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Bevezetés

A fehérjék struktardjanak és dinamikdjanak vizsgalatakor széles korben alkalmazott
mddszer a fluoreszcencia spektroszkopia. Megfigyelhetjiikk akdr a fehérjékben 1€vo sajat
fluoreszcencidval biré aminosavak, akar a molekula kiszemelt részéhez kapcsolt
festékmolekula — szonda, fluorofor — vilagitasat. Mig a steady-state mérések segitségével a
fluorofor koriili kornyezet struktirdjardl tudunk informaciot szerezni, az idébontott mérések
révén ezen tulmenden, vizsgalhatjuk azon fotofizikai és fotokémiai folyamatok dinamikdjat,
amelyek hatdssal vannak a gerjesztett allapoti fluoroforra. Ezek példaul: az elektron- és
proton-transzfer sztatikus és dinamikus kiolté hatdsa, gerjesztési energia atadasa a fluorofor és
mas csoportok kozott, €s az dltalunk tanulményozott dipolédris relaxdcié (DR). A DR
1dofiiggésének meghatarozdsdval a szonda kornyezetének dinamikdjardl szerezhetiink értékes
informécidkat.

A humdn szérum albumin (HSA) a vérkeringésben fontos szerepet jatszd transzport
fehérje, fehérje-matrixanak dinamikai vizsgélata széleskorti érdeklddésre tart szamot.

A fluoreszcencia dtmenet €lettartama (1-10 ns) alatt a nagy molekuldkban, fehérjékben
lejatsz6dd relaxdciés folyamatok jol kovethetOk a fluoreszcencia emisszié iddbontott
megfigyelésével. A kisérletek sordn a 100 fs—10 ns iddéskdlan vizsgéltuk a HSA fehérje-
matrixaban a dipoldris relaxacio jelenségét.

A dolgozatban a lumineszcencia spektroszképia kapcsolddo irodalménak attekintését, majd
a fogalmak, matematikai eszkozok, mérési moddszerek, a minta-elokészités ismertetését
kovetden a munkdnk sordn kapott eredményekrol, kovetkeztetésekrdl szamolok be.

A PTE TTK Kisérleti Fizika Tanszék oktatéja és a PTE AOK Biofizikai Intézet egyéni
felkésziild0 PhD hallgatdja vagyok, igy az eredmények a két intézmény kooperacidjaban

sziilettek. A kisérletek egy részét Pécsett, mas részét Finnorszdgban, Jyviskyldben végeztiik.



Célkitiizés

Célul thztik ki belsé és kiils6 kromofor fluoreszcencidgjanak megfigyelésével a HSA
fehérje-matrixa dipoldris relaxaciéjdnak nyomon kovetését és a relaxdcié idofliggésének
meghatdrozasat a fehérje két, biokémiai folyamatok szempontjabdl fontos ligand-
kotohelyének kozelében. Megvizsgaltuk, hogy miként befolydsolja a homérséklet és az
oldészer Osszetétele a fehérje-matrix dinamikdjat a molekula belsejében és a felszin
kozelében. A fehérje dipoldris relaxédcidjdban megjelenik egy gyors, ps-os mozgdst jellemzo
komponens. Célunk volt ezen gyors mozgds eredetének a meghatdrozasa az oldészerben

oldott AC mintdkon végzett mérésekkel.

Anyagok, modszerek

A HSA kb. 60 kD molekulasilyud, globuléris szerkezetli fehérje. Harom, strukturdlisan
homolég doménbdl éll, melyek mindegyike két kisebb doménre oszthaté. Két legfontosabb
ligand-kotohelye a IIA és a IIIA doménben van. Aminosavjai kozott egyetlen triptofan
(Trp214) van a molekula belsejében, a 1IA-ban, hidroféb zsebben. Anizotrépia mérésekbdl
ismert, hogy szobahdmérsékleten a Trp rotacids szabadsdga korlatozott, bar ez a hdmérséklet
novekedésével csokken. Az egyetlen szabad SH csoportot tartalmazé cisztein (Cys34) a
molekula felszinének kozelében az IA doménben, hidrofob zsebben, az olddszer szamara
mégis hozzaférhetdbb helyen van. A cisztein maga nem vildgit, de SH csoportjdhoz kovalens
modon koéthetd fluorofor. Ez esetiinkben az 6-acryloyl-2-dimethyl-aminonaphtalene (AC,
acrylodan) volt, mely szelektiv SH jelold. Az AC nagy datmeneti dipélmomentummal

rendelkezik €s igy igen érzékeny a kornyezet polaritdsanak valtozasara. Molekulasilya 225D.

A dipoldris relaxaciot a fluoreszcencia idobeli megfigyelésével vizsgaltuk. Az idobontasos
fluoreszcencia spektroszkopiai moédszerek koziil elséként a fazisfluorimetriat alkalmaztuk,
amelynek segitségével a 0,1-10 ns kozotti idOtartomdnyban lejatszodé folyamatok
tanulméanyozhatok. A méréseket ISS K2 és Jobin-Yvon Fluorolog Tau3 multifrekvencias
fazisfluorimétereken végeztiik.

A szubpikoszekundumos idéfelbontdsi pumpa-préba mérések esetén a pumpa impulzusok
kozponti hullimhossza 395 nm, energidja 1,5 pJ/impulzus, a préba impulzusok hulldmhossza

440-780 nm, iddébeli szélessége 180-220 fs volt.



Eredmények

1. Fazisfluoriméterrel megmértik a HSA-ban a Trp fluoreszcencia lecsengését tobb
emisszids hullimhosszon. Ezekbdl a lecsengési gorbékbdl idd-emisszids matrixot allitottunk
Ossze. Az idobontott emisszids spektrumokbdl kiszamitottuk a spektrumok sulypontjanak

idofiiggését, a v(r) fiiggvényt. A méréseket tobb kiillonbozd hémérsékleten és kétféle

oldészer (viz és viz/glicerin keverék) jelenlétében végeztiik.

2. Megillapitottuk, hogy a HSA-ban levdé Trp fluoreszcencia lecsengése nem
monoexponencidlis. Az emisszids spektrumok a megfigyelt id6 tartoméanyon (0,1-10 ns) a

hosszabb hullamhosszak felé tolédnak.

3. Az emisszids spektrumok voros-eltoléddsa dipoldris relaxdcidora utal. Annak
eldontéséhez, hogy ez a relaxdci6 a Trp koriili fehérje-matrixhoz vagy az olddszer
relaxdci6jdhoz kothetd, megmértiik a NATA vizes oldatdban a fluoreszcencia lecsengési
gorbéket tobb emisszids hullimhosszon. A lecsengési gorbék nem kiilonboztek egymastol,
ami azt jelenti, hogy a NATA vizes oldatdban a megfigyelt idétartomdnyon nem észlelhetd
olddszer-relaxdcié. A HSA-ban 1évd Trp koriili relaxacio tehat egyértelmiien a fehérje-maétrix
dipoléris relaxécidja.

4. A glicerin a fehérje konformécidjara is hatdssal van, és nem csak a viszkozitdst
véltoztatja meg, hanem kis mértékben a dielektromos édllandét és a pH-t is. 30%-nél nagyobb
glicerin koncentracié esetén lecsokken a fluoreszcencia atlagélettartama. Glicerin jelenlétében
megvaltozik a fehérje hidraticidja, a kémiai potencidl minimalizdldsa érdekében a HSA
kompaktabb konformaciét vesz fel. A fehérje-matrix rigidebbé vélik, tehét a relaxacio lassul,
mikodzben a szomszédos csoportok kiolté hatdsa megnd, azaz a fluoreszcencia atlagélettartama

csokken.

5. Meghataroztuk a DR iddéllandéit —4°C és 37°C kozott viz és viz/glicerin keverék
jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a DR iddéédlland6ja a hémérséklettdl és az olddszer
Osszetételétdl fiigg. Alacsonyabb homérsékleten, ill. glicerin jelenlétében a dipoldris relaxacio
lassabb. A két kiilonboz6 idddllanddju DR-t — a rovidebb néhdny szaz ps, a hosszabb néhany

ns —a HSA matrixdnak kiilonb6z0 frekvencidju rezgéseihez kapcsolhatjuk.

6. Megmértik a HSA/AC-ban az AC fluoreszcencia lecsengését tobb emisszids

hullamhosszon. Ezekbol idO-emisszios matrixot allitottunk Ossze. Az idObontott emisszids



spektrumokbdl kiszdmitottuk a spektrumok sdlypontjdnak idofiiggését, a v(¢) fliggvényt. A

méréseket tobb kiillonbozd hdmérsékleten és kétféle olddszer (viz és viz/glicerin keverék)

jelenlétében végeztiik.

7. Az AC-al jelolt HSA fluoreszcencia lecsengése szintén nem monoexponencidlis. A
Cys34-hez kovalensen kapcsolt fluoreszcens szonda emisszidjanak tulajdonsdgai DR
jelenlétére utalnak. A DR harom idéédllanddval jellemezhetd. A lassabb (0,1 ns, ill. néhany ns)
komponensek a fehérje-matrix relaxdci6jahoz kothetok, €s annak kiilonb6z6 frekvencidju
mozgéasat tiikkrozik. A gyors (<10 ps) komponens feltehetden nem a fehérje-matrix, hanem az

olddszer relaxdcidjahoz tartozik.

