyezni az o—krisztallin és az MjHSP16,5 szerkezetében meglevé
kiilonbségeket. Az MjHSP16,5 monodiszperz oligomer populaciot képez, azaz

minden oligomer 24 alegységbdl épiil fel, az a—krisztallin oligomerek nagysaga
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valtozd. Az a—krisztallin szerkezetében nem irtak le egymasba fon6dé dimereket, ez

valdsziniileg csak az extrém termostabilitdshoz sziikséges.

Végezetiil megmértiik még a fehérje hostabilitasat is, ugyanis hddenaturaciot nem
detektaltak még ezen a fehérjén. Arrdl volt ugyan adat, hogy még 110°C-on is van a
fehérjének chaperon aktivitasa (Kim ¢és mtsai, 1998c), azonban a konkrét
denaturacios homérséklet nem volt ismert. Méréseink szerint ez 117,4+0,4 °C-on
tortént meg (67. abra). A mérést természetesen nagy nyomads alatt kellet végrehajtani,
az atalakulasi pontban a nyomas 230 MPa volt. A 1688 cm'-es komponenst kdvetve

annak eltlinése a denaturacidval egyidejiileg kovetkezett be.

Osszefoglalva: az o—krisztallinnal hatasosnak mutatkozéhoz hasonlé nyomaskezelés
novelte az MjSHP16,5 chaperon aktivitasat is, ami az oligomerméret csokkenésével
is egyiitt jart. Az infravords spektrum intermolekuldris antiparallel P—lemezekre
jellemzd sévja csak a denaturacids nyomdson tlinik el, ami azt mutatja, hogy ezek a
kolesonhatasok a dimereken beliil vannak, amelyek a 24 alegységbdl allo oligomer
mellett extrém nyomasstabilitassal is rendelkezett. A fehérje masodlagos szerkezete
45 °C-on 1,7 GPa nyomason kezdett széttekeredni. A nyomadsindukalt chaperon
aktivitas felfedezésén til ezeket a hé- és nyomasstabilitasi értékeket is mi allapitottuk

meg el6szor FTIR spektroszkopiaval.

Ezekben a kisérletekben én az infravordos méréseket és kiértékelésiiket végeztem,

valamint én vezettem be a tarsszerzoket a nagy nyomasu technikéba.

erer

eltolodas aktivacios paramétereinek meghatarozasa. (T9, P14, P17)

A novényi klorofillszintézis egyik meghatarozd 1épésének, a protoklorofillid
fototranszformdacidjanak, ill. a folyamatot kovetd molekularis szerkezeti
atrendez6désbdl adodo spektralis eltoloddsnak a tanulmanyozéasara azért kiilondsen
alkalmasak a soOtétben nevelt (etiolalt) novények, mert benniikk a kiilonb6zo
pigmentformak fototranszformacioja a megvilagitassal szinkronizaltan indithato be

¢s a spektralis valtozésaik is jol kovethetdk.
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A protoklorofillid fény hatdsdra bekovetkezd  klorofilliddé  alakulasat
vizsgéltuk 0-0,4 GPa tartoményban. A fototranszformacio soran a protoklorofillid
porfiringytirijében a 17. és 18. szénatomja kozti kettds kotés telitddik (10. dbra). Ezt
a folyamatot a prolamelldris test membranjanak f6 fehérjekomponensét ado
NADPH:protoklorofillid oxidoreduktdz enzim (POR) katalizalja (Ryberg és Dehesh
1986). A folyamat spektroszkopiailag jol vizsgalhatd, ugyanis a szubsztrat és a
termék fluoreszcencia emisszids maximuma kozott mintegy 40 nm-es kiilonbség van,
amely a reakcid soran a porfiringytirli delokalizalt elektronrendszerében bekovetkezd
jelentds valtozasnak koszonhetd. A fototranszformacidt kovetden a pigmentek
cencia emisszios sav mintegy 10 nm-es kék eltolodast szenved. Ep novényi levelek
esetében ezt a jelenséget Shibata-eltolodasnak nevezik (Shibata, 1957). Munkankban
a fototranszformaciot és a Shibata-eltolédast vizsgaltuk a nyomads fiiggvényében,
hogy felderithessiik azokat a termodinamikai paramétereket, amelyek csak nagy
nyomadssal hatarozhatok meg (pl. aktivacios térfogat), és ezaltal a folyamatok

molekularis mechanizmusanak megértéséhez tovabbi adalékot szolgaltassunk.

A homogenatumot a sotétben nevelt buza levéldarabjainak izolal6 pufferben (0.05 M
pH 7,0 + 20 stly% szacharoz + 50 térfogat% glicerin) torténd eldorzsolésével, majd
tobb réteg gézen keresztiil torténd szlrésével nyertiik. A 14 napos, etiolalt
buzalevelek csucsatol kb. 1,5 cm-re kezdddo, 5 cm-es darabot hasznaltuk fel (Ryberg
¢s Sundqvist 1982a, 1982b).

4.9.1 Az etiolalt buizalevél homogenatum és az intakt levél 6sszehasonlitasa

Eldszor is azt mutatjuk be, hogy az altalunk hasznalt homogenatumban ugyantugy
végbemegy a vizsgélni kivant reakcid, mint az intakt levelekben. A 68. dbra mutatja
a sOtétben nevelt buzalevelek és a beldlik készitett homogenatum fluoreszcencia
spektrumait 77 K-en megvilagitas eldtt és villan6fénnyel (Chinon 900 C vakuval)
tortént megvilagitds utan. A fototranszformacié nem megy végbe 77 K-en a
méréshez hasznalt gerjesztd fény hatasara, igy a megvilagitatlan mintak fluoreszcens
vizsgalata ezen a hdmérsékleten lehetséges. A 655 nm-nél jelentkezd emisszids vonal

a megvilagitas hatdsara eltlinik mind a levél, mind pedig a homogenatum esetén,
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mivel ez az  un.

1_
fotoaktiv, enzimhez
ed kétott  protoklorofillid
5 06 emisszios vonala (Boddi
-
- és Frank, 1997). A 690
& 0.4
nm-es sav viszont a
o keletkezett klorofillidre
o+ —————————>——  jellemz6 (B6ddi ¢és
600 850 700 750 80¢

Hullamhossz (nm) Frank, 1997), ami abbol

68. abra. Sotétben nevelt buzalevél ill. a beldle késziilt is latszik, hogy csak a
homogenatum fluoreszcencia emisszios spektrumai
megvilagitas el6tt ill. villanofénnyel valé megvilagitas
utan, 77 K-en. A fekete vonalak a megvilagitas elétti, a van jelen. Ennek a
kékek a megvilagitott mintakhoz tartoznak. A vékony
vonal a levél, a vastag a homogenatum spektruma.

megvilagitott mintdkban

sdvnak a valtozasa is
teljesen  parhuzamosan
zajlik le a levél és a homogenatum esetén. A fentiek alapjan kijelenthetjiik, hogy a
sotétben nevelt buzalevébdl izolalt homogendtum alkalmas a fototranszformacio
vizsgalatara, benne a fototranszformacio szempontjabol fontos protoklorofillid-POR-
NADPH membranhoz kapcsolt komplexek miikod6képes formaban maradtak meg. A

homogenatum készitéssel kikiiszobolhetd az egyes levelek kozotti biologiai

crer

4.9.2. A protoklorofillid foto-transzformacidjanak vizsgalata

A fototranszformacio kinetikdjanak nyomastdl valo fiiggését ugy vizsgaltuk, hogy a
sOtétben nagy nyomds ald helyezett homogenatumot a spektrofluoriméter
(FS9000CD, Edinburgh Instruments) 440 nm-es gerjesztd fényével megvilagitva
indukaltuk az atalakulast. A kisérleteket 20°C-on végeztiik. Ismeretes, hogy az
etioldlt homogenatumban a szubsztrat az un. protoklorofillid-POR-NADPH
makrokomplexek belsejében viszonylag nagy feleslegben all rendelkezésre (Boddi és
mtsai (1983) szerint tiz protoklorofillid is juthat egy enzim molekulara), a
megyvilagitassal a foto-transzformaciohoz sziikséges fény is folyamatosan biztositott,
¢s a NADPH mennyisége is elegendd, a reakcid sebesség-meghatarozé 1épése tehat a

szubsztratnak az enzimhez valé kotodése, esetleg a NADPH enzimhez vald kdtddése.
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t(s) t(s)
69. abra. Etiolalt buza homogendtum  70. &bra. Etiolalt biza homogendtum
fluoreszcencia intenzitdsa 690 nm-nél fluoreszcencia intenzitdsa 655 nm-nél a
a megvilagitasi id6 fliggvényében megvilagitasi id6 fiiggvényében harom
harom nyomason: m 0,1 MPa , A 200 nyomason: m 0,1 MPa, A 200 MPa, e
MPa, e 400 MPa. (Az intenzitasok a 400 MPa. (A kezd6értékre normalt
30-60 s-os iddintervallumban mért gorbeék.) Az illesztett gorbék ugyanolyan
intenzitas atlagara vannak normalva.) szinnel jeldltek, mint a mérési adatok.
Az illesztett gorbék ugyanolyan
szinnel jeldltek, mint a mérési adatok.

A Kklorofillid emisszidjara jellemz6 690 nm-es hulldmhosszon mért fluoreszcencia
intenzitast mutatja a 69. dbra. A gorbék a megvilagitas kezdetétdl szamitott 30 és

60 s kozott mért intenzitas atlagara vannak normalva.

Az intenzitasadatokat egyetlen exponencialist tartalmazo telitésbe mend fliggvénnyel
nem lehetett kielégitden illeszteni, fel kellett tételezni, hogy a folyamat két

exponencialis segitségével irhato fel:
Too()=1-ae™' " —ae™'™ . (52)

A folyamatot a masik oldalrdl, a protoklorofillid fogydsdnak szempontjabdl is
vizsgaltuk. A 655 nm-nél mért fluoreszcencia intenzitas idébeli csokkenését mutatja

a 70. abra. A folyamatra szintén kettds exponencialist lehetett illeszteni:
Ios()=ae' ™ +a,e”’™ +b . (53)

A 69. és 70. abrabol lathatd, hogy a fototranszformécié a nyomas hatdséra lelassul.

Ez azt mutatja, hogy olyan folyamatrol van szo, amelynek aktivacios térfogata
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01 pozitiv, azaz a folyamat sordn az

aktivalt komplex térfogata nagyobb,
-0.1
mint a  kiinduldsi  allapotban.

