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Bevezetés

Bevezetés

A fehérjék strukturdjanak €s dinamikdjanak vizsgalatakor széles korben
alkalmazott moddszer a fluoreszcencia spektroszképia. Vizsgdlhatjuk akar a
fehérjékben 1év0 sajit fluoreszcencidval bird aminosavak, akdr a molekula
kiszemelt részéhez kapcsolt festékmolekula — szonda, fluorofor — vilagitasat. Mig
a steady-state mérések segitségével a fluorofor koriili kérnyezet struktirdjarol
tudunk informacidt szerezni, az idobontott mérések révén ezen tulmenoen,
vizsgdlhatjuk azon fotofizikai és fotokémiai folyamatok dinamikdjit, amelyek
hatdssal vannak a gerjesztett dllapoti fluoroforra. Ezek példaul: az elektron- és
proton-transzfer sztatikus €s dinamikus kiolté hatdsa, gerjesztési energia atadasa
a fluorofor és més csoportok kozott, és az 4dltalunk tanulményozott dipolaris
relaxdci6 (DR). A DR vizsgélatival a szonda kornyezetének dinamikéjarol
szerezhetiink értékes informaciokat.

A human szérum albumin (HSA) a vérkeringésben fontos szerepet jatszo
transzport fehérje, fehérje-matrixdnak dinamikai vizsgalata széleskori
érdekl6désre tart szamot.

A fluoreszcencia dtmenet élettartama (1-10 ns) alatt a nagy molekuldkban,
fehérjékben lejatszodo relaxacids folyamatok jol kovethetdk a fluoreszcencia
emisszi6 idObontott megfigyelésével. A vizsgélatok sordan a 100 fs—10 ns
1ddskalan vizsgaltuk a HSA fehérje-métrixdban a dipoldris relaxacié jelenségét.

Az 1ddbontédsos fluoreszcencia spektroszkopiai modszerek koziil elsoként a
fazisfluorimetriat alkalmaztuk, amelynek segitségével a 0,1-10 ns kozotti
idOtartomany  vizsgdlhatd.  Sziikségesnek latszott az  idOfelbontast a
szubpikoszekundumos iddétartomdnyokra is kiterjeszteni, ahol az eredményeket
pumpa-proba mérések segitségével kaptuk.

A dolgozatban a lumineszcencia spektroszkopia kapcsolddd irodalmanak
attekintését, majd a fogalmak, matematikai eszk6zok, mérési moddszerek, a
minta-elokészités ismertetését kovetden a munkdnk sordn kapott eredményekrol,

kovetkeztetésekrol szamolok be.
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1. Irodalmi attekintés
1. 1. Lumineszcencia spektroszkopia

A rontgen krisztallografias mérések segitségével megismerhetjiik a bioldgiai
rendszerek strukturdjat, igy azonban csak sztatikus képet kaphatunk a molekulak
kapcsoloddsairél, a  kotésekrdl, a részegységek egymdshoz képesti
elhelyezkedésérdl. A lumineszcencia spektroszkOpia segitségével ezen
tilmenden, mdéd nyilik a konformdcidk iddbeli fluktuicidjanak, egymdsba
alakuldsdnak, a rendszer dinamik4janak megfigyelésére is. A bioldgiai
rendszerek mozgdsformdi nagyon valtozatosak, az atomok lokalis vibricidja, az
atomcsoportok ¢és egész domének relativ pozicidjanak globdlis véltozasa is
megfigyelhetd. Ezeknek a mozgdsoknak a sebességét, frekvencidjat jellemzo
karakterisztikus iddallandok nagyon széles idoskdlan fordulnak eld, a
pikoszekundumtél a szekundumig terjednek.

A fény abszorpcidjit kovetden a rendszer emisszidja lehet fluoreszcencia és
foszforeszcencia. A fluoreszcencia az S; — S, atmenethez tartozik, élettartama
ns-os nagysagrendii, a foszforeszcencia a triplett dllapotbdl alapdllapotba val6
dtmenetet jelenti és — tiltott dtmenet 1évén — hosszabb élettartamd [1-4]. Igy a
fluoreszcencia és foszforeszcencia mérések kiillonbozd idOskdldju jelenségek
vizsgdlatat teszik lehetdvé. Az eldobbiek a ps — 10 ns-ig, az utébbiak a ps — s-ig
terjedo tartomanyon alkalmazhat6 modszerek.

A steady-state mérések sordn mérjilkk az emisszié szinképi eloszlisat, az
Osszintenzitast, az emisszid polarizicidjat, anizotropidjat.

Az idébontott méréstechnikak segitségével lehetdség van a fenti paraméterek
1dofiiggésének vizsgdlatira is. Ilyen mérOmoddszerek pl. a mintavételezéses
mérés, az idOkorreldlt egyfotonszamlalds, a fazisfluorimetria, a pumpa-préba
modszerek, a fluoreszcencia-upkonverzi6 [3-6].

A kornyezeti paraméterek (pl.: homérséklet, nyomds, viszkozitds, pH,
dielektromos é&llandd) vdltozdsa természetesen megvaltoztatja az emisszio
paramétereit (intenzitasvaltozds, spektrum eltolddéds, polarizacié mértékének
valtozdsa, stb.), ezeket megfigyelve kovetkeztethetiink a bioldgiai rendszerekben

a mikodési mechanizmus €s a struktura, dinamika kozotti kapesolatra.
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1. 2. Fehérjék belso fluoreszcenciaja

A fehérjékben eléfordulé aminosavak koziil csak hdrom fluoreszkal a triptofan
(Trp), a tirozin (Tyr) és a fenilalanin (Phe) [3]. Abszorpcids spektrumaikban két
sév jelenik meg, a legrovidebb hullimhosszak felé a Phe-nak van abszorpcidja, a
hosszabbak felé a Trp-nak. Megfelel6 hulldimhossz megvalasztasaval (> 295 nm)
a Trp szelektiven gerjeszthetd. Mig a szabad Trp és a Tyr kvantum hatdsfoka
megkozelitdleg azonos: 0,12, addig a Phe kvantum hatasfoka: ~0,03. Az alacsony
mértékll abszorpcid és fluoreszcencia kvantumhatdsfok miatt a Phe hozzajaruldsa
a fehérjék belso fluoreszcencidjdhoz rendkiviil csekély. Vannak azonban olyan
molekuldk, amelyekben nem fordul el sem Trp, sem Tyr, Phe viszont igen. Az
irodalomban, ha keveset is, de taldlhatunk a Phe fluoreszcencidjit vizsgélo
kozleményt. Erzékeny mérd mddszerekkel, pl. szinkrotron gerjesztéssel és
idokorrelalt egyfotonszamldldssal, a harom belsé fluorofor koziil csak Phe-t
tartalmazo rendszerek is megfigyelhetdk [7-10].

A Tyr és a Trp vildgitasdnak megfigyelésére vonatkoz6 irodalmat nagy
szamban taldlhatunk [11-23]. A Tyr-t és Trp-t tartalmazé fehérjék emisszios
spektruma altaldban nem allithat6 el6 egyszerlien a két aminosav spektrumanak
linedris kombindcidjabdl. Az abszorpcids és emisszids spektrumok dtfednek, az
ereddt tobb folyamat befolyésolja, pl.: a Tyr és Trp kozotti energiatranszfer, a
szomszédos oldalldncok kiolté hatdsa, a mikrokdrnyezet paramétereinek
valtozdsa mind hatdssal vannak az eredd spektrumra. A Tyr emisszios spektruma
kevéssé fiigg a kornyezettol, a maximum 4ltaldban 305 nm-nél van. A Trp
fluoreszcencidja azonban érzékeny a kornyezeti paraméterek valtozasaira, pl.: az
emisszios maximum 330 — 350 nm kozott valtozhat a kornyezet polaritdsanak
megfelelden. Ez azzal kapcsolatos, hogy a Trp gerjesztésekor jelentOsen
megvaltozik a dip6lmomentum.

A Trp-nak két lehetséges elektrongerjesztési dllapota van: 'L, és 'Ly, a két
dtmeneti dipSlmomentum kozel merbleges egymdsra [24]. Az 'L, allapot
dipélmomentuma az oldalldnc irdnyaban van, igy az ehhez tartozé atmenetkor
alig valtozik a dipélmomentum irdnya. Az 'L, gerjesztésekor azonban nagy az

dtmeneti dipSlmomentum. Az alapéllapotbeli 2D az 'L, gerjesztett dllapotban
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5,5D-re viltozik [25]. Ugyanakkor az 'L, alacsonyabb energiaji 4llapot, mint az
'Ly. A Trp emisszié nagyrészt az 'L, dllapothoz kapcsolhat6.

A fehérjék belsd fluoreszcencidja — még az egy Trp-t tartalmazoké is —
gyakran mutat nem-exponencidlis lecsengést [26-36], amit az irodalomban
tobbféle modon interpretdlnak. Ez lehet a DR, a gerjesztett allapotu reakciok (pl.
proton vagy elektron transzfer), a fehérje konforméciés fluktudcidja miatt
kiilonb6z6 konformacids 4llapotban 1évé Trp csoportok heterogenitdsdnak
kovetkezménye. A kép még bonyolultabb a tobb Trp-t és Tyr-t tartalmazé
fehérjék esetében, ahol az energiatranszfer €s a kioltds is szerepet jatszhat a mért
fluoreszcencia lecsengés idofiiggésében [15-18, 28].

Az ered0 nem exponencidlis lecsengést mind tobb diszkrét exponencidlis
osszegével, mind élettartam eloszldssal kozelithetjiik. [33-38]. Altaldban két vagy
harom exponencidlis komponens hasznélata mar kielégito illesztést eredményez.
A mérés hibgjat is figyelembe véve gyakran nem tudunk szignifikédns
kiillonbséget tenni a meghatiroz6 folyamatok kozott. Ugyanazt a lecsengési
gorbét egyforman jol illeszthetjiik kiilonbozd éElettartam-komponensekkel és
amplitddokkal is [34, 39].

Alapdllapotu heterogenitast feltételezve lehetséges a kiilonbozd élettartam-
komponensek rogzitése az illesztésben (decay-associated spectra), ekkor csak a
komponensek amplitiddja valtozik [18, 19, 40]. Ebben az esetben az adott
¢lettartam komponenseket a kiilonbozd 4allapotu fluoroforok fluoreszcencia
élettartamaival azonositjak.

Megfigyelték azt is, hogy a fehérje-matrix kiillonb6zd helyein el6fordul6 Trp-
ok mobilitdsa kiillonbozik, a molekula belsejében 1évok kevésbé mobilak [23, 41,

42].



1. Irodalmi attekintés
1. 3. A human szérum albumin szerkezete

1. 3. A human szérum albumin szerkezete

Az éltalunk vizsgélt HSA (human serum albumin) struktirdjanak részleteit
2,8A feloldédssal X. M. He és D. C. Carter hatdroztdk meg [43]. A vérkeringésben
fontos szerepet jitszO transzport fehérje kb. 60 kD nagysagu, globularis
szerkezetll. Harom, strukturalisan homol6g doménbdl 4ll, melyek mindegyike két
kisebb doménre oszthat6. Két legfontosabb ligand-kétohelye a ITA és a IIIA
doménben van. Aminosavjai kozott egyetlen triptofdn (Trp214) van a molekula
belsejében, a IIA-ban, hidroféb zsebben. Anizotrépia mérésekbdl arra
kovetkeztettek, hogy szobahOmérsékleten a Trp rotacids szabadsaga korldtozott,
bar ez a homérséklet novekedésével csokken [23]. Az egyetlen szabad SH
csoportot tartalmazé cisztein (Cys34) a molekula felszinének kozelében az TA
doménben, hidroféb zsebben, az oldoszer szamara mégis hozzaférhetobb helyen
van (1. abra). A cisztein maga nem vilagit, de SH csoportjdhoz kovalens médon

kothet6 fluorofor.

1. abra. A Trp és a Cys helyzete a HSA haromdimenzios szerkezetében.
(Az abrat a WebLab ViewerLite program segitségével a Protein Data Bank-

bdl szarmazo f4jl alapjan készitettiik)
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1. 4. Kiils6 fluoroforok, acrylodan

Ha nincs a megfigyelendd domén kozelében alkalmas belsé fluorofor, akkor
fluoreszkéald festéket kapcsolhatunk a fehérjéhez. Szdmos ilyen festéket
szintetizdltak az utébbi két-harom évtizedben. Ezek kozott megtaldljuk a
kovalensen és az egyéb moddon, pl.: elektrosztatikus kolcsonhatds révén
kapcsolodokat. Vannak koztik, amelyek fluoreszcencia kvantumhatdsfoka
oldoszerben alacsony, de fehérjéhez kotddve igen erdsen fluoreszkdlnak. A
kornyezet polaritdsidnak valtozdsira igen érzékeny szondédk jol haszndlhatdk a
fehérje dinamikai vizsgélatokndl. El6ny lehet, ha a szonda szelektiven
kapcsolddik a fehérja egy bizonyos tipusi csoportjdhoz, pl.: az 6-acryloyl-2-
dimethyl-aminonaphtalene (AC, acrylodan) szelektiv SH jelold [44]. Az AC
nagy atmeneti dipélmomentummal rendelkezik €s igy igen €rzékeny a kornyezet

polaritdsdnak véltozdsara. Molekulastilya 225D (2. dbra).

N(CH,),

CH, =CH ‘ﬁ
O

2. abra. Az AC szerkezeti képlete

1. 5. Fehérjéhez kapcsolt kiilso fluoroforok

Torma-peroxiddzhoz kapcsolt prodan (6-propionyl-2-dimethyl-
aminonaphtalene) [45] és DANCA (6-naphtoyl-4-trans-cyclohexanioc acid)
fluoreszcencia anizotropidjanak megfigyelésével hatdroztdk meg a hem
kotdhelyének polaritdsat [46]. Marha szérum albuminhoz kapcsolt dansyl
rotacids reorientdcids kinetikdjanak tanulmanyozasidval meghatdroztdk a rotacids
korrelaciés iddket €s alapdllapoti heterogenitast talaltak [47]. A HSA ligand-
kotohelyeinek affinitdsat, polaritdsat hatdroztdk meg a fehérjéhez kapcsolt

flavonol, prodan és AC fluoreszcencidjanak vizsgalatival [48, 49]. A
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fluoreszcens szonda altal okozott konformécié valtozést €s a kotOhely sztatikus
polaritdsat tanulmanyoztdk a HSA és HAP (4-hydroxy-5-azaphenanthrene)
proton-transzfer tautomer éltal alkotott komplexen [50]. Foszfolipid vezikuldkba
agyazott DPH (1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene) rendszerben hatdroztdk meg a
mikroviszkozitast [51]. A membran kiilonbozd fazisi doménjeinek megoszlasat
vizsgdltdk  prodan és  laurdan  (6-lauroyl-2-dimethyl-aminonaphtalene)
segitségével, kihasznélva, hogy a két florofor acil-csoportjanak hossza eltéro,
ezért megoszlasuk a viz és a membran lipid rétege kozott kiilonbozik [52]. ATP
indukdlta konformécié véltozasokat detektdltak a miozin feji részében szintén a

prodan fluoreszcencidjanak megfigyelésével [53].

