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Bevezetés 
 

A fehérjék struktúrájának és dinamikájának vizsgálatakor széles körben alkalmazott 

módszer a fluoreszcencia spektroszkópia. Megfigyelhetjük akár a fehérjékben lévı saját 

fluoreszcenciával bíró aminosavak, akár a molekula kiszemelt részéhez kapcsolt 

festékmolekula – szonda, fluorofor – világítását. Míg a steady-state mérések segítségével a 

fluorofor körüli környezet struktúrájáról tudunk információt szerezni, az idıbontott mérések 

révén ezen túlmenıen, vizsgálhatjuk azon fotofizikai és fotokémiai folyamatok dinamikáját, 

amelyek hatással vannak a gerjesztett állapotú fluoroforra. Ezek például: az elektron- és 

proton-transzfer sztatikus és dinamikus kioltó hatása, gerjesztési energia átadása a fluorofor és 

más csoportok között, és az általunk tanulmányozott dipoláris relaxáció (DR). A DR 

idıfüggésének meghatározásával a szonda környezetének dinamikájáról szerezhetünk értékes 

információkat. 

A humán szérum albumin (HSA) a vérkeringésben fontos szerepet játszó transzport 

fehérje, fehérje-mátrixának dinamikai vizsgálata széleskörő érdeklıdésre tart számot. 

A fluoreszcencia átmenet élettartama (1–10 ns) alatt a nagy molekulákban, fehérjékben 

lejátszódó relaxációs folyamatok jól követhetık a fluoreszcencia emisszió idıbontott 

megfigyelésével. A kísérletek során a 100 fs–10 ns idıskálán vizsgáltuk a HSA fehérje-

mátrixában a dipoláris relaxáció jelenségét. 

A dolgozatban a lumineszcencia spektroszkópia kapcsolódó irodalmának áttekintését, majd 

a fogalmak, matematikai eszközök, mérési módszerek, a minta-elıkészítés ismertetését 

követıen a munkánk során kapott eredményekrıl, következtetésekrıl számolok be.  

A PTE TTK Kísérleti Fizika Tanszék oktatója és a PTE ÁOK Biofizikai Intézet egyéni 

felkészülı PhD hallgatója vagyok, így az eredmények a két intézmény kooperációjában 

születtek. A kísérletek egy részét Pécsett, más részét Finnországban, Jyväskyläben végeztük. 
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Célkitőzés 
 

Célul tőztük ki belsı és külsı kromofor fluoreszcenciájának megfigyelésével a HSA 

fehérje-mátrixa dipoláris relaxációjának nyomon követését és a relaxáció idıfüggésének 

meghatározását a fehérje két, biokémiai folyamatok szempontjából fontos ligand-

kötıhelyének közelében. Megvizsgáltuk, hogy miként befolyásolja a hımérséklet és az 

oldószer összetétele a fehérje-mátrix dinamikáját a molekula belsejében és a felszín 

közelében. A fehérje dipoláris relaxációjában megjelenik egy gyors, ps-os mozgást jellemzı 

komponens. Célunk volt ezen gyors mozgás eredetének a meghatározása az oldószerben 

oldott AC mintákon végzett mérésekkel. 

 
Anyagok, módszerek 

 
A HSA kb. 60 kD molekulasúlyú, globuláris szerkezető fehérje. Három, strukturálisan 

homológ doménbıl áll, melyek mindegyike két kisebb doménre osztható. Két legfontosabb 

ligand-kötıhelye a IIA és a IIIA doménben van. Aminosavjai között egyetlen triptofán 

(Trp214) van a molekula belsejében, a IIA-ban, hidrofób zsebben. Anizotrópia mérésekbıl 

ismert, hogy szobahımérsékleten a Trp rotációs szabadsága korlátozott, bár ez a hımérséklet 

növekedésével csökken. Az egyetlen szabad SH csoportot tartalmazó cisztein (Cys34) a 

molekula felszínének közelében az IA doménben, hidrofób zsebben, az oldószer számára 

mégis hozzáférhetıbb helyen van. A cisztein maga nem világít, de SH csoportjához kovalens 

módon köthetı fluorofor. Ez esetünkben az 6-acryloyl-2-dimethyl-aminonaphtalene (AC, 

acrylodan) volt, mely szelektív SH jelölı. Az AC nagy átmeneti dipólmomentummal 

rendelkezik és így igen érzékeny a környezet polaritásának változására. Molekulasúlya 225D. 