£ 02
=
£ 03 I} Azonban a 400 MPa nyomds sem
04 volt képes megakadalyozni a
0.5 4
o0 reakciot, ami azt mutatja, hogy a
0 100 200 300 400

POR enzim nem denaturalodik ezen a
p [MPa]

71. 4bra. Az Igoo-re illesztett nagyobb nyomason.

sebességi  allandd  (k;) logaritmuséanak
nyomastol vald fiiggése az illesztett

egyenessel. reciproka a sebességi allandd. Az

Az illesztésben hasznalt 7 id6allando

Igoo-re illesztett komponensek koziil a
gyorsabb lefutasi exponencidlis fliggvényre jellemzé sebességi allando
logaritmusanak a nyomastol valo fiiggését mutatja a 71. dbra. A (14) egyenlet szerint

a sebességi allando logaritmusa aranyos az aktivacios térfogattal. Az igy kiszamitott

XI. Téblazat.

Az etiolalt buzabol késziilt homogenatumon mért 690 és 655 nm-es fluoreszcencia
emisszios savok intenzitasanak a megvilagitds hatdsara torténd valtozdsabol szamolt
paraméterek: a nulla nyomdsra extrapolalt sebességi allandok (kip) és a folya-
matokhoz tartozo aktivacios térfogatok (A vih.

690 nm-es sav 655 nm-es sav
i 1 2 3 4
kio [s"] 0.83+£0.05  0.13£0.02  0.56+0.03  0.082+0.004
AV [em®/mol] 2,840,5 1,8+1,2 1,7+0,5 0,240.5

aktivacios térfogatokat a XI. tdblazat tartalmazza.

Hogyan ¢értelmezhetjilk ezt a kettds exponencidlissal leirhatd folyamatot? A

legegyszeriibb elképzelés szerint egy harom kompartmentes modellt allithatunk fel:

to-
klgigfi)llid P | intermedier | —2> | Klorofillid
< (N2) — (N3)
(N1) Y D
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Az atmeneti valoszinliségeket pi, p.1, p2, p-» jeloli. Eredményeink azonban nem
illeszkednek ehhez a modellhez. Ugyanis a fenti modell differencidlegyenleteinek

megoldasait az

N, =N + N{je* + N{je™
N, =N” + Nje* + Nje™ (54)

— N©® M ,ut 2) ot
N; =N;7 + Nyge™ + Njje”

alakban lehet felirni. (A A; és A, a differencidlegyenlet matrixanak sajatértékei, az

Nf’z) egyiitthatok pedig a matrix sajatvektoraibol ill. a kezdeti feltételekbol

szdmolhatok. A sajatértékek negativak, és igy az exponencidlis tagok csokkend
fiiggvények. A harmadik sajatérték nulla, ez adja az N tagot) Az (54)
egyenletekbdl latszik, hogy — amennyiben az N; és az N, is két exponencialis
fiiggvény dsszegével irhato le (azaz Ny, N|o, N3y, N3 egyike sem nulla) — mind a
kiindulési anyag, mint pedig a termék keletkezésére ugyanolyan sebességgel

lecsengd exponencidlisok adodnak. Esetlinkben azonban ez nem igy tortént, ahogy az

a XI. tablazatbol is kitlinik.

Ezért egy tobb kompartmentes hipotetikus modellt alkottuk meg, figyelembe véve
azt is, hogy a visszafelé irdnyuld folyamatok sebességi allandoi elhanyagolhatok,
hiszen a reakci6 a szakirodalom és a kisérleteink alapjan is irreverzibilisnek tiinik. Ez

a modell a kovetkez6:

proto- _ .
klorofillid _— intermedier
(N D3 (N2)
D2
? » Klorofillid
(Ns) > (N3)
protokloro- ~ ,
fillidess Da !
(Na) (Ne)
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Ennek a modellnek az a hatrdnya, hogy nyitott, ugyanis a ps &atmeneti
valoszintiséggel jelzett folyamat végéllapota a feltételezések szerint nem fluoreszkal,
igy méréseinkkel nem detektalhat6. Ugyancsak nyitott a modell a p; folyamat feldl.
Azonban a modell egybecseng szamos irodalmi adattal, ezért ésszerli hipotézisnek
tlnik, annak ellenére, hogy megerdsitésére természetesen még tovabbi kisérletek

sziikségesek.

Ezen hipotetikus modelliink megolddsa az N;-re egy egyszerli exponencidlis, mig

altalanos esetben Ns-at harom exponencidlis fliiggvény segitségével irja le:

—pat pit
pe " — pye

Ps — D,

+m(l-e ), (55)

Ni=n—n

ahol n és m az N ill. Ns kezd6értékei, a tobbi N; nullardl indult. Az a tény, hogy
kisérleteinkben csak két komponenst sikeriilt elvalasztani, két médon magyarazhato.
Ha az egyik atmeneti valdszinliség sokkal nagyobb, mint a masik, akkor az ezzel
szorzott exponencialis tag nagyon kis amplitiddja miatt nem mutathat6 ki a kisérleti
adatokban. Hasonldan, ha a két exponencialis kitevdje kozel azonos, akkor ezen
komponensek szétvalasztasa egy rosszul kondicionalt matematikai feladat. A modell
megoldéasa szerint az N; csokkenése egyetlen exponencialis fliggvény szerint megy
végbe, igy itt még egy parhuzamos folyamatot is feltételezni kell, amely ugyanennél
a hulldmhossznal emittald, de kiss¢ eltéré (vagy eltéré kornyezetben 1€évo)
protoklorofillid pigment formak atalakuldsdhoz tartozik. Csak igy magyardzhat6 a

655 nm-es fluoreszcencia intenzitas kettds exponencialis lecsengése.

Modelliinket alatamasztjak azok a vizsgalatok is, amelyek szerint a masik fotoaktiv
protoklorofillid forma (az un. Pklidgss) parhuzamos atalakulasa (Klockare és Virgin
1983, Boddi és mtsai, 1991) is lezajlik az etiolalt minta megvildgitasa soran, azonban
ennek a folyamatnak a kinetikéja az altalunk detektalt 655-nm-en emittalé formahoz
képest eltérd lehet. Ennek a folyamatnak az eredményeként olyan klorofillid termék
keletkezik, amelynek fluoreszcencia emisszios savja atlapol az altalunk mért pigment
emisszigjaval. Tovabba szamos kisérleti eredmény mutat abba az irdnyba, hogy a
folyamat soran nem fluoreszkald intermedierek, ill. fluoreszcencia kioltok is

keletkeznek, amelyek megmagyarazzak az eltéré 655 és 690 nm-es kinetikakat.
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(Litvin és Belyaeva 1971, Mathis ¢és Sauer 1973, Dujardin és Correia 1979, Dobek és
mtsai, 1981, Belyaeva és mtsai, 2001, Heyes és mtsai, 2002).

A modellben a sebességi allandok hozzarendelése ugy tortént, hogy az azonos
aktivacios térfogatl folyamatokat rendeltiik egyméshoz (azaz a pr=k» és p3;=k3
atmeneti valosziniiségekkel ill. sebességi allandokkal jelzetteket). Az intermedier
létezésére kisérleteinkben az utal, hogy a k, és k3 sebességi allandok kiilonbozdek.
Illik a modellbe az is, hogy a masodik 1épés sebességi allandoja (k> ) kisebb, mint az

elsé 1épésé (k3).

Mind a k; mind pedig a ks sebességi allandoji folyamatnak az aktivacios térfogata
1,7 cm’/mol kériil van. Ez megfelel egy hidrogénhid kotés létrejottéhez sziikséges
térfogatnak (Heremans, 1982, van Eldik és mtsai, 1989, Michels és mtsai, 1996).
Természetesen nem gondoljuk, hogy hidrogén hid ¢épiilne ki, hiszen a
fototranszformacidkor telitddd kotés mindkét oldalan szénatom talalhatd. Azonban a
hidrogénnek az egyik molekuldrdl a masikra vald atkeriilése a hidrogénhidhoz
hasonl¢ térfogati atmeneti allapoton keresztiil valosulhat meg. Egy masik lehetdség
szerint a protoklorofillidnek az enzimhez vald kotodése egy hidrogénhid kotéssel

valésul meg (Van der Cammen és Goedheer 1984).

Osszegezve: megillapitottuk, hogy a protoklorofillid klorofilliddé val6 atalakulasa a
teljes nyomastartomanyban végbement, tehat az enzim nem denatural6dik 400 MPa
alatt. Megallapitottuk tovabba, hogy a POR enzim kinetikdja nyomastol fiiggd. A
kinetika a nagy nyomas hatdsdra lassul, ami az jelenti, hogy az aktivalt allapot
térfogata nagyobb, mint a kiindulasi allapoté. A kinetikat analizalva két komponenst
talaltunk mind a klorofillid keletkezését, mind pedig a protoklorofillid
mennyiségének csokkenését mérve. Meghatdroztuk a folyamatokhoz tartozo

aktivacios térfogatokat.

Megallapitottuk, hogy a protoklorofillid 4talakuldsa soran legaldbb két parhuzamos
folyamat megy végbe, melyek soran nem fluoreszkald kozbiilsé termékek is
megjelennek. Az atalakulas aktivacios térfogata a hidrogén-kotés kialakuldsahoz

szlikséges térfogat nagysagrendjébe esik.
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4.9.3. A Shibata-eltolodas vizsgalata

A fototranszformacié utan megjelent, 690 nm-nél jelentkezd fluoreszcencia
emisszios sav az idovel fokozatosan eltolodik kb. 680 nm-re. Ezt a kék eltolodast
(Shibata eltolodés) is a sotétben nevelt buzalevelekbdl készitett homogenatumon

vizsgaltuk a nyomas fiiggvényében.

30000

25000 -

20000 A

16000 -

10000 -

\”%\ED}*}Z%}}//

Fl. int. [fotonszam]
Fl. int. [tetsz. egys.]

5000 et 4

650 675 700 725 650 675 700 7
% [nm] A [nm]

w
]

5

72. 4bra. Etiolalt buzalevél-homogenatum Shibata eltolédasa 20°C-on, 75 MPa-on.
a: Eredeti spektrumok, a kék vastag spektrum a legelsd, a piros vastag pedig a
legutolsd spektrum. b: Ugyanazok a spektrumok fiiggéleges eltoldssal.
spektrumok felvételének kezdetei (lentrdl felfelé) : ¢ = 1,25; 5; 10; 15; 20; 25; 30;
35; 40; 45; 50; 55; 60; 65; 70; 75; 80; 85; 95; 105 és 115 min (¢ = 0 a megvilagitas
kezdete). A 680 és 690 nm-nél huzott segédvonalak az eltolodads bemutatasat
szolgéljak.

>

Az el6z0 szakaszban leirt fototranszformacio-mérés utan (amely a megvilagitas elsd
60 masodpercében tokéletesen végbement) az 580 és 730 nm kozotti tartomanyban
mértiik az emisszids spektrumokat. Az elsd spektrumot a megvilagitas kezdetéttol
mért 70-100 masodpercen belill inditottuk, majd 5 percenként mértiink. A
fototranszformaciot kovetd Shibata-eltolodast mutatja a 72. dbra. A 72. a abran

lathato, hogy nincs olyan hullamhossz, ahol a fluoreszcencia intenzitds ne valtozna,
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azaz a spektrumoknak
nincs  izoszbesztikus
pontja. Ebbdl az
kovetkezik, hogy az
atalakulds nem ugy
torténik, hogy az egyik
spektralis  komponens
csokken, a masik pedig
novekszik. Valdszinii-
leg az atalakulas soran

a kromofér kornyezete

Fluoreszcencia maximum pozicié [nm]

688

686
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682

680 1 1 I 1 L | L 1 I 1 L 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
tis]

73. abra. A blza homogendtum megvilagitds utan

folytonosan valtozik, €¢s  kialakuld 690 nm-es emisszios savjanak eltolodasa

ezért a kromofo6r

gerjesztési  energidja

(Shibata eltolodas) az 1d6 fiiggvényében 75 MPa-on.

(ill. az emisszios spektrum pozicidja) folytonosan tolodik el. Ezért a spektrum

crcr

maximum pozicidjat hasznalhatjuk a folyamat jellemzésére. Az eltolodas

exponencialis jellegii, a maximum pozicio jol illeszthetd exponencidlis fliggvénnyel

(I1d. 73. abra). Az eltolodas
nyomds hatasara lassult,
illetve a folyamat végalla-
pota is megvaltozott.. Ezt
mutatjia a 74. dbra. A
Shibata-eltolodast  20°C-on
100 MPa nyomas mar
gyakorlatilag teljesen gatolta,
a mérés két 6ras iddtartama
alatt sem volt jelentos
eltolodas. (A mérés idejét
limitalta a mintak
degradacioja, ezért altalaban
nem mértiink ennél hosszabb

ideig.) Az eltolodas gatlasa

692

680

688

FI. max. pozicié [nm]

74. 4dbra. A buza homogendtum megvilagitds utan
kialakuld 690 nm-es emisszios savjanak eltolédasa
kiilonb6zd nyomasokon. (A pontokat Osszekotd
vonalak csak a szemléltetést szolgaljak.)
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75. abra. A 200 MPa-on megvilagitott buza
homogenatum Shibata-eltolédasa 200
MPa-on, valamint a nyomas 5 MPa-ra
csdkkentése utan (#). Osszehasonlitasképp
az atmoszferikus nyomason megvilagitott
minta Shibata-eltoldédasat is abrazoltuk (A).
A nyil a nyomds csokkentésének, ill. -6

In(k/k0)

-

atmoszferikus nyomason a megvilagitas

kezdetének az idejét mutatja. (T=20°C) P [MPa]

76. é4bra. A buza homogenatum
azonban nem jart a szerkezet irreverzibilis  Shibata-eltolddasanak a nyomastol
valo fliggése, a: 20°C-on, valamint

valtozasaval. Ugyanis amikor a tobb mint b: 40°C-on.

két oras 200 MPa-os kezelés utan a nyomast

az atmoszferikus nyomas kozelébe” csokkentettiik, a Shibata eltolodas végbement
(Id. 75. abra). A folyamat karakterisztikus ideje ekkor azonban négyszer nagyobb
volt, mint a nyomaskezelés nélkiill megvilagitott mintdban de a végallapot azonos

volt.

A folyamat kinetikdjanak nyomasfiiggését nem csak 20°C-on, hanem 30 és 40°C-on
is mértilk. Ennél nagyobb hémérsékleten a homogenidtum mdar nem volt stabil,
(Mysliwa-Kurdziel és mtsai, 1999). Magasabb hdmérsékleteken nagyobb nyomas
kellett az eltolédas gatlasahoz (30°C-on 300 MPa, 40°C-on 500 MPa). Az
eltolodasra illesztett exponencidlis fiiggvények kinetikus allandoit az el6zd
fejezetben mar targyaltak szerint abrazoltuk féllogaritmikus grafikonon (76. dbra). A

76. a abran lathato torés azt mutatja, hogy két mdédon mehet végbe a Shibata-

" Technikai okokbol nem az atmoszferikus nyomas értékére, hanem 5 MPa-ra csokkentettiik a
nyomast.
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XII. Téblazat.

T 686 A bluza homogenatum Shibata
;g' 685 eltolédasanak kinetikdjat jellemzd
5 ::: aktivacios térfogatok.
=8
< 682
2 6o T[°C] AV [em*/mol]
5 680
@ o7 20 43+11"
678 2
0 1000 t[s] 2000 3000 20 - 1i4
30 39+3

77. abra. Buza homogendtum Shibata-
eltolodasa atmoszferikus nyomason. A 40 35+1,5
gorbékhez tartozd hdmérsékletek: m 10°C,
A 20°C, » 30°C, ¢ 40°C.

10-100 MPa, % 100-400 MPa

eltolodas. Az egyik folyamat, amelyik alacsony nyomésokon domindl, a nyomas
novekedésével lassuld folyamat, azaz pozitiv aktivacids térfogattal jellemezhetd. Az

aktivacios térfogatot az eldz6 alfejezetben emlitett

_ Olnk
op

AV* (56)
egyenlet segitségével, a 76. abra pontjaira illesztett egyenes meredekségébdl
hataroztuk meg. Azokon a nyomasokon, ahol az eltolédas gyakorlatilag gatolt volt,
(pl. 20°C-on 100 MPa f616tt) a pontokra kozel vizszintes egyenest lehetett illeszteni,
ami azt jelenti, hogy a nagy nyomastartomanyban nagyon lassan végbemend
folyamat nem igényel térfogatvaltozas az aktivacios allapoton vald athaladas soran.

A meghatarozott aktivacids térfogatokat a XII. tablazat foglalja 6ssze.

A Shibata-eltolodas  kinetik4jat atmoszferikus nyomason a hdémérséklet
fliggvényében mérve a 77. abran lathato gorbéket kaptuk. Az illesztett exponencialis

fiiggvények kinetikai egytitthat6ibol az Arrhenius-4abrazolas, ill. az ismert

Y __R Olnk (57)
o(1/T)
Osszefiiggés segitségével a 100+£20 kJ/mol értéket kaptuk.
Eredményeink értelmezését megnehezitette, hogy - a Shibata-eltolddassal

kapcsolatban az irodalomban taldlhatd szamos kisérleti munka ellenére - az eltolodas

mogott levd molekularis mechanizmust még nem tisztdztak egyértelmiien. Ismert
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volt, hogy a megvilagitds utan a klorofillid-POR-NADPH komplexek aggregalt
allapotban vannak (Boddi és mtsai, 1990). A klorofillszintézis kovetkezo 1épése az
¢szterezés, amit a klorofill-szintetdz enzim végez, ehhez azonban monomer
egyik fontos 1épése lehet (Butler és mtsai, 1966, Ogawa ¢s Konishi, 1980). Az
irodalomban azonban a Shibata-eltolodasért mind a klorofillid észterezését (Sironval
¢s mtsai, 1965), mind a rendezett membranstruktira szétesését (Artus és mtsai, 1992,
Dehesh, 1986), mind pedig a POR enzim konformacios valtozasat (Wiktorsson és

mtsai, 1993) feleldssé tevé munkak is megjelentek.

A nagy nyomasnak a membranokra vald hatdsat illetben szdmos mérés ismert az
irodalomban, de ezek nagy részét un. modellmembranokon végezték, amelyek egy
vagy néhany komponensbdl allnak. Ezek a membranok a hémérséklet fiiggvényében
egy jol definidlt homérsékleten fazisatalakuldst mutatnak, amikor a szénhidrogén
lancok ,,megolvadnak™ (azaz benniik a gauche konformerek felszaporodnak) (Winter
¢s mtsai, 1993). Ezt gél-folyadékkristaly atmenetnek is nevezik. Az atalakulasi
hémeérséklet a lipidek szénhidrogénldncanak hosszatol, telitettségétdl és a fejesoport
tipusatol fliggéen valtozik. Az atalakuldsi hémérséklet nagy nyomds hatdsara
eltolodik: az egykomponensti modellmembranoknal ez tipikusan 0,2°C/MPa,
azonban telitetlen zsirsavlancok esetén ez az érték 0,1°C/MPa alatti is lehet
(Heremans, 1982, Winter és mtsai, 1996). Adott hdmérsékleten a nyomast emelve a
rendszer a folyadékkristaly fazisbol a gél fazisba megy at, azaz merevebbé valik.
Azonban a komplex lipid rendszerek ennél Iényegesen bonyolultabb p-T
fazisdiagramot mutathatnak (Winter és mtsai, 1996). A Shibata eltolodas gatlasat
jelentd nyomasértékeket a hdmérséklet fliggvényében abrazolva a meredekségre
20 MPa/°C értéket kapunk. Ha ezt a gatlast a lipidek fazisatalakulasaval akarjuk
magyardzni, akkor a fazisatalakuldsi hoémérsékletnek 0,05°C/MPa nagysagu
eltolodast kellene mutatnia. Ez feleakkora, mint az egykomponensi telitetlen
lipidmembranokon mért irodalmi érték. Tekintetbe véve, hogy a rendszeriink
tulnyomo részt (87-96%-ban) tobbszordsen telitetlen (18:3) lipideket tartalmaz,
tovabba sem a lanchossz, sem pedig a fejcsoport tekintetében nem mondhato

homogénnek (Selstam és Sandelius, 1984), az altalunk mért érték elfogadhato. Ezen
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felil meg kell még emliteni, hogy a legtobb modellmembran mérés lamellaris
szerkezetll lipid kettOsrétegeken tortént, mig esetiinkben a POR enzim és a hozza
kotott kromofor egy bonyolultabb membranstrukturaban helyezkedik el. Ez az n.
,prolamelléris test”, amelyben a lipidek Gn. kobos fazisban vannak. Ez egy nagy
gorbiilettel rendelkezd komplex ,,csérendszer”, amelyben a fazisatalakulés
érzékenyebb lehet a nyomas valtozasara. Megemlitendd még, hogy — bar egészen
mas rendszeren, de — a mi méréseinkkel analdég eredményrdl tudositott Scarlata
(1996) is, aki egyes membranenzimek mitkodésében a fazisatalakulasi nyomason és
homérsékleten ugrasszerli valtozast irt le. Ugyancsak fontos, hogy a lipid
fazisatalakulasok reverzibilisek, ami megint egybecseng a megfigyelésiinkkel, hogy
a nyomasgatolt eltolodas a nyomas megsziintetése utan végbemegy (75. abra). Arra
kovetkeztetiink tehat, hogy a Shibata-eltolodas nagy nyomas altali gatlasa els6sorban
a lipid fazis fluiditasanak csokkenése Utjan torténik. A membranstruktira fluiditasa
tehat mindenképpen kozvetett vagy kozvetlen modon szerepet kell hogy jatsszon a

Shibata-eltolddas mogotti folyamatokban.