8. Megvizsgaltuk tehat a HSA fehérje-matrixanak relaxacidjit a molekula két kiilonb6zd
részében. A Trp fluoreszcencidjanak megfigyelésével (a Trp a molekula belsejében a IIA
doménben, egy hidroféb zsebben van) a biokémiai kotések szempontjabdl fontos ligand-
kotOhely koriili fehérje-matrix relaxacidjdnak idofiiggését hataroztuk meg. Az HSA/AC
fluoreszcencidjdnak megfigyelésével (a Cys34 az IA doménben, a molekula felszinének
kozelében hidroféb zsebben taldlhaté) a fehérje-matrix olyan részének megfigyelése
lehetséges, amely az old6szer szamdra jobban hozzaférhetd. A fehérje-matrix két részében a
DR eltérd jellegli. Mig a molekula belsejében a homérséklet és az olddszer Osszetételének
megviltozdsa nagymértékben befolydsolja a relaxicié sebességét, addig a felszin kozelében —
legaldbbis a vizsgalt hdmérséklet tartomanyban — 1ényegesen kevésbé fiigg a DR sebessége a

homérséklettol és az olddszer Osszetételétol.

9. A fentebb emlitett 10 ps-nél révidebb DR komponens meghatdrozasa érdekében pumpa-
proba méréseket végeztiink. Megmértiik az olddszerben (DMF-ben és etanolban) oldott AC
esetén a tranziens jel idofiiggését tobb proba hullimhosszon. Az iddbontott tranziens
spektrumokban indukalt emissziét €s gerjesztett dllapotd abszorpciot leird szinképi savokat

hatdroztunk meg és kovettiik azok idébeli fejlodését.

10. A fluoreszcencia hullimhosszakon megjelend indukalt emisszidés sdvhoz tartozo
tranziens spektrumokbdl meghataroztuk a DR-t jellemz6 id6édllandékat. DMF esetében harom
exponencidlis Osszegével kozelitettiik a v (¢) fliggvényt, a legrovidebb 60 fs-os komponens
véleményiink szerint a vibraciés relaxacidt, a két ps-os komponens (1,5 ps ill. 7,8 ps) az
olddszer-relaxdciot jellemzi. Etanol esetében is harom exponencidlis 0sszegével tudtuk a v ()

fiiggvényt kozeliteni. A legrovidebb, 200 fs-os komponens a vibracids relaxdcidhoz tartozik, a



3,8 ps-os komponens az olddszer-relaxaciét jellemzi, a hosszabb 518 ps-os komponens

megjelenése tobb egymadssal versenyzd folyamat eredménye.

11. A mérések és szamitasok alapjan modellt llitottunk fel a DMF-ben és etanolban oldott
AC alap- és szinglett gerjesztett 4allapotainak energiaszintjeire. DMF-ben az AC
fényabszorpcidt kovetden az S; gerjesztett dllapotba keriil, innen indukélt emisszid (S;—Sop)
és kétféle gerjesztett 4llapoti abszorpcié (nagyobb valdszinliséggel S;—S,, kisebb
valoszinliséggel S;—S3) lehetséges. Az olddszer-relaxacid ps-os iddtartomanyon kovetkezik
be, ezt kovetden lecsokken az S;—Sp €s a S;—S,, megnd az S;—S; dtmenet valdsziniisége.
Az elsd 15-20 ps utdn a rendszer S; dllapotban egyensulyba keriil és energetikai dllapota
hosszabb (350 ps) 1d6 milva is véltozatlan. Az egyenstlyi allapotbdl spontdn emisszidra kertil
sor. Etanolban a modell bonyolultabb. Az abszorpcié utdn itt is megfigyelhetjiik, hogy az
oldészer-relaxaciot kovetden lecsokken az indukélt emisszid és a voros gerjesztett allapoti
abszorpcié dtmeneti valdszinilisége, mikdzben a kék abszorpcié megerdsodik. A ps-os
olddszer-relaxdcié utdn azonban a molekula 4talakul, izomerizacié kovetkezik be. Az yj
allapothoz mds S; szint tartozik és innen tjabb gerjesztett allapotd abszorpcié és spontdn

emisszio lehetséges.

12. Megmértilk HSA/AC-ban a tranziens jel idofiiggését tobb proba hullimhosszon. Az
idébontott tranziens spektrumok mérésével indukdlt emissziét és gerjesztett dllapotd

abszorpci6t leird szinképi sdvokat hatdroztunk meg és kovettiik azok iddbeli fejlodését.

13. A fluoreszcencia emisszi6 hulldmhosszain megjelend indukalt emisszids sdvhoz tartozd
tranziens spektrumokbdl meghataroztuk a DR-t jellemzd idéallandét. A megfigyelt 200 fs—20
ps idétartomdnyon az AC koriili kornyezet DR-jét jellemzd komponens 3,0 ps. Az oldészeres
mérésekkel Osszevetve mondhatjuk, hogy ez nem a fehérje-matrix, hanem az olddszer
relaxdciéjat jellemzi és azonos a fazisfluoriméteres mérésekben taldlt 10 ps-ndl gyorsabb

komponenssel.
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