1. 6. Oldoszer-hatas

A fluoroforok emisszids spektruma az abszorpcids spektrumhoz képest
altaldban a hosszabb hulldmhosszak felé esik [2]. Az emisszids és abszorpcios

maximum kozotti kiillonbséget Stokes-eltolédasnak nevezziik (3. dbra).

vibracids relaxacid
T <1025

v oldészer-relaxacio

%—12 S

abszorpcié fluoreszcencia V>V

-15 -9
hy 107" s hy' 107 s

'

3. abra. Stokes-eltolddds a Jablonszki-diagram alapjan.

Ha kiilonb6z6 dielektromos 4dllanddju olddszerekben vizsgaljuk a fluorofor
spektrumat, azt tapasztaljuk, hogy a maximum érzékeny a kornyezet polaritasara.
A nagyobb dielektromos allandgji oldoszerben mért emisszids spektrum a
hosszabb hullamhosszak felé talalhatd, ezt nevezziik olddszer-hatasnak. A
fluorofor az abszorpcidt kdvetden, gerjesztett dllapotban nincs egyensulyban a

kornyezetével, a rendszer uj egyensulyi helyzet felé relaxdl. Ha a relaxacio
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idéédllanddja rovidebb, mint a fluoreszcencia élettartama, a fluoreszcencia
atmenet a relaxalt dllapotbol jon létre. A kiillonb6z6 dielektromos édllandoju
olddszerekben a rendszer gerjesztett dllapotbeli egyensulyi helyzete kiilonbozik.
A Stokes-eltolddas tobb folyamat egyiittes eredménye: (1) vibricids relaxicio,
(2) a gerjesztés miatt az oldott molekuldban megvaltozik a dipélmomentum, ezt
koveti az oldoszer molekuldkhoz tartozé elektronfelhd és a molekuldk
yjrarendezddése, (3) a gerjesztett allapotban specialis kolcsonhatdsok johetnek
létre az oldott molekula és az olddszer kozott. Ilyen specidlis kolcsonhatdsok
lehetnek a hidrogén kotések €s a toltéstranszfer-komplexek kialakuldsa. Ezeknek
a folyamatoknak és a spektrélis paraméterekre gyakorolt hatdsuknak univerzalis
— minden fluoroforra és minden olddszerre érvényes — kvantitiv leirdsa
természetesen nem lehetséges. A preciz értelmezéshez ismerni kell, hogy miként
befolyédsolja az oldészer — oldott molekula kozotti kdlcsonhatds a fluorofor
energiaszintjeit alap és gerjesztett allapotban egyarant. Az irodalomban ismertek
elméletek és modellek, amelyek egyszeriisitd feltételezésekkel élve leirjdk az
oldott molekula és az oldoszer kozott foto-gerjesztést kovetden 1étrejovo
kolcsonhatast.

Lippert modelljében [54] az oldott molekula gébmb alaku és a koriilotte 1évo
oldoszer, mint egy kontinuum tolti ki a teret. A Lippert-egyenlet szerint az
emisszids és abszorpcidés maximum kozotti kiilonbség az olddszer dielektromos
allandgjétol, torésmutatdjatol, a fluorofor alap— és gerjesztett allapotbeli
dip6lmomentumatdl fiigg. Bar a modell nem veszi figyelembe a specialis

oldoszerhatést, szamos olddszer esetében Ol irja le a kisérletek eredményeit.

1. 7. Oldészer-relaxacié dinamikaja

Fenomenoldgikus leirdsok teremtenek kapcsolatot a  fluoreszcencia
¢lettartama, az oldoszer-relaxdcié iddallanddja és a steady-state emisszios
spektrum maximuma kozott.

Bakhsiev és tarsai 1966-ban egyszerl folytonos modellt allitottak fel [55-57].
A modell szerint a gerjesztést kovetden a fluorofor emisszidja az olddszer-

relaxdcio kovetkeztében folytonosan csokkend energidju allapotbdl jon 1étre. Az
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emisszios spektrum hulldmszdmban kifejezett maximuma (v,) az olddszer-
relaxdci6 idoédllanddjaval kifejezve (7;) exponencidlisan tolédik az idoben:

t

v, (HO)=v. +(V,—-V.)e ©
ahol v,€és v_ a kezdeti, ill. a relaxalt allapothoz tartoz6 emisszios maximum. A
modellben feltessziik, hogy az Osszfluoreszcencia lecsengés exponencidlis (7) €s
a spektrum alakja, szélessége idOben nem valtozik. Ebben az esetben a steady-
state spektrum maximumara a kdvetkezd kifejezést kapjuk:

TS
T.+7

N

v, =V_+V,—V.)

A v, és v_ meghatirozasahoz alacsony ill. magas hOmérsékeleten mérjiikk az
emisszios spektrumot. Alacsony homérsékleten: 7, >>7, az emisszi0 a nem
relaxalt allapotbdl jon létre €s a maximum V,-al lesz egyenl6. Mig magas
homérsékleten: 7, << 7 az emisszi0 a teljesen relaxalt dllapotbdl jon 1étre €s a
maximum V_ -el lesz egyenlo.

Misik fenomenoldgikus modell a kétdllapoti modell, melyet Demchenko
fejlesztett tovabb [3, 58]. A modell szerint a relaxacid két diszkrét allapot kozotti
reakcioval irhat6 le. Két, szimultin megjelend folyamatot kell figyelembe
venniink:

(1) a k, =— sebességi allandoval 1€trejovo fluoreszcencia atmenetet,
T
f

(2) arelaxalt allapotba torténd k, =— sebességi dllanddju dtmenetet.
T

r

A relaxélatlan forma spektrumét steady-state modszerekkel vagy iddbontott
méréssel tudjuk meghatarozni. EIObbi esetben a mintat alacsony homérsékletre
kell lehiiteni, méasik esetben a gerjesztés utdn rovid id6 mulva vessziik fel a
spektrumot. A relaxalt forma spektrumit magas homérsékleten steady-state
méréssel, vagy a gerjesztés utin nagy idokésleltetéssel idObontott méréssel
tudjuk meghatarozni. Kozbensd iddben a spektrum az elobbi spektrumok linedris

kombindcidja, igy a modell szerint — ellentétben folytonos modellel — a spektrum
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sz€lessége valtozik a relaxacio folyaman. A 7, relaxécids 1ddallandot egyszerlien

meghatarozhatjuk a fluoreszcencia lecsengés mérésével. Az emisszids spektrum
rovid hulldimhosszii oldaldan mérve a lecsengési gorbét két exponencidlis
komponenst kapunk, legyenek: 7, és 7,. A hosszabb komponens maga a

. 7z s . 1 1
fluoreszcencia €lettartam, azaz 7, =7, masik: —=—+—.
' T, T T

roo by

Mindkét modell héatranya, hogy csak abban az esetben alkalmazhatd, ha a
fluoreszcencia lecsengése egy-exponencidlis.

Az idébontott méromoddszerek fejlodésével lehetové valt, hogy ne csak a
steady-state spektrumok Stokes-eltolodasat figyelhessik meg, hanem az
eltolédas dinamikdjat, idobeli lefolydsat is. Ha a relaxdcié iddallandgja
Osszemérhetd a fluorescencia élettartamdval, akkor az abszorpcidt kovetden
lesznek molekuldk, melyek emisszigja a még nem relaxalt allapotbdl jon létre és
lesznek, amelyek a mar relaxalt egyensulyi allapotbdl emittdlnak. A késObb
kibocsatott fotonok hullimhossza nagyobb lesz, mivel az dtmenet alacsonyabb
energidju allapotbdl torténik. Ha megfigyeljiik az idObontott emiszids
spektrumokat, akkor azt tapasztaljuk, hogy azok a vorés hullimhosszak felé

tolédnak. Ezt nevezziik dinamikus Stokes-eltolédasnak (4. dbra).

4 olddszer-relaxacid

/

E energia N\

5

fluoreszcencia

v

R reakci6 koordinata

4. dbra. A dinamikus Stokes-eltol6das az alap— €s a gerjesztett allapot potencial
gorbéje alapjén.
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Az emisszids spektrumok silypontjanak idofiiggését leir fiiggvény:.

[1(v,)vav
- [1(v.1)dv

v(r)

ahol I(v,t) a fluoreszcencia intenzitas értéke v hullimszdmnal és ¢ idopillanatban.

A dinamikus Stokes-eltolédast leir6é S(r) fiiggvény [59]:

ahol v (0) ill. v(co) az emissziés spektrum sdlyponja a kezdeti idSpontban, ill.

végtelen sok 1dd elteltével. A dinamikus Stokes-eltolodds a spektrdlis vagy
energetikai relaxaciot jellemzi. Felvetodik, hogy megadhato-e a preciz korrel4cio
a spektrélis relaxdciét jellemzd idddllandé és az olddszer dielektromos
relaxdcidjanak sebességét jellemzd idodllando kozott.

Az oldészer-relaxdcié dinamikdjat vizsgaljdk elméleti modellekkel [59-66],
numerikus szimulacidkkal [67-74] és kisérleti mddszerekkel [75-88].

A legkordbbi elméletek [54] a fluorofor megvaltozott dipélmomentuma altal
keltett elektromos tér és az olddszer molekuldk kozotti kdlcsOnhatdst az un. iireg
dipol/dielektromos kontinuum modell [89, 90] alapjan targyaljak. A modell
szerint a fluorofor egy adott méretli liregben egy dipélus, és az adott
dielektromos 4alland6ji oldészer a koriilotte 1évo teret folytonosan tolti ki.
Gyakran éri kritika ezt a modellt, hiszen nem veszi figyelembe, hogy az olddszer
molekuldkbdl 4ll. Szdmos kozlemény mutatja azonban, hogy kitlind kiindulé
pont lehet valds fluorofor — oldészer kdlcsonhatés energetikdjanak leirasdhoz, bar
nem veszi figyelembe a specidlis oldoszer-hatast. Kiilondsen jé egyezést mutat ez
a modell a kisérleti eredményekkel poldros olddszerek esetén [91, 92]. Bagchi
[59] a modell egyik tovabb fejlesztett valtozatit adta meg, melyben az olddszer
sztatikus dielektromos dlland6jat frekvenciafiiggd taggal bdvitette. Nem tud
kiilonbséget tenni a klasszikus dielektromos kontinuum elmélet a valdban
nempolaros oldoszerek (pl. ciklohexdn) €s a nem dipoldros oldoszerek (pl.

benzol) kozott. Mivel a benzol dipélmomentuma zérus, az elmélet nem tudja
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magyardzni a Stokes-eltolédast. Megoldas lehet a dipdlus helyettesitése kvadro—,
ill. magasabb rendli podlusokkal [67]. A molekula szimuldciés -eljarasok
lehetoséget adnak nemlinedris effektusok — pl.: gerjesztett-dllapotbeli
toltéstranszfer — figyelembe vételére is [68]. A specidlis olddszer kolcsonhatdsok
koziil a H-kotések szerepét vizsgdlva megéllapithatd, hogy a H-kotések megléte,
vagy gerjesztett dllapotban valé megjelenése lassitja a relaxaciot [72]. Az oldott
molekuldk rotaciés dinamikdjat jelentdsen befolydsoljak az oldott anyag—
oldoszer kozotti elektrosztatikus kolcsonhatasok (dip6l-dipdl, dipél-multipol
stb.) [70]. Mivel ezek a kolcsonhatdsok, (pl.: a H-kotések) allapot-fiiggoek, igy
az oldott molekuldk rotaciés dinamikdja jelentdsen eltérd lehet alapallapotban,
ill. gerjesztett allapotban. Az analitikus megolddsok nem, de a szimuldcidk
lehetdséget adnak arra is, hogy az oldoszert ne egy folytonos rendszerként irjuk
le, hanem felosszuk zéndkra, un. szolvatdcids héjakra az oldott molekula koriil. A
,multishell continuum” modell [73] figyelembe veszi, hogy a kolcsonhatds
kiillonbozik az oldott molekulédtdl, azaz a perturbacié helyétél valé tdvolsdg
fliggvényében.

Maroncelli [91, 92] két kozleményben tekintette it az elméleti, szimul4cids €s
kisérleti munkdk eredményeit, és vetette 0ssze Oket ,kritikus szemmel”. Ha az
oldoszer—oldott anyag kolcsonhatds mind sztatikus, mind dinamikus jellegét le
akarjuk irni, akkor a kolcsonhatdsi energidnak egy datlagérték koriili gyors

fluktudcidjat kell leirnunk. Ezen fluktudcidok idéfiiggése: O E (t):E(t)—<E>
szoros 0sszefiiggésben van az oldészerkornyezetben el6fordulé dinamikus fékezd
folyamatokkal. A sokasdgra  atlagolt  fluktudciok 1ddkorrelacios
fﬁggvénye:<5 E(O)-5E(t)> szolgdl a folyamatok idofiiggésének leirdsira. Az
emlitett korrelaciok idofiiggése a szolvatacié dinamika néven ismert jelenség. A
vizsgalatok sordn szamos kérdés vethetd fel, melyek koziil a legfontosabbak:
melyek azok a molekuldris szintli kolcsonhatdsok €s mozgédsok, melyek
hozzdjarulnak a szolvaticidhoz, vagyis mely jelenségek domindlnak egy-egy
konkrét oldott anyag—olddszer péros esetén; milyen nagysdgi és milyen
1ddskaldju jelenségek hatdrozzdk meg az idobeli véltozasokat? A szolvaticio

dinamika vizsgdlatira alkalmazott iddbontott spektroszkdpiai mérések a
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gerjesztett dllapotbeli djra-eloszlast monitorozzdk az emisszids szinkép
eltolédasa 1dofiiggésének mérésével. Az 1ddbeli evolucio jellemzésére a
normalizélt vilaszfiiggvényt, S ()-t hasznéljuk.

Hogyan kapcsolddik ez a nem-egyensilyi dllapotfejlodést leird fiiggvény az
oldoszer fluktuaciok korrelacigjahoz? Feltéve, hogy az elektrondtmenet okozta

perturbdcié nem til nagy, a linedris-vélasz kozelités szerint:

c (t)=<5 E(0)-SE(t)) 5 () = V() — V(o)
U leagy) T VO - V()

Ennek a ,,fluktudcié—disszipéacié” kapcsolatnak az a fizikai tartalma, hogy ha a
perturbaci6 nem tdl nagy, akkor az elektrondtmenet altal létrehozott nem-
egyensulyi helyzetbdl torténd relaxdcid nem kiilonbozik a perturbalatlan
rendszerben természetesen el6forduld fluktudcidk relaxdcidjatol. Az S(r)
fliggvény mérése tehit a szolvatiacios dinamika kozvetlen mérését jelenti, azzal a
megjegyzéssel, hogy persze nem a teljes oldészer—oldott anyag kolcsonhatési
energidt mérjiik, hanem csak a két elektrondllapot AE energia kiilonbségét.

Bar a fenti linedris-vdlasz kozelit€és nem minden esetben alkalmazhatd, a
fotogerjesztést kovetd oldoszer-relaxdcid dinamikai leirdsdhoz a kisérleti
munkdkban a mai napig az S(z) fiiggvény meghatarozdasa a jarhato ut.

Az optikai spektroszkdpia modszerei kozott az uttordk [75] altal is alkalmazott
idobontott fluoreszcencia moddszeren kiviil, az utébbi idokben a tranziens
abszorpcids [86-88] és a fluoreszcencia-upkonverziés modszerek [84] is

megjelentek az olddszer dinamikai vizsgalatokban.

1. 8. Dipolaris relaxacié biologiai rendszerekben

Az emisszios spektrum idObeli toléddsa a hosszabb hulldamhosszak felé
nemcsak az oldoszerben oldott fest€k molekuldk esetén figyelhetd meg, hanem a
nagy biologiai molekuldk, fehérjék bels6 fluoreszcencidja vagy hozzdjuk
kapcsolt kiils6 fluorofor emissziéja esetén 1is. Ennek az eltoléddsnak a
femtoszekundumokt6l a nanoszekundumokig lehet komponense. Ezekben a

rendszerekben a relaxdci6 még bonyolultabb, a kromofor kdrnyezete egyrészt az
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oldészer molekuldkbdl, mésrészt a nagy molekula matrixdnak legaldbbis a
kozelben 1évo részébol all. Az olddszerhez tartozd szolvatacioban szamos,
kiillonboz6 intra- és intermolekuldris kolcsonhatds jatszik szerepet: tdvolabbi
oldészer molekuldk relaxdcidja, kotott olddszer molekuldk relaxdcidja, az
oldoszer molekuldk femtoszekundumos tehetetlenségi mozgdsa €és az ennél
lassabban lejatsz6dé rotacids diffuzidja. A gerjesztés kovetkeztében jelentdsen
valtozhat a szolvaticids héjon beliil az olddszer—oldott molekula kozotti hidrogén
kotések karaktere. Ehhez jon még a fehérje-kornyezet relaxdcidja, amit ezentul,
hogy a szolvataciotél megkiilonboztessiik, dipoléaris relaxdcionak fogunk
nevezni. Az irodalomban a dipoldris relaxdcion kiviil tobbféle elnevezés is
eléfordul erre a jelenségre: strukturdlis —, spektrélis —, dielektromos relaxacio.
Szobahdmérséklet és nem til nagy viszkozitdsok esetén a rovidebb idodllandok
(fs — ps) az olddszer molekuldk reorienticidjahoz, a hosszabbak (ps — ns) a
fehérje  kornyezethez  tartoznak. Olddszer-relaxdacidhoz  tartoz6  ns-os
komponenseket csak alacsony homérsékletre lehiitott mintdk esetén mértek [75,
78-80, 82, 85]. A fehérje molekuldhoz tartoz6 fluorofor gerjesztett allapotaban
létrejohetnek vagy megvdltozhatnak a fehérje molekula konformécidjdnak
alakitdsidban nagy szerepet jatszo hidrogénkotések. Ha nem szelektiv mddon
kapcsoldodik a kromofor, akkor a tobbféle fehérje kornyezet noveli a
fluoreszcencia heterogenitdsat, ami szintén okozhat spektrumeltol6dést. Egyéb
gerjesztett allapoti reakciok, pl.: toltéstranszfer-komplexek még bonyolultabba
tehetik a képet. Mindazonaltal a dipolaris relaxdci6 idofiiggése tiikrozi a fehérje-
kornyezet mobilitasat, polaritasat, igy ha ez megvaltozik, az emisszidban kdvetni
tudjuk. A dipoléris relaxdcié dinamikdjanak mérése értékes spektroszkopiai
modszer a ligandumok bekotddésekor, homérséklet, viszkozitds valtozaskor vagy
barmilyen biokémiai folyamat sordn bekovetkezd konformacio-valtozas
megfigyelésekor.

Egyszeri mddszert alkalmaz Demchenko tobb kozleményben [93-95] is a
relaxdciés 1id6 meghatdrozdsira a ,red-edge” effektus [96] kihaszndldsédval.

Abban az esetben, ha a relaxacio lassu (7, 27,) a gerjesztési hullimhosszat az

abszorpcids spektrum hosszu hullamu (red-edge) oldalan novelve az emisszids
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spektrum maximuma a hosszabb hullimhosszak felé tolédik. A gerjesztési
hullamhossz novelésével egyre alacsonyabb energidju gerjesztett allapotokat
,valasztunk ki”, az emisszié csak alacsonyabb energidji allapotbdl johet 1étre,
ahhoz képest mintha az abszorpciés maximumban gerjesztettiink volna. Ha

azonban a relaxdci6 nagyon gyors (7,<<7,) a kromofor-kdrnyezet gyors

kolcsonhatdsa miatt a kromofor energiadllapotdban gyors ujrarendezodés
torténik, a flureszcencia spektrum maximuma fiiggetlenné vélik a gerjeszto
hullamhossztdl. A kromofor mintegy ,,elfelejti”, hogy milyen energidju fotonnal
gerjesztettiik. A mar ismertetett Bakhsiev modellt médositva a relaxacids iddre a

kovetkezdt kapjuk:

mean edge

|4 -V

mean edge

v, -V, T.+7,

T

r

A bioldgiai rendszerekben megfigyelhetd relaxdciokat [97-120] kezdetben
idébontott fluoreszcencia mérésekkel [97-105, 109, 110] vizsgaltdk. A rovid
idejli spektroszkdpiai mérések rohamos fejlodésével ez tobbféle modszerrel
egésziilt ki: femtoszekundumos tranziens abszorpcidés pumpa-proba modszer
[107, 111, 113, 114, 120], foton-echo spektroszképia [112], fluoreszcencia-
upkonverzi6 [115-119].

A korai munkdkban még kevés emisszids hulldimhosszon, sziirokkel
kivalasztva mérték a fluoreszcencia lecsengését, aminek hulldimhossz fiiggésébol
kovetkeztettek a dipoldris relaxacié jelenlétére. Csirke pepszinogén Trp-jdnak
fluoreszcencia lecsengését mérték kiilonboz6 emisszids hulldimhosszakon [97], a
mért gorbéket két exponencidlis Osszegével jOl tudtak illeszteni. A voros oldalon
negativ amplitidokat kaptak, amit egyértelmlien dipolédris relaxacidval
magyaraztak, mivel a gerjesztd hullimhossz 305 nm volt, a Tyr vagy mas Trp
csoportoktdl szarmazd energiatranszfer kizartnak mondhaté. A 20-40%
amplitadoju, 1 ns koriili negativ komponensek ns-os relaxdciora utaltak.
Fazisfluorimetrids méréssel vizsgaltdk néhany fehérjében a Trp koriili diplaris
relaxdciét [98]. Humdan szérum albuminban, melittinben, m4dj alkohol

dehidrogendz-ban hdrom emissziés hullamhosszon mérték a Trp fluoreszcencia
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lecsengését, az eredmények DR jelenlétére utaltak. Ugyanakkor megvizsgéltak a
propilén-glikolban oldott NATA (N-acetyl-L-tryptophanamide, a Trp modell
vegyliletének tekinthetd) fluoreszcencidjit széles (-9 — +63°C) homérsékleti
tartomanyban. A hulldmhossz fiiggvényében valtoz6 élettartamot a nagy
viszkozitasu oldoszer-relaxacidjaval lehet magyardazni. A NATA vizes oldataban
¢s p-terphenil alkoholos oldatdban szobahOmérsékleten nem tapasztaltak
hullamhosszfiiggést.

A folytonosan véltoztathatd moduldciés frekvencidju fazisfuoriméter
kifejlesztése [121] még pontosabb méréseket tett lehetové. Propilén-glikolban
oldott indol spektralis fluoreszcencigjat vizsgaltdk 2GHz-es modulacids
frekvencidju berendezéssel [99]. Kiszamoltdk a Bagchi dltal bevezetett médszer
[59] szerint az emisszids spektrumok sulypontjanak 1dofiiggvényét, amire
exponencidlis fiiggvényt tudtak illeszteni. A  propilén-glikol dipolaris
relaxdcidjanak idédllanddjara —5°C-on 2,8 ns adddott.

Mesterséges foszfolipid membrdnba iiltetett prodan fluoreszcencidjdnak
vizsgdlataval [100] éter-lipid membrinban gyorsabb spektralis eltolodast
¢észleltek, mint észter-lipid membrinban. Anizotropia mérésekkel ellendrizték,
hogy a hidroféb régiokban kotddo fluorofor sajat mozgisa egyforma a kétféle
membranban. A spektrélis eltolodas kiillonbozoségét egyértelmiien a kiillonbozo
relaxdcidoval magyardztik. Kiszamoltdk az emisszids spektrumok stlypont-ido
fliggvényét is, ezekre a folytonos modell szerint egy exponencidlist tudtak
illeszteni. A prodan koriili kdrnyezet relaxdcidjdnak idddllanddjara 2, ill. 3 ns
(£ 0,1 ns) addédott.

Pikoszekundumos felbontdsi iddkorreldlt egyfotonszdmldlassal mérték a
dinamikus Stokes-eltolddast DANCA—-apomioglobin komplexen [101]. Az
emisszids hullimhossztdl fiiggd fluoreszcencia lecsengési gorbéket ot
exponencidlis Osszegével illesztették, a hosszabb hulldimhosszakon mért
gorbéknél negativ amplitidokat kaptak. A heterogenitasbol eredd spektrum
eltolédast a negativ amplitddok miatt kizartdk. A latszolagos élettartam
komponenseknek nem tulajdonitottak semmilyen fizikai jelentést. Az atlag

emisszi0s energia csokkenésében az exponencidlistdl nagyfokd eltérést
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tapasztaltak, a gorbéket jol tudtak illeszteni hdrom diszkrét exponenciélis (80 ps,
680 ps, 11,6 ns) Osszegével éppugy, mint ,stretched” exponencidlis [122]
fliggvénnyel. Méréseik feloldasi hatdra 20 ps — 20 ns terjedt. Az emisszids
energia csokkenését jellemzd S(r) fliggvény illesztésébdl kapott idddllanddkat
latszélagosnak gondoljak. Mivel az els6 20 ps-hoz tartoz6 emisszids spektrum és
az abszorpcids spektrum kozott mar eltolddés tapasztalhatd, a méréshatar alatti
komponenst tételeznek fel. A kapott S(z) fliggvény a fehérje-matrix nagyon széles
frekvencia tartomédnyud skdldn megvalosulé6 mozgasformaéira utal. Felvetik az S(¢)
fliggvény szdmolasindl eldkeriild problémdékat, ilyen pl.: a V(o) értékének
meghatarozdsa. A v(¢) fiiggvény szdmitdsakor, a kiilonb6z6 hulldmhosszakon

megmért fluoreszcencia lecsengési gorbékbdl indulnak ki. A fluoreszcencia
intenzitdsok mérésének pontossdga a gerjesztés utidn hosszd id6 milva az
intenzitds lecsokkenése miatt nagyon leromlik, a lecsengési gorbék illesztése a

,»o0’-ben bizonytalan, igy az ebbdl szdmolt v (e0) alapvetden hibas lehet.

Fazisfluoriméterrel ~ vizsgaltdk a  staphylococcus nukledz  Trp-jdnak
kornyezetében a fehérje-matrix dinamikéjat [103]. A molekula haromdimenziés
strukturdja rontgen krisztallografids vizsgalatokbdl ismert. A Trp140 a molekula
belsejében az oldoszer dltal 1ényegében hozzaférhetetlen polaros kornyezetben
van. A relaxdciés idore a mar emlitett ,red-edge” effektus kihaszndlasival
homérsékletfiiggd steady-state mérésekkel 5 ns-t kaptak. Idobontott mérésekkel
ez 1,4 ns-nak adddott. A két eredmény azonban nem hasonlithaté 6ssze, hiszen a
steady-state mérések széles hdmérséklet tartomanyon (-50 - 20°C), az idébontott
mérések egy hOmérsékleten (—40°C) torténtek. Lehetnek olyan dinamikai
modusok, melyek alacsony homérsékleten ,,befagynak™ €s csak a homérséklet
emelkedésével aktivdlddnak, a relaxécid sebessége nem azonos a kétféle mérés
soran.

Femtoszekundumos tranziens abszorpciés mérésekkel a C-phycocianin a-
alegysége koriili relaxaciot [107] mérték. A gerjesztett allapotd abszorpcid
mellett indukalt emisszids savot is megfigyeltek. A spektrum iddbeli fejlodését
kovetve, az abszorpcids sav 100-200 fs-os skalan torténd kiszélesedésén kiviil az

indukdlt emisszids sav 100 fs-ndl rovidebb idejli vords eltoloddsat tapasztaltak.
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Az indukalt emisszids sdvra kiszdmoltdk a relaxdcié korreldcids fiiggvényét
(S(t)), ennek idddllanddjara exponencidlis illesztésével 139 fs adddott. Ez,
figyelembe véve a pumpa nyaldb 170 fs-os idobeli szélességét, valdsziniileg
100 fs-ndl kisebb értéknek felel meg.

Az egy Trp-t tartalmazd E.coli-bdl szarmazé citidin monofoszfat kindz-ban
mérték a dinamikus Stokes-eltoloddst szinkrotron sugdrzdssal gerjesztett
fluoreszcencia megfigyelésével [109]. A fehérje kiilso felszinéhez kozel talalhato
hidroféb zsebben levé Trp31 koriili fehérje-matrix dinamikdjit vizsgaltdk. Az
idOkorreldlt egyfotonszamlalassal megmért lecsengési gorbéket MEM (maximum
entropy method) [123] segitségével illesztették. A mddszerrel akar 150
exponencialis tag 6sszegeként is le lehet irni a lecsengési gorbéket. Az emisszids
maximumban mért intenzitds lecsengés nem {irhat6 le egy exponencidlis
fiiggvénnyel, hanem hdrom komponens koré centrdlt élettartam eloszlassal. A
gerjesztett allapoti populaciok 90 %-at az 1,4 ns-os ért€k jellemezte, ezenkiviil
még két kisebb komponens volt 0,3 és 4 ns koriil. A NATA — a Trp modell
vegyiilete — vizes oldatdban mért 4 ns-os élettartamhoz képest a megfigyelt
élettartam rovidebb. A 3-4 A tavolsdgban 16v8 peptid kotések elektron transzfer
révén kioltjdk az indol fluoreszcencidjat

Humaén szérum albumint jeloltek a hidroféb régidkba kotddé DCM —mal (4-
dicyanomethylene-2-methyl-6-p-dimethylaminostyryl-4 H-pyran) [110]. A
lecsengési gorbék jelentOsen fiiggtek az emisszidés hulldamhossztdl, a voros
oldalon ,felcsengést” figyeltek meg. A ,,globdl analizis” segitségével kiértékelt
gorbékbdl szamolt relaxacios fliggvényt két exponencidlis 0sszegével illesztették.
(25% 600 ps, 75% 10 ns). Elképzelhetdnek tartjdk, hogy mindkét komponens a
viz olddszer-relaxacigjdhoz tartozik €s azt is, hogy a rovidebb a viz, a hosszabb a
fehérje-matrix relaxicigjat jellemzi. Az irodalomban Bagchi és tarsai kozoltek
olyan elméleti meggondolédsokat [124], mely szerint a fehérjéhez kotott és szabad
viz molekuldkat kiilonbozd sebességili relaxacidval lehet jellemezni. Mas
csoportok azonban megkérddjelezik a modell kiindulé pontjit és a szamitdsok
menetében is hibat vélnek felfedezni [125]. Mivel a DCM nem szelektiv médon

kotodik a HSA-hoz, a kromofor molekuldk pontos helye a fehérje molekuldn
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belil nem ismert, fluoreszcencidjuk heterogén kornyezetbdl szarmazik. A
tobbféle frekvencidju, a fehérje-matrix kiilonbozo részeihez tartozoé relaxicio €s a
viz olddszer-relaxdcidja egyardnt megjelenik, igy a relaxdciés iddallandok
latszélagosak, nem rendelhetok konkrétan egyik mozgasformahoz sem.

Foton-echo spektroszkdpidval vizsgaltdk az eozin és eozin-lizozim komplex
vizes oldatdban a relaxacids folyamatokat [111]. A festék vizes oldatdban hirom
relaxdcios komponenst hataroztdk meg (17 fs, 330 fs, 3 ps), a festék-fehérje
komplex vizes oldatdban ezzel szemben négyet (18 fs, 310 fs, 7 ps, 135 ps). Az
utobbi 135 ps-os iddalland6t 1 ns-ra novelt illesztési tartomannyal 535 ps-nak
talaltdk. A frekvenciafiiggd dielektromos dllanddval kiegészitett dielektromos
kontinuum modell alapjan szimuldcidés szamitdsokat végeztek mindkét
rendszerre, igy a két rovidebb komponenst az eozin koriili viz molekulak
dielektromos relaxécidjdval magyariztak, a két hosszabb komponenst a fehérje-
matrix belsd mozgésaival.

Fluoreszcencia-upkonverziés technikdval [117] a Trp vizes oldatdban a viz
relaxicidjara két idéalland6t kaptak. A 160 fs-os komponens a viz molekulak
libraciés mozgédsahoz, az 1,1 ps-os komponens a diffuziés mozgashoz tartozik. A
rubredoxinban 1évé Trp-ok koriill lassabb olddszer-relaxiciot tapasztaltak.
Azonban egyik relaxdciés iddallandot sem kapcsoljdk a fehérje-matrix
mozgdsahoz, mivel a szimuldcids szamitdsaik arra utalnak, hogy ezek a 10 ps-nal

nagyobb iddskélan jelennek meg.

1. 9. Az acrylodannal jelolt szérum albumin

A HSA-hoz ligandként kapcsolddé oleat molekuldk okozta konformacids és
dinamikai valtozdsokat vizsgaltdk a HSA-hoz kapcsolt AC fluoreszcencidjanak
megfigyelésével [126]. A hosszu zsirsav lancu oleat molekuldk bekotddésekor az
AC fluoreszcencia maximuma a hosszabb hullamhosszak felé tolodott el €s a két
exponencidlissal illeszthetd heterogén lecsengés d4tlagélettartama lerdvidiilt.
Neutrdlis (acrilamid) és ionos (jodid és tallium) kioltdkkal fluoreszcencia kioltasi
kisérletekkel vizsgaltak, hogyan vdltozik a Cys34 oldészer-hozzaférhetdsége a

zsirsav molekuldk jelenlétében. Megallapitottdk, hogy az IA doménben 1évo
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Cys34 koriili  fehérje-matrixban zsirsav molekuldk bekotddésekor olyan
konforméacié véltozdsok kovetkeznek be, hogy a cisztein az olddszer szdmara
hozzaférhetobbé valik. A kioltasi kisérletekbdl meghatdrozott ionerdsség
valtozdsok alapjan mondhatjuk, hogy zsirsav molekuldk jelenlétében
megnovekszik a szabad SH csoport reaktivitisa. Normal esetben a HSA {6
ligand-kotohelyei a ITA és a IIIA doménben vannak. Betegség, pl.: bakteridlis
fert0z€s, cukorbetegség, stressz azonban jelentdsen megnoveli a zsirsav szintet a
vérben, ami megvaltoztatja a kotohelyek affinitdsdnak eloszlasat. Fentiek alapjan
valoszintisithetd, hogy a Cys34 fontos szerepet jatszik a HSA biokémiai
funkcigjaban.

Bright és tarsai tobbféle specidlis rendszerben vizsgdltadk a HSA-ban és BSA-
ban a Cys34 koriili kornyezet dinamikai tulajdonsédgait [127-132]. Vizes oldatban
1évo nativ és denaturdlt BSA-ban és kvarcra adszorbedlt BSA-ban hasonlitottak
Ossze a steady-state paramétereket és a relaxicios idéallandokat. A denaturalt
protein emisszids spektruma a hosszabb, az adszorbedlt mintdé a rovidebb
hullamhosszak felé tolodott el a nativ fehérjééhez képest. Az AC kornyezete az
eldbbi esetben dipoldrisabb, az utdbbi esetben kevésbe dipolaris, mint a nativ
fehérjében. A relaxicios fiiggvény két exponecidlissal illeszthetd mindharom
esetben, az adszorpcidé a hosszabb komponenst, a kémiai denaturdci6 mindkét
komponenst lényegesen megndveli. Ugyanezen rendszerekben a fluoreszcens
szonddhoz val6 oldoszer hozzéaférhetdoséget vizsgaltik. Tetrametil-ortoszildn-
gélbe dgyazott BSA-ban és HSA-ban a gél szaritdsdnak fliggvényében figyelték
meg a relaxicié dinamikdjat. Reverzdlis micelldkba zarva a hidratacid hatdsat
vizsgaltdk. SDS-t (sodium dodecyl sulfate) adva a BSA/AC vizes oldatdhoz,
megallapitottdk, hogy a detergens jelenléte 1ényeges valtozdst eredményezett a
protein struktirdaban. Az AC precessziojat jellemzd szog megndtt, mutatva, hogy
a struktira nyitottabbd, a dipoldris relaxacié lassabbd vélt az SDS hozzdaddsaval.
A HSA vizes oldatdban a Trp fluoreszcencidjdnak megfigyelésével a 11
doménben, az HSA/AC-ban az AC fluoreszcencidjdnak megfigyelésével az I

doménben vizsgaltdk a termdlis és kémiai denaturicié hatasat.
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2. Célkitlizés

2. Célkitiizés

Célul tliztem ki a Trp és az AC fluoreszcencidjanak megfigyelésével a HSA
fehérje madtrixa dipolaris relaxdcigjanak nyomon kovetését és a relaxacio
1dofiiggésének meghatdrozasat. A Trpl40 és a Cys34-hez kovalens moédon
kapcsolt AC a fehérje két, biokémiai folyamatok szempontjabol fontos ligand-
kotohelyének kozelében van. Megvizsgidltam, hogy miként befolydsolja a
homérséklet €s az olddszer véltozdsa a fehérje-matrix dinamik4jat a molekula
belsejében €s a felszin kozelében. A fehérje dipolaris relaxacigjaban megjelenik
egy gyors, ps-os mozgast jellemzd komponens. Célom volt ezen gyors mozgas
eredetének a meghatirozdsa az olddszerben oldott AC mintdkon végzett

mérésekkel.
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3. Médszerek, anyagok
3. 1. Fazisfluorimetria

A fazisfluoriméterben a mintat egy folytonosan vildgité fényforrds Pockels-
cellaval szinuszosan moduldlt fényével gerjesztjiik (5. abra), amire az ugyan-

olyan frekvenciaval szinuszosan modulélt fluoreszcencia jellel valaszol [2, 3].

Intenzitas

m = (B/A)/(b/a)
0 L |

0 1d6 50

5. abra.

A fluoreszcencia jel modulacidja és fazisa azonban megvaltozik a gerjesztd
fényéhez képest. A mérés sordn tobb kiillonbozd frekvencian — egy szord
kozegbdl jovo jelhez képest — mérjiik a faziskésést (D) és a demodulaciot (m). Ez
a szor6 kozeg a méréseinknél mindig frissen prepardlt glikogén volt. A megmért
@ és m adatok hordozzdk az informéciot a fluoreszcencia lecsengés iddbeli

valtozasarol.
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A fazisfluorimetria matematikai alapjai

Hogyan lehet a frekvenciatérben mért adatokbdl a fluoreszcencia iddbeli
lecsengésének jellemzésére szolgalé adatokhoz jutni?
Legyen a A emisszids hullimhosszon — az impulzus gerjesztésre 1étrejove —

fluoreszcencia id6beli lecsengését jellemz6 fiiggvény I(A,1) [2, 3]. A szinuszos

[ f()=a +bsinwt] gerjesztd fényre adott fluoreszcencia jel az I(A,1) és f (1)
konvoldcidja: F (1)=1(t)® f(t). A fazisfluoriméterben el6fordulé nem til nagy
fényintenzitisokndl: F (r)=A+ Bsin(wt—®) alaku.

Szamoljuk ki az I(A,t) szinusz— és koszinusz-transzformaltjat:

TI (A,t) sin wt dt TI (A,1) cos wr dt
N w)=2— és DA, w)="—
[1(A.0at j I(A,1)dt
0 0

t

Legyen I(A,1) =) a,(A) e PP akkor:

pIALLIAAC) $ (D7D
NAoy=2 X2 g gy Tlren )
PNADIACY PICACACY
Megmutathato, hogy:
tg® (A, w)= % és m(A,0) =[D*(A, 0+ N* (A o)] 2.

o, és 7, paraméterek valtoztatdsaval megkeressiik a fentiek szerint szamolt @

cal

Mey €s a mért @ ., m, adatok kozotti legjobb egyezést. Azaz kiszdmoljuk az

0P om

[ [

2 2
) . b —P - .
egyes illesztések josdgat: y’ =), {L} +>) {M} szerint. Az

I(A,1)fuggvényt a legkisebb eltérés négyzetet eredményezdé «, és 7,

l

paraméterekkel irhatjuk le.

24



3. Mddszerek, anyagok
3. 1. Fazisfluorimetria

A dipolaris relaxdcio leirdsdahoz sziikséges matematikai eszkozok

A dinamikus Stokes-eltolodast leird S(7) fliggvényt az emissziés spektrumok
silypontjdnak idéfiggését leiré  v(t)fiiggvénybél a kovetkezOk szerint
I I(v,t)vdv

M , ahol V(t)— '[I(V t)dV

szamoljuk: S(f)= €s I(v,t) a fluoreszcencia

intenzitds értéke v hulldimszamnal és ¢ idopillanatban.
Mivel a fluoreszcencia lecsengési gorbéket a hulldmhossz fliggvényében
mérjiik, a sulypont fiiggvényt a kovetkezd Osszefiiggés szerint szamitottuk:
[1(A.0)2da
V(t ):—2
[1(2.0)27dA

, ahol I(A,t) a fluoreszcencia intenzitds értéke A

hullamhosszon és ¢ idOpillanatban.
A dipolaris relaxaci6 idofiiggését kozvetleniil a v (¢)fiiggvény — és nem az
S(#) — illesztésével szamoltuk, mert igy nem sziikséges feltételezni az egyébként

ismeretlen v (o) értékét:

V(t)=v(eo)+ [1(0)— v(e0)]S(r) = v(e0) + [(0) - V(oo)]zi: e = y(oo) + Z pe1N

Belathato, hogy az S(7) és a V(1) illesztésébdl ugyanazok az idOparaméterek

. .. L4 :
szarmaznak, az amplitudokra pedig érvényes a kovetkez0 Osszefiiggés: — =—-
a; 9

A v(r) fiiggvény szdmolasdhoz ismerniink kell a fluoreszcencia emisszi6 1do-

emisszios matrixdt (TEM). Hogyan kaphatjuk meg a fazisfluorimetria

moédszerével ezt a matrixot, azaz I (A,t) értékeit?

1. Mérniink kell a fazis és demodulaciés adatokat tobb kiilonbozo emisszids
hullamhosszon.
2. A féazis és demodulacids adatokbdl eld kell allitani a lecsengési gorbék alakjat

illesztéssel (dltalaban nem tobb mint harom exponencidlis 6sszegeként):

25



3. Mddszerek, anyagok
3. 1. Fazisfluorimetria

> a, (A)e ™
A IO
A ﬂuoreslzcencia intenzitdsa A hulldimhosszon és t iddpillanatban a kezdeti
értékbél és a lecsengési gorbe alakjabol: I(A,1)=1(4,0)f(4,7), ahol I(1,0) a
fluoreszcencia intenzités értéke a nulla idOpillanatban.

Az integralt fluoreszcencia spektrum, ami a steady-state spektrum mérésével

o o

hatdrozhaté meg: I (4)= II(/l, t)dr = II(ﬂ,O)f(/l, t)dr.