A Shibata-eltolodas aktivacids térfogatai jelentdésen kisebbek, mint a fehérje nagy
konformacios valtozasaihoz tartozo térfogatok. Ezért kizdrhat6 a POR enzim
(Heremans 1982). Sajnos a membranfolyamatok aktivacios térfogatairol nem all

rendelkezésre irodalmi értek, igy ezekkel nem lehet 6sszehasonlitast tenni.

A Shibata-eltolodas gatlasar6l mondottak alapjan a folyamatban a lipidrétegnek
fontos szerepe van, ezért feltehetd, hogy az aktivacids térfogat egy része is ezzel
kapcsolatos. Tovabba feltehetd, hogy az aktivacidos térfogat kisebb fehérje
konformacios valtozasokat is magéaban foglal. Az aktivacids energia viszont arra utal,
hogy a folyamat sordn a kovalens kotés energiatartomanyaba esé mértékii valtozas
torténhet. Ez a POR fehérje foszforilacids vagy defoszforilacidés reakcidihoz

rendelhetd (Wiktorsson €s mtsai, 1996).

.....

értekeket. Az aktivacidos térfogatok annak feleltethetdk meg, mint ha két
parhuzamosan elhelyezkedé porfirinmolekula kozti tavolsag kb. 0,35 nm-el

megnovekedne. Természetesen, ha a porfirinek eltdvolodnak egymastol a koztiik
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levd térfogatot a viz betdlti, igy a disszociacid csak részben magyarazhatja az

aktivacios térfogatot.

Megfigyelhetjilk még, hogy az aktivacios térfogat a homérséklet novelésével egyre
csOkken. Ezt gy lehet értelmezni, hogy a lipidrétegnek a hdmérséklettel valod
fellazulasa megndvelte a kiinduld allapot térfogatat, ami végiil is az aktivacids

térfogat csokkenéséhez vezetett.

Osszefoglalva: A fototranszformaciot kovetd kék eltolodast exponencialis
fliggvénnyel lehetett leirni. A kinetika nyomastdl fiiggd szakaszabdl a Shibata-
eltolodas mogotti biologiai folyamat aktivacios térfogatara 20, 30 és 40 °C-on rendre
43+11, 3943 és 35+1,5 cm’/mol-nak adodott. Az aktivacids térfogat kevesebb, mint a
fehérjék szétgombolyodasahoz sziikséges térfogatvaltozas. Ennek egyik lehetséges

crer

konformacio-valtozasaval egylitt mehet végbe.

Az In(k/ky) — nyomds goOrbe toréspontja a hémérséklet novelésével egyre jobban
tolodott a nagy nyomasok felé: mig 20 °C-on csak 100 MPa, 40 °C-on mar 400 MPa
folott volt. Tehat az a pont, ahol a Shibata-eltolédas gyakorlatilag megall, a lipidek
fazisatalakulasi hdmérsékletének nyomastol vald fliggésével analdg modon valtozott.
A 10-40 °C hémérséklettartomanyban atmoszferikus nyomason végzett mérésekbdl

az aktivacios energiara 10020 kJ/mol adodott.

Mivel a Shibata-eltolodas még két 6ras 500 MPa-os kezelés utan is teljes mértékben
végbement a nyomas megsziintetésekor, arra kovetkeztettiink, hogy a nyomas nem

okozott irreverzibilis valtozasokat a rendszerben.

4.10. Modszer Kkifejlesztése a fehérjék FTIR spektrumanak analizalasahoz
sziikséges Fourier ondekonvolucio optimalis paramétereinek meghatarozasara.

(T10, P2)

A spektralis felbontas novelésére, az atlapold spektralis komponensek
vonalszélességének  csokkentésére ¢€s ezaltal az atlapold6 komponensek
szétvalasztasara altalanosan elterjedt a Kauppinen féle Fourier 6ndekonvolacids

modszer. Ez azonban szdmos miiterméket generalhat, amennyiben nem megfeleléen
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valasztjdk meg a szamolasban hasznalt paramétereket. A keletkezd miitermékek
egyik f6 oka az, hogy a Fourier térben végzett dekonvolicio soran a jelben meglevd
fehérzaj a magasabb frekvenciatartomanyban fokozottan felerdsodik. Kauppinen
ezért apodizéacios fliggvényt alkalmazott, amivel részben rontotta a moddszer

hatékonysagat, részben pedig 0j paramétereket és ) miitermékek esélyét vezette be.

Olyan moédszert dolgoztam ki, amellyel a Fourier 6ndekonvolicio optimalis
paraméterei egyértelmiien meghatarozhatok.

A Fourier 6ndekonvolucio (réviden dekonvolicid) matematikailag azon alapul, hogy

crer

Osszegének (D(v)= ZC,@ (v—-v,)) és egy vonalalak fliggvénynek (L(v)) a

i=1

konvoluciodjaként all eld:

SW)=L(v)®D() . (58)
Ekkor a vonalalak fliggvény ismeretében a Fourier térben elvégzett osztassal a
vonalalak ,,levalaszthat6”, azaz elvileg visszakaphatjuk a D(v) fiiggvényt, azaz a
spektralis komponensek végteleniil vékonyak lesznek:

_ o F(Sv)
DWv)=F (F(L(V))j, (59)

ahol F() a Fourier transzformaciot, () pedig az inverz Fourier transzformaciot
jeloli. Ilyen mértékli vonalkeskenyitést azonban gyakorlatban nem lehet elérni,
egyrészt ugyanis az L(v) fliggvény sem tokéletesen ismert, masrészt pedig a
spektrumban mindig jelen levé zaj miatt. A kovetkezOkben a zaj hatasat fogom

elemezni, és feltételezem, hogy a vonalalak fiiggvény ismert.

A valddi spektrum S'(v) = L(v) ® D(v)+ N(v) alakba irhatd, ahol az N(v) a mérés
soran fellépd zaj. Tekintsiik ezt fehérzajnak, amelynek a spektralis eloszlasa

egyenletes.

Ekkor a Fourier térbeli osztas elvégzése utan a kapott D'(v) fliggvény a Fourier

transzformacioé linearitasa miatt a kovetkez6 forméaba irhato:
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D) = F_I(F(S'(v»] D)+ F_I(F(Mv))) (60)
F(L()) F(L()

Latjuk, hogy a masodik tag tartalmazza a zaj altal okozott spektrumtorzulast. Gyors
kvalitativ analizissel megéllapithatjuk, hogy a dekonvoluci6 a ,,nagyfrekvencias” zajt
erdsiti fel. Az F(N(v)) fiiggvény ugyanis a fehérzaj definicidja szerint konstans
varhato értékli, mig a vonalalak fliggvény Fourier transzformaltja csokkend
tendenciat mutat. Ezzel osztva, az F(N(v))-t, olyan fiiggvényt kapunk, amely
novekszik. Ennek az inverz transzformaltja a hullamszam fliggvényében gyorsan

valtozo komponenseket erdteljesen tartalmazo ,,nagyfrekvencias” zaj.

A 78. abra mutatja a dekonvollicid menetét a spektrum doménben és a spektrum
Fourier transzformalt terében (amit Fourier doménnek fogok nevezni). Az infravoros
spektroszkopiaban a spektrum fiiggetlen valtozéja a (cm™'-ben mért) hullamszam,

', amit az FTIR technikdban a mozg6

ennek Fourier transzformaltja az interferogram
tiikkor elmozdulésa, illetve az ezaltal 1étrejott utkiilonbség, a retardacio fiiggvényében
mérnek. Ezért a tovabbi targyaldsban a spektrum domén fiiggetlen valtozdjaként a
hulldimszdmot, a Fourier domén filiggetlen valtozdjaként pedig a retardaciot
alkalmazom. A matematikai leiras természetesen alkalmazhaté akkor is, ha mas

tipusu spektrumokrol van szo.

A valos szamokkal reprezentalt spektrum Fourier transzformaltja komplex fliggvény
lesz, ezért az eljards szemléltetésére nem a nehezen &brazolhaté komplex
interferogramot,  hanem  annak  négyzetét, az  infravorés  spektrum

teljesitményspektrumat abrazolom.

A 78. a abran az egyszerliség kedvéért egyetlen Lorentz-gorbébdl allo elméleti (zaj

crer

L o=all((v-v)) +a}) (61)
egyenlettel leirhaté Lorentz-gérbe Fourier transzformaltja a kdvetkezd fiiggvény:

F(L)=1e e (62)
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A (62) egyenlet jobb oldala az elsé tényezé miatt komplex. Ha a komplex
konjugaltjaval képzett szorzatat vessziik, akkor az un. teljesitményspektrumhoz

[ —i2 —2ra i2 =2ra|x —4ray|x 63
P( ) 127wvix l‘x‘ 127wvix 1‘ ‘ 1‘ ‘ ( )

A teljesitményspektrum valds fiiggvény, ami kdnnyen abrazolhat6. Ennek azért van
jelentdsége, mert az altalam kifejlesztett eljaras szerint a dekonvolucidé optimalis

paramétereit majd egy abrardl fogjuk leolvasni.

Ezt a fliggvényt latjuk a 78. b abran. A kovetkezd abraparon (78. ¢ és d abrdk) a
fehérzajt, utana pedig (78. e, ) az el6z6 elméleti spektrumok zajjal (N(v)) terhelt
valtozatait mutatjuk be. Az elméleti spektrumhoz hozzdadott fehérzaj Fourier
transzformaltjanak vérhaté értéke egy konstans fiiggvény, maga a Fourier
transzformalt azonban egy konstans koriil véletlenszeriien ingadozo fiiggvény.
Ezutan a vonalalak fiiggvény és transzformaltja kovetkezik (78. g, h é&bra). A
vonalalak esetlinkben a spektrumvonallal azonos szélességli, de 0 kozépponti

Lorentz-gorbe:
Lv)=a’ /(v +a]) . (64)

A Fourier 6ndekonvolucié elmélete szerint ennek a Fourier transzformaltjaval
(F(L(v))= %e‘z”““x‘) kell a mért spektrum (esetiinkben az L;(V)+N(v) fiiggvény)

Fourier transzformaltjat elosztani, hogy a dekonvolvalt fiiggvény Fourier

transzformaltjahoz jussunk. Az igy kapott
F(D'(v)) = e + F(N(v))e”™ V" (65)

fiiggvénynek a komplex konjugaltjaval vett szorzatdt mutatja a 78. j dbra. Amint mar
az (59) egyenlet analizisénél emlitettiik, az osztds soran a zaj magasabb x értékhez
tartozd komponensei felerdsodnek (Id. a (65) egyenlet masodik tagja). A (65)
egyenlet jobb oldalanak inverz Fourier transzformaltjadban a megnovekedett zaj

elnyomja a jelet, ami esetiinkben csak egyetlen v értéknél (v;-nél) kiilonbozik

¥ Az FTIR méréstechnikaban az interferogram az I(v) intenzitasfiiggvény Fourier transzformaltja.
Spektrumnak az abszorbancia (A(v) = 1g (Io(v) /I(v)) fiiggvényt tekintem, ahol / a mintaval, /; pedig
anélkiil mért intenzitas.
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nullatol. (Matematikailag végtelen lenne, ugyanis Dirac-deltat kapunk a (65) elsd
tagjanak inverz Fourier transzformaciojabodl, azonban a valdsagban mindig diszkrét

Fourier transzformaciot végziink, vagyis az n értékek csak bizonyos Av kdzonként

, , , —i2 . , . S ,
allnak rendelkezésre, ezért az e '™ fliggvény inverz transzformaltja is véges

amplitudoju, ami eltlinik a felerds6dott zajban (78. 1 dbra).)

A zaj feler6sodése miatt sziikség van egy apodizacids fliggvényre, amely
tulajdonképpen Fourier-szlirést valdsit meg. A legtdbb ilyen fliggvény egy bizonyos
x. eértek felett nulla értéket vesz fel, alatta pedig csokkend tendencidju, €s x.-nél
lehetdleg ,,belesimul” a nullaba. Ilyen fiiggvények pl. a haromszogfiiggvény és a
haromszogfiiggvény négyzete, vagy az FTIR technikéban gyakran alkalmazott Happ-
Genzel ill., Blackman-Harris fiiggvények (Griffiths és Haseth, 2007).

Itt legalabb két 0j paramétert vezetiink be, az x. értéket, valamint az apodizacids
fliggvény tipusat. Moadszeriinkben az x. érték optimdlis meghatirozasara
koncentralunk. A 78. j dbra megfigyelésével egyértelmiien adodik, hogy azt a pontot
kell meghatarozni, ahol a jelalak fiiggvény Fourier transzformaltjaval leosztott zaj a
jel Fourier transzformaltja folé kezd emelkedni. Ha a jelalak fiiggvényt jol
valasztottuk meg, akkor a leosztds utan eldallo (65) egyenlet elsé tagja csak
imaginarius kitevét tartalmaz, azaz egységnyi abszolut értékii tag. Ez a
teljesitményspektrumban (78. ) &bra) egy konstanst fog eredményezni. Ellenben a
masodik tag egy exponencialisan novekvd varhatod értékii, véletlenszeriien valtozo
figgvény lesz. Altalaban a (78. j) abran vilagosan megfigyelhetd az a pont, ahol a
(65) egyenlet masodik tagja kezd dominalni. Allitasunk szerint ez az optimalis x.
értek. Az altalam kifejlesztett dekonvolicids program (eltéréen a kereskedelmi
programoktol) megmutatja ezt a teljesitményspektrumot, és a felhasznal¢ itt jelolheti

ki az optimalis x, értéket.

Az apodizécios fliggvénnyel valod szorzas utani teljesitményspektrumot mutatja a
(78.1) ébra. Az inverz Fourier transzformécié utan jutunk a realisan kaphato
dekonvolvalt fiiggvényhez (78.k abra). Az apodizacié miatt ez nem Dirac-delta
vékonysagl, hanem a szélességét az apodizacios fiiggvény alakja és az x. érték
hatarozza meg. Az x, érték csokkentésével a végeredmény szélesebb lesz, ami extrém

esetben akdr kompenzalhatja is a dekonvolucid okozta szélességcsokkentést.
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Spektrumtér Fourier tér
(teljesitményspektrum)

Flméleti

fehérzaj

valodi mért

vonalalak

elosztott

apodizalt

78. ébra. A Fourier 6ndekonvolucidé menete a spektrum- és a Fourier
térben. (Részleteket 1d. a szovegben.)
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la b Figyeljiik meg, hogy minél jobb
mindségl volt az eredeti

spektrumunk (azaz minél kisebb az

N(v) zaj amplitidoja) annal

¢ bl e ' nagyobb x. értékeket valasztunk,
azaz annal kisebb lesz a

dekonvolucid utan kapott

. spektrumvonal szélessége. Ebbdl azt

a (szinte kozhelyszerii) kovetkez-
\_WWW -\MMMM‘J tetést vonhatjuk le, hogy a

dekonvolucibhoz  j6  mindségii

P . kiindul6 spektrum sziikségeltetik,

ugyanis a dekonvolucié a spektralis
79. abra. A 78. j. dbranak megfeleld telje—
sitményspektrum a), b) aluldekonvolvalaskor;
c), d) optimalis szélességli vonalalak kiemeli a zajt is.
fliggvénnyel; e) f) ttildekonvolvalas esetén.
Az y tengely az a), ¢), e) dbrakon linearis, a Az eddigiek alatt feltettitk, hogy a
b), d), f) abrakon pedig logaritmikus.

vonalszélesség csokkentése mellett

spektralis  vonalszélességet  jol
eltalaltuk, és ¢éppen olyan a
szélességli vonalalak fliggvénnyel osztottunk le, amilyen a spektrumban szerepel. Mi
torténik, ha a dekonvolucidhoz hasznalt L(v) vonalalak a szélessége a spektralis

vonalalak a; szélességétdl eltérd?

Az L(v)=d*/(v* +a*) fiiggvény Fourier transzforméltjaval (F(L(v))=1e ™)

vald osztds utan a (65) egyenlet helyett a kdvetkezdt kapjuk
F(D'(v)) = e ™% a0% L F(N(v))e™™ . (66)

Most az elsé (a jelet tartalmazo) tag nem konstans amplitiddji, hanem tartalmaz egy
val6és exponencialis tagot is. Az a>a; esetben, azaz, ha til széles vonalalakot
feltételeziink (,,tuldekonvolvalunk™), a jelbdl szarmazo6 jarulék a teljesitmény-
spektrumban novekvd exponencidlist mutat. Az ilyen teljesitményspektrum, ahol a
(zajtol eltekintve) a fiiggvény minimuma az x=0-nal van, utdna pedig monoton

novekszik, annak a jele, hogy a vonalszélesség fliggvényt helyteleniil valasztottuk
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meg, mégpedig tul nagynak feltételeztiik, tehat azt csokkenteni kell, ha nem akarjuk,

hogy miitermékek jelenjenck meg a visszatranszformalas utan (79. a) és b) abra).

Ha ,aluldekonvolvalunk”, vagyis a<a; , akkor a jelet tartalmazé tag csokkend
tendenciat mutat. Hasonloan ez el6zd bekezdéshez, most azt mondhatjuk, hogy a
kezdeti lecsengd tendencia azt mutatja, hogy a vonalalak fiiggvényt til keskenynek
feltételeztiik, azaz még nem haszndltuk ki a dekonvoliciéo adta lehetdségeket
teljesen. Ezek az esetek lathatok a 79. e) és f) abran, ahol a 78. g abranak megfeleld
teljesitményspektrumokat tiintettiik fel. Amint a 79. b), d) és f) dbrakon lathato, a tul-
ill. aluldekonvaltsag kiilondsen jol felismerhetd, féllogaritmikus adbrazoldsban, ahol

az exponencidlisan novekvd zaj-tag egyenesként abrazolodik..

A teljesitményspektrum megfigyelése alapjan tehat modunk van az a vonalszélesség-
paramétert korrigalni, amig el nem érjiik azt az optimalis esetet (a=a,), amit a kezdeti

szakasz konstans amplitidoju voltabol ismerhetiink fel.

Azt mondhatjuk tehat, hogy a teljesitményspektrum é&brdzolasa és megfigyelése a
dekonvoluci6 megfeleld koztes Iépése soran nemcsak az optimalis x. érték
kivalasztasaban jelent segitséget, hanem a jelalak fiiggvény optimadlis szélesség-

paraméterének (a-nak) a meghatirozasahoz is segitséget ad.

A dekonvolucié optimalis végrehajtasa ezek alapjan a kdvetkezOk szerint torténik:
1. Egy ésszerli becslést tesziink a vonalalak fiiggvényre, és annak szélességére.

2. Kiszamoljuk a 78. j dbra szerinti teljesitményspektrumot

3. Szemrevételezziik a teljesitményspektrumot, és ha igy néz ki, mint a

a: 79. a) ill. b) abra (a kezdetektdl ndvekszik) akkor csokkentjiik a

vonalszélesség paramétert (a-t), €s visszamegyiink a 2. pontra.

b: 79. e) ill. f) abra (elészor csokkend tendenciat mutat) akkor noveljiik a

vonalszélesség paramétert (a-t), €s visszamegyiink a 2. pontra.

c:  79.c)ill. d) abra (egy vizszintes platdval indul), akkor tovabbmegyiink a 4.

pontra

4. A 78. j abra szerint meghatdrozzuk a levagasi pontot (x.), €s alkalmazzuk az

ennek megfeleld apodizacios fliggvényt.
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5. Kiszamoljuk az inverz Fourier transzformaltat.

Ezeket a szabalyokat kovetve iterativ modon meghatarozhatok az adott spektrumhoz
tartoz6 optimalis a ¢és x. paraméterek, amelyekkel a leheté legnagyobb
vonalkeskenyedés-csokkentést lehet végrehajtani, a zaj tilzott megerdsddése és

mitermékek megjelenése nélkiil.

Osszefoglalva: Olyan modszert fejlesztettem ki, amellyel a dekonvolucio egyik
koztes 1épésében a teljesitményspektrum alapjan interaktiv médon megtalalhatok a
dekonvolucid optimalis paraméterei: az alakfiiggvény szélessége €s az apodizacids
fliggvény levagasi pontja. Megmutattam, hogy ha a teljesitményspektrum emelkedd
tendenciat mutat, és minimuma (a zajbdl eredé ingadozastdl eltekintve) a nulla
retardacional van, akkor a dekonvolucidban alkalmazott vonalszélesség nagyobb a
mért spektrum legaldbb egyik spektrumvonaldnak szélességénél. Ez az 1n.
,tuldekonvolvalashoz” vezet, ami miitermékként negativ oldalsavokat eredményez.
Ha a teljesitményspektrum csokkend tendencidji, a spektrumvonalak tovabb
keskenyithetok, azaz a dekonvolucidhoz hasznalt alakfiiggvény szélességének
csokkentésével tovabbi felbontdsnovelés érhetd el. Megmutattam, hogy a
maximalisan elérhetd felbontds esetén a teljesitményspektrum az alacsony
retardacioknal konstans, majd a retardaci6 ndvekedésével a nagyfrekvencids
zajkiemelés miatt novekszik. Megmutattam, hogy optimalis esetben az apodizacids
fliggvény levagasanak ott kell lennie, ahol a (ndvekvd) zajkomponens eléri a jel
(konstans) értékét. A modszert gyakorlatba is 4tiiltettem, az optimalis dekonvoluciora
Pascal nyelven programot irtam, amit az optimalis dekonvoluciés paraméterek

meghatarozasara hasznalunk.
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4.11. A  spektroszképiaban  alkalmazott  cstcspozicio-meghatarozas
pontossaganak analizise. Matematikai formulik megadasa, melyek segitségével
a mért spektrumbo6l a csucspozicido hibaja is kiszamolhaté. A modszer

alkalmazasa a nyomasértékek pontossaganak meghatarozasara. (T11, P5, P6)

A Shavitzky-Golay-féle cstcspozicio-meghatarozd modszert széles korben
alkalmazzak a spektroszkopidban. Az eredmények hibajanak becslése azonban

hianyzott a spektroszkopusok kelléktarabol.

Savitzky-Golay moddszer szerint a spektralis cstics kozelében a mérési pontokra
polinomot illesztiink, majd a polinom egylitthatoinak felhasznalasdval analitikusan
szamoljuk ki a maximum helyét. Altaliban elég masodrendii polinomot illeszteni,
azonban a szerzOk az egylitthatok meghatdrozdsdnak moddszerét magasabb rendi

polinomok esetére is kifejlesztették (Savitzky és Golay, 1964).

Legyenek xi,yi (i=0,1,2,...n) a mért spektrum pontjai. A mddszer azon a zsenidlis
meglatason alapult, hogy — amennyiben az xi-k egymashoz képest azonos tavolsagra
helyezkednek el (xj-xi.;=Ax, minden i=1,2,3,..n-re) —az illesztett polinom egyiitthat6i
a spektrum y értékeinek linedris kombinacidjaként fejezhetok ki, ami a szamolast
jelentés modon leegyszertisiti. Az illesztett m-ed foka polinom n-edik (n=0,1..m)

egylitthatoja tehat az alabbiak szerint irhato fel:

1 k
C_ ‘—Z—:k Crn,n,[yi+i0 ’ (67)

am,n =
ahol C,, egy normalasi tényezd, a cu,;—k pedig sulyfaktorok. Ezzel az
Osszefiiggéssel az xo pont kornyezetében 1€vé 2k+1 (2k+1>m) pontra illesztiink
polinomot. Shavitzky és Golay megadtak ezeket a ¢, ,; ill. C,, egyiitthatokat.
(Savitzky és Golay, 1964). Késobb Steiner ¢€s mtsai, (1972) néhany egyiitthatot

korrigéltak a szamolasban.

Ha parabolat illesztiink (m=2), akkor az

2az,2

. a,,
xcsu'cspoz = xO + (ZO - : JAX (68)

crer
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A cstcspozicid hibajanak két f6 oka lehet: a) A mérés statisztikus hibdja. Ezt a
mérdkésziilék zaja, vagy a mért jelenség maga okozza (pl. fotonkibocsatas esetén a
Poisson eloszlés), vagy esetenként mindkettd. b) A masik ok lehet a polinom nem
megfeleld illeszkedése a spektrumra. Még ha nem lenne zaj, akkor sem lehetne egy
Gauss- vagy Lorentz-gorbét polinommal tokéletesen illeszteni. Ez a cstcspozicio
szisztematikus hibdjat okozhatja. A tokéletlen illeszkedésbdl eredd hibat az
illesztésben részt vevd pontok szama erételjesen befolyasolja. Tal nagy k valasztasa

esetén az illeszkedési hiba nd, tul kicsi k esetén a statisztikus hiba lesz nagyobb.

A legtobb alkalmazés esetén nem annyira a vizsgalt spektralis cslics pozicidja maga,
hanem annak eltolédésa az, amire kivancsiak vagyunk. Igy a szisztematikus hibanak
kisebb jelentdsége van, hiszen, ha nem véltoztatjuk a k paramétert, a szisztematikus
hiba sem valtozik. Ezért, valamint azért mert a sztochasztikus hibat sokkal
egzaktabbul lehet figyelembe venni és kovetni, ezentul a statisztikus hibara fogunk

koncentrélni.
4.11.1. A csucspozicié statisztikus hibaja

Az am, egylitthatok o, standard hibajat (amit ezutan csak hibanak nevezek),
pontosabban a hiba négyzetét, a hibaterjedés szabdlyai szerint az illesztésben

hasznalt y; értékek o; szordsaibol a kovetkezd egyenlettel kaphatjuk meg:

2 1 & 2 5
Omn = 12 2 (cm,n,i) Oiyi, - (69)
Con i—k

Ha a (68) egyenletet hasznaljuk a csucspozicid kiszamoldsdhoz, akkor ennek a

pozicionak a hibgja:

2 2
ox,., ox,,
_ csucspoz 2 csucspoz 2
O-csdcspoz - 0,-, 0-2,1 + Of, 0-2,2 4 (70)
a, a,

ami némi matematikai szamolas utan a

Ax 2 2 2 2
O cstiespor — 2 \/az,zo-z,l ta,,0,, (71)
2,2
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egyenletet adja. Megjegyzendd, hogy a (71) egyenlet alapjan a csucspoziciot akar
nagyobb pontossaggal is meghatdrozhatjuk, mint a spektrum 1épéskoze (Ax). Ehhez

azonban nagyon pontos y; értékekkel kell rendelkezniink.
Most sorra vesziink néhany tipikus spektroszkopiai modszert, €s kozelebbrol
meghatarozzuk a Ocsicspor-t €zeknél a modszereknél.

4.11.2. A statisztikus hiba emisszios spektroszkopia esetén

Itt megvan az az el6nyiink, hogy a jelenség matematikailag jol leirhato, hiszen
fotonszamlalasos detektalas esetén a Poisson-eloszlas alkalmazhaté. Ekkor az x;
abszcisszanal mérhetd fotonszdm varhatd értéke (g4) és szordsa (o) kozott a

kovetkezd egyszerti Osszefliggés all fenn:
2_
oF = Ui | (72)

Ha g4-t a mért yi-vel becsiiljiik és (72)-t a (69) egyenletbe behelyettesitjiik, akkor a

2 1 & 2
Gm,n = 2 Z (Cm,n,i) yi+i0 (73)
Cm’n i:—k

2
m,n

Osszefliggéshez jutunk. Figyeljik meg, hogy a o, ugyanugy az yi-k linearis

kombindaciojaként adodik, mint az an,p, csak a 0'51 , esetén a linearis kombindcioban

hasznalt egyiitthatok négyzeteit kell alkalmazni. Ezek utan a (71) egyenlet

segitségével kapjuk a csticspozicio hibajat.

A 80. abra mutatja a cslUcspozicid szamitott statisztikus hibdjat Gauss-gorbével
leirhatdo csucs és Poisson eloszlasi zaj esetén a csticsndl mérheté fotonszam
fiiggvényében. Azt feltételeztiik, hogy a maximum kornyezetében gy illesztettiink,
hogy a szélsé pontokhoz tartoz6 fotonszdm a maximum 70%-a legyen. (Ez azt
jelenti, hogy a kiilonb6z6 £ értékekhez tartozod csticsok szélessége kiilonbozo!) A 81.
abra mutatja a teljes félértékszélesség fliggvényében az elérhetd hibat, ha a

fotonszam maximuma 100.

Meg kell jegyezni, hogy az eddig szamolt és az dbrakon lathat6 hiba (Ocsucspoz) cSak a

statisztikus hiba, és bar Uigy tlinhet, hogy nagyon kis hibat lehet elérni a fotonszdm

158



0.6 —
;ﬁ »
= 2 oos -
[=] N
2 0.1 4
k| @
w 3
$ 8
© i ) i
0.01 + . — — 0.3 | |
100 1000 10000 100000
Maximalis fotonszam a csucsnal 10 S 20, ! 30 40
félértékszélesség/Ax
80. abra. A csucspozicid statisztikus , . ,, e e e
p &1. abra. Az elérheto statisztikai hiba

hibdja Gauss-gorbével leirhatd cstcs és
Poisson-eloszlasu zaj esetén a csucsnal
mérhetd fotonszam fiiggvényében. Az
illesztésben hasznalt pontok szédma:
2k+1=25(—), 17 (---), 9 (-=).

a teljes félértékszélesség fliggvé—
nyében, Poisson eloszlast zaj esetén,
ha a fotonszam maximuma 100.

novelésével, ez csak latszolagos, ugyanis az illeszkedési hiba, ill. a mérés egyéb
koriilményeibdl adodo hibak (pl. x-kalibraciéo hibaja) allandod értékiliek (Oegyen)-
Nyilvan nem lehet ez ald csokkenteni a tényleges hibat, még akkor sem, ha a

statisztikus hiba ezeknél kisebb, hiszen a tényleges hiba:

+ol, . (74)

_ 2
o-csticspoz,tén yleges \/o-csu'cspaz egyéb

4. 11. 3. A statisztikus hiba abszopcios spektroszkdpia esetén

Az abszorpcios spektroszkopidban két intenzitast kell mérni: a mintan athaladt 7 és a

referencia /; intenzitast. Az abszorbancia:
I
A= lg7° . (75)

A legnagyobb probléma az, hogy nem ismerjiik, hogy az [ és az [y milyen elosztast
kovet. A kiilonb6zd spektralis tartomanyokban eltéré elveken alapulé detektorokat

alkalmaznak, amelyek mind mads tipusu zajt visznek be a mérésbe.

Amennyiben tudjuk, hogy az intenzitasokat fotonszamlalassal detektaljuk, akkor a

mérési adatok statisztikdja ismert. Minden maés esetben azonban nincsen
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informécionk a zajrol, ezért ilyen esetekre olyan egyenletet adunk meg, amely egy

mérhetd paraméter segitségével fejezi ki a csucspozicio hibajat.

Ha a detektor zajanak statisztikdja ismert, a kereskedelmi spektrométerek tobbsége

akkor sem adja meg az [ és az [, intenzitdsokat, hanem csak az abszorbanciat.

Ha 4; jelenti az x; értéknél mért Ai=1g(/yi/I;) abszorbanciat, akkor ennek a hibgja:

2 2
Oy, O 1y,

o, =lge || —| + , 76

e ( I; ] (lo,z‘J (76)

ahol o,, 1ill. O, Az I és az Iy; értékek szorasai. Ezekre az értékekre van

sziikséglink a cstics kozelében. Mivel a csticspozicid +k pontnyi kornyezete altalaban

egy sziik spektralis tartomany, feltehetjiik, hogy itt /;; és ezért o Io.i is allando (i-t6l

O 1y . . :
fliggetlen). A IL hanyadost kisérletileg is meg lehet hatarozni, ha az ember az
0,i

iires spektrométerben (ill. mindkét fényutba a referenciaoldatot téve) méri az

abszorbancia szorésat. Jeloljiik ezt 0'1(0) -lal. Mivel most /,=1;, ezért :

0
Jln,i G( :

=t (77)

Iy, \/Elge

A (77) egyenlet segitségével meg lehet becsiilni a oi-t. Attdl fliggden, hogy mennyit

tudunk a késziilékrol, kiilonbozo kozelitéseket tehetiink.

A. A legegyszeriibb esetben o;-t 0'1(0) -lal helyettesithetjiik. Mivel az intenzités
relativ hibdja (oyi/I) novekszik, ha I csokken (vagyis az abszorbancia ndvekszik),

Gl(»o) a o; also becslésének tekintheto:

o, >0, (78)

1 1

(0) _

Ha a (70) egyenletbe minden o; helyére o, -t helyettesitiink, a (71)-es egyenletbdl a

csucspozicid hibdjanak alsd becslését kapjuk meg. A (70) egyenlet az emlitett
helyettesitéssel az illesztett polinom egyiitthatdi hibainak négyzetére a kovetkezot

adja:
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XIII. Tablazat.
A csucspozicid hibdjanak szdmoldsdhoz sziikséges egyiitthatok. (Részleteket 1d. a

szovegben.)

A S-G illesztésben

alkalmazott pontok 25 23 21 19 17 15
szama (2k+1):
1 1 1 1 1 1
O JI300 V1012 V770 570 408 /280
_ 1 1 6 2 1 6
€22 J13455 /8855 \/33649 \/6783 V1938 V6188

A S-G illesztésben
alkalmazott pontok 13 11 9 7 5
szama (2k+1):

1 1 1 1 1
2,1 V182 J110 J60 V28 J10
N J 2 \/ 2 11 2
G2 1001 429 77 V21 7

O\
.. ( )Z(W) (79)

TR e
Figyeljik meg, hogy o,,, fliggetlen a spektrum aktudlis abszorbancia értékeitdl, de

fiigghet (0'1(0) -n keresztiil) az x;-t6l. Ezen kdzelités szerint a o, , aranyos 0'1(0) -val:
c, =o' Copn - (80)

A 5,"’” egylitthatok konnyen szamolhato, a méréstdl nem fiiggd konstansok. A XIII.

tablazatban megadtam a C,  és C, , értékeit, kiilonb6z6 k-k esetén.

Tehat a mért GZ(O) -bol a (80) egyenlet és a XIII. tablazat segitségével kiszamolt omp
értekeket a (71) egyenletbe behelyettesitve kapjuk a cslicspozicid hibdjanak also

becslését.
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B. Az abszorbancia hibajanak allanddsaga helyett ésszertibb kozelités azt feltételezni,

hogy a mért intenzitas hibaja allando, azaz o,; ~o, ;. A (76) ¢s (77) egyenletek

felhasznalasaval az abszorbancia hibgja:

2
1,,
o, =o® %{[ILJ +1J —5® %(10“'- +1). (81)

i

A csucspozicio hibijanak szamolasa most nem olyan egyszerii, mint az el6bb, ezt a
(81)-bdl kiszamolt o;-t a (69)-be helyettesitve a (71) segitségével kaphatjuk meg. Ez
nyilvan nagyobb, de jobb becslés, mint az eldz6 egyszerii gondolatmenettel kapott
érték.

C. Ha az intenzitast fotonszdmlalassal mérjiik, akkor még pontosabb becslést tudunk
adni a csticspozicio hibdjara. Ebben az esetben az [; és Iy; intenzitdsok az N; és Ny

fotonszamokkal aranyosak. Igy az intenzitdsok relativ hibai:

Oy,.i 1

= (82a)

A —— (82b)

Ha ismerjiik az NV; és Ny; értékeket, akkor a (82) egyenleteket a (76)-ba helyettesitve a
(69) és (71) egyenletek segitségével kiszamolhatjuk a csucspozicid hibgjat.

Azonban a legtobb spektrométer nem adja meg az N; és Ny; értékeket, csak az

(0)

abszorbanciat (4;). Ekkor a kisérletileg meghatarozott o’ segitségével juthatunk

tovabb. A (82) egyenleteket, valamint az 4i=1g(Nyi/N;) 0sszefiiggést felhasznalva:

2 " 2
O | L 107 gl Oni (83)
I; N; Ny, I,
amibdl (76) felhasznalasaval
o, 4
o, = lgeV10* +1=0/" 10 2” (84)
0
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adodik. Innen, ahogy mar megszoktuk, a (69) és (71) egyenletek segitségével adodik
a csucspozicid hibgja.

Osszegezve: Megadtam azokat a formulakat, amelyek segitségével a Savitzky-Golay
moddszerrel meghatérozott csticspozicid statisztikus hibaja becsiilhetd. A képleteket
megadtam a Poisson-eloszlast kovetd fotonszamlalasos emisszios spektroszkdpiara,
valamint abszorpcids spektroszkopidra is. Ez utdbbi esetben harom kozelitési modot
alkalmaztam, attol fiiggéen, mennyi ismerettel rendelkeziink a spektrométerrdl. Also
becslést adtam az egyiitthatok hibdjara, amennyiben az I és [, intenzitasok hibaja
kiilon-kiilon nem hatarozhaté meg, és csak az abszorbancia alapvonal hibéjabol
becsiilhetdk. Tablazatos formaban megadtam a szdmolashoz sziikséges konstansokat.
Megadtam a hiba kiszamitdsdnak moddjat arra az esetre, amikor a zaj intenzitastol
fiiggetlen fehérzaj. Ugyancsak megadtam a sziikséges formulakat a harmadik targyalt

esetben, amikor az intenzitdsmérés fotonszamlalason alapul.

A modszert implementaltam, és az ezt haszndldo programot spektroszkopiai
laboratoriumunkban a mai napig hasznaljuk.

4.11. 4. A nyomaskalibracio pontossaganak becslése belsé kalibransok csucs—

erer

A nagy nyomdas mérésére gyakran haszndlnak belsdé kalibranst, amelynek egy jol
definialt spektrumvonala a nyomds fliggvényében ismert moddon tolodik el
(Holzapfel, 1996). Ilyenkor a vonalpozicié meghatarozasanak pontossaga behatarolja
a nyomdsmérés pontossagat. Sziikség volt egy olyan modszer kidolgozésara,
amelynek segitségével a nyomds meghatdrozasat limitalé sztochasztikus faktorok

becsiilhetové valtak.

A moddszer a spektrumvonalak pozicio-meghatarozasanak pontossagara kidolgozott

modszerem tovabbvitele.

A leggyakrabban alkalmazott nyomaskalibrans a rubin fluoreszcens vonala, amely
atmoszferikus nyomason és szobahémérsékleten 694,3 nm-nél talalhatod. Ez a vonal a

nyomadstdl fliggden eltolodik (Mao €s mtsai, 1978):

P = fxcsics) - (85)
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82. 4abra. A rubin fluoreszcencia
vonaldnak segitségével meghatarozott
nyomads varhatd statisztikus hibdja a
maximalis fotonszdm fiiggvényében
kiilonbozé paraméterekkel €s homér-
sékleteken felvett spektrumok esetén.
(—): 2k+1=25, =300 K, Ax=0,2 A;
(---): 2k+1=9, T=300 K, Ax=1 cm™;
(-): 2k+1=5, T=10 K, A4x=0,2 A.

83. abra. Az infravords spektrosz—
kopidban alkalmazott BaSO4 nyomés—
kalibranssal elérhetd statisztikus hiba az
abszorbancia szérasanak fliggvényében.
(—) 2k+1=7, p=100 MPa; (---): 2k+1=5,
p=100 MPa; (-): 2k+1=5, p=5 GPa.
(Tovabbi részleteket 1d. a szovegben.)

Az alacsony nyomadstartomanyokban (<10 GPa) az eltol6dds ardnyos a nyomassal

(Forman ¢és mtsai, 1972, Jayaraman, 1986), az fix) fiiggvény meredeksége pedig

4/ (x) =0.365 nm/GPa.
dx

A nyomas hibajat egyszeriien a

df(x)

)2 csucspoz
dx

(86)

egyenletb6l kaphatjuk, miutdn a Osesport @ fotonszamlalasos emisszios
spektroszkopiara levezetett (73) és (71) egyenletekbdl kiszamoltuk. A 82. é&bra

mutatja a nyomas varhato hibajat néhany tipikus esetben. Megjegyzendd, hogy bar a

df(x)
dx

rubin vonal pozicigja a homérséklettél is fiigg, a meredekség még

kriogenikus homérsékleten sem valtozik (Noack és Holzapfel, 1979). A csucs
azonban kriogenikus hémérsékleten  jelentdsen keskenyebb, mint

szobahdmérsékleten. Ez magyarazza az illesztett pontok eltéré szamat az dbran.
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A rubin mellett (féleg az infravords spektroszkdpiaban) mas belsé kalibransokat is
alkalmaznak. Ilyenek példdul az a-kvarc (Wong és mtsai, 1985), valamint az
altalunk is hasznalt barium-szulfat (BaSQO4). Ez utdbbi esetben az f{x) fliggvény nem
linearis, de a 983 cm-es rezgési vonal nyomastol vald fiiggése jol leirhato

masodfokt polinommal (Wong ¢és mtsai, 1989). Ebben az esetben tehat a hiba a

d f(x)
dx

nyomastol is fliggeni fog, mert a nem konstans. A 83. dbra mutatja a nyomas

statisztikus hibajat abban a legegyszeriibb esetben, ha az abszorbancia hibajat

allandonak (oy) tekintjiik.

Osszefoglalva: Megadtam a hiba kiszamitasahoz sziikséges formulakat a
legaltalanosabban hasznalt nyomaéskalibrans, a rubin fluoreszcencidja ¢és az
infravords mérésekben alkalmazott BaSO, esetére. Kiszamoltam ¢és grafikusan
megadtam a nyomas varhato statisztikus hibéjat erre a két nyomasmérési modszerre.
Az altalam megadott grafikonok alkalmasak arra, hogy roéla a fluoreszcencia
intenzitas (fotonszdm) alapjan a hiba mind szobahémérsékleten, mind kriogenikus
hémérsékleten leolvashatd legyen. Az infravorés mérés hibaja az altalam megadott
grafikonon az abszorbancia hibaja alapjan olvashato le. Ezekkel a grafikonokkal a
mérés hibaja akkor is egyszerii leolvasassal becsiilhetd, ha az adott laboratoriumban

nincs a szoftverbe implementéalva a mddszer.

A kifejlesztett  moddszeren  alapulo  hibaszdmitas a  spektroszkopiai
laboratériumunkban hasznalt rubin fluoreszcencids nyomds-meghatarozo programba

bele van épitve.
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5. A bemutatott uj tudomanyos eredmények tézispontokban valo
osszefoglalasa.

T1. Fehérjék masodlagos szerkezetének nagy nyomas hatasara torténé
elasztikus valtozasanak jellemzése in situ nyomaskisérletekben FTIR
spektroszkopia segitségével. A modszert a gramicidin A-ra és a marha
hasnyalmirigy tripszin inhibitorra (BPTI) alkalmaztuk. Megéllapitottuk, hogy a
gramicidin kettds hélix szerkezet és a csatorna konformécio kozotti konformacios
egyensulya a nagy nyomas hatasara eltolodik. Megmutattuk, hogy nagy nyomas alatt
a csatorna konformacié preferalt. Kiszamoltuk a két konformacio térfogata kozti
kiilonbséget, amit a kettds hélix belsejében levd iireggel magyaraztunk. A BPTI
esetén megallapitottuk, hogy a fehérje nem megy &t irreverzibilis konformacios
szerkezetvaltozason a 0-1,5 GPa nyomadstartomanyban. Megallapitottuk, hogy a
harmadlagos fehérjeszerkezet fellazulasa 0,4 GPa alatt végbemegy, a mésodlagos
szerkezet véltozasa nélkiil. Megallapitottuk, hogy a masodlagos szerkezet elasztikus

modon torzul 0,8 GPa felett, anélkiil, hogy a fehérje denaturalddna.

T2. A H/D Kkicserélédés és a konformacié-valtozasok egymasra hatasanak
vizsgalata 2D Korrelaciés FTIR spektroszkopiaval. A 2D korrelacios analizissel
sikeriilt szétvalasztani a BPTI H/D kicserélddési ¢és elasztikus deformacios
jelenségeit. Megallapitottuk, hogy a kicserélddést egy kezdeti konformacio-valtozas
inditja el, majd a H/D kicserél6dés tovabbi konformacids atrendezddést indukal.
Megmutattuk, hogy a kicserélédés a 0-0,3 GPa tartomanyban teljesen ¢és
irreverzibilisen végbemegy, nagyobb nyomdasokon a teljesen deuteralt fehérje tovabbi
elasztikus szerkezetvaltozast szenved.

A lipoxigenaz esetén bebizonyitottuk, hogy a viz altal elérhetd flexibilis régioknak a
legkisebb a stabilitdsuk a nyomassal szemben. Ugyancsak bebizonyitottuk, hogy a
fehérjének van egy bels6é merev magja, amely csak a teljes kitekeredéskor érhetd el a
viz szdmara. Szintén igazoltuk, hogy a masodlagos szerkezet egyes részei még a

fehérje kooperativ kitekeredése utan is megmaradnak.
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T3. A nyomas-denaturacot koveto tjragombolyodas soran intermedier allapotid
fehérjelancok keletkeznek, melyeknek fokozott aggregaciora valé hajlamuk van.
Megallapitottuk, hogy a nyomas-denaturaciot kovetéen a mioglobin intermedier
allapotba keriil. Ez a félig feltekeredett fehérje-konformdci6 mér a denaturacids
homérséklet alatt aggregatumokat képez. Megallapitottuk, hogy ezek az
aggregatumok nagy nyomas hatdsara disszocidlodnak, valamint azt, hogy a
hémérséklet-denaturacié utan kialakult aggregatumok is nyomasérzékenyek. A
kiilonb6zé hoémérsékleteken 1étrejott aggregatumok eltérd stabilitasabol arra
kovetkeztetiink, hogy csak az aggregacid kezdetén kialakuld elé-aggregatumok
disszocidlnak nagy nyomads hatdsara. Bebizonyitottuk, hogy a mioglobinnal tapasztalt
viselkedés nem egyedi, az attdl eltérd szerkezetli lipoxigenazban is hasonld
intermedier szerkezeteket taldltunk. A kisérletekben tapasztalt konformécio-

valtozésokat egységes diagramban foglaltuk 6ssze.

T4. Fehérje-kompresszibilitas mérése nagy nyomason fluoreszcencia
vonalkeskenyedés (FLN) moédszerrel. A fehérje kompresszibilitasdnak 1j
méréstechnikajat vezettik be, amely a fluoreszcencia vonalkeskenyedési
spektroszkopian alapul. Kidolgoztuk a modszer elméleti alapjait is. A moddszert a
DMSO matrixba agyazott magnézium mezoporfirinnel teszteltiik, majd alkalmaztuk
a magnézium mezoporfirinnel helyettesitett tormaperoxidazra. Meghataroztuk a
fehérje kompresszibilitasat. Megalkottunk egy olyan modellt, amellyel értelmeztiik
az eltér6 nyomastartomanyokban mért kompresszibilitdsok kiillonbozdségét. A

modellbdl levezettiik, hogy a fehérjében eltéré kompresszibilitdsi domének vannak.

T5. A hé- nyomas- és hidegdenaturalt fehérjeallapotok dsszehasonlitasa FTIR
spektroszkopiaval és termodinamikai analizissel. Megallapitottuk, hogy
mioglobin esetén a hideg- és nyomads-denaturicido sordn a masodlagos szerkezet
részlegesen megmarad, a denaturacié utani refolding pedig mindkét esetben olyan
intermedierekhez vezet, amelyek a nativénal nagyobb aggregacids hajlamuak.
Megallapitottuk, hogy a nyomds ¢és hideg-denaturacié egymashoz hasonldé mind

szerkezeti, mind pedig a termodinamikai hajtéeré szempontjabol.
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T6. A tormaperoxidaz enzim stabilitisinak szerkezeti alapjai és ezek
osszefiiggése a fehérje denaturaciés hajlamaval. Megallapitottuk a tormaperoxidaz
kiilonb6zé modokon destabilizalt valtozatainak nyomasstabilitasat, megallapitottuk,
hogy a diszulfid hidak redukaldsa, a Ca®" ionok eltivolitdsa, valamint a hem
eltavolitasa befolyésolta ugyan a stabilitast, de a fehérje merev doménje még ekkor is
atlagon feliili stabilitast biztositott a megmaradt szerkezetnek. Megmutattuk, hogy a
denaturald nyomaskezelésen atesett fenti fehérjevariansok visszatekeredésekor
intermedier szerkezetek alakulhatnak ki. Az infravoros mérések értelmezésekor
kimutattuk, hogy csak a hélixek belsejében levd aminosavakbdl ered a hélix
szerkezetre jellemz6 infravords sav, a hélixek végén levé aminosavak ettdl eltérd
jelet adhatnak. Bebizonyitottuk, hogy a (fluoreszcens mérésekhez gyakran hasznalt)

fémmentes porfirinnel torténd helyettesités a fehérje stabilitdsat nem rombolja le.

T7. A fehérjék elliptikus fazisdiagramjanak Kiterjesztése, az aggregalt és
intermedier allapotok figyelembevétele a fazisdiagramon. Szamolasainkkal
bebizonyitottuk, hogy az elliptikus fazisdiagram alakja nem valtozik drasztikusan, ha
a denaturalt és nativ allapot kozti kompresszibilitas-, hotagulasi egyiitthato-, ill.
fajhd-kiillonbségeknek a hémérséklettdl ill. nyomdstdl vald fiiggését is figyelembe
vesszilk. Tovabba kiegészitettik a fazisdiagramot a méréseinkben tapasztalt
intermedier és aggregalt fazisokkal, igy az a kiegészitések utan metastabil fazisokat
is tartalmaz. Az igy kialakult diagram segitségével sikeriilt megmagyarazni a
mioglobinon és mas fehérjéken végzett méréseink sordn a nyomas és hdmérséklet
valtoztatasaval kapott fehérjeszerkezeti atalakuldsokat. Megallapitottuk, hogy a
mioglobin hddenaturacioja utan kialakult aggregatumok nem csak nagy nyomas

hatdsara, hanem magas homérsékleten is disszocialodnak.

T8. Kis ho-sokk fehérjék oligomerizaciojanak és chaperon funkcidjanak
kapcsolata. Megmutattuk, hogy az alfa krisztallin oligomerek nagy nyomassal
indukélt megndvekedett chaperon aktivitasaval egyidejiileg a monomerek kozti
intermolekularis béta tipusi kolcsonhatasok is eltlinnek. Ebbdol a fényszorés
mérésekkel egyiitt azt bizonyitottuk, hogy az oligomer fellazuldsa sziikséges az
aggregaciot gatlo hatashoz. Az MjHSP16,5 esetén megallapitottuk, hogy a dimerek

nem esnek szét a chaperon aktivitast noveld nyomaskezelés esetén sem. Tovabba
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megmértik az MjHSP16,5 extrém nyomds ¢s hdmérsékleti stabilitdsanak

paramétereit.

T9. A protoklorofillid fototranszformaciojanak az azt koveté Shibata-eltolodas
aktivacios térfogatanak meghatarozasa. A NADPH:protoklorofillid oxidoreduktaz
enzim altal katalizalt folyamatnak, a protoklorofillid fény hatasara bekovetkezd
klorofilliddé alakuldsanak aktivacids tréfogatat hataroztuk meg. Az aktivacids
térfogatokbol két parhuzamos reakcidoutvonal 1étezését bizonyitottuk. Megmutattuk,
hogy az enzim nem megy at irreverzibilis valtozason a vizsgalt (< 0,5 GPa)
tartomanyban. A fototranszformaciot kovetd spektralis Shibata-eltolodds mogotti
szerkezetatalakulas aktivacios paramétereit (aktivacios tréfogat és energia) is

meghataroztuk.

T10. A fehérjék FTIR spektrumanak analizalasahoz sziikséges Fourier
ondekonvoliucio optimalis paramétereinek meghatarozasara Kifejlesztett
modszer. Ezzel a moddszerrel a lehetd legnagyobb vonalkeskenyedés mellett
elkeriilhetd a mitermékek megjelenése. A mddszer 1ényege, hogy a dekonvolucio
egyik kozbiils6 1épése soran a teljesitmény-spektrum alapjan lehet megallapitani,
hogy a dekonvoluciés vonalszélesség optimalis-e, valamint az apodizacids fiiggvény

optimalis levagasi pozicidjat is itt lehet meghatarozni.

T11. A spektrumvonalak pozicié-hibajanak meghatarozasara Kkifejlesztett
modszer. A spektroszkopiaban széles korben alkalmazott (Savitzky és Golay altal
kifejlesztett) csucspozicid meghatdrozds pontossdgat analizaltam, ¢és megadtam
azokat a matematikai formuldkat, amelyekkel a mért spektrumbdl a csticspozicio
hibaja is kiszdmolhat6. Az altalam levezetett képletek barmilyen abszorpcios és
emisszios spektroszkopia esetén is hasznalhatoak. A modszert a nyomasméréseknél
széles korben alkalmazott belsd kalibransok altal meghatarozott nyoméasértékek

pontossaganak meghatarozéasara alkalmaztam.
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