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Koszonetnyilvanitas

Eziiton szeretnék kiszonetet mondani témavezetémnek és mentoromnak Somogyi
Béla professzornak azért a tdmogatdsért, segitségeért, amelyet az évek folyamdn kaptam
téle. Lényegretord gondolkoddasmddja folyamatosan lenyiigozott, csoddltam és nagyon
inspirdlt az a konnyedség, amellyel egy jelenséget pillanatok alatt matematikai
formuldkba ontott. O oltotta belém az érdeklddést a modern spektroszképiai technikdk,
miiszerek irdnt, ennek koszonhetéen keriiltem kapcsolatba az értekezésben ismertetett
femtoszekundumos spekiroszkopiai eljardsokkal is. Mindezek mellett halds vagyok neki
azért is, hogy nemcsak a témavezetém és fénokom volt, hanem bardtok is lehettiink az
évek sordn.
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tartozom azért a tudomdnyos latdsmodért, amelyet elkezdhettem mellette megtanulni.

Koszonom Klaus Brettel professzornak, hogy segitelt megismerkednem a
fotolidzok miikodésével.

Koszonetet  szeretnék mondani  feleségemnek, Ibolydnak szeretetéért és
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El6szo

A fehérjék bioldgiai funkcidinak megértéséhez elengedhetetlen a szerkezet,
illetve a dinamika ismerete. A szaklapok illetve a népszertisité kiadvanyok illusztracioit
nézegetve kézzel foghaté az a latvanyos elérehaladas, amely a fehérjeszerkezet
meghatdrozasdban az elmult évtizedekben tortént. A szerkezet-meghatdrozas fejlédése
mellett azonban a kiilénb6z6é spektroszkdpiai eljarasok segitségével a fehérjedinamikai
vizsgalatok teriiletén is jelentés el6rehaladds tortént: a femtoszekundumos
spektroszképiai médszerekkel példaul mér atomi szinten vizsgalhatdak a fehérjékben
bekovetkez6 valtozasok.

Jelen munka két nagyobb részre oszthatd, amelyben a fehérjedinamikai
vizsgalatok két egymastol jol elkiilonitheté modszerét és az azzal elért eredményeimet
mutatom be.

Az els6 részben a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Biofizikai Intézetében Dr.
Somogyi Béla és Dr. Nyitrai Mikl6s iranyitasaval a Funkciondlis fehérjedinamika
vizsgdlata biofizikai médszerekkel cimli program keretében végzett munkdmat kivanom
bemutatni. Az ismertetett kisérletek sordn az aktomiozin komplexnek az
izomkontrakciéban kulcsfontossagi  szerepet betoltd dinamikai tulajdonséagait
vizsgaltuk fluoreszcencia spektroszkopiai modszerekkel.

Az értekezés masodik részében a parizsi Ecole Polytechnique, Laboratoire
d’Optique et Biosciences intézetben Dr. Marten H. Vos és Klaus Brettel iranyitdsaval a
Fehérjék funkciondlis dinamikdja elnevezési Marie Curie program keretében végzett
munkamat mutatom be. Az ismertetett kisérletek soran a DNS hibait javité enzim, a
fotolidz fotoaktivacidjanak mechanizmusat vizsgaltuk femtoszekundumos tranziens

abszorpcids spektroszkdpiai modszerekkel.




Rioviditések és szimbélumok jegyzéke

8-HDF 8-hidroxi-7,8-didemetil-5-deazariboflavin

ADP adenozin 5’-difoszfat

ATP adenozin 5’-trifoszfat

BBO B-barium borat (kristaly)

DAS decay associated spectra

DIT dithiothreitol

DTE 1,4-Ditioeritritol

DMF dimetil-formamid

E fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer hatasfok

E@) elektromos térerdsség

EDTA etilén diamin tetraecetsav

EGTA etilén glikol bis(B-aminoetil éter)-N,N,N* N’-tetraecet sav

ESA excited state absorption

FAD flavin adenin dinukleotid

FADH® redox semleges FAD szabad gyok

FADH* gerjesztett FADH®

FADH™ kétszeresen redukalt FAD

FRET fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer

K orientacios faktor

IAEDANS 1,5-IAEDANS; 5-[2-(2-jodoacetamido)etilamino]-1-
naftalénszulfon sav

IAF 5-(jodoacetamido)fluoreszcein

MEA 2-merkaptoetanol

MTHF meteniltetrahidrofolat

NOPA noncollinear optical parametric amplification

OPA optical parametric amplification

P; szervetlen foszfat

® ' korfrekvencia

SHG second harmonic generation

SVD singular value decomposition

T . fluoreszcencia élettartam

W triptofan

w* oxidalt triptofan szabadgyok




Az aktomiozin komplex dinamikajanak vizsgélata fluoreszcencia spektroszképiai modszerekkel

I. Az aktomiozin komplex dinamikajanak vizsgalata fluoreszcencia
spektroszkopiai modszerekkel

1. Bevezetés

Az izommikddés mechanizmusat igen intenziven kutattdk az elmult szdzadban,

és ez a lendiilet megmaradt az 0j szazad elején is. A tudoményteriilet kiilon érdekessége
szamunkra, hogy az izommiik6dés kutatasa igazi hungarikum, szamos kulcsfelfedezés
és eredmény kapcsolhaté magyar kutatokhoz.
A modern izomkutatds tobb forradalmi felfedezése kothetd példaul Szent-Gyodrgyi
Alberthez és munkatéarsaihoz, akik a negyvenes évek elején — a haboru alatt — minddssze
néhany viszkoziméterrel, egy Pulfrich spektrofotométerrel és két centrifugdval
lefektették az izommiikodés biokémiai alapjait.

Szent-Gyorgyi és munkatarsai a legendas kisérletsorozatuk els6 1épéseként a miozin
tulajdonsagait vizsgaltak, amikor arra lettek figyelmesek, hogy a ,,miozin” viszkozitasa
fligg attol, hogy mennyi ideig vontdk ki magas sotartalom mellett az izombdl. Hosszui
extrakci6 eredménye egy viszkdzus fehérje, amelynek viszkozitasa ATP hozzaadasat
kovetden lecsokkent. Straub ismerte fel, hogy a viszkozitds megndvekedése annak a
kovetkezménye, hogy a miozin mellett egy 0j fehérjét is sikeriilt kivonni az izombdl,
amelyet aktinnak' nevezett el. Szent-Gyorgyi ismerte fel, hogy az aktinbol és miozinbol
allo komplex ATP hatdsara 6sszehtuzodik, mig a miozin 6nmagaban nem, vagyis az
izomkontrakcidohoz az aktin és a miozin kélcsonhatasara van szikkség. Ez a felfedezés
forradalmasitotta az izomkutatast, amelynek kévetkeztében in vitro kortilmények kozott
1s sikertilt az izomkontrakciét reprodukalni.

Az emlitett korszakalkoté eredmények é€s az ahhoz vezetd kisérletek publikdlasa
kiilén tudomanytorténeti érdekesség. A kisérleteket Studies from the Institute of Medical
Chemistry University Szeged’ cimen, angol nyelven nyomtattak ki kis példanyszdmban,
igy Magyarorszag hatdrain kiviil ezeknek a publikacioknak a 1éte nem volt ismert.
Szent-Gyorgyi az eredményeket végiil egy kéziratban foglalta 6ssze és még a habora
alatt, 1945-ben eljutatta Svédorszagba, ahol el6szor az Acta Physiologica Scandinavica-

ban jelent meg’, majd 1951-ben konyv alakban®.




Az aktomiozin komplex dinamikéjanak vizsgalata fluoreszcencia spektroszkopiai moédszerekkel

A kovetkezd fejezetekben targyalt izomfehérjéket tehat tobb mint fél évszazaddal
korabban is vizsgaltdk mar magyar kutatok. Az 6 munkdikra is épitve, Gj mddszerekkel

prébaltunk 4j ismereteket szerezni az izommikodésrol.

1.1 Az izom felépitése

1.1.1 A szarkomer

A késObbiekben ismertetett kisérleteket kivétel nélkiil harantcsikolt izombdl
nyert fehérjéken végeztiik. A kontraktilis fehérjematrix morfolégiai alapegysége a
szarkomer, amely Z-lemeztél Z-lemezig tart. A harantcsikolt izom szarkomerjei vékony
filamentumokb6l valamint vastag filamentumokbol éllnak. A vékony filamentumok
harom kiilonb6z6 tipust fehérjébol allnak (aktin, tropomiozin, illetve troponin), és Z-
lemezt6l a szarkomer kézepéig émek, hosszisaguk 1 pm koriili. A vastag filamentumok
miozin molekuldkbdl édllnak, és a szarkomer kozepén helyezkednek el, hosszisaguk
korilbelil 1,6 ~ pum. A szarkomer kiilonbdzé szakaszainak osztalyozasa a
fénymikroszképos felvételek alapjan tértént meg, ennek megfeleléen a nevezéktan is a

mikroszkdpfelvételek értelmezését koveti.

Relaxdlt dtlapot
H szakasz
i szakasz | ssakass
— P e
] Z-sapka
Titine
Z-emez
Miozin fef
e P
A szakasz .\____s_‘Mlezm farok

-+ i

Adkdin filamentum
Kontrahait allapot

\ M esik
L.1. abra A szarkomer fénymikroszképos képe és vazlatos felépitése.
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Bevezetés

A Z-lemezhez kozel es6 régié az I (izotrdp) zdna, itt helyezkednek el a vékony
filamentumok. A szarkomer nagy részét kitolti az ugynevezett A (anizotrép) zona,
amelyen a vékony ¢és vastag filamentumok dtfedése lathatd. A szarkomer centralis
részében helyezkedik el a H-zéna, amelyben mar csak vastag filamentumok vannak
jelen, a H-zéna kozepe pedig az ugynevezett M-csik, amely a vastag filamentum
miozinfejeket nem tartalmazo része.

A jelenleg is elfogadott modell szerint az izomd6sszehtizodas sordn az aktin €s a
miozin filamentumok elcstisznak egymashoz képest (,,sliding filaments™), ez vezet a
szarkomer kontrakcidjdhoz. A kontrakcié sordn sem a miozin, sem az aktin
filamentumok hossza nem valtozik. Az Osszehuzddashoz sziikséges energiat az ATP

hidrolizisekor felszabadulé energia biztositja’.

1.1.2 A miozin

A vazizmot alkotd 6sszes izomfehérje-mennyiség 40-50%-at teszik ki a miozin
molekuldk, 1 gramm vézizomban mintegy 70-100 mg miozin talalhat6’. A miozin egy
globuléris fehérje, amely alacsony sokoncentracio (<0,03 M KCI) mellett nem, magas
sokoncentraciok (>0,6 M KCl) esetén azonban jol oldodik; ennek megfeleléen 0,6 M
KCl oldat segitségével ki lehet vonni az izombol.

Szerkezeti szempontbol a miozin egy hosszu, aszimmetrikus molekula, amelyen

elsd ranézésre megkliilonboztethetd egy feji és egy farki rész.

1.2. abra Miozin molekula elektron mikroszkopos felvétele.