0 0

Tehat az intenzitds kezdeti értékét a kovetkezOk szerint szamolhatjuk a mért

adatokbit: 1(2,0)= 1)

=)

[f(A.1)de
0
3. A TEM elemeit igy a kovetkezOk szerint tudjuk meghatirozni a

fizisfluorimetrids mérésekbdl: 1(4,1)= 1A (4:1)
[ f(a.1)de
0

A kiilonboz6 emissziés hulldimhosszakon megvaldsuldé fluoreszcencia
atmenetek jellemzésére alkalmas a fluoreszcencia atlagélettartama, ami definici6

szerint a kovetkezo:

— o J1(A)rde
w(4)= [1(2,1)dt

Diszkrét élettartamkomponensek esetén a kovetkezOk szerint szdmolhato:
> al
> al

Az emissziOs spektrumok spektrélis szélességét a kovetkezok szerint kapjuk:

_ [ty -vO) ] av

j[(v,t)dv

(1)=

172

Av(r)
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3. 2. Pumpa-préba mérorendszer

A pumpa-préba méréseknél a mintit a pumpa impulzussal gerjesztjiik. Ezutan
a mintidn atmend, a pumpdhoz képest idOben késleltetett proba impulzus
valtozasat mérjiik (tranziens jel), abban az esetben, ha van pumpa jel és abban az
esetben, amikor nincs [5, 6]. Az altalunk hasznalt mérOrendszer elrendezése a
6. 4bran lathat6. A femtoszekundumos magimpulzusokat egy Ti:Zafir 1ézer
oszcillator (Coherent Mira 900) éllitotta eld, melyet egy didda 1ézer altal pumpélt
frekvencia-kétszerezett NAYAG 1ézer (Coherent Verdi 5 W) pumpélt. A
magimpulzusokat egy 1 kHz-es ismétlési frekvencidji regenerativ erdsitd
rendszer erdsitette. Az er0sit0 rendszer részei: forrasként 1 kHz-es frekvencia-
kétszerezett Nd:YLF lézer (Quantronix 527), erOsitoként egy Ti:Zafir 1ézer
(Quantronix 4800) ¢és egy strecher-kompresszor (Quantronix 4820). A
lézerrendszer 4ltal eldallitott impulzusok kozponti hullimhossza 795 nm, az
1ddbeli szélessége 180-220 fs, energidja 550 pJ volt. Az impulzus iddbeli alakjat
etanolban Kerr-effektus segitségével mértiik, szélességét Lorentz-gorbe alaku
impulzust feltételezve szamitottuk.

Az alapimpulzus egy részét frekvencia-kétszerezés utdn pumpanyalabként
haszndltuk. A mintdra jutd gerjesztd fényimpulzus tipikus energidja
1,5 pJ/impulzus volt. Az alap-impulzus mésik részEét egy 2 mm vastag zafir lapra
fokuszdlva, fehér fényt dllitunk el6. Ennek a fehér fénynek a spektrilis
tartomdnya a teljes lathat6 tartomdnyt lefedte. A fehér fényt kettéosztottuk, egyik
része a pumpdaval atfedésben haladt a4t a mintdn €s proba nyaldbként szolgilt,
masik része ettdl kiillonb6zo helyen haladt 4t a mintdn és referencia nyalab volt.

A pumpanyaldb polarizidcidja magikus szogbe (a proba nyaldbhoz viszonyitva:
54,7°) volt bedllitva. A detektorrendszerrel AA=6nm-es spektrilis szélességben
mértiik a proba nyaldb intenzitisat a referencidhoz képest pumpa jelenlétében ill.

nélkiile.
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6. dbra. Pumpa-préba méroelrendezés
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A tranziens jJelet a kovetkezd Osszefiiggés segitségével szamoltuk:

Im.)exc C'X.C )
lg—2* —1g—2=0D. Pozitiv OD értékek esetén tehdt: 1'% >, | ez az
I pro pro
ref ref

abszorpcié nagyobb sulydra utal. Negativ OD értékek esetén: 17 <" ez

prob prob °
indukdlt emissziot jelent.

A tranziens jel mérésénél az els6 6 ps idotartomdnyon a legkisebb 40 fs-os
1dOkozt haszndltuk, a kovetkezo 11 ps-ot 200 fs-onként, késobb 1 ps-os 1épésben
mértiink. Az id6-tranziens jel matrixot 20 nm-enként mért lecsengési gorbékbol
allitottuk ©6ssze. A hosszu idotartomanyon mért tranziens spektrumot egy fix
1dOkésleltetésnél a hullimhossz valtoztatdsaval mértiik. Az idéskala nullpontjat a
Kerr-effektus segitségével mért gerjesztdé impulzusok maximumdhoz rendeltiik.
Mivel ez hullimhosszfiiggd, ezt kiilonbozd préba hulldimhosszakon végzett
mérésekkel vettiik figyelembe.

A fluoreszcencia spektrumok idObeli megfigyelésével — fazisfluorimetria —
kozvetleniil tudtuk az emisszids spektrumok sulypontjanak idofiiggését kdvetni
€s ezt hasznéltuk az olddszer relaxdcid dinamikdjdnak lefrdsdhoz. A pumpa-
proba méréseknél az indukdlt emisszi6 iddbeli fejlodése jellemzi kozvetetten a
fluoreszcencia €s igy az olddszer relaxacié dinamikdjat. DMF esetében az id6-
tranziens jel matrixbdl a 480 nm és a 620 nm kozé es6é spektrumokbdl szamoltuk

a v(r) figgvényt. Etanol esetén a 480-600 nm kozotti, HSA/AC esetén

450-540 nm kozotti tartomdnybdl szamoltunk.
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3. 3. Anyagok, minta-elokészités

A HSA és a NATA a Sigma, az AC a Molecular Probes terméke, minden
tovabbi tisztitas nélkiil hasznéltuk dket.

A vizes mintdk esetében a liofilizalt HSA-t és a NATA-t 0.05 M-os Na-foszfat
pufferben oldottuk (pH = 7,0), a glicerines mintdk esetében 30-50% (ww)

glicerin/puffer volt az oldészer. A HSA koncentrici6ja 5 mg/ml (7,24 107 M), a

NATA moléris koncentriciéja szintén 7,24 - 10° M volt.

Az AC-al jelolt HSA-t Wang mdédszere [127] szerint készitettiikk el. A HSA
pufferes oldatdhoz (10 ml) dlland6 keverés kozben adtuk hozza 1:1 molaris
ardnyban az el6zdleg 50 ul DMF-ben (dimetyl-formamid) feloldott AC-t. Ezt az
oldatot 6 Ordn keresztiil szobahdmérsékleten kevertettiik, majd dializalé zsdkba
toltve négy napig hiitészekrényben dializdltuk az olddszerrel szemben, a kiilso
puffert 12h-ként cseréltiik. Végiil a HSA/AC oldatban még meglévo szabad AC-t
Sephadex G235 oszloppal valasztottuk szét.

Az etanolban és DMF-ben oldott AC mintdk esetén spektroszkdpiai tisztasagu

oldészereket hasznéltunk, az AC koncentrcidja 10~ M volt.
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4. Eredmények, diszkusszio

4. 1. A triptofan koriili kornyezet relaxaciéjanak vizsgalata HSA-ban
fazisfluorimetrias mérésekkel

Steady-state mérések
Megmértik a HSA emisszids spektrumdt tobb kiillonb6zd homérsékleten,
pufferes és glicerines oldoszerben (7. dbra). A glicerin koncentracidja S0% (w/w)

volt.
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7. dbra. Normalt emisszios spektrumok.
(A): HSA pufferben, (B): HSA glicerin/pufferben.
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A spektrumokat 2, 6, 9, 12, 16, 23, 30, 37°C hOmérsékleten mértiik, a
gerjeszt0 hulldimhossz 295 nm volt. Az dbran az attekinthetdség kedvéért nem
tiintettiik fel az Osszes mérés eredményét. A hOmérséklet csokkenésével a
spektrumok maximuma a révidebb hullimhosszak felé tolddik el. A mintat 37°C-
rél 2°C-ra hiitve az eltoléddas mértéke glicerines minta esetén nagyobb, 4 nm
koriili, pufferes minta esetén 2 nm. Tovdbba az azonos homérsékleten mért
pufferes és glicerines mintat 0sszehasonlitva, a glicerines mintdn mért spektrum
— homérséklettdl fiiggden — 3-5 nm-el a kék hulldimhosszak felé talalhat6. Ezek a
jelenségek az idobontott mérésekkel 6sszhangban a dipolaris relaxacié jelenlétére
utalnak. Alacsonyabb homérsékleten, ill. glicerin jelenlétében a fluoreszcencia
emisszio nagyobb energidju allapotbdl jon létre, ezért a steady-state spektrum a
kékebb hullamhosszak felé toldodik el, a magasabb homérsékletii illetve pufferes

mérésekhez képest.

Idobontott mérések

A dipoléris relaxaciot jellemzo v(r) fiiggvények meghatdrozdsidhoz mértiik a
HSA Trp-janak fluoreszcencia lecsengését tobb (325, 330, 340, 350, 360, 370,

380 nm) emissziés hullimhosszon (8. 4bra).

UoIE|INPOY

Phase(degrees)

Frequency (MHz)

8. dbra. Tipikus fazis és modulacids adatok az emisszids spektrum kék és voros
oldalan mérve. (telt jelek: 325 nm, nyitott jelek: 380 nm, haromszogek: fazis
adatok, korok: moduléciés adatok) HSA pufferben, T = 0°C, A, = 295 nm.
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A féazis és moduldcids adatokbdl két exponencidlis Osszegével kozelitettiik

lecsengési gorbéket, amikre a 9. abran latunk harom példat.
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9. abra. Tipikus fluoreszcencia lecsengési gorbék. HSA glicerin/pufferben.
T =6°C, Jex =295 nm.

Az emisszios hulldimhossz novekedésével a fluoreszcencia lecsengés lassabba
valik, mivel az emissziés spektrum az id0 fiiggvényében a hosszabb
hullimhosszak felé toldédik. A jelenség a fluoreszcencia élettartamaval
0sszemérheto 1ddallanddju dipolaris relaxdcidra utal.

Erdemes megjegyezni, hogy az elsd 10 ns idétartam alatt néhdny
tizedszdzalékon belill megegyezd eredményt kaphatunk, ha két Gauss
eloszlasfiiggvény Osszegével vagy akar ,.stretched” exponencidlissal illesztjiik a
mérési eredményeket. Ezért valasztottuk a legegyszeribb illesztést, a két diszkrét
exponencidlis 6sszegét (1. tdblazat).

A kiilonb6zd emisszids hulldmhosszakon mért lecsengési gorbékbdl és
€lettartam komponensekbdl kiszamoltuk az adott hulldimhosszakhoz tartozo
atlagos fluoreszcencia élettartamot (10. dbra). Az emisszids spektrum idofiiggd
voros-eltoloddsa miatt az Aatlagélettartam az emisszids szinkép kék oldalan
rovidebb, a vords oldaldn hosszabb. Tovabba, a homérséklet csokkentésével —
mivel csokken a nem sugdrzdsos d4tmenetek szidma — az Aatlagélettartam

novekszik.
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Aem (D) a a 7 (ns) 7 (ns)
325 0.80 0.20 5.52 0.69
330 0.86 0.14 5.75 1.06
340 0.87 0.13 6.13 1.46
350 0.91 0.09 6.32 1.36
360 0.93 0.07 6.45 1.30
370 0.93 0.07 6.49 1.26
380 0.94 0.06 6.79 2.10

L. tablazat. Tipikus, l4tsz6lagos fluoreszcencia élettartam komponensek. HSA
glicerin/pufferben, T = 6°C, Ao, = 295 nm.
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10. dbra. A fluoreszcencia dtlagos €lettartamdanak fiiggése az emisszids
hulldamhossztdl tobb kiillonb6zd homérsékleten. HSA glicerin/pufferben,
Aex =295 nm.

Megmértiik az Osszfluoreszcencia lecsengését tobb kiillonb6zd homérsékleten,
pufferes ¢és glicerines fehérje oldaton és NATA-t tartalmazé mintan is.
Kiszamoltuk az 4tlagélettartamokat (11. dbra). Glicerin jelenlétében az
atlagélettartam rovidebb. A NATA-ra vonatkoz6 eredményekrol még lesz késObb

sz0.
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11. abra. Az 6sszfluoreszcencia lecsengés dtlagélettartama a hdmérséklet

fliggvényében HSA és NATA esetében. Ao, = 295 nm.

A tobb kiilonb6z6 glicerin koncentracidja oldat esetén, szobahdmérsékleten

mért Osszfluoreszcencia lecsengésébdl kiszamoltuk az 4tlagélettartamot (12.

abra).

o o o o o
» oo o N L
T T T T
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Osszfluoreszcencia atlagélettartama (ns)
o
N
T
1
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o
o

12. dbra. A HSA 06sszfluoreszcencidjanak atlagélettartama a glicerin
koncentracidjanak fiiggvényében. T = 0°C, Ao, = 295 nm.
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A 0-30% koncentracidju glicerin oldatok esetében nem latunk véltozast az
atlagélettartamban, ezt meghaladé koncentriciokndl azonban az élettartam
monoton mddon csdkken. Ez azt jelenti, hogy az 4ltalunk alkalmazott 50%
glicerin koncentréaci6 esetén a Trp koriili kozvetlen kornyezet konformacidja mar
lényegesen megvaltozott a glicerinmentes kornyezethez képest. Megndtt a
szomszédos csoportok, az olddszer molekuldk kiolté hatdsa, megndtt a nem
sugarzasos atmenetek szdma, tehat a fluoreszcencia atlagélettartama lecsokkent.

A kiilonb6z6 emisszidés hulldimhosszakon megmért fluoreszcencia lecsengési
gorbékbdl elkészitettiik az id0—emisszids matrixokat, ezekbdl pedig kiszamoltuk
az emisszids spektrumok sulypontfiiggvényét, a v(r) fiiggvényeket (13. 4bra).
Ezek mar csak a dipolaris relaxdcio 1do fiiggését jellemzik.

Meg kell jegyeznem, hogy a v(f)-k csak az els6é 5-10 ns id6tartomanyon irjak
le a dipoldris relaxdci6 1do6 fiiggését korrekten. Ezen az idétartoméanyon a kezdeti
értékhez képest egytizedére csokken a fluoreszcencia intenzitisa, igy a
fluoreszcencia lecsengés illesztésekor a hosszua élettartam-komponens kis
mértékll kiillonbsége is mitermékhez vezet a v(r) fliggvény menetében. A w(r)
fliggvényeket két exponencidlis Osszegével lehetett jOl illeszteni (14. 4dbra) (IL.

tablazat).
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28950 - T - T . . . . .

28850

28850 - T - . . . . ,

28800

v (1) (cm

28750

|d6 (ns)

13. dbra. A Trp koriili kdrnyezet dipoléaris relaxaciojat jellemzo v(¢) fiiggvények
kiilonbozd homérsékleten. (A): HSA glicerin/pufferben, (B): HSA pufferben.
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14. dbra. Egy példa a v(¢) fiiggvény illesztésére. Lecsengési gorbe és rezidum.
HSA pufferben, T = 23°C, Ao, = 295 nm.

homérséklet Yo ai a t t

(‘C) (cm™) @) | (s)
37 puffer | 28730 | 41.7 54.8 4.91 0.41
glicerin | 28820 | 52.3 41.4 543 0.61

23 puffer | 28727 | 54.5 48.2 5.31 0.54
glicerin | 28822 | 56.6 35.3 594 | 0.74

12 puffer | 28734 | 49.3 37.3 6.21 0.93
glicerin | 28827 | 52.4 29.1 6.73 1.03

6 puffer | 28735 | 55.2 29.4 6.33 1.61
glicerin | 28832 | 63.9 18.4 6.85 1.53

0 glicerin | 28817 | 78.4 9.4 7.41 1.71
-4 glicerin | 28821 | 79.2 13.2 8.17 1.90

IL. tablazat. A dipolaris relaxaci6 iddéalland6i. HSA pufferben és
glicerin/pufferben kiillonbdz6 hdmérsékleteken, A.x = 295 nm.

v(t)=y,+a, -exp(-t/t,)+a, -exp(-t/t,)
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Az adatokbdl jol latszik, hogy a homérséklet csokkenésével mind a rovidebb,
mind a hosszabb komponens ért€ke nd, tovabba a hosszabb komponens sulya
novekszik a rovidebb komponenshez képest. Glicerin jelenlétében minden egyes
homérsékleten lassabb a relaxacid. A Trp koriili kornyezet fotogerjesztést kovetd
relaxicidja a fenti két idéallandéval jellemezhetd ezen az iddtartomanyon, ezek a
fehérje-matrix kiilonboz6 frekvencidji mozgdsaival kapcsolatosak [133].
Természetesen ennél rovidebb idejli — ps-o0s vagy akdr subps-os — relaxacid sem
zarhato ki [69].

Felmeriilhet, hogy az el0bbiekben bemutatott relaxdcié paraméterek nem a
fehérje-matrixhoz kothetok, hanem az oldészer molekuldkhoz. Ennek tisztdzdsa
érdekében vizsgaltuk a NATA - mint a Trp modellvegyiilete — pufferes
oldatdban a relaxaciot. Harom kiilonb6z0 emisszids hullimhosszon és két
homérsékleten mértilk a fluoreszcencia lecsengési gorbéket (III. tdblazat). A
lecsengési gorbéket egy exponencidlissal jol lehetett illeszteni. Lényegében
minimalis kiilonbség (< 4%) van a kék és vords oldalon mért fluoreszcencia
¢lettartamok kozott. Megallapithatjuk, hogy ezen az id6tartomanyon, az
alkalmazott hOmérsékleteken moddszeriinkkel nem mutathaté ki dielektromos
relaxacio az olddszerben levd NATA koriil. Ezzel ellentétben a HSA-ban 1évo
Trp-ndl szignifikdns 1dofiiggd Stokes-eltolddast tapasztalhattunk, ami most mar

egyértelmiien a fehérje-matrix hatdsdnak tulajdonithato.

Aem (nm) 7(ns) 7(ns)
T=6°C T=23°C
325 3.89 2.75
340 3.92 2.76
380 4.02 2.84

III. tablazat. Pufferben oldott NATA fluoreszcencia élettartama killonbozo

emisszios hullimhosszakon. A., = 295 nm.
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Megmértiik az Osszfluoreszcencia lecsengését és intenzitdsit tobb
homérsékleten. Kiszamoltuk az atlag élettartamot (15. dbra) és azt taldltuk, hogy

az atlagélettartam és az intenzitds hOmérsékletfiiggése erdsen korreldl egymassal.
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15. dbra. A fluoreszcencia intenzitds €s az dsszfluoreszcencia dtlagélettartaméanak
homérséklet fiiggése. NATA pufferben. e = 295 nm.
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4. 2. A cisztein koriili kornyezet relaxacidjanak vizsgalata HSA-ban
fazisfluorimetrias mérésekkel.

Steady-state mérések
Megmértiik a HSA/AC emisszios spektrumdt tobb kiilonb6z6 homérsékleten,

pufferes és glicerines olddszerben (16. abra).
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16. dbra. Normalt emisszids spektrumok. 4., = 380 nm
(A): HSA/AC pufferben, (B): HSA/AC glicerin/pufferben.
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A glicerin koncentricidja 30% (w/w) volt. A spektrumokat glicerines minta
esetén —6, 0, 22, 35°C, pufferes minta esetén 1, 22, 35°C hdmérsékleten mértiik, a
gerjesztd hullimhossz 380 nm volt. A 16. abréan az éttekinthet6ség kedvéért nem
tiintettiik fel az 0sszes mérés eredményét.

Az alacsonyabb homérsékleten mért spektrumok a kékebb hullimhosszak felé
tolodnak, de sem az eltolodds mértéke, sem a spektrum alakjdnak

homérsékletfiiggése nem olyan mértékii, mint a Trp esetében volt.
ldobontott mérések

A v(r) fiiggvények meghatirozdsdhoz a HSA/AC esetében az AC
fluoreszcencidjanak lecsengését mértiik tobb (420-560 nm, 10 nm-es 1épésben)

emisszids hullimhosszon (17. dbra).

90 e ; - ; - ; : 1,0
A
8o}
701 10,8
60 - s
© 50f 306 2
@ 1 8
— 40 - .
o 0,4 ©
L 30t
2 -
0] 0,2
10
ol ' : ' : ' : 0,0
50 100 150 200

Frekvencia (MHz)

17. abra. Tipikus f4zis és modulédcids adatok az emisszids spektrum kék és voros
oldalan mérve. (telt jelek: 420 nm, nyitott jelek: 560 nm, haromszogek: fazis
adatok, korok: moduldcids adatok) HSA/AC pufferben.

T =22°C, Jex = 380 nm.

A féazis és modulécids gorbéket két ill. hdrom exponencialis Osszegével tudtuk
illeszteni (18. dbra) A fluoreszcencia lecsengési gorbék koziil az 19. dbran latunk

harmat.
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18. abra. Mért és illesztett fazis €s modulacids adatok. A, = 560 nm.

Relativ intenzitas

Id6 (ns)

19. abra. Fluoreszcencia lecsengési gorbék az emisszids spektrum kék €s voros
oldaldn ill. a maximumban. HSA/AC pufferben, T = 22°C, A, = 380 nm.

A leggyorsabb a lecsengés a kék oldalon, a vords oldalon kezdeti felcsengést
is tapasztalunk. Tipikus latszolagos fluoreszcencia lecsengési komponenseket

Osszegeztiink a IV. tdbl4dzatban.
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4. Eredmények, diszkusszi6

Az emisszids maximum kornyékén két komponenssel, a kék és a voOrds
oldalon harom komponenssel lehet kozeliteni a lecsengést. A kék oldali pozitiv
¢és a voros oldali negativ komponens nagyon gyors (<10 ps). Az illesztéseknél a

gyors komponens amplitaddjat ki tudtuk szamolni, de értékét fixnek vettiik, mert

ez mar a fazisflouriméteriink méréshataran kiviil esik.

A voOrds oldali negativ amplitid6jd komponens egyértelmiien a DR jelenlétére
utal. A fotogerjesztést kovetéen az S; magasabb energiaszintjeire keriild
molekuldk az 1j egyensulyi helyzethez — a fluoreszcencia élettartamhoz képest
gyorsabban — relaxdlva novelik az alacsonyabb energidju szintek betoltottségét,

ezért ez a vords hulldimhosszakon a kezdeti iddpillanatokban az intenzitds

novekedését okozza.

Aem (nm) aj ay as 71 (ns) % (ns) 7 (ns)
420 0.52 0.42 0.06 3.81 0.95 0.01
430 0.61 0.35 0.04 3.76 1.05 0.01
440 0.70 0.26 0.04 3.71 1.17 0.01
450 0.76 0.22 0.02 3.84 1.20 0.01
460 0.86 0.14 - 3.76 0.94 -
470 0.93 0.07 - 3.76 0.78 -
480 0.91 0.08 - 4.00 1.31 -
490 0.85 0.15 - 4.18 2.25 -
500 0.88 0.13 -0.01 4.29 2.02 0.01
510 0.90 0.12 -0.02 4.30 2.46 0.01
520 0.90 0.12 -0.02 4.31 2.75 0.01
530 0.93 0.09 -0.02 4.36 2.21 0.01
540 0.93 0.09 -0.02 4.38 2.34 0.01
550 0.95 0.09 -0.04 444 1.99 0.01
560 0.95 0.09 -0.04 4.45 1.99 0.01

IV. Téblazat. Latszo6lagos fluoreszcencia élettartam komponensek.
HSA/AC pufferben, T'=22°C, 1., = 380 nm.

Kiszamoltuk a megmért fluoreszcencia lecsengési gorbékbdl az emisszids

spektrumok stilypontjanak idofiiggését leird v(¢) fiiggvényeket (20. dbra).
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20. abra. A Cys-34 koriili kornyezet dipoldris relaxacigjat jellemzo v(r)
fliggvények. HSA/AC pufferben és glicerin/pufferben. 4., = 380 nm.

A DR idofiiggését jellemzd fiiggvényeket harom exponencidlis Osszegével
tudtuk megfelelden illeszteni (21. dbra, V. tablazat). A 21. dbran jol latszik, hogy
a két exponencidlis 0sszegével valé kozelités nem firja le kielégitden a relaxdcids
fliggvényt.

A cisztein koriili kornyezet dipolaris relaxacidjdban megjelenik egy kezdeti
gyors komponens, amirdl csak azt tudjuk mondani, hogy 10 ps-nél rovidebb. A
ns-os relaxdci®6 nem monoexponencidlis, s mivel a komponensek
nagysagrendileg nem kiilonboznek egymadstl, ezért leirhatjuk néhany
exponencidlis 0sszegével vagy egy eloszlas fliggvénnyel vagy akar ,,stretched”
exponencidlissal is. A diszkrét komponensek 0sszegével valo illesztést vilasztva,
két 1idoéllandd jellemzi a relaxdciot. Ezek koziil a gyorsabb 900-1400 ps, a
lassabb 6—14 ns kozott van.

A DR lecsengése gyakorlatilag nem véltozik a homérséklettel, tehit az AC
szonda koriili fehérje-matrix mozgasat alig befolyasolja a homérséklet valtozasa,

legaldbbis a vizsgalt hdmérséklet tartomanyban.
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21. dbra. Egy példa a v(¢) fiiggvény illesztésére. Lecsengési gorbe €s rezidum.
HSA/AC glicerin/pufferben, T = -6°C, A, = 380 nm.

Homérséklet Yo ap a a3 t tr t3

(°C) (cm™) (ns) | (ms) | (ns)
35 puffer | 20262 | 27.3 74.2 287.0 0.01 1.39 13.72
glicerin | 20350 | 21.2 89.5 217.6 0.01 1.17 8.90

22 puffer | 20346 | 22.0 78.5 240.4 0.01 1.20 8.50
glicerin | 20375 239 60.6 271.5 0.01 0.91 6.40
1 puffer | 20327 25.1 89.2 305.6 0.01 1.43 10.99
glicerin | 20410 | 25.4 73.4 307.5 0.01 1.21 7.55

-6 glicerin | 20437 19.3 62.2 318.2 0.01 0.96 6.89

V. Tébléazat. A dipolaris relaxéci6 idéalland6i. HSA/AC pufferben és
glicerin/pufferben kiilonb6z6 hémérsékleteken, Ao, = 380 nm.

V(t)=y,+a,-exp(—t/t,)+a, -exp(—t/t,)+a, -exp(-t/t,)
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Kicsi, de szignifikans kiilonbség van a pufferes ill. glicerines mintak kozott, a
glicerines mintdhoz tartoz6 w(r) fliggvények minden egyes idOpillanatban
magasabb értékliek, mint a pufferes mintdhoz tartozé értékek. Bar a glicerin
koncentracidja csak 30%, még igy is hatdssal van az AC koriili kornyezetre. A
Cys34 a HSA-nak nem egy teljesen eltemetett részén van, igy az AC 6l érzékeli
az olddszer polaritdsdnak véltozdsat. Glicerin jelenlétében az oldészer polaritiasa
alacsonyabb, a fluoreszcencia a magasabb energidju allapotokbdl jon 1étre,
kovetkezésképpen a v(r) fliggvények értéke nagyobb.

Az 0sszfluoreszcencia intenzitds lecsengés idofiiggvényeket a kiillonb6zo
emisszids hulldimhosszakon mért lecsengési gorbékbdl szamitottuk, melyeket két
exponencidlis 0sszegével illesztettiink (VI. tablazat).

A fluoreszcencia élettartama glicerin jelenlétében rovidebb, megndé a nem
sugarzisos atmenetek valdszinlisége, aminek két oka lehet. Glicerin jelenlétében
megnohet az AC emisszidjanak oldészer molekuldk altali iitkozéses kioltasa. De
megvaltozhat a glicerin jelenlétében az AC koriili fehérje-matrix konformacioja,
¢s igy megndhet a szomszédos csoportok kioltdé hatidsa. A Trp emisszio
vizsgdlatanal ugyanilyen élettartam rovidiilést tapasztaltunk. A két jelenséget a

rendelkezésre all6 adatokbdl nem lehet megkiilonboztetni.

HOmérséklet (°C) a a 7 (ns) 7 (ns) T (ns)
35 glicerin 0.17 0.83 1.37 3.90 3.73

puffer 0.13 0.87 1.28 3.97 3.85

22 glicerin 0.15 0.85 1.46 4.06 3.90

puffer 0.11 0.89 1.33 4.07 3.97

1 glicerin 0.19 0.81 1.90 4.34 4.11

puffer 0.14 0.86 1.72 4.36 4.20

-6 glicerin 0.26 0.74 2.64 4.46 4.15

VI. tdblazat. Az 6sszfluoreszcencia intenzitds lecsengése.
HSA/AC, A = 380 nm.
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4. Eredmények, diszkusszio

e sre s

pumpa-préba mérésekkel.

Az AC-t etanolban és DMF-ben oldottuk és megmértilk a steady-state
gerjesztési és emisszids spektrumokat (22. abra). Mig a gerjesztési spektrumok
elég hasonldak, addig az emisszids spektrumok kiilonbozosége az eltérd

olddszer-kornyezet hatésat tiikrozi.

1,6 T - T - T ; T
1,4-
1,2-
1,0-
0,8-
0,6-

0,4

Relativ intenzitas

etanol
0,2

'/ DMF

1 1 i 1 1 1 1
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22. dbra. Gerjesztési €és emisszios spektrumok. AC etanolban és DMF-ben.

A pumpa-proba méréseknél a gerjesztd impulzus hulldimhossza 397 nm volt,
ami a 22. 4brar6l lathatéan az abszorpciés sdv hosszabb hulldmhosszu
tartomdnyéra esik, azaz a festék S, gerjesztett allapotdnak alacsonyabb energidju
nivoit gerjesztjiik. A 450 nm-nél nagyobb hullimhosszi gerjesztés esetén

alapdllapotu abszorpci6 gyakorlatilag nincs.

AC DMF-ben

Mértiikk a tranziens jel idObeli valtozdsit a pumpa utdni els6 40 ps-os
iddtartomadnyban, kiilonboz6 préba hulldmhosszakon (23. dbra). A gerjesztd
hullimhossz: 397 nm volt, a préba nyaldb hullimhosszit 460-760 nm kozott

valtoztattuk, 20 nm-es 1épésekben.
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23. 4bra. Tranziens jel lecsengési gorbék kiilonb6zo probahulldimhosszakon.
AC DMF-ben.

A kozvetleniil megmért lecsengési gorbékbol ido-tranziens jel matrixot
allitottunk Ossze. A 24. dbran a matrix konturtérképét dbrazoltuk. A 25. abran a
tranziens spektrum iddbeli fejlodését latjuk, néhany a matrixbol kivalasztott
spektrum alapjdn, kiegészitve egy hosszabb ido-késleltetésii spektrummal, melyet
kiilon vettiink fel. A konturtérképrdl és a spektrumokbol is latszik, hogy a
gerjesztés utan rogton két sav jelenik meg. Az intenziv negativ sav (maximuma
525 nm-nél) az indukélt emissziénak, a pozitiv sdv (maximuma 675 nm-nél) a
gerjesztett allapotd abszorpcidnak tudhaté be, ami az S;—S, dtmenethez tartozik.
Mindkét sav gyorsan csokken az els6 néhany ps alatt és 5 ps mulva elér egy
sokkal lassabban csokkend fazist. A gyors csokkenést mindkét savnal ugyanazzal
az 1,4 ps-os idéallanddval jellemezhetjiik. JO1 1lathaté még az indukalt emisszids
sav gyors és nagy mértékll eltoléddsa a hosszabb hulldmhosszak felé, ez a
dinamikus Stokes-eltolodas az olddszer-relaxdcio kovetkezménye.
Megfigyelhetiink még egy pozitiv savot a rovid hulldimhosszakndl is (< 480 nm),

ami az S;—S; gerjesztett allapotok kozotti dtmenethez tartozd abszorpcio.
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24. 4bra. 1do-tranziens jel matrix konturtérképe. AC DMF-ben.
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25. ébra. Id6ébontott tranziens spektrumok. AC DMF-ben.
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Megjelenését kétféle mdédon magyardzhatjuk: (1) A gerjesztés utdn kb. 5 ps
alatt épiil fel az S; — S; abszorpcid €s hosszabb ideig fennmarad. A 25. abrardl
is latszik, hogy 350 ps mdlva is jelen van. (2) A gerjesztés utdn rogton
megjelenik az S| — S5 abszorpcid, csak az erds indukalt emisszid elfedi, majd az
indukalt emisszid voros hullamhosszak felé torténo tolddasaval valik ,,lathatova”.
Fenti mérésekbdl nem lehet eldonteni, hogy melyik jelenség jatszodik le.

A 26. dbréan egy hosszabb idotartomanyd mérés eredményét lathatjuk, a
gerjesztést kovetden 1,4 ns-ig figyeltik meg a tranziens jel valtozdsit. A
gerjesztést egy gyors negativ jel koveti, majd ez gyorsan pozitivra valtozik. Az
S; — S5 abszorpcidhoz tartoz6 pozitiv jel 620 ps-os idéédllanddval cseng le, ami a
S, dllapot megsziinésével kapcsolatos, azaz ezt az 1d6t a fluoreszcencia

élettartammal azonosithatjuk.

1,51 _

200 400 600 800 1000 1200 1400
Id6 (ps)

o

26. dbra. Hosszu iddtartomanyon mért tranziens jel. AC DMF-ben,
/”{pr(’)ba =480 nm.

AC etanolban

Megmértiik a tranziens jel idobeli vdltozasidt a pumpa utdni elsé 40 ps-os
idOétartomadnyban, kiilonboz6 préba hulldmhosszakon (27. dbra). A gerjesztd
hullimhossz: 397 nm volt, a préba nyaldb hullimhosszit 480-760 nm kozott

valtoztattuk, 20 nm-es 1épésekben.
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27. 4bra. Tranziens jel lecsengési gorbék kiilonb6zd probahulldmhosszakon. AC
etanolban.

A kozvetleniil megmért lecsengési gorbékbol osszedllitottuk az ido-tranziens jel
matrixot, kontdrtérképét a 28. abrdn latjuk. A tranziens spektrum iddbeli
fejlodését dbrazoltuk a 29. 4dbran, néhdny a matrixbdl kivélasztott spektrum
segitségével, kiegészitve egy hosszabb idd-késleltetésti spektrummal, melyet
kiilon vettiink fel. Az etanolban mért tranziens spektrumok hasonlésdgokat és
kiilonbségeket is mutatnak a DMF-ben mértekhez képest. A gerjesztés utan két
fo sav figyelhetd meg, egy erds negativ és egy pozitiv. Ezek az etanolban
mértekhez hasonldan az indukélt emisszidhoz (S| — Sy), ill. a gerjesztett dllapotu
abszorpciohoz (S; — S,) kapcsolhatok. Mindkét sav gyakorlatilag ugyanazzal a
4,2 ps-os iddéllandoval cseng le, ami lassabb a DMF-ben mérthez képest.
Ko6zben az indukalt emisszié savja a hosszabb hulldmhosszak felé tolodik, ez
egyrészt lassabb, masrészt kisebb mértékili, mint a DMF-ben tapasztalt eltolodas.
Természetesen ez itt is az olddszer-relaxacioval kapcsolatos. Megfigyelhetjiik
még az S; — S; gerjesztett dllapotok kozotti dtmenethez tartozé abszorpciot is

(< 500 nm), bar ez sokkal gyengébb, mint DMF esetében.
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28. abra. Idd-tranziens jel matrix kontirtérképe. AC etanolban.
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29. 4bra. Id6bontott tranziens spektrumok. AC etanolban.
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Az etanolban mért tranziens spektrumok az elsdé 10 ps utdn is folyamatosan
valtoznak. A 350 ps-os késleltetéssel felvett tranziens spektrumbdl latszik, hogy
a kék hulldimhosszd S; — S;3 abszorpcié eltlinik, az indukdlt emisszié sdvja
keskenyebb spektralis tartomanyra szikiil (470-510 nm) és megjelenik egy
Ujabb, széles (520-760 nm), gerjesztett dllapotud abszorpcidhoz tartozo sav.

Ez tiikkrozodik a hosszu idOtartomdnyon felvett lecsengési gorbén is (30. dbra).
A gerjesztés utani pozitiv jel a kezdeti gerjesztett allapotu abszorpcidhoz tartozik,
¢s gyorsan lecseng. Ekozben az indukdlt emisszid sdvja a hosszabb
hullamhosszak felé tolddik, ennek a két jelenségnek az eredményeként erds
negativ jelet mériink, mely 25 ps-ndl a legerdsebb. Késobb, kb. 100 ps milva a

tranziens jel ismét pozitiv és hosszu tdvon az is marad.
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30. abra. Hosszu iddtartoméanyon mért tranziens jel. AC etanolban,
ﬂpréba = 600 nm.

Oldoszer dinamika DMF-ben és etanolban

A oldészerben 1év6 AC-ban mért tranziens spektrumokbodl egyértelmii, hogy
egy oldatban a femtoszekundumokt6l a nanoszekundumokig terjedé idoskalan
szamos folyamat versenyez egymadssal. Az olddszer-relaxaci6 az egyik

legfontosabb koziiliik, kinetikdjat megkaphatjuk az indukalt emisszids sav idObeli

eltoléddasdnak vizsgalatibol. A moddszerek fejezetben leirtak szerint az S (¢)

fliggvény helyett a v (¢) fiiggvénnyel irjuk le a relaxaci6 idObeli lefolyasat.
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A 31. abrdn DMF esetén ennek és a harom exponencidlis 0sszegeként vald

illesztés eredményét latjuk.
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31. abra. Az indukélt emisszids sav sulypontjdnak idofiiggése.
AC DMF-ben.

A

E energia

_/ Nagy dtmeneti
valdszinlisé
A g
A

I Kis dtmeneti
: valGszinliség
|

So 620 ps

R reakcid koordinata

32. dbra. Energia séma DMF-ben oldott acrylodanra.
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A v(t) fiiggvény kezdeti értéke: v(0)=21300cm™', ami a hullimhossz skal4n
470 nm-nek felel meg. Azaz a 397 nm-es, 180 fs-os gerjesztést kovetden, a
méréseink szdmdra feloldhatatlan idétartomédnyban, vibracids relaxdcié valdsul
meg, amely befejezddik még az olddszer-relaxacio elott.

A mérések és a szamoldsok alapjan készitettiink egy modellt a DMF-ben

oldott AC energia szintjeire (32. dbra). A v (¢) fliiggvény kezdeti szakaszit leiro

legrovidebb, az illesztéskor 60 fs-osnak adédott komponens kothetd a vibracids
relaxdcidhoz, de lehet az olddszer-relaxacid nagyon gyors komponense is. A két
ps-os nagysagrendii komponens (1,5 ps és 7,8 ps) az olddszer-relaxiciot jellemzi,
ez 1d0 alatt jon létre az S;— S, indukdlt emisszié és a sdv a hosszabb
hullamhosszak felé tolodik. A gyorsabb, 1,5 ps-os relaxdci6 komponens az
oldészer molekuldkban az elektronfelhd djrarendezddését, az oldoszer
dielektromos dallanddjdnak gyors valtozasat tiikkrozi. A lassabb, 7,8 ps-os
relaxdcié komponens az olddszer molekuldknak a festék molekuldk koriili ujra
rendez0dését, azaz rotacios diffuzidjat irja le. A gerjesztés utan 15-20 ps milva
az oldészer-relaxicié teljesen befejezédik. Erdekes megjegyezni, hogy a
szolvatdci6 ideje alatt nem csak az indukdlt emisszids sdv silypontja tolddik a
hosszabb hulldamhosszak felé, hanem 1,4 ps-os iddallandoval a jel amplitiddja is
csokken. Ez azt jelenti, hogy az indukélt emisszié dtmeneti valoszinlisége rogton
a gerjesztés utdn a legnagyobb, majd ahogy a rendszer az Uj egyensulyi helyzet
felé relaxdl, ez az dtmeneti valdszinliség gyorsan csokken.

A hosszabb hulldmhosszakon megjelend, S;— S, datmenethez tartozo
gerjesztett dllapotd abszorpci6 szintén 1,4 ps-os idéallandéval cseng le, tehat az
egyensulyi helyzet felé tartva az 4tmenet valdszinlisége csokken. A rovid
hullamhosszakon megjelend, S;— S; dtmenethez tartoz6 gerjesztett allapoti
abszorpcié az indukélt emisszids €s a hosszd hullimhosszu gerjesztett dllapotd
abszorpciés savval parhuzamosan jelenik meg. Természetesen a matrix
kontuirtérképén (24. dbra) ennek a sdvnak csak a hosszid hulldmui végét latjuk. A
sav fejlodésére kétféle magyardzat lehetséges: (1) A szolvatacié kovetkeztében
1idével megnd az S, és az S; kozotti dtmenet valdszinlisége, (2) Az Sy és az S;

kozotti atmenet hatdskeresztmetszete dllandé az idOben, csak a nagyon erds
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indukalt emisszid elfedi, és annak eltolédasdval valik megfigyelhetdvé.

A szolvaticié befejezodése utidn a rendszer egyensulyban marad az S,
allapotban, a gerjesztés utdn 30 ps mulva mért tranziens spektrum szerkezete
lényegében ugyanolyan, mint 350 ps utidn (25. 4bra). A tanulmédnyozott
hullamhossz tartomanyon két idoskalan figyelhetiink meg jelenségeket. A
gerjesztést kovetd ps-os tartomdnyon olddszer-relaxacié torténik. Késobb,
620 ps-os idddllandoval S| — Sy emisszi6 valésul meg.

A 33. 4dbran az etanolban oldott AC-ra szdmolt v (r) fiiggvényt ¢és

illesztésének eredményét latjuk. A kezdeti érték: v(0)=20800cm™, ami a

hullimhosszskdldan 480 nm-nek felel meg. Tehat a 397 nm-es, 180 fs-os
gerjesztést kovetden, a méréseink szdmadara feloldhatatlan idétartomanyban, — a
DMF-es oldathoz hasonléan - vibraciés relaxdcié valdésul meg, amely
befejezddik még az olddszer-relaxacié eldtt. Az etanolban oldott AC energia
szintjeinek modelljét a 34. dbrdn mutatjuk be.

A v(r) fiuggvény kezdeti szakaszat leird legrovidebb 200 fs-os komponens

kothetd a vibracids relaxdcidhoz é€s lehet az olddszer-relaxdcié nagyon gyors
komponense is. A ps-os komponens (3,8 ps) az oldoszer-relaxaciot jellemzi, ez
1d0 alatt jon létre az S; — Sy indukdlt emisszi6 és a sdv a hosszabb
hullamhosszak felé tolodik. Az indukdlt emisszion kiviil itt is megjelenik egy
voros hulldimhosszd és egy kék hullimhosszi gerjesztett dllapotd abszorpcid.
Ezek mindegyike ugyanazzal az id6allandéval (4,2 ps) cseng le, ami azt mutatja,
hogy mindegyik sdv ugyanazzal az S, szinttel kapcsolatos dtmenethez tartozik.
Az S| — S, atmenet (indukdlt emisszid) €s az S| — S, abszorpcié oszcillator
erdssége a szolvatiacio kovetkeztében csokken, mig az S; — S; dtmeneté n6 az
iddvel.

A gerjesztés utdni elsd 15 ps utdn is vannak kiilonbségek a két rendszer kozott.
Etanolban a tranziens spektrum ezen az iddskdlan is valtozik. Ezt lathatjuk a 28.,
29., 30. dbrakon. Az indukalt emisszids sav hullamhosszain a tranziens jel nem

lesz z€érus hosszabb iddtartomanyon sem.
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4. Eredmények, diszkusszi6
4. 3. Az acrylodan koriili oldészer-kodrnyezet relaxdcidjdnak vizsgdlata pumpa-proba mérésekkel.
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33. dbra. Az indukélt emisszids sav sulypontjdnak idofiiggése.
AC etanolban.
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34. abra. Energia séma etanolban oldott acrylodanra.

58



4. Eredmények, diszkusszi6
4. 3. Az acrylodan koriili oldészer-kodrnyezet relaxdcidjdnak vizsgdlata pumpa-proba mérésekkel.

Ezeken a hulldimhosszakon nagyobb iddkésleltetésnél pozitiv jelet mériink,
ami egy Uj gerjesztett allapotd abszorpcios sav felépiilésére utal, mely folyamat
1ddallanddja 50 ps.

Az indukalt emisszio eltlinése €s az 1ij abszorpcids sav felépiilése az AC egy 1j
modosulatinak megjelenésével kapcsolatos. Valdszinli, hogy a molekula S,
gerjesztett allapotdnak élettartama alatt izomerizacid torténik, és az Uj izomer
széles spektralis tartomdnyu gerjesztett allapotd abszorpcidja jelenik meg.
Alapallapotban nem figyelhetd meg ez az izomeriz4cio.

Végiil tekintsiik még egyszer a 33. dbrat. A megfigyelt idOtartam alatt a gérbe
nem kozelit aszimptotikusan egy ért€khez, mint a DMF esetében. Sot,
hatdrozottan toldédik a hosszabb hullimhosszak felé. Ennek iddallanddja az
illesztésbdl 518 ps-nak adddik, ez azonban nem jellemzi az olddszer-relaxaciot.
A néhényszor 100 ps-os és anndl nagyobb iddskdlan tobbféle jelenség versenyez
egymadssal, az indukdlt emisszid, a vords abszorpcid, a kék abszorpcid, az
izomerhez tartozé abszorpcid és ezek az id6 folyamédn valtozé mddon fedik el
egymast. A fenti 518 ps idodllando tehat latszolagos, nem rendelhetd konkrétan

egyik folyamathoz sem.

59



4. Eredmények, diszkusszi6
4. 4. A cisztein koriili kornyezet relaxdcidjanak vizsgalata HSA/AC-ban pumpa-proba mérésekkel.

4. 4. A cisztein koriili kornyezet relaxacidojanak vizsgalata HSA/AC-ban
pumpa-préba mérésekkel.

A 16. abran lattuk az AC-al jelolt HSA pufferes oldatinak steady-state
emisszids szinképét. Az emisszidés maximum 486 nm-nél van, ami arra utal, hogy
az AC hidroféb kornyezetben kotddik a HSA-hoz.

Megmértiik a tranziens jel idobeli vdltozdsat tobb kiilonb6zd préoba
hullamhosszon. A fehérjeoldat fényérzékenynek bizonyult a nagy teljesitményl
1ézerfénnyel valé megvildgitassal szemben, ez a fényérzékenység reverzibilis
volt. A denaturdcid elkeriilése érdekében a pumpa impulzusok intenzitdsit oly

mértékben csokkentettiik le, hogy a mért tranziens jel 0,7 AmOD-nél kisebb

legyen. Ennek kovetkeztében a mért jelek relative zajosabbak az oldészerben
1év6 AC-os mintdkon mértekhez képest. A fluoreszcencia emisszio
hullamhosszain mért (450, 460, 480, 500, 520, 540 nm) gorbék koziil a 35. dbran
mutatunk be harmat, az emissziés maximumban, az emisszios spektrum kék ill.
voros oldalan. A gorbék mindegyikéhez negativ értékek tartoznak, minden
idOpontban, tehat indukdlt emissziorél van sz6. A relaxdcid miatt fellépd
spektrum eltolddas kovetkeztében a kék oldalon gyors lecsengés, a vords oldalon

gyors felcsengés figyelhetd meg.

AmOD

480 nm

'0,8 1 . 1 . 1 . 1 . .
0 2 4 6 8 10 12

1d6 (ps)

35. dbra. Az indukalt emisszids sav sulypontjanak idofiiggése.
HSA/AC pufferben.
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4. Eredmények, diszkusszi6
4. 4. A cisztein koriili kornyezet relaxdcidjanak vizsgalata HSA/AC-ban pumpa-proba mérésekkel.

Elkészitettilk a fenti mérésekbdl az ido-tranziens jel-matrixot, melynek
konturtérképét latjuk a 36. dbran.

Bér a mért tranziens jel gorbék zajosak, kiszdmoltuk az indukdlt emisszids sav
sulypontjanak idofiiggését, a v (r) fliggvényt. Egy exponencidlis fliggvénnyel
val6 illesztés kielégitd eredményt szolgéltatott (37 dbra). A dipoldris relaxaciot
jellemz6 iddallando 3 ps.

A féazisfluorimetrids mérésekbdl lattuk, hogy a HSA ciszteinjéhez kovalens
modon kotott AC koriili kornyezet dipolaris relaxdcidjanak ns-os nagysédgrendii
iddalland6jan kiviil van egy rovidebb (< 10 ps) komponens is, amit a pumpa-
proba mérésekkel a fentiek szerint meghataroztunk. Az AC koriili kdrnyezet a
fehérje matrix és az oldoszer, esetiinkben viz. A szubns-os és ns-os relaxacids
1dok a fehérje matrixot jellemzik, a ps-os relaxdcids id6 — etanolban és DMF-ben
is mértiink ps-os relaxacidés 1ddédllandoét — egyértelmiien az olddszer
relaxdcidjdhoz kotheto.

Megmértiik a kék oldali tranziens jelet egy kicsit hosszabb idétartomédnyon is
(38. abra). A fel- és lecsengés az els6 10—15 ps alatt torténik, utdna az indukalt
emisszios jel egy konstans érték koriil fluktudl. Ez jelzi, hogy a 100 ps-ig terjedd

iddtartomanyon mds relaxaciés komponens nincs.
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4. Eredmények, diszkusszi6
4. 4. A cisztein koriili kornyezet relaxdcidjanak vizsgalata HSA/AC-ban pumpa-proba mérésekkel.
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36. abra. Id6-tranziens jel métrix kontirtérképe. HSA/AC pufferben.
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37. abra. Az indukélt emisszids sav sulypontjdnak idofiiggése.
HSA/AC pufferben.
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4. Eredmények, diszkusszi6
4. 4. A cisztein koriili kornyezet relaxdcidjanak vizsgalata HSA/AC-ban pumpa-proba mérésekkel.
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38. dbra. Hosszabb iddtartoményu tranziens jel. HSA/AC pufferben.
},préba =460 nm.

Az oldészerben oldott AC-ra kapott eredményekhez hasonldan, a vords
hulldamhosszakon (650-720 nm) pozitiv jelet mértiink, ami S; — S, gerjesztett
allapoti abszorpcidra utal. Ezek koziil egyet mutat be a 39. dbra. A tranziens
jelek azonban nagyon kicsik és zajosak voltak, igy nem tudtunk elfogadhat6

matrixot késziteni ezen a hulldimhossz tartoményon.
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39. 4bra. Tranziens jel a hosszabb hullimhossztartomdnyon. HSA/AC pufferben.
/”{pr(’)ba =700 nm
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5. Az eredmények Osszefoglaldsa

5. Az eredmények Osszefoglalasa

1. Fazisfluoriméterrel megmértiik a HSA-ban a Trp fluoreszcencia lecsengését
tobb emisszios hulldimhosszon. Ezekbdl a lecsengési gorbékbdl id6 — emisszids
matrixot allitottunk 6ssze. Az idobontott emisszios spektrumokbdl kiszamoltuk a
spektrumok sulypontjanak i1dofiiggését, a v (r) fiiggvényt. A méréseket tobb
kiilonbozd homérsékleten és kétféle oldoszer (viz és viz/glicerin keverék)

jelenlétében végeztiik.

2. A HSA-ban levd Trp fluoreszcencia lecsengése nem monoexponencidlis.
Az emisszids spektrumok a megfigyelt id0 tartomanyon (0,1-10 ns) a hosszabb

hullamhosszak felé tolodnak.

3. Az emisszids spektrumok voros eltolodédsa dipoléris relaxdcidra utal. Annak
eldontéséhez, hogy ez a relaxdci6 a Trp koriili fehérje-matrixhoz vagy az
olddszer relaxaciojdhoz kothetd, megmértik a NATA vizes oldatiban a
fluoreszcencia lecsengési gorbéket tobb emisszios hullimhosszon. A lecsengési
gorbék nem kiilonboztek egymadstol, ami arra utal, hogy a NATA vizes oldataban
a megfigyelt idotartomanyon nem észlelhetd olddszer-relaxacio. A HSA-ban 1évo

Trp koriili relaxacio tehat egyértelmiien a fehérje-matrix dipolaris relaxacioja.

4. A glicerin a fehérje konformacidjara is hatdssal van, és nem csak a
viszkozitast valtoztatja meg, hanem kis mértékben a dielektromos allandét és a
pH-t is. 30%-ndl nagyobb glicerin koncentrici6 esetén lecsokken a
fluoreszcencia atlagélettartama. Glicerin jelenlétében megvaltozik a fehérje
hidratacidja, a kémiai potencidl minimalizdldsa érdekében a HSA kompaktabb
konformdciot vesz fel. A fehérje-matrix rigidebbé vdlik, tehét a relaxacio lassul,
mikozben a szomszédos csoportok kioltd hatdsa megnd, azaz a fluoreszcencia

atlagélettartama lecsokken.

5. Meghatéaroztuk a DR iddédllandoit —4°C és 37°C kozott viz és viz/glicerin
keverék jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a DR iddalland6ja a hOmérséklettol
€s az olddszer Osszetételétdl fiigg. Alacsonyabb hdémérsékleten, ill. glicerin

jelenlétében a dipoléris relaxdcio lassabb. A két kiillonb6z6 idéallanddju DR-t — a
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5. Az eredmények Osszefoglaldsa

rovidebb néhany szadz ps, a hosszabb néhany ns — a HSA matrixdnak kiilonb6z0

frekvencidju rezgéseihez kapcsolhatjuk.

6. Megmértik a HSA/AC-ban az AC fluoreszcencia lecsengését tobb
emisszids hulldmhosszon. Ezekbdl 1d6-emisszids matrixot dllitottunk Ossze. Az
idébontott emisszids spektrumokbdl kiszamoltuk a spektrumok sulypontjanak
1dofiiggését, a v (r) fiiggvényt. A méréseket tobb kiillonb6z6 homérsékleten és

kétféle olddszer (viz €s viz/glicerin keverék) jelenlétében végeztiik.

7. Az AC-al jelolt HSA fluoreszcencia lecsengése nem monoexponencidlis. A
Cys34-hez  kovalensen  kapcsolt  fluoreszcens szonda  emisszidjanak
tanulmdnyozasa DR jelenlétére utal. A DR hirom iddallanddval jellemezhetd. A
lassabb (0,1 ns, ill. néhdny ns) komponensek a fehérje-matrix relaxacidjahoz
kothetok, és annak kiillonboz6 frekvencidju mozgasat tiikkrozik. A gyors (<10 ps)
komponens felteheten nem a fehérje-matrix, hanem az oldoészer relaxacidjdhoz

tartozik.

8. Megvizsgaltuk tehdt a HSA fehérje-métrixanak relaxacidjat a molekula két
kiillonb6z6 részében. A Trp fluoreszcencidjanak megfigyelésével (a Trp a
molekula belsejében a IIA doménben, egy hidroféb zsebben van) a biokémiai
kotések szempontjabol fontos kotohely koriili fehérje-métrix relaxdcidjanak
1dofiiggését hatdroztuk meg. Az HSA/AC fluoreszcencidjdnak megfigyelésével
(a Cys34 az IA doménben, a molekula felszinének kozelében hidroféb zsebben
talalhatd) a fehérje-matrix olyan részének megfigyelése lehetséges, amely az
oldészer szdmdra jobban hozzaférhetd. A fehérje-matrix két részében a DR
kiilonbozik. Mig a molekula belsejében a homérséklet és az olddszer
Osszetételének megvaltozasa nagymértékben befolydsolja a relaxdcié sebességét,
addig a felszin kozelében — legaldbbis a vizsgdlt homérséklet tartomdnyban — alig

fligg a DR sebessége a homérséklettdl és az oldoszer Osszetételétol.

9. A fentebb emlitett 10 ps-ndl rovidebb DR komponens meghatirozasa
érdekében pumpa-préba méréseket végeztiink. Megmértilk az oldészerben
(DMF-ben és etanolban) oldott AC-ban a tranziens jel idofiiggését tobb proba

hullamhosszon. Az iddbontott tranziens spektrumok mérésével indukdlt
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5. Az eredmények Osszefoglaldsa

emissziot és gerjesztett allapoti abszorpciot leird szinképi sdvokat hataroztunk

meg és kovettiik azok 1d6beli fejlodését.

10. A fluoreszcencia hullimhosszakon megjelend indukalt emisszids sdvhoz
tartoz6 tranziens spektrumokbdl meghatdroztuk a DR-t jellemz6 idddllanddkat.

DMF esetében harom exponencidlis Osszegével kozelitettiik a v (r) fliggvényt, a

legrovidebb 60 fs-os komponens véleményiink szerint a vibriciés relaxiciot, a
két ps-os komponens (1,5 ps ill. 7,8 ps) az olddszer-relaxacidt jellemzi. Etanol

esetében is harom exponencidlis Osszegével tudtuk a v (r) fliiggvényt kozeliteni.

A legrovidebb, 200 fs-os komponens a vibracids relaxacidhoz tartozik, a 3,8 ps-
os komponens az olddszer-relaxaciot jellemzi, a hosszabb 518 ps-os komponens

megjelenése tobb egymassal versenyzo folyamat eredménye.

I11. A mérések €s szamitdsok alapjan modellt dllitottunk fel a DMF-ben és
etanolban oldott AC alap- és szinglett gerjesztett allapotainak energiaszintjeire.
DMF-ben az AC fényabszorpcidt kovetden az S; gerjesztett dllapotba keriil,
innen indukdlt emisszid (S;—Sp) €és kétféle gerjesztett allapotu abszorpciod
(nagyobb valészinliséggel S;—S,, kisebb valdszinliséggel S;—S;) lehetséges. Az
olddszer-relaxécidé ps-os idOtartomanyon kovetkezik be, ezt kovetden lecsokken
az S|—S) és a S|—S,, megnd az S;—S; dtmenet valoszinlisége. Az elsdé 15-20
ps utdn a rendszer S; 4llapotban egyenstlyba keriil és energetikai allapota
hosszabb (350 ps) 1d6 mulva is véltozatlan. Az egyensulyi allapotbdl spontan
emisszidra keriil sor. Etanolban a modell bonyolultabb. Az abszorpcid utan itt is
megfigyelhetjiik, hogy az oldoszer-relaxdciot kovetden lecsokken az indukalt
emisszi60 és a vords gerjesztett dllapotd abszorpcid dtmeneti valdszinlisége,
mikdozben a kék abszorpcié megerdsodik. A ps-os olddszer-relaxdcié utdn
azonban a molekula atalakul, izomerizacié kovetkezik be. Az 1j allapothoz mas
S, szint tartozik és innen ujabb gerjesztett allapoti abszorpcié €s spontdn

emisszio lehetséges.

12. Megmértik HSA/AC-ban a tranziens jel idofliggését tobb proba
hullamhosszon. Az iddbontott tranziens spektrumok mérésével indukdlt

emissziot és gerjesztett dllapoti abszorpcidt leird szinképi sdvokat hatdroztunk
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meg €s kovettiik azok iddbeli fejlodését.

13. A fluoreszcencia emisszié hullimhosszain megjelend indukélt emisszids
sdvhoz tartoz6 tranziens spektrumokbdl meghataroztuk a DR-t jellemzo
idééllandot. A megfigyelt 200 fs—20 ps idotartomanyon az AC koriili kornyezet
DR-jat jellemzé komponens 3,0 ps. Az olddszeres mérésekkel Osszevetve
mondhatjuk, hogy ez nem a fehérje-matrix, hanem az olddszer relaxaciojat
jellemzi és azonos a fazisfluoriméteres mérésekben taldlt <10 ps-nal gyorsabb

komponenssel.
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