 
A dipoláris relaxációt a fluoreszcencia idıbeli megfigyelésével vizsgáltuk. Az idıbontásos 

fluoreszcencia spektroszkópiai módszerek közül elsıként a fázisfluorimetriát alkalmaztuk, 

amelynek segítségével a 0,1–10 ns közötti idıtartományban lejátszódó folyamatok 

tanulmányozhatók. A méréseket ISS K2 és Jobin-Yvon Fluorolog Tau3 multifrekvenciás 

fázisfluorimétereken végeztük. 

A szubpikoszekundumos idıfelbontású pumpa-próba mérések esetén a pumpa impulzusok 

központi hullámhossza 395 nm, energiája 1,5 µJ/impulzus, a próba impulzusok hullámhossza 

440-780 nm, idıbeli szélessége 180–220 fs volt.  
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Eredmények 
 

1. Fázisfluoriméterrel megmértük a HSA-ban a Trp fluoreszcencia lecsengését több 

emissziós hullámhosszon. Ezekbıl a lecsengési görbékbıl idı-emissziós mátrixot állítottunk 

össze. Az idıbontott emissziós spektrumokból kiszámítottuk a spektrumok súlypontjának 

idıfüggését, a )(tν  függvényt. A méréseket több különbözı hımérsékleten és kétféle 

oldószer (víz és víz/glicerin keverék) jelenlétében végeztük. 

2. Megállapítottuk, hogy a HSA-ban levı Trp fluoreszcencia lecsengése nem 

monoexponenciális. Az emissziós spektrumok a megfigyelt idı tartományon (0,1–10 ns) a 

hosszabb hullámhosszak felé tolódnak.  

3. Az emissziós spektrumok vörös-eltolódása dipoláris relaxációra utal. Annak 

eldöntéséhez, hogy ez a relaxáció a Trp körüli fehérje-mátrixhoz vagy az oldószer 

relaxációjához köthetı, megmértük a NATA vizes oldatában a fluoreszcencia lecsengési 

görbéket több emissziós hullámhosszon. A lecsengési görbék nem különböztek egymástól, 

ami azt jelenti, hogy a NATA vizes oldatában a megfigyelt idıtartományon nem észlelhetı 

oldószer-relaxáció. A HSA-ban lévı Trp körüli relaxáció tehát egyértelmően a fehérje-mátrix 

dipoláris relaxációja.  

4. A glicerin a fehérje konformációjára is hatással van, és nem csak a viszkozitást 

változtatja meg, hanem kis mértékben a dielektromos állandót és a pH-t is. 30%-nál nagyobb 

glicerin koncentráció esetén lecsökken a fluoreszcencia átlagélettartama. Glicerin jelenlétében 

megváltozik a fehérje hidratációja, a kémiai potenciál minimalizálása érdekében a HSA 

kompaktabb konformációt vesz fel. A fehérje-mátrix rigidebbé válik, tehát a relaxáció lassul, 

miközben a szomszédos csoportok kioltó hatása megnı, azaz a fluoreszcencia átlagélettartama 

csökken.  

5. Meghatároztuk a DR idıállandóit –4°C és 37°C között víz és víz/glicerin keverék 

jelenlétében. Megállapítottuk, hogy a DR idıállandója a hımérséklettıl és az oldószer 

összetételétıl függ. Alacsonyabb hımérsékleten, ill. glicerin jelenlétében a dipoláris relaxáció 

lassabb. A két különbözı idıállandójú DR-t – a rövidebb néhány száz ps, a hosszabb néhány 

ns – a HSA mátrixának különbözı frekvenciájú rezgéseihez kapcsolhatjuk. 

6. Megmértük a HSA/AC-ban az AC fluoreszcencia lecsengését több emissziós 

hullámhosszon. Ezekbıl idı-emissziós mátrixot állítottunk össze. Az idıbontott emissziós 
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spektrumokból kiszámítottuk a spektrumok súlypontjának idıfüggését, a )(tν  függvényt. A 

méréseket több különbözı hımérsékleten és kétféle oldószer (víz és víz/glicerin keverék) 

jelenlétében végeztük. 

7. Az AC-al jelölt HSA fluoreszcencia lecsengése szintén nem monoexponenciális. A 

Cys34-hez kovalensen kapcsolt fluoreszcens szonda emissziójának tulajdonságai DR 

jelenlétére utalnak. A DR három idıállandóval jellemezhetı. A lassabb (0,1 ns, ill. néhány ns) 

komponensek a fehérje-mátrix relaxációjához köthetık, és annak különbözı frekvenciájú 

mozgását tükrözik. A gyors (<10 ps) komponens feltehetıen nem a fehérje-mátrix, hanem az 

oldószer relaxációjához tartozik.  

8. Megvizsgáltuk tehát a HSA fehérje-mátrixának relaxációját a molekula két különbözı 

részében. A Trp fluoreszcenciájának megfigyelésével (a Trp a molekula belsejében a IIA 

doménben, egy hidrofób zsebben van) a biokémiai kötések szempontjából fontos ligand-

kötıhely körüli fehérje-mátrix relaxációjának idıfüggését határoztuk meg. Az HSA/AC 

fluoreszcenciájának megfigyelésével (a Cys34 az IA doménben, a molekula felszínének 

közelében hidrofób zsebben található) a fehérje-mátrix olyan részének megfigyelése 

lehetséges, amely az oldószer számára jobban hozzáférhetı. A fehérje-mátrix két részében a 

DR eltérı jellegő. Míg a molekula belsejében a hımérséklet és az oldószer összetételének 

megváltozása nagymértékben befolyásolja a relaxáció sebességét, addig a felszín közelében – 

legalábbis a vizsgált hımérséklet tartományban – lényegesen kevésbé függ a DR sebessége a 

hımérséklettıl és az oldószer összetételétıl.  

9. A fentebb említett 10 ps-nál rövidebb DR komponens meghatározása érdekében pumpa-

próba méréseket végeztünk. Megmértük az oldószerben (DMF-ben és etanolban) oldott AC 

esetén a tranziens jel idıfüggését több próba hullámhosszon. Az idıbontott tranziens 

spektrumokban indukált emissziót és gerjesztett állapotú abszorpciót leíró színképi sávokat 

határoztunk meg és követtük azok idıbeli fejlıdését.  

10. A fluoreszcencia hullámhosszakon megjelenı indukált emissziós sávhoz tartozó 

tranziens spektrumokból meghatároztuk a DR-t jellemzı idıállandókat. DMF esetében három 

exponenciális összegével közelítettük a )(tν függvényt, a legrövidebb 60 fs-os komponens 

véleményünk szerint a vibrációs relaxációt, a két ps-os komponens (1,5 ps ill. 7,8 ps) az 

oldószer-relaxációt jellemzi. Etanol esetében is három exponenciális összegével tudtuk a )(tν  

függvényt közelíteni. A legrövidebb, 200 fs-os komponens a vibrációs relaxációhoz tartozik, a 
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3,8 ps-os komponens az oldószer-relaxációt jellemzi, a hosszabb 518 ps-os komponens 

megjelenése több egymással versenyzı folyamat eredménye.  

11. A mérések és számítások alapján modellt állítottunk fel a DMF-ben és etanolban oldott 

AC alap- és szinglett gerjesztett állapotainak energiaszintjeire. DMF-ben az AC 

fényabszorpciót követıen az S1 gerjesztett állapotba kerül, innen indukált emisszió (S1→S0) 

és kétféle gerjesztett állapotú abszorpció (nagyobb valószínőséggel S1→S2, kisebb 

valószínőséggel S1→S3) lehetséges. Az oldószer-relaxáció ps-os idıtartományon következik 

be, ezt követıen lecsökken az S1→S0 és a S1→S2, megnı az S1→S3 átmenet valószínősége. 

Az elsı 15–20 ps után a rendszer S1 állapotban egyensúlyba kerül és energetikai állapota 

hosszabb (350 ps) idı múlva is változatlan. Az egyensúlyi állapotból spontán emisszióra kerül 

sor. Etanolban a modell bonyolultabb. Az abszorpció után itt is megfigyelhetjük, hogy az 

oldószer-relaxációt követıen lecsökken az indukált emisszió és a vörös gerjesztett állapotú 

abszorpció átmeneti valószínősége, miközben a kék abszorpció megerısödik. A ps-os 

oldószer-relaxáció után azonban a molekula átalakul, izomerizáció következik be. Az új 

állapothoz más S1 szint tartozik és innen újabb gerjesztett állapotú abszorpció és spontán 

emisszió lehetséges. 

12. Megmértük HSA/AC-ban a tranziens jel idıfüggését több próba hullámhosszon. Az 

idıbontott tranziens spektrumok mérésével indukált emissziót és gerjesztett állapotú 

abszorpciót leíró színképi sávokat határoztunk meg és követtük azok idıbeli fejlıdését.  

13. A fluoreszcencia emisszió hullámhosszain megjelenı indukált emissziós sávhoz tartozó 

tranziens spektrumokból meghatároztuk a DR-t jellemzı idıállandót. A megfigyelt 200 fs–20 

ps idıtartományon az AC körüli környezet DR-ját jellemzı komponens 3,0 ps. Az oldószeres 

mérésekkel összevetve mondhatjuk, hogy ez nem a fehérje-mátrix, hanem az oldószer 

relaxációját jellemzi és azonos a fázisfluoriméteres mérésekben talált 10 ps-nál gyorsabb 

komponenssel. 
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