Erés denatural6 agensek (5 M HCI vagy 8 M urea ) jelenlétében a miozin hat
polipeptid lancra esik szét: két nehéz lancra, amelyek tomege egyenként 200 000 Da
kortili, illetve négy konnyllancra, amelyek koziil kettdnek a tomege 20 000 Da,

kettének pedig 15 000 Da. A két nehéz lanc egy kettés hélixet alkot, amelynek egyik
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végén mindkét lanc globuldris alakot vesz fel. Ezek a miozin fejei, amelyekhez

hozzakapcsolddnak a kénnytlancok, fejenként kettd-ketto.

N terminalis

A két o hélix dltal alkotott "coiled-coil" rész Kénnyd ldncok

C termindlis Csukld régio

i. 150 nm

L3. abra A miozin molekula szerkezete. A nehéz lancok C termindlis része ,,coiled-

coil” tipusti polimert alkot, az N termindlis rész globuldris struktirdja alkotja a

miozin fejeit.

Proteolitikus emésztéssel a miozin t6bb fragmentumra bonthat6. Kimotripszines
emésztést kovetben kapjuk a 350 kDa koriili nehéz (HMM, ,,heavy meromyosin™) és a

150 kDa koriili kbnnyli meromiozint (LMM, ,,light meromyosin™).

AT,
HiM LM
2 Papainos emésziés
ooty

82

L.4. abra A miozin proteolitikus emésztése soran kapott fragmentumok. A HMM és
az S1 6nmagaban is képes az aktin filamentum mozgatésara.

A HMM papainnal. t6rténé emésztéssel tovabb bonthaté az S1 (subfragmentum
1) €s S2 (subfragmentum 2) fragmensekre. Az emésztés soran kapott alkoték koziil a

HMM-nek ¢és az Sl-nek jut kitlintetett szerep, mindkét komponens képes ugyanis az
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Bevezetés

aktinhoz ko6t6dni, rendelkezik ATP4z aktivitassal, valamint képes az aktin filamentum
mozgatasara.

A miozinnak azt a tulajdonsagat, hogy ATP-t hidrolizal, 1939-ben fedezte fel
egy orosz kutat6-hdzaspar, Engelhardt és Ljubimova’, akik mechanokémidnak nevezték
el azt a folyamatot, amelynek sordn a miozin az ATP altal ,szallitott” energiat
mechanikai energiava alakitja. Erdekes modon Engelhardt és Lyubimova felefedezése
heves elutasitast valtott ki tobb neves tudds részérdl, mint példaul a Nobel-dijas Cori
illetve a szintén Nobel-dijas Meyerhof, akik nem tudtdk elfogadni, hogy egy akkora
molekula, mint a miozin enzimként funkcional és ezért nagy és végil sikertelen

er6feszitéseket tettek, hogy a miozin ATPaz aktivitasara alternativ valaszt talaljanak.

Felsd 30K domén

Regulicios kinnydline domén

Aktin kindg domén

Konverter domén Esszencidlis kinnyiline domér

LS. 4bra A miozin-S1 rontgenkrisztallografias szerkezete.

Az S1 tovabbi emésztése soran sikeriilt tisztazni, hogy ez a fragmens a miozin
legkisebb olyan aktiv egysége, amely képes az aktin mozgatasara®. Az ezzel kapcsolatos
kisérletek soran ugyanis kideriilt, hogy bar az S1 tovéabb hasithaté egy motor doménre
€s egy nyaki regulacidos doménre, a motor domén ATP4z aktivitasa ellenére sem képes
mér az aktin filamentumok mozgatésara’.

A fej két ellentétes oldaldn helyezkedik el az aktin-kot6 és a nukleotid-kotd
regio, amelyek két hélixen keresztiil kommunikalnak egyméassal. A nyaki régiéban a C

termindlishoz kozel taldlhaté egy 85 A hossza a-hélix, amelyhez kotédik a regulacios
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konnytilanc, illetve az esszencialis konnytilanc. Ezek egylittesen igy hatnak, mint egy
emelékar — innen az emeldkar modell elnevezés (a modellrél a kontrakciérdl szélo
fejezetben lesz szd) — amely a nukleotid-koté régié kis konformaciovaltozasait nagy
szogl elmozdulasokka erdsiti.

A miozin biologiai szempontbol egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy képes
aktint kotni, az igy létrejott komplex elnevezése aktomiozin. Az aktin kétés erésen
specifikus, més fehérje nem képes az aktin helyettesitésére. Elettani szempontbol ennek
a kotésnek kiemelkedo jelentésége van: ha az aktomiozin komplex 1étrejon, az izom erd

kifejtésére képes.

1.1.3 Az aktin

Az aktint 1942-ben fedezték fel, amikor Straub és munkatarsai arra lettek
figyelmesek, hogy ha a nyulbdl preparalt miozint csak rovid ideig vontdk ki magas
sdkoncentracié (0,6 M KCI) mellett, akkor a kapott fehérje viszkozitasa alacsony volt.
Ha azonban a ledarélt rostokat egy napon keresztiil taroltak a hideg szobaban, akkor az
eredmény egy magas viszkozitast fehérjeoldat volt. Straub felismerte: az a kiilonbség a
két ,,miozin” kozott (most mar tudjuk, hogy a masodik esetben aktomiozin komplexet
kapott), hogy egy 0j fehérjét sikeriilt kivonnia az izombol, amely viszk6zussd teszi a
miozint. Straubnak késébb sikeriilt az izoldldst tokéletesitenie: az eljards soran
acetonnal tisztitotta meg a kivont aktomiozin komplexet. Az altala kidolgozott modszer
képezi az aktin izolaldsanak az alapjat mind a mai napig'. Straub a késébbiekben azt is
felismerte, hogy az aktinnak van egy kevéssé viszkozus, illetve egy erésen viszkozus
forméaja. Elébbi a monomer aktin (G-aktin), amelyet fiziologids mennyiségli s6
hozzéaadasaval lehet polimerizalni, ennek az eredménye a viszkézus filamentalis aktin
(F-aktin). Joval Szent-Gyorgyi¢k kisérleteit kovetden deriilt fény arra, hogy az aktin
nemcsak az izomban talalhaté meg, hanem példaul a citoszkeleton egyik épit6 eleme,

ennek megfelelden az eukariota sejtekben eldforduléd egyik leggyakoribb fehérje.
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Bevezetés

A karékterizélésok sordn sikeriilt megéllapitani, hogy az aktin monomer egy 43
kDa molekulatomegii globuléris fehérje, amely két f6 doménbdl all. Mindkét domén
tovabb oszthato két-két szubdoménre.

A két f6 domén kozott taldlhatdo az ugynevezett kation- és nukleotid-kotd
hasadék, amelyben két vegyértékli kationok (fizioldgids esetben Mg2+, in vitro
koriilmények kozott az aktinprepardlds oldatai és a kationokhoz valé affinitds miatt
Ca®") illetve ATP, ADP.P;, valamint ADP helyezkedhet el. Nukleotidmentes

kérnyezetben az aktin denatural6dik.

Szubdomén IV o -
Szubdomén

Szubdomén |

Szubdomén HI

I.6. abra A G-aktin szerkezete. Kékkel jeloltik az I-es domént, pirossal
pedig a II-es domént. Protein Data Bank kod: 1ATN.

Fiziologias sékoncentraciok mellett az aktin gyorsan polimerizalodik, egy kettOs
hélixet alkotva. Az aktin filamentumok mellett mindig taldlhaté egy olyan aktin
populécié, amely monomer formaban van jelen. Egyensily esetében a monomerek
koncentracidja a kritikus koncentracié, amely alatt az aktin mar nem képes
polimerizalodasra. A kritikus koncentracié értéke t6bb paramétertdl (példaul a

nukleotidok és a kationok koncentréaci6jatol) fiigg.
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Az aktomiozin komplex dinamikéjénak vizsgalata fluoreszcencia spektroszképiai modszerekkel

Straub elképzelése szerint az aktin polimerizacié szerephez jut az
izom&sszehizodas esetén, erre azonban hossza évtizedekig nem sikeriilt bizonyitékot

talalni; 2001-ben sikeriilt igazolni, hogy a polimerizacié simaizomban Végbemegyw.

L7. abra Az F-aktin egy bal menetes hélixet alkot, amelyben 13 aktin
monomer koveti egymdést hat fordulatban, 36 nm-es periddussal. A
menetemelkedés monomerenként 2.75 nm.

1.1.4 Az aktomiozin kolcsonhatds. A kontrakcids ciklus

Az aktomiozin kolcsonhatds leirasdra a legelfogadottabb a lengd emelSkar
modell (,,swinging lever arm™), amely szerint az S1 farki része az ATP hidrolizis
kovetkeztében 1étrejovo orientacids valtozasok sordn egyfajta emeléként huz egyet az
aktin filamentumon.

Nukleotidmentes allapotban az S1 az aktinhoz er6sen kotott (rigor) allapotban
talalhat6, mikézben 45°-0s szdget zar be az aktin filamentummal. Az S1 nukleotid-kété
zsebe ilyenkor nyitott allapotban talalhaté. A miozin fejek aktin-kotésének affinitasa

nukleotidfiiggd; a rigor allapottal 6sszevetve az ATP allapot affinitdsa erésen lecsdkken,
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Bevezetés

aminek kovetkeztében a miozin fej disszocidl az aktin filamentumrol, és a nukleotid-
Kk6t6 zseb zart allapotba keriil. Az ATP hidrolizist kévetSen a nukleotid zsebben ADP és
inorganikus foszfat (P;) lesz jelen, a fej pedig elfordul és gyengén hozzakotédik az aktin

filamentumhoz; a nukleotid-koté zseb Ujra nyitott allapotba kertiil, ami lehet6vé teszi a

foszfat disszociacidjat.

Thln filament moves

toward center of sarcomer.

Copyeight € Ponsson Edocafion, Inc.. putdshing as Bsajarin Cutimings,

L.8. abra A kontrakcids ciklus. Forrés: http://www.cptc.ctc.edu/library.

Ezt kovetéen a nukleotid-koté zsebben csak ADP  taldlhatd, aminek
kovetkeztében az aktin-miozin kotés erésebb lesz, mivel az ADP allapotban a miozin
aktinhoz valé affinitdsa meghaladja az ATP és az ADP.Pi allapot affinitasat. A
kovetkezd 1épésben (ez a huzési szakasz) disszocial az ADP, ami az S1 konverter
doménjanak kozel 70°-os elforduldsdval jar, amely pedig az emeldkar elfordulaséhoz

vezet. Bz vezet az aktin filamentum mintegy 10 nm-es elmozdulésahoz.
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Az aktomiozin komplex dinamik4jénak vizsgélata fluoreszcencia spektroszkopiai modszerekkel

2. Célkitiizések

Tekintettel arra, hogy az izomdsszehuzddés sordn kiemelt szerep jut az
aktomiozin komplexben bekovetkezé konformdaciovaltozasoknak, lényeges ismerniink
az aktomiozin komplex kiilonb6z6 régidinak dinamikai parmatéreit az egyes fazisokban.
Munkam célja az aktomiozin komplex katalitikus doménjének, illetve a konnytilanc-
kotd domén flexbilitdsanak a vizsgalata volt, rigor allapotban.

A flexibilitas és a dinamikai vizsgalatok elvégzéséhez elsé 1épésként talalni kell
olyan modszereket, amelyek alkalmasak a fehérjedinamikai paraméterek jellemzésére.
Tekintettel arra, hogy az aktin monomeren Cys-374, az S1 Katalitikus doménen a Cys-
707, az esszencidlis konnytlancon pedig a Cys-177 nagy reaktivitasu cisztein
szelektiven jelolhetd, fluoreszcencia spektroszkdpiai modszereket lehet alkalmazni. A
kérdéses fehérjerégiok egyméashoz viszonyitott helyzetét fluoreszcencia rezonancia
energiatranszfer (FRET) mérések segitségével lehet jellemezni. Els§ 1épésként tehat
olyan FRET mddszerek alkalmazasa illetve kidolgozasa a cél, amelyek segitségével j6l
jellemezhetoek a kolesonhatd fehérjék dinamikai tulajdonségai.

A megfelelé modszerek megtaldlasat kovetden annak a feltérképezése a feladat,
hogy a nukleotidmentes allapotban (amelynek esetében a miozin fej erés kotésben van
az aktin filamentummal) a miozin-S1 katalitikus doménje, illetve konnylildnc-kotd

doménje milyen dinamikai tulajdonsagokkal rendelkeznek.
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Modszerek és eszkdzok

3. Médszerek és eszkozok

3.1 Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET)

Az izommikodésben kolesonhatd fehérjék mitkodésének vizsgalata sordn fontos
informéci6 az egyes fehérjekomponensek egymdstol valé tdvolsaga, illetve egymashoz
viszonyitott orientdcidja. Ezeknek a paramétercknek a meghatarozasdara alkalmas a
fluoreszcencia spektroszkdpiai vizsgélatok egyik specidlis mdodszere, a fluoreszcencia
rezonancia energiatranszfer (FRET). A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer
jelenségérdl elsdként Jean Perrin szdmolt be 1927-ben''; ezt kovetden fia, Francois
Perrin adott kvantummechanikai magyardzatot az azonos molekuldk kozott fellépd
homotranszferrél'>. A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer jelenségének teljes
korii leirdsa Theodore Forstert6l szarmazik, aki 1948-ban jelentette meg hires cikkét,
amely a FRET kvantummechanikai magyarazatat tartalmazta'’.

Roviden Osszefoglalva, a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer egy dip6l-
dipol csatolason keresztiil megvaldsulod szinglet-szinglet energiatranszfer, amelynek
soran az energia-donor molekula foton emisszié nélkiil ad 4t energiat az akceptor
molekulanak. A transzfer megvaldsulasanak feltételei: 1) az energia donor lumineszcens;
ii) a donor emisszids spektruma €s az akceptor abszorpcios spektruma kozott van
atfedés; iii) a donor-akceptor tavolsag nem halad meg egy felsd hatart (~10 nm); iv) a
donor €s az akceptor egymdéshoz viszonyitott orientacioja kedvezo.

]
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D
4 Donor Akceptor

i
i
I
1
1
3l [FL Fl.
1
1
1
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Abs. Em., Abs. Em.

Ex.

—— gt - e e
w,
(=N
.y,

[ o A f o
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Rezondns atmenetek
Hullamhossz

1.9. 4bra A fluoreszcencia rezonancia transzfer feltétele a donor emisszids spektruméanak és az
akceptor abszorpcios spektruménak az atfedése. Folyamatos vonallal a radiativ, szaggatott vonallal
pedig a nem radiativ 4tmenetek lathatdak.
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Az aktomiozin komplex dinamikéjénak vizsgalata fluoreszcencia spektroszkdpiai modszerekkel

A transzfer sebességi allanddja a kovetkezoképpen szamithato:

0 ,x*(90001n10)
7,7°1287°N n*

ijD (A)e, (A)AdA, (L1)

0

kp(r)=

ahol Op a donor kvantumhatasfoka, tp pedig a donor fluoreszcencia élettartama
akceptor nélkiil;  a donor-akceptor tavolsag; x° az orientciés faktor, a donor-akceptor
egymashoz viszonyitott orienticidjat jellemz6 paraméter, amelyet a szamitidsok sordn
legtobbszor az izotrép eloszlasra jellemz6 2/3 értékkel kozelitink; n a kozeg
torésmutatdja, amelynek ért€ke vizes oldatok esetében 1.4; Ny pedig az Avogadro szam;

Fp a korrigalt fluoreszcencia intenzitds a A és A+AlL tartomanyon, &4 az akceptor
extinciés allandoja M em™'-ben megadva. Mivel I F, (?L)d/l:L az (1)-es egyenletben
0

szerepl6 integral a kovetkez6 formaban is felirhato:

[F, (2)e, (A) 2dz
J(A) =4 , 12)

[7> (2)d

ahol J(4) a donor emisszids és az akceptor abszorpcids spektruménak az atfedését

jellemzé atfedési integral.

Anmnak érdekében, hogy az (1)-es egyenletet egyszeriibb alakban alkalmazhassuk,

bevezetjiik az Ry értéket, amely az a donor-akceptor tavolsdg, amelynek esetében

k= 1 , vagyis a molekuldk fele energiatranszferrel, a masik fele pedig fluoreszcencia
TD

emisszioval relaxalddik. Ebben az esetben

0 ,x%(90001n10)
R6==2 F (e, (A)A'dA. 1.3
0 1287°N 7' Oj » (A (4) 13

Bar a (3)-as egyenlet elsd ranézésre tovabbra is igen komplexnek tiinik, a
legtébb komponens egyszeriien behelyettesithetd, és a kdvetkezd alakot veszi fel:
R® =8.79x10 k0 *Q,J (1) [em®], (1.4)
ahol Op egy referencia ismeretében egyszerlien meghatarozhatd, J(A) pedig a mért
emisszi6s ¢és abszorpcids spektrumok alapjan kénnyen szamithat6. R, ismeretében tehat

az energiatranszfer sebességi allandoja a kovetkez6 alakra egyszerlsithetd:
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Moédszerek és eszkdzok

k- _1_(50.)6 (L5)

o\ F
Ennek megfeleléen az energiatranszfer hatasfoka a transzfer sebességi allandoja

illetve a radiativ és a nem radiativ folyamatok sebességi allando6i 6sszegének hanyadosa:

Kk (L.6)
;) +k;
Az (5)-6s egyenletbdl behelyettesitve kr értékét adodik, hogy:
R6
= 1.7
R®+ r® a7

A gyakorlatban az E értéke a steady-state spektrumokbdl illetve a fluoreszcencia

élettartamokbol hatarozhatd meg:

E=1——TTD—A=1—%, (L8)
D D

ahol 1p4 és Fp4 az akceptor jelenlétében, a 7p és Fp pedig az akceptor hidnyaban mért

fluoreszcencia élettartam, illetve fluoreszecencia intenzitas.

Energia transzfer hatasfok

0,0 \ I \ 1 . 1 .
0,0 0,5 1,0 1.5 2,0

/R

0

1.10. Abra A FRET hatasfokanak tavolsagfiiggése.

A (7)-es egyenletbdl jol latszik, hogy az energiatranszfer hatasfoka erételjesen
fiigg a donor-akceptor tdvolsagtol; ha r értéke megkozeliti a 2Ry-t, az energiatranszfer
gyakorlatilag eltinik. A modszert ennek megfeleléen a 10-100 A tartoméanyban lehet
alkalmazni. A donor-akceptor par »° tavolsagfiiggése miatt a FRET-et molekularis

14, 15

vonalzénak is szoktdk nevezni' ™~ °, amelynek segitségével példaul a specifikusan jelolt

fehérjerégiok kozotti tavolsag meghatarozhaté.
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Az aktomiozin komplex dinamikéjanak vizsgalata fluoreszcencia spektroszképiai modszerekkel

3.2 A FRET alkalmazdsa helikdlis szimmetriaval rendelkezd fehérjék esetén

Az éltalunk kidolgozott modszer a fehérjékben fellelhet6 helikalis szimmetridkat
hasznalja ki, segitségével tavolsagokat tudunk meghatérozni, illetve kévetkeztetéseket
tudunk levonni a fehérje konformacios allapotdra vonatkozoan. A mddszert, amelyet
eredetileg aktin filamentumra dolgoztak ki'®, mi az aktomiozin komplex-
alkalmazasokhoz fejlesztettik tovabb'’, de val6jdban barmilyen heliklis struktira
esetén alkalmazhat6. A modszert az aktomiozin komplex esetében fogom ismertetni.

Egy donor — egy akceptor esetében a FRET hatasfok az aldbbiak szerint szdmithato:

6
__(R/R) . (1.9)
1+(R,/R)
Az altalunk vizsgélt esetben a donor egy aktin-k6t6 fehérjén helyezkedett el, az
akceptorok pedig az aktin protomereken. Ennek megfeleléen egy donor t6bb akceptorral
allt kolcsonhatasban. Ebben az esetben a megfigyelt FRET hatasfok az individuélis

FRET hatasfokok ésszegelg, ¢és az alabbi modon szdmithato:

N
D (Ry/R)’
F-—=_ , (1.10)
1+ (Ry/R)’°
i=l1

ahol R; az egyedi donor-akceptor tavolsagokat jelenti, N pedig az akceptorok szamat.
Az egyszerliség kedvéért a transzferhatdsfok kiszamitisa soran csak a donorhoz
legkdzelebb fekvd 6t monomeren levé akceptor jarulékat vettiik figyelembe.

Az egyedi R; tavolsagok kiszamitdsakor vettiik figyelembe az aktin helikélis
szerkezetét: mivel az F-aktint egy 13/6 geometridju hélixként lehet jellemezni (6
fordulatban 13 monomer kiveti egymast), amelyben két egymast kovetd aktin monomer
egymashoz képest 166°-kal fordul el, koztik levd tavolsag (a z tengely mentén) pedig
27.5A.
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Ennek megfeleléen az akceptorok térbeli elhelyezkedése konnyen felirhatd; az aktin
filamentum képzeletbeli tengelyéhez rogzitett Descartes koordindtarendszerben az

akceptorok x,,z koordinataja a kovetkezOképpen szamithato:

x;=r cos((3-1)166°) (I11a)
yi=r sin((3-1)166°) (1.11b)
zi=(3-1)27.5 4, (I.11c)

ahol r az akceptor radidlis koordinatdja, vagyis a z tengelytdl mért tavolsaga.
Esetiinkben 7 értéke a rontgenkrisztallografids adatokbol ismert volt (~ 25 A), az

akceptorok ugyanis az aktin monomer 374-es ciszteinjéhez k6tédtek specifikusan.

L.11. abra Az aktin filamentum rontgen krisztallografias szerkezete, valamint egymast kovetd ot
monomer tavolsaga egy tetsz6leges donor molekulatol.




Az aktomiozin komplex dinamikéjanak vizsgalata fluoreszcencia spektroszképiai modszerekket

Energia transzfer hatasfok

| ' ! 1
0,0 0,2 0,4 0,6

! . 1
0,8 1,0

Akceptor molaris jel6lési arany

n

L12. 4bra Szadmitott energiatranszfer hatdsfok az akceptor moldris ardny
fuggvényében abban az esetben amikor a donor a hélix tengelyétdl kiilsnbozo
tavolsagokra helyezkedett el. A fekete szinli pontok egy valés FRET mérés soran
mért transzferhatasfok értékek az akceptor moldris jel6lési ardny fliggvényében.

Az energiatranszfer hatdsfokdnak szémitdsakor figyelembe kell venni a
monomerek betSltottségét, vagyis azt, hogy az adott monomeren taldlhaté-e akceptor
vagy sem. A lehetdségek szdma egy kis modositdssal binomidlis eloszlast kovet; az
energiatranszfer hatasfokénak kiszamitasdhoz ugyanis nem kell figyelembe venniink azt
az esetet, amikor egyetlen monomeren sem helyezkedik el akceptor. Ennek megfeleléen
Osszesen 31 esetet kiilonboztethetiink meg.

Az akceptor moldris ardny (g) ismeretében annak a valoszintisége, hogy k szamu

monomer van megjellve, a kovetkezé mdédon szamithat6:
=g 1-2)", d.12)
ahol k a betoltdtt monomerek szama, g pedig a jeldlési ardny.

Az energiatranszfer hatdsfoka g akceptor jel6lési arany esetében ennek megfelelden:

E =

4

Mo

Peky s ‘ (1.13)

k=1
ahol Ey a k szam jel6lt monomer esetében szamitott energiatranszfer hatasfok, p; pedig

az elrendezés valdszintsége.
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A L12. 4bran lathatdé az energiatranszfer hatdsfokanak fiiggése a jelolési ardnytol,
kiilonboz6 tavolsagok esetében; az dbran a donornak a hélix tengelyétdl mért tavolsaga
van feltintetve. Az abran egy valdés mérést is feltlintettem, amelynek sordn a donor a
miozin-S1 707-es ciszteinjéhez kapcsolddott. Az é&bran lathatd, hogy a mért és a
szamitott energiatranszfer hatasfok értékek kozotti eltérés minimalizaldsaval meg lehet
hatdrozni a donor molekula helyzetét a tengelyhez képest.

Azzal a feltételezéssel, hogy a donor és az akceptor molekuldk kozotti tdvolsdg nem
rogzitett, hanem egy eloszlast kovet, a modszer a fehérjék heterogenitdsanak
jellemzésére is alkalmassa tehet6'”.

A donor-akceptor tdvolsdgot az w(R) Gauss-eloszlds segitségével kozelitettik a

kévetkezd mddon:

_ 1 _(R-R)
a)(R)—cy > exp{ = :l, (L.14)

ahol R, a tengelytdl vald tavolsag kozépértéke, o pedig a félértékszélessége.

Ennek megfeleléen az energiatranszfer hatasfokéanak szamitasa a kovetkezdképpen

médosul:
E,=Y poR)E, . (L15)
Jk

A modszer alkalmazasa a gyakorlatban ugy tortént, hogy az akceptor molaris
ardny fliggvényében mért fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer hatasfok értékekre
illesztve egy MatLab programnyelvben irt algoritmus segitségével kerestiik azokat az R,

€s o értékeket, amelyek esetén a mért értékektdl vald eltérés a legkisebb volt.
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3.3 Fehérje flexibilitasanak karakterizdaldsa FRET segitségével

Az el6z6 fejezetben emlitett mddszer mellett egy masik FRET modszert is
alkalmaztunk a vizsgalataink targyat képezé fehérjék dinamikai tulajdonsagainak
feltérképezésére. A Somogyi professzor és munkatirsai altal kidolgozott®® majd
kiterjesztett?’ modszer elonye, hogy nemcsak specidlis szimmetridkkal rendelkez6
fehérjék esetén alkalmazhat6 és modellfiiggetlen; az el6z6 mddszerrel szemben viszont
hatranya, hogy csak kvalitativ képet ad a fehérje flexibilitdsarol.

A modszer azt a tényt hasznalja ki, hogy a FRET mérések sordn az
energiatranszfer hatasfokon keresztiil mért (E) &, sebességi allandd valdjaban egy atlag

crrr

érték, amely tartalmazza a donor-akceptor fluktuécidjat.
(k)=ck, (R*x) (L.16)

Koénnyen kimutathat6, hogy ha a donor-akceptor par fluktudl egymashoz képest,
k: értéke megnd a ,fagyott”, vagyis a fluktuaci6 nélkiili esethez képest. Azt az egyszerii
esetet tekintve, amikor az akceptor az (R-r) és az (R+r) értékek kozott végez oszcillald

mozgast nulla id6 alatt, k; atlagértéke a kdvetkezdképpen alakul:

{k,) =-;— R Kl—%f +[1+—;JT (L17)

»Fagyott” esetben, vagyis amikor a donor-akceptor tavolsig nem fluktudl, az
energiatranszfer sebességi allandoja :

(ky)=cR™* 1.18)
Ennek megfelelden az oszcillalo és a ,,fagyott” rendszerben végbemend energiatranszfer

sebességi allandoinak az aranya a kovetkez6:

%:%H]_%T +(1+%ﬂ (1.19)

Jol latszik (1.13.4bra), hogy nagyobb fluktuacio esetén <k> értéke is nagyobb, amibél
arra kovetkeztethetlink, hogy <k> mérésével nyomon tudjuk kdvetni a donor-akceptor
par fluktuacidjdnak valtozasat. A fluktudcié véltoztatdsanak legegyszeriibb kisérleti

mddja a hémérséklet megvaltoztatasa.
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12 . , , l . , , ,

10 |

0)>

1

<k >/<k
(o))
T

0,0 0,1 0,2 0,3 0.4

#/R
L.13. abra <k>fliggése a donor-akceptor tavolsag fluktuacidjatol.

Latszik, hogy k; meghatarozasa a fluktudcié nélkiili esetben visszavezethetd6 a FRET

hatasfokanak illetve a donornak az akceptor jelenlétében mért kvantumhatésfokénak
(®p,) mérésére.

k. k
! 2 . bevezethetiink egy paramétert, amely

Mivel @,, = és F=—7-——,
k,+k +k, k,+k +k

aranyos k; —vel:

k Ik, +k +k
o B KK thtR) K (1.20)
©,, Kk Nk +k+k) k

Valos esetben f kiszamitasanal azonban figyelembe kell venniink, hogy a mért
energiatranszfer hatasfok, illetve a kvantumhatasfok az egyedi donor-akceptor parok
esetében megfigyelhetd értékek atlagai.
Ennek megfelel6en:

(B)  (k Kk, +k,+K,))

(©0)  (k My +h,+K))

ahol k;, és ki az i. donor-akceptor parhoz tartozé sebességi allandok.

/= 1.21)
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Feltételezve, hogy k, <k, +ky, ki és 1/(k, +k, +k,) =1, fiiggetlen valtozoknak

tekinthetdk.

Ilyen modon fa kovetkez6 alakban irhat6 fel:

<kriTDA[> kf <TDA1'> kf

ahol azt feltételeztiik, hogy kyértéke a fluktuécio alatt nem valtozott meg.

g Yaton) (Ea)lina) 1y (122)

A kapott egyenletet a (8)-as egyenlettel sszevetve azt kapjuk, hogy

f=c(Rx) (1.23)
Egy donor — egy akceptor parok esetében tehat /' paraméter a donorral és akceptorral
jelolt fehérjemétrix fluktuaciéinak jellemzésére alkalmas paraméter?’.

Lényeges kérdés, hogy hasznédlhato-e az f paraméter az el6z6 fejezetben vazolthoz
hasonlé esetekben, amikor egy donor és tobb akceptor van jelen.

Ha a fehérje m akceptort tartalmaz, akkor m szamu fluktudciordl beszélhetiink, amelyek
esetében az energiatranszfer sebességi 4llanddja ik, (j=1,2...,m). Ennek megfelelden m

akceptor jelenlétében a donor kvantumhatasfokat a kovetkez6képpen lehet kiszamitani:

k
<®DA1'> = - m (124)
ky+k,+> K,

J=1

Feltételezve, hogy az alapesethez hasonldan ks ezuttal is allando:

(@p,) = k, m =k, (z,) (1.25)

Ha 7., = <Ti>, akkor

ai

<(DDA1> = kf Tc?llag
(1.26)
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Az energiatranszfert a kovetkezOképpen lehet kiszamitani:

m

Z J kﬁ m K

L = — : (127)
ko+k, v ke | T\ Ky +k0,.+z;jk,,-
Jj=1 Jj=

<E,> =
ahol kihasznaltuk azt a feltételezést, hogy az egyes £, (j=1,2, ...,m) értékek egymastol

fiiggetlen folyamatokat jellemeznek.

Feltételezve, hogy minden esetre igaz, hogy k,((k, +ko,.+z  k,; , akkor az Osszes
I=]

I=j

1

figgetlennek tekinthetd, ezért a (19)-es egyenlet a

m

kf +koi +Zl jkti
J=

kovetkezd alakban irhatd fel:

m

(E)=3( k) ! () = T ) (128)

/= k,+k,+ i ik, | =
J=1

<Ez> 1 m

f= =—>{ k, (1.29)
0n) T, 2]

f=e ([ Rx)=Df,, (130)

j=1 j=1
ahol f =c, < R;éj.;;}) (L31)

Ebbdl tehat 1athatd, hogy az f paraméter egy donor — tobb akceptor esetében is alkalmas
a fehérjékben felléps fluktudciok, konforméaciovaltozasok nyomon kovetésére™.

A késébbiekben ismertetett méréseink sordn praktikus okokbo6l nem az f paraméterrel,
hanem egy azzal ardnyos paraméterrel (f°) jellemeztiik a fehérjék flexibilitasat.
Tekintettel arra, hogy a fluoreszcencia intenzitdsa a kvantumhatdsfokkal ardnyos

mennyiség, bevezettiik az f* paramétert, ahol

/= E) (1.32)
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3.4 Fehérjeprepardlds és fluoreszcens jelolés
Aktin izoldlds

Az aktin izolalasahoz eldszér vazizombdl aceton forgacsot készitettiink®?, ezt
kovetden izolaltuk az aktint Spudich és Watt eljérasa alapjan®. Izolalas utén az aktint

puffer A-ban (4 mM TRIS-HCL, pH 7.3, 0.2 mM ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.5 mM DTT)
taroltuk.

Miozin S1 prepardlds

A miozin S1 izoldldséhoz a nyll vazizombdl el6szér a miozint vontuk ki,
. r r - 2 o0 1 . : . r r r
Margossian és Lowey médszerével™. Ezt kévetben a-kimotripszinnel valé emésztéssel

ST

meg: Ag;' *=7.45%.
A miozin S1 Cys-707 IAEDANS jelolése

A jelolés el6tt az Sl-et egy éjszakan 4t hidegszobaban dializaltuk S0mM TES
pH 7.0, 60 mM KC], 0.2 mM PMSF puffer ellen. A jelolés elétt a fehérjét dvatosan
szobahOmérsékletre melegitettiik. Az TAEDANS-t DMF-ben oldottuk fel, a jelolést
megelézéen (a DMF térfogata kevesebb volt az dssztérfogat 1 %-nal.) Az IAEDANS-t
10-szeres moldris tulsulyban adtuk a fehérje mellé, majd 1 6ran 4at kevertettiik
magneskeverdvel. A reakciot az JAEDANS-hez képest 100-szoros moldris talsulynak
megfelelé MEA oldattal allitottuk le. Az Sl-et ezt kovetSen oszlopkromatografias
szliréssel tisztitottuk meg a szabad festéktdl. A jelolést kovetéen a fehérjét
hidegszobdban egy egész &jszakan 4t dializaltuk 25 mM TES, pH 7.0, 80 mM KCl, 2
mM EGTA, 4mM MEA puffer ellenében.

A miozin S1 Cys-177 IAEDANS jelolése

A Cys-177 jeloléséhez elso 1épésként a Cys-707-et blokkolni kellett 2,4-dinitro-
fluorobenzene (FDNB)-nel**:az S-1-et (70-120 uM) 0.2M N-(2-
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| hydroxyéfﬁil)piperazine-N’-2-ethanosu1fonate (PIPES), pH8.0, pufferben inkubaltuk 5-
sz616s moléris tulsulyban jelenlevé FDNB ellen 0 °C-on, 1 éran 4t. A nem reaglt
FDNB-t 6szlopkromatogréﬁés szlréssel tavolitottuk el, 50 mM TES, 0.25 M NaCl,
pH7.0 pufferrel. A blokkolast kévetden — ekkor mar az egyetlen reaktiv cisztein a Cys-
177 — a fehérjét 7-szeres molaris talstlyban levd JAEDANS-szel jeloltik 4 C®-on 6t
oran keresztiil. (Az IAEDANS feloldésa az elézoben leirthoz hasonldan tértént meg). A
reakciot SOmM DTE hozzaadéséval allitottuk le, ezzel tdvolitottuk el egyuttal az FDNB-

t. Ezt kovetden egy éjszakan keresztiil jégen tartottuk, majd a felesleges festéket és a

DTE-t oszlopkromatografids sziliréssel (Sephadex-G25) tavolitottuk el, 20mM MOPS,

pH7.5, 20mM NaCl, 2mM MgCl,, 0.2mM DTE puffert hasznalva. A mérések soran

figyelembe vettiik, hogy a blokkolds ellenére a jel6l6 mintegy 10 %-a a Cys-707-hez
kotoédott.

Aktin IAF-jelolése

Az aktin Cys-374-es aminosavjanak [AF-jeldléséhez monomer aktinhoz adtunk
10-szeres molaris talstlyban levé festéket, majd 3-4 O6ran keresztll hagytuk
inkubalédni. Ezt kévetden az aktint 12-16 éran keresztiil polimerizaltuk 4 °C-on. A
jelolési eljaras utdn a mintat 100.000 x g-vel 2 6rdn keresztiil centrifugaltuk, 4 °C-on,
majd a kapott liledéket A-pufferben oldottuk fel és egy éjszakan at dializaltuk a mérd

puffer ellenében.
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4. Eredmények és kivetkeztetések

4.1 Konformdcios eloszldsok és tdvolsdgok a rigor aktomiozin komplexben

Mint azt a bevezetében mar ismertettem, az izomdsszehizodas sordn az aktin és
a miozin ciklikus kélcsonhatasa biztositja a két filamentalis rendszer egymashoz képest
torténd elmozdulasat. A két fehérje komplexén beliil a kontrakcié soran bekdvetkezd
konforméciés médosuldsok meghatarozé szerepet jatszanak az erdkifejtés Iétrejottében.
A jelenleg leginkabb elfogadott, in. emeldkar (,,lever arm™) modell szerint a miozin fej
konnyti-lanc-kotd doménjének az aktin filamentum tengelyéhez képest torténd, a kotstt
nukleotidok 4ltal szabalyozott elforduldsa biztositja a két filamentalis rendszer relativ
elmozduldsédhoz sziikséges molekularis hatteret. Az itt ismertetett kisérletek soran a
miozin S1 tgynevezett katalitikus doménjének, illetve a ,lever arm” részét képezd
konnytilanc-k6té doménnek a tavolsagat hataroztuk meg rigor allapotban, vagyis abban
az esetben, amikor a miozin fej nukleotid-mentes allapotban van'’.

A tavolsidgok meghatarozasara a 2. fejezetben ismertetett, helikalis fehérjékre
kidolgozott FRET mddszeriinket alkalmaztuk. A Katalitikus domén és az aktin
filamentum kozotti tAvolsag meghatdrozasa érdekében a miozin S1 707-es ciszteinjét
jeloltiik specifikusan az IAEDANS nevi fluoreszcens festékkel, amely jelen esetben a
donor szerepét tolttte be. A konnyllanc-koté domén—aktin filamentum tavolsig

meghatdrozasanak érdekében a donort az S1 177-es ciszteinjéhez kotottiik.

A 7 y
Miozin /

K&nnytlanc
k6té domén

Katalitikus
domén

X

Aktin filamentum

I.14. abra Az Sl-en talalhaté donor molekuldk valamint az aktin
filamentumon taldlhat6 akceptor molekuldk geometriai elhelyezkedése,
valamint az aktin filamentum tengelyéhez illeszked6 koordin4ta rendszer.
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Mindkét esetben az akceptorok (IAF) az aktin filamentumot alkotd
monomerekhez (Cys-374) voltak kotve. A tdvolabbi akceptorok elhanyagolhaté jaruléka
miatt a FRET mérések sordn a donorhoz legkdzelebb esd ot akceptor (vagyis ot

monomer) jarulékat vettlink figyelembe (I.14 és 1.18. 4bra).

Aktin
Filamentum

Cys-3 o,

I.15. abra Az aktomiozin szerkezeti modellje. A szerkezeten feltiintettiik azokat
az aminosavakat, amelyekhez a donor (Cys-707, Cys-177) valamint az akceptor
(Cys-374) molekulakat kotottiik.

A donor fluoreszcencidjanak mérése soran az IAEDANS-t 365 nm-en gerjesztettiik, a
fluoreszcencia intenzitast altalaban 430-470 nm-en detektéltuk, az ,,inner filter” jelenség
torzito hatasat kikiisz6bdlendé a fluoreszcencia intenzitast a kovetkez6 modon
korrigaltuk:

10(OD,, +0D

em

)/2

k. (1.33)

korr
ahol Fyor a korrigalt fluoreszcencia intenzitas, Fops a mért fluoreszcencia intenzitas,
OD.y a minta abszorpcioja a gerjesztési hullimhossznal, OD., pedig az emisszi6
hulldmhosszanal mért abszorpcid. Az energiatranszfer hatékonysagat a donor akceptor
nélkil illetve akceptor jelenlétében mért fluoreszcencia intenzitdsa alapjan, a (8)-as

egyenletet alkalmazasaval szamitottuk ki.
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FRET hatasfok
Akeeptor E©STY E“
moldris ardny

0.12 6.84 9.74
(0.17) (4.97)

0.25 12.01 17.21
(1.46) (4.62)

0.37 18.56 22.89
(0.17) (2.24)

0.50 23.52 27.68
(1.72) (3.72)

0.62 29.23 30.69
(1.88) (1.35)

0.75 36.07 33.33
(0.78) (2.55)

1. tablazat A tablazatban a kiilonboz6é akceptor moléris ardnyok esetében mért
energiatranszfer hatasfokok, zardjelben az adott értékhez tartozo hiba talalhato.

Abban az esetben, amikor a donort az S1 Cys-707 aminosavhoz kotottik, a
fluoreszcencia energiatranszfer hatasfok linedrisan valtozott az akceptor moldris arany

fliggvényében, ami tipikusan az egy donor-egy akceptor rendszerekre igaz (1.16. 4bra).
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I.16. abra. Az abran a mért fluoreszcencia energia transzfer hatdsfok
lathatd a Cys-707 esetében (fekete korck). Folytonos vonallal van
feltintetve a legjobb linedris illesztés, szaggatott vonallal pedig a
rontgenkrisztallografias adatokbél szamolt, mozdulatlansagot feltételezéd
értékek.
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’Ha a donort a Cys-177 aminosavhoz illesztettiik, a mért értékek akceptor molaris arany
fiiggése mar nem volt linedris, €s jelentds eltérést mutattak az egy donor — egy akceptor

esetet feltételezo illesztéstdl (1.17. 4bra).

40
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Energia transzfer hatasfok (%)
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1.17. abra. Az 4bran a mért fluoreszcencia energia transzfer hatdsfok
lathatd a Cys-177 esetében (fekete korok). Folytonos vonallal van
feltiintetve az egy donor-egy akceptor esetet feltételezd legjobb illesztés,
szaggatott vonallal pedig a rontgenkrisztallografids adatokbol szamolt
mozdulatlansagot feltételezo értékek.

A 1.16-17. 4abran feltiintettiik azokat a feltételezett fluoreszcencia
energiatranszfer  értékeket, amelyeket a  rontgenkrisztallografids  adatok
behelyettesitésével szdmoltunk. A szamitasok soran a kovetkezd tavolsagi adatokat
hasznaltuk: R;=63,9 A; R,=99.8 A; R3=51,7 A; R4=103,7 A; Rs=88,8 A, ha a donor a
Cys-707-es aminosavhoz volt kotve, illetve R;=92,17 A; R,=134,7 A; R3;=88.8 A;
R4=138,89 A; Rs=119,9 A, ha a donor a Cys-177-es aminosavhoz volt kitve.

A mért fluoreszcencia energiatranszfer hatasfok értékeket a 2.2 fejezetben
ismertetett mdodszer segitségével értékeltiik ki, két esetet kiilonboztetve meg: homogén
illetve heterogén eloszlasi S1 populaciot feltételezve. A homogén esetben minden S1
molekula ugyanabban a konformdcioban talalhatd, ennek megfeleléen a donor
ugyanolyan tavolsagra helyezkedik el a filamentumhoz képest, a heterogén esetben az
S1 molekuldk egy konformacideloszlassal rendelkeznek (I1.19.€s 1.20. 4bra). Ez utobbi
csetben a FRET hatasfok szamitdsanal azt feltételeztiik, hogy az aktin tengelytdl mért

tavolsagok egy Gauss-eloszlast kvetnek.
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L.18. dbra. Az aktomiozin komplex rontgenkrisztallografids szerkezete, az alkalmazott
donorokkal és akceptorokkal, t6bb nézetben.

Abban az esetben, ha a donor a katalitikus doménen (Cys-707) helyezkedett el,
homogén konformacioeloszlast feltételezve az illesztés szemmel lathatéan jo mindségl.
A szamitott FRET hatasfokok eltérése a mért értékektdl akkor a legkisebb, amikor a
donor aktin filamentumtél mért tavolsdga x=77 + 3 A, y=5£5 A, z=3+4 A. Figyelembe
véve, hogy a radialis tdvolsdg (az akceptor tdvolsiga az aktin tengelyétdl) 25 A, a
donornak a legkozelebbi aktin monomert8l mért tdvolsdga 52 + 3 A. Ez az érték jo
egyezést mutat més szerzok egy donor — egy akceptor esetet feltételezd szamitésaival®”
3%, Mint azt a kés6bbiekben majd lathatjuk a katalitikus domén esetében a homogén és

a heterogén eset hasonldé eredményre vezet.

Energia transzfer hatasfok (%)

T T T T T T
0,0 02 04 06 0,8
Akceptor moléris arany

L.19. abra. Az energia transzfer hatisfokdnak fliggése a Cys-707 esetben. Folytonos
vonallal 4dbrazoltuk a heterogén eloszlast, szaggatottal pedig a homogén -eloszlast
feltételezd illesztéseket. Fekete korokkel abrazoltuk a mért értékeket.
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A kénnytlanc-kété doménen elhelyezkedé donor (Cys-177) esetében, homogén
eloszlast feltételezve, a szamitott energiatranszfer értékek latvanyosan eltérnek a mért
értékektd], heterogén konformdacideloszlast feltételezve azonban sikeriilt jo illesztést

kapni a mért értékekre (1.20. dbra).

40
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1.20. abra. Az energia transzfer hatisfokénak figgése a Cys-177 esetben. Folytonos
vonallal abrazoltuk a heterogén eloszlast, szaggatottal pedig a homogén eloszlést
feltételezg illesztéseket.

Ennek a heterogenitasnak két f6 oka lehet: heterogén eloszlashoz vezet, ha az
akceptor-jelolést kovetden az aktin polimerizacidja nem véletlenszertien ment végbe’l.
Ugyancsak heterogén eloszlast figyelhetiink meg, ha a ,,lever arm” tobb konformécios
allapotban van jelen. A nem véletlenszer(i polimerizacié ellen6rzése érdekében az aktint
falloidin jelenlétében polimerizaltuk®®, az igy végzett mérések azonban ugyanarra az
eredményre vezettek. Ennek megfelelden a nem véletlenszerli polimerizacié 4ltal
létrehozott heterogenitast kizartuk.

A tapasztalt heterogenitas hatterében — feltételezéslink szerint — az all, hogy az
S1 molekula és ezen belill is a kénnytlanc-ko6té domén szamos konformacidban 1étezik,

amelyben a donor-akceptor tdvolsag tag intervallumon belill véltozhat.
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A donor-akceptor tavolsag karakterizalasa érdekében az energiatranszfer
szamitasanal azt feltételeztiik, hogy a donor-akceptor tdvolsag Gauss-eloszlast kovet.
Az eloszlas atlagértékét és a félértékszélességét az illesztésbdl hataroztuk meg. Ahogy
az a 1.20. abran latszik, a donor-akceptor tdvolsageloszlas feltételezése j6 illesztéshez
vezet. A legjobb illesztés esetén a Cys-177 tdvolsaga az aktin tengelytdl 98 +3 A,
ennek megfelelden 73 +3 A a legkozelebbi aktin monomertél. Az eloszls
félértékszélessége 102 +4 A volt. Annak a magyardzata, hogy a donor-akceptor
tavolség €s valoszintileg a kénnyiilanc ilyen nagy intervallumon beliil mozoghat, egyik
lehetséges oka a protein matrix nagyfoku flexibilitasa. Elképzelhetd azonban az is, hogy
€z a nagy tavolsageloszlas nem a fehérjematrix flexibilitdsaval, hanem nagyszamu rigid
konformadcié jelenlétével magyarazhato.

A tavolsageloszlast feltételez6 illesztést elvégeztiik abban az esetben is, amikor a
donor a katalitikus doménen helyezkedett el. Az elézetes varakozdsoknak megfeleléen a
tavolsageloszlas feltételezése nem javitotta az illesztés mindségét. Az illesztés
eredményeképpen az atlagtivolsag 52 + 2 A-nak adédott, ami megegyezett a homogén
esetben kapott értékkel, a tavolsageloszlas félértékszélessége 5 + 3 A volt.

A Cys-177 aktin filamentumt6l vald tavolsagara kapott érték (73 A ) eltér a
mésok éltal kordbban megfigyelt értékektdl (50-60 A), de viszonylag kézel van a
rontgenkrisztallografias adatokbél szamolt 89 A-héz. Az, hogy a mi altalunk kapott
tavolsag kozelebb van a rontgenkrisztallografids eredményekhez, mint a korabbi FRET
mérések eredményei, valosziniileg a t6bb akceptor figyelembe vétele, illetve a
tavolsageloszlas feltételezése miatt adodott.

Méréseink megerdsitik azt az EPR spektroszképiaval kapott megfigyelést™,
mely szerint a katalitikus domén és a konnytlanc-k6té domén el tud fordulni
egymashoz képest. Méréseink egyeznek annak a szaturacios transzfer-EPR kisérletnek a
megfigyelésével is, amely arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a katalitikus domént és a

konnytilanc-koté domént egy flexibilis csuklé koti dssze®,
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4.2 Az aktomiozin komplex flexibilitdsdnak vizsgdlata

Az el6z8 fejezetben bemutattam azokat a méréseket €s szdmitdsokat, amelyek
segitségével sikeriilt megéllapitanunk, hogy nukleotidmentes (rigor) allapotban, amikor
a miozin fej aktin-kotd affinitasa a legnagyobb, a katalitikus domén aktinhoz
viszonyitott helyzete rogzitett. Donor-akceptor tavolségeloszlasban gondolkodva a
katalitikus domén és az aktin filamentum ko6zotti tavolsdgot egy kis félértékszélességli
tavolsdgeloszlassal lehet lefrni, ami arra utal, hogy nukleotidok nélkiil a katalitikus
domén erésen kotott allapotban van. A konnytlilanc-koté domén és az aktin kozotti
tavolsdg ezzel szemben egy nagy (102 A) félértékszélességgel rendelkezd
tavolsageloszlassal irhatdé le, ami a konnyllanc mozgasara utal. Nem egyértelmil
azonban, hogy ez egy nagyon flexibilis katalitikus domén—konnyiilanc-koté domén
kapcsolatnak koszonhetd, vagy tobb egyid6ben jelen levé konformécionak, amelyek
esetében a katalitikus domén és a kénnytilanc-k6té domén kapesolat rigid.

Az S1 dinamikai tulajdonsagainak tovabbi feltérképezése érdekében a 2.3
fejezetben ismertetett modszerrel vizsgaltuk az aktomiozin komplex flexibilitasat. A
fehérjematrix flexibilitdsdnak vizsgélatdhoz a (24)-es képletnek megfeleléen az
energiatranszfer hatasfokanak és a donor akceptor jelenlétében mért fluoreszcencia

intenzitasanak aranyat mértiik homérséklet fiiggésében.

Katalitikus domén — aktin | Konnyiilanc-koté domén-
transzfer (Cys-707) aktin transzfer (Cys-177)
T J @p R, @p R,

°C) (M em ' nm®) (nm) (nm)
6 21,4 0,57 5,14 0,50 5,04
10 21,1 0,57 5,13 0,50 5,03
14 20,7 0,57 5,12 0,49 5,00
18 20,4 0,57 5,11 0,49 4,98
22 20,0 0,58 5,11 0,49 4,96
26 19,8 0,58 5,10 0,49 4,95
30 19,4 0,59 5,09 0,49 4,93
34 19,1 0,59 5,08 0,49 4,93

2. tabldzat. Az 4tfedési integral (J), a kvantumhatésfok (¢p) és a Forster-féle kritikus tavolsag
(R,) hémérsékletfliggése. a Cys""-hez, illetve a Cysm-hez kapcsolt donor esetében.
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Az f° paraméter hémérsékletfiigése informdciét szolgaltat a fehérjematrix
flexibilitdsaban bekovetkezett valtozasokrdl, illetve esetleg a hémérsékletvaltozas altal
indukélt konformaciévaltozasokrol®®. Tekintettel arra, hogy az atfedési integral
hémérsékletfiiggése torzithatja az f° paramétert, ezért az f° értékét minden

hémérsékleten normaltuk a hozz4 tartozo atfedési integral értékével (2. tablazat).

relativ ' (%)

- 5 © i
10 @& e e © ¢ © 8

1 L 1 | " {

5 10 15 20 25 30 35
Hémérséklet (°C)

1.21. 4bra. Az f” paraméter hdmérsékletfuggése abban az esetben,
ha a donor a katalitikus doménhez (piros korsk), illetve ha az
esszencialis konnytilanc doménhez (kék korok) volt kotve.

Az [ paraméter hdmérsékletfiiggését vizsgalva feltiing, hogy abban az esetben,
ha a donor a Kkatalitikus doménen helyezkedett el, az f° értéke alig valtozik a
hoémérséklet novekedésével. Ezzel szemben, ha a donor az esszencialis konny(ilancon
helyezkedett el, akkor f” értéke monoton moédon ndtt. A modszer 2.3 fejezetben
bemutatott megfontoldsai alapjan: ha f” hdmérsékletfiiggése meredekebb a fehérjematrix
flexibilisebb (ha nem kovetkezik be lényeges konforméciovaltozas.) Ennek alapjan azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a donor és az akceptorok kozott elhelyezkedd
fehérjematrix flexibilisebb az esszencidlis konnyiilanc és az aktin k6z6tt, mint a

katalitikus domén és az aktin kozott.
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Eredmények és kovetkeztetések

Felidézve azt, hogy a Kkatalitikus domén esetében a tdvolsageloszlas
félértékszélessége nagyon keskeny, f” értéke pedig a teljes homérséklettartomanyon
kozel allandd és nincs konformaciévaltozas, arra kovetkeztethetiink, hogy
nukleotidmentes allapotban a katalitikus domén és az aktin kdtése erds, a két jelold
kozotti fehérjematrix merev.

Az esszencidlis konnylilanc esetében megfigyeltek alapjan ugyanakkor
kijelenthetd: az f” paraméter latvanyos hdmérsékletfiiggése arra utal, hogy a donor és az
akceptorok kozotti fehérjematrix flexibilis. Az f” paraméter mérésével sikeriilt kizarni
annak a lehetségét, hogy a konnyllanc-koté domén esetében megfigyelt széles

tavolsageloszlas oka egy nagyszamu, de egyenként merev fehérjematrix.

4.3 Osszefoglalds

egezve  sikeriilt kldolgozm egy olyan ﬂuo szce

Méréseiﬁk gy’{ znek azokkal a megﬁgyelesevel is, amel'

kata11t1kus doment e‘ " a:konn ulanc—koto domént egy ﬂex1b1hs csuklo kotl ossz
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11. A fotoliaz fotoaktivaciojanak vizsgalata femtoszekundumos
tranziens abszorpcios mérések segitségével

1. Bevezetés

1.1 A fotolidz

UV fény hatasara a DNS-ben a szerkezet kémiai megvaltozdsdhoz vezetd
fotoreakciok zajlanak le. Ezek kozll a két legismertebb a ciklobutan pirimidin dimer
(Pyr<>Pyr) illetve a pirimidin-pirimidon(6-4) (Pyr[6-4]Pyr) kialakuldsa, amelynek
soran két egymast kdvetd timin primidin gylrli kapcsolddnak egybe.

Vizsgalatunk kozéppontjaban a fotolidz nevii enzim miikédése allt, amely képes
arra, hogy fotokémiailag katalizalja a DNS hibakat javito reakciot .

A fotolidz a flavoproteinek csaladjaba tartozik, amelyek esetében a flavin
kofaktor szdmos biokémiai reakcioban jatszik intermedier szerepet; a flavoproteinekben
talalhaté flavin kromofor jellegzetes abszorpcios spektrummal rendelkezik UV és
lathat6 hulldmhosszokon egyarant; legtébbjiik esetében a fiziologiai funkciét nem
befolyasolja a fényabszorpcid. A fotolidz ebbdl a szempontbodl kivételt képez, az enzim
mikddését ugyanis — és ennek kovetkeztében a DNS-szal javitasat — egy UV/lathato

foton abszorpcidja katalizalja.
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IL.1. 4dbra. Az 4bran a pirimidin ciklobutin illetve a pirimidin-pirimidon (6-4)
fototermékek kialakuldsa lathat6. Hasonlo fototermékek alakulhatnak ki barmilyen

két egymast koveto pirimidin gytri kozott: T-T, T-C, C-T és C-C esetében.

A javitasi ciklus sordn a hibas DNS-hez specifikusan kapcsolddott fotolidz
kétszeresen redukalt allapotban levé flavin kofaktora (FADH") egy elektront injektal a
pirimidin dimerre, aminek kovetkeztében a kotés felhasad. A fotolidzokat a javitott
termékt6! fiiggden ciklobutan pirimidin dimer fotolidzok, a II-es tipusu fotolidzok pedig

a (6-4) fototermékek javitasat végzik el.
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Bevezetés

1.1.1 A fotolidz szerkezete

A fotolidzok olyan 450-550 aminosavbol all6 globularis, monomer fehérjék,
amelyek két nemkovalensen kotott kofaktort tartalmaznak. Ezek koziil az egyik az eddig
ismert tipusok mindegyikében a flavin adenin dinukleotid (FAD), a masodik pedig vagy
egy pterin (MTHF), vagy egy deazaflavin (8-HDF) kromofér.

A flavin az egyik leggyakrabban el6fordulé kofaktor (legkevesebb 151 enzim
tartalmazza FAD és/vagy FMN formdban), a fotolidzban a FAD form4ja talalhaté meg,
harom redox &llapotban: oxidalt, egy elektronnal redukalt illetve két elektronnal
redukalt allapotban. A fotolidz esszencialis kofaktora, a ﬂaving's, a katalizis soran
specifikusan kotédik a sériilt DNS szakaszhoz. DNS javitdsdra a flavin csak a
kétszeresen redukdlt — FADH™ — Allapotdban alkalmas. Vizsgalataink targya az a
folyamat — fotoaktivacié — volt, amelynek soran a flavin a kétszeresen redukalt FADH™

allapotba keriil.

IL2. abra. Az E. coli fotolidz szerkezete. MTHF fotoantenna (kék), FAD kofaktor

(piros), a fotoaktivacioban fontos szerepet betdlté harom triptofan (lila).
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Bevezetés

A fotolidz masik kofaktora az altalunk vizsgalt esetben az MTHF kromofér, amit
fotoantennanak is neveznek (az 4. Nidulans, illetve T. Thermophilus fotolidzok esetében
8-HDF). A katalizis az enzim-szubsztrat kétésre hatast nem gyakorlé MTHEF illetve 8-
HDF kofaktorok nélkiil is végbemegy®’, jelenlétiik azonban jelentésen (10-100-szoros
mértékben) megnoveli a javitds sebességét'. Ez annak koszonhetd, hogy az MTHF vagy
8-HDF kofaktorok extinkciés maximuma (400 nm koriil) jelentdsen nagyobb, mint az
FADH kofaktoré (II.3. &bra), az igy abszorbedlt energia pedig szintén eljut —

fluoreszcencia rezonancia energiatranszferrel — a flavin kofaktorhoz® 810
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I1.3. abra. E. coli fotolidz abszorpcids spektruma. A 380 nm koriili abszorpceios cstucs az MTHF,
az 500, 580 és 625 nm-nél mért abszorpcids csicsok a flavin kofaktor abszorpcidjanak

feleltethetdek meg.

Annak igazoldsa érdekében, hogy az antenna kromofér és a flavin kofaktor
kozott valoban fellép a FRET, megmérték az E. coli, illetve az A. nidulans fotoliaz
antenndinak (MTHF és 8-HDF) fluoreszcencia élettartaméat kofaktor jelenlétében és
hianyaban is.

E. coli fotolidz esetében, a fluoreszcencia emissziot 470 nm-en detektalva, az
MTHEF fluoreszcencia élettartama 354 ps volt a flavin hianyaban, illetve 134 ps annak
jelenlétében''. Figyelembe véve az (I1.1)-es képletet, az energia transzferhatasfok 62 %-

0S.
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E=1—_DA (IL.1)

Tp
ahol az I. rész 3.1 fejezetében ismertetettek alapjan £ a fluoreszcencia energiatranszfer
hatasfoka, tps az akceptor jelenlétében, 1, pedig az annak hidnydban mért
fluoreszcencia élettartama a donor molekuldnak.

A. nidulans esetében — 435 nm-es hullamhosszon mérve — a 8-HDF
fluoreszcencia élettartama 2 ns volt a flavin hidnyaban, illetve 50 ps annak jelenlétében,
ami kozel 98%-os transzferhatasfokot feltételez. A FRET mérések segitségével még
joval a szerkezet meghatdrozésa el6tt sikeriilt megbecsiilni az antenna-flavin tAvolsagot.
Ezek alapjan az A. nidulansban a 8-HDF—flavin tavolsag 15 A-nek adédott!, mig a
rontgenkrisztallografids szerkezet-meghatirozas eredménye 17,5 A volt. E. coli
fotolidzban az MTHF és a flavin kozotti tivolsagot a FRET mérések alapjan 22 A-re
becsiilték', a rontgenkrisztallografiaval kapott érték azonban ettél jelentdsen eltér, 16,5
AP, Az eltérés oka mindkét esetben az, hogy szerkezeti informaciék hianyaban mindkét
esetben a ° értékére a teljesen izotrop esetben megvalosuld 2/3 értéket hasznéltak. A
rontgenkrisztallografia segitségével meghatarozott szerkezetbdl azonban latszik, hogy a
kofaktorok egymdshoz viszonyitott helyzete kizarja olyan, hogy az orientacids faktor
jelentSsen eltér a feltételezett 2/3-t6l. A szerkezeti adatok ismeretében modositott x>
értéke A. nidulans fotoliaz esetében esetében 1,6, E. coli fotolidz esetében pedig 0,2".
Ezen orientdcios faktor értékeknek az alkalmazdsiaval a FRET mérésekbdl kapott

tavolsagok jobb egyezést mutatnak a rontgenkrisztallografids szerkezeti adatokkal.
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Bevezetés

1.2 Fotoreaktivacio illetve fotoaktivicié az E. coli fotolidzban

A fotolidzban két fotoindukalt elektrontranszfer folyamat megy végbe: a DNS
javitast végzé fotoreaktivacié illetve a flavin kofaktort redukélé fotoaktivacio.

A fotoreaktivacié soran egy kozeli UV/lathaté foton altal indukalt folyamat
zajlik le, amelynek soran a ciklobutan-pirimidin ko6tés felhasad. A reakcid
mechanizmusa a kovetkez6: a pirimidin dimerhez k&t6dott fotoliaz antenngja (MTHE)
elnyel egy UV/kék fotont, majd fluoreszcencia rezonancia energiatranszferrel gerjeszti a
kétszeresen redukalt allapotban talalhaté FADH -t (a flavin gerjesztése kozvetleniil is
megtorténhet). A gerjesztett allapotban levé FADH -r6l ~170 ps alatt egy elektron ugrik
a Pyr <> Pyr gyﬁrﬁrem. Mivel a ciklobutdn 5-5 és 6-6 kotései ezt kovetden mar sértik a
Hiickel-szabalyt, ennek megfeleléen a Pyr <> Pyr felbomlik két pirimidinre. Ezt
kovetden az elektron ~560 ps alatt visszatranszferalodik a félig redukalodott flavinra,
amely ennek kovetkeztében tjra a teljesen redukalédott FADH™ allapotba kertil (lasd a
I1.4. ébran).

kdzeli UV .

Elektron transzfer

II.4. abra. A fotoreaktivacié mechanizmusa.

Egy kivétellel az 6sszes eddig izolalt fotolidzban igaz az, hogy a flavin kofaktor
alapesetben az FADH® 4llapotban taldlhaté meg. Ahhoz azonban, hogy a
fotoreaktivacio végbemenjen, a flavin kofaktornak a kétszeresen redukalt FADH™
allapotban kell lennie. A fotolidzban végbemegy egy mésodik fotoreakcio is, amelynek
soran kiilsé redukaldszer jelenlétében az FADH® redukalodik, és a katalitikusan aktiv

FADH  allapotba kertiil. A folyamat neve ennek megfelelden fotoaktivacio.
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ILS. 4bra. Az izolalt fotolidzokban a flavin kofaktor minden esetben félig redukalt

allapotban taldlhat6. A fotoaktivaci6 soran a flavin kofaktor lathato fénnyel vald gerjesztést

kovetden kétszeresen redukalt allapotba keriil.

Az A. nidulans fotoliaz esetében a fotoaktivacié sordn, az FADH® gerjesztését
kovetden egy kozeli triptofanrol egy elektron keriil a félig redukalt flavin kofaktorra.
Ezt kovetden kevesebb mint 500 ns alatt 1étrejon a kétszeresen redukalt FADH™
allapot".

Az E. coli -bdl szarmaz6 fotolidz esetében — mint azt a tovabbiakban részletesen
targyalni fogom — az FADH® redukélédsa egy harom tagbol all6 triptofan lancon (W382-
W359-W306) keresztiil halado elektrontranszfer segitségével valosul meg'® (I1.6. dbra),
amelynek sordn a terminalis elektron-donor a flavin kofaktortél 15 A tavolsagban
elhelyezkedd, olddszerrel kolcsonhatasban allé  W306-os triptofan'’. A W306
redukalasa egy kiilsé elektron donorral stabilizalja a flavin kofaktor FADH™ 4llapotét,

kiils6 elektron donor hidnydban a t6ltés rekombinacio kovetkeztében a kofaktor
16,18

visszakeriil az FADH® allapotba

4

I1.6. 4bra A fotoaktivaci6 feltételezett lé’pésﬂei.
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 Célkitlizések

2. Célkitiizések

Vizsgélataim soran a W382-W359-W306 triptofanlanc mentén végbemend
elektrontranszfer folyamat részletesebb megértését tiiztem ki célul. Kollégdim korabbi
munkdja, amelynek soran mutagenezissel egy a triptofdnhoz hasonld geometrigju, de
redox-semleges fenilanalinnel cserélték ki a W382-es ftriptofant igazolta az a
feltételezést, hogy a fotoaktivacio els6 1épéseként a W382-es triptofanrol egy elektron
ugrik a flavin kofaktorra.

A mérések elkezdésekor tehat a kovetkez6 kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:

1) Megfigyelhet6-e a flavin kofaktor redukalodéasa abban az esetben, ha a W359-es

triptofant a hasonlé geometriaju, de redox inert fenilanalinre cseréljiik?

2) Létrejon-e a W359—W382 elektrontranszfer 1épés a fotoaktivacio soran?

3) Milyen gyors a W359—W382 elektrontranszfer folyamat?
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3. Modszerek és eszkdzok
3.1 Fehérjeprepardlds

A mutans W359F fotoliazt a pKE (A) vektorbdl kaptuk meg, mely a pKK223-3
vektor E. coli vad tipusu fotolidz génjét tartalmazza. A Quick Change mutagenezis
mddszerét (Stratagene) alkalmaztuk, a
CTGGTGAAAGATTTATTGATCGACTTTCGCGAA
GGCGAGCG DNS-szekvenciat és forditott sorrendi komplementerét hasznalva
primerként. A mutdlt gént E. coli KY29 (B) fotoreaktivacié deficiens tdrzsben
expresszaltuk; a torzs sajat fotolidzat kloéramfenikol rezisztencia markerrel (C)
inaktivaltuk. Ampicilint és kloramfenikolt tartalmazé kdzegben valé novesztést (37°C-
on) kdvetéen a mutans fotolidzt IPTG-vel indukaltuk 27°C-on. A sejteket ultrahangos
szonikaldssal tartuk fel 10 mM MEA jelenlétében. Ezt két centrifugsl 1épés kovette
(43,000g 75 percen keresztill), majd a fotoliazt heparin-Sepharose CL-6B gyantin
(Amersham Pharmacia) tisztitottuk 0.1 - 1.1 M NaCl gradiens alkalmazasaval, 0.01 M
kélium-foszfat, pH 7.0 és 10 mM 2-MEA jelenlétében. Ezt Gjabb kromatografis
tisztitolépés kdvette SP-Sepharose Fast Flow gyantdn (Amersham Pharmacia) 0.04 -
0.3 M NaCl gradiens alkalmazasaval. A FAD oxidacidjanak elkeriilése érdekében az

oldatok nitrogén 4ram alatt késziiltek. A fehérje becsiilt tisztasdga 98 % feletti.
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3.2 Tranziens abszorpcios mérések

3.2.1. Pumpa-préba modszer

Az ultragyors folyamatok vizsgalatdhoz feltétleniil sziikséges, hogy a vizsgélni
kivant jelenséget (fotoreakcio, fluoreszcencia emisszid) elinditdé folyamat gyorsabb
legyen, mint maga a jelenség. Fotokémiai reakciok vizsgalatakor a reakcidt ultragyors,
tobbnyire femtoszekundumos 1ézerekkel inditjék el, ezt kdvetéen detektaljak a reakcio
idébeni lefolyasat. Ehhez természetesen olyan elektronikéara, detektorrendszerre van
szikkség, amely képes a gyors valtozdsok kovetésére. A  fluoreszcencia
spektroszképidban tobb modszert alkalmaznak az ultragyors folyamatok vizsgalatara,
ilyen példaul az iddkorrelalt egyfotonszamlalas, illetve a streak camera modszerek.
Ezek alkalmazdsdhoz azonban rendkiviil gyors elektronikai eszkozokre van sziikség,
amelyekkel azonban még mindig csak pikoszekundumos idéfelbontast sikeriilt elérni™
20 Alternativ modszerként alkalmazhatoak az ugynevezett pumpa-proba elven alapuld
moédszerek, amelyek esetében a detektald elektronika vélaszideje nem jelent
megkotottséget. A pumpa-préba modszerek soran ugyanis az iddbeli korlatot az
alkalmazott lézerimpulzusok hossza jelenti, ennck megfeleléen a jelenleg elterjedt
femtoszekundumos lézerekkel az emlitett fluoreszcencia spektroszkopiai modszereknél
két-harom nagysagrenddel gyorsabb idéfelbontést sikertilt elérni.

A tranziens abszorpcids pumpa-proba rendszer alapelve konnyen megérthetd a
kovetkezd abrabol: a gerjesztd pumpa impulzust kovetden, a mintdt meghatarozott
idépontokban, ugynevezett probaimpulzusokkal vilagitjuk meg, €s detektaljuk a minta
transzmissziojat. A I1.7. dbran vézolt berendezés egyik legnagyobb eldnye abban all,
hogy ezzel a modszerrel megkeriilhetd a detektorok idéfelbontdsanak problematikdja.
Az éBrén lathato ugyanis, hogy a késlelteté vonal 10 um—es elmozduldsa minddssze 33
fs késést jelent. Az altalunk hasznalt Newport (M-UTM150CC.1) transzlator felbontasa
1 um-es, amely 3.3 fs-os késleltetést tesz lehet6vé. A vazolt tranziens abszorpcids
berendezés tehat néhany femtoszekundumos id6kdzonként méri az abszorpcidvaltozast,
ennek megfeleléen a femtoszekundumos idéskalan lezajlé abszorpcios valtozasok

mérésére alkalmas.
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IL7. abra. A tranziens abszorpciés elrendezés illetve a mért gorbe. (Forrds:Vos M H,
199921

A detektalt abszorpcidvaltozas mogott a kovetkezd jelenségek huizédhatnak meg:

1. Kifehéredés vagy ,bleaching”. Ebben az esetben a kezdeti idépillanatban a
gerjesztés kovetkeztében az alapallapot abszorpcidja jelentdsen csokken, igy a minta
oldali detektor tobb fényt detektdl, mint a referencia 4gban levs. A mért
abszorpciovaltozds ilyen moédon negativ értéket vesz fel, és a relaxacidval
parhuzamosan (ahogyan az alapallapoti abszorpcié nd), abszolﬁt’értéke csokken,
vagyis a nulldhoz kozelit.

2. Stimulalt emisszid. A gerjesztett allapotban 1év6 mintabol a préba impulzus hatdséara
fotonok Iépnek ki, ennek megfelelden ismét nagyobb a transzmisszid, mint a
referencia dgban, vagyis a mért abszorpciovaltozas ezuttal is negativ.

3. Fotoindukalt abszorpcié vagy gerjesztett &llapoti abszorpcid (,.excited state
absorption”, ESA). Ez esetben a gerjesztett allapotban a minta abszorbedl, ennek
megfeleléen a mintan kevesebb fény megy at, mint a referencia agban. A mért

abszorpciovaltozas ezuttal tehat pozitiv.
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Kisérleteinket egy sajat épitésli femtoszekundumos idéfelbontast tranziens abszorpciods
berendezéssel végeztiik el. Tekintettel arra, hogy egészen a legutébbi ideig nem alltak
rendelkezésre kommercidlis femtoszekundumos tranziens abszorpcids berendezések, a
technolégiat alkalmazé laborok sajatépitésii pumpa-proba berendezésekkel végzik
kisérleteiket. Erdemes ezért kitérniink az 4ltalunk hasznalt rendszer sajatosségaira. (Az
elmult évben végiil két cég is — a Newport és a Del Mar Photonics — piacra 1épett sajat
pumpa-préba berendezéseivel, amelyek egyelore nem terjedtek el a laboratériumokban.
Ennek egyik oka, hogy az emlitett berendezések viszonylag dragdk, és a muszaki

tartalom tekintetében is jobbak a sajat ¢pitésii rendszerek.)

3.2.2 Titdn-zafir lézer

Az éltalunk haszndlt tranziens abszorpcidés berendezés femtoszekundumos
idéfelbontast mérések elvégzésére alkalmas. Ehhez természetesen femtoszekundumos
impulzusokat emittalo mdédusszinkronizalt 1ézerre van sziikség.

Alap esetben egy 1ézer rezonatorban szamos allohullam, vagyis modus lehet jelen; ezek
szamat a lézeraktiv anyag sévszélessége, illetve a rezonator hossza hatdrozza meg. Ha a
rezondtor hossza ugyanis a A2 egész szamG tObbszordse, akkor konstruktiv
interferencia 1ép fel, ellenkezd esetben a destruktiv interferencia miatt fellépd
veszteségek nagyobbak, mint a lézeraktiv anyag erdsitése. Ennek megfeleléen a
rezonatorban azok a A, hullimhosszi longitudinalis médusok lehetnek jelen, amelyekre

teljesiil a kovetkezd feltétel:

Jn=2L/n, (IL.2)

ahol L a rezonator hossza, n pedig egész szam. Frekvencidban kifejezve:

v,=nc/2L (I1.3)
Két modus kozott a frekvenciakiilonbség ennek megfelel6en:
V= V41— vy =c/2L (11.4)

A rezonatorban jelenlevé mddusok szamat igy a 1ézeraktiv anyag savszélességének és a
két modus kozotti frekvenciakiilonbségnek a Av/6v hanyadosa adja meg. A
rezonatorban jelenlevé modusok fazisa egymashoz képest véletlenszer(i, ha azonban

sikeriil elérni, hogy azonos legyen a fazisuk, akkor a rezonatorban csak egy impulzus
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fog ,kozlekedni”, 1= 2L/c korilljarasi id6vel. A fazisok rogzitését moduscsatolasnak
vagy modusszinkronizaciénak nevezzik (I1.8. dbra), €s az eldallitds médjatol fiiggden
beszéliink aktiv illetve passziv modusszinkronizaciérol. Az aktiv moédusszinkronizalas
egy kiviilrél vezérelhetd elem, nagyon gyakran példaul egy akuszto-optikai modulator,
segitségével valésul meg. Passziv modusszinkronizalds esetén a rezonitor nem
tartalmaz kiviilr6l vezérelheté elemet, a fazisok szinkronizaldsa egy passziv elem

alkalmazasaval (telitdd6 abszorbens, Kerr-lencse) valésul meg.

relative amplitude
relative amplitude

ANV AW
) f : /\/
0 L 2L i A * % 2 %

time time

IL8. 4bra Az dbrén hét longitudindlis modus, illetve azok szuperpozicidja lathato
véletlenszert fazis (A) és azonos fazis esetében (B). (Forras: Enoch Small,19912))

3.2.2.1 Kerr-lencsés modusszinkronizdlds

A rovid impulzusok el6allitisdhoz az egyik legelterjedtebb és legkedveltebb
mddszer a Kerr-lencsés modusszinkronizalas?, amely a passziv modusszinkronizalasi
modok kb6z¢ tartozik. A médszer hatalmas elénye, hogy nincs szitkség vezérld
elektronikdra (aktiv modusszinkronizalds) vagy draga telitédé abszorbensre (passziv
modusszinkronizal4s).

A Kerr-lencsés médusszinkronizdlds, ahogyan az a nevébdl is kovetkezik, az
optikai Kerr-effektus jelenségét haszndlja ki, amelynek az a lényege, hogy nagy
intenzitas esetén a kdzeg torésmutatdja intenzitasfiiggd lesz:

n(I)=n, +n,(I)+ ..., (1L.5)
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ahol ny a szokasos, n, pedig a nemlinedris térésmutato.

Tekintettel arra, hogy esetiinkben a lézernyalab intenzitasa a keresztmetszeténél
egy Gauss-fligvénnyel irhaté le, a Kerr-hatds kovetkeztében a  kozeg térésmutatdja
ennek megfelelé torésmutaté profillal fog rendelkezni. Ennek eredményeként egy
plénparalel kozeg egy intenziv impulzussal szemben lencseként fog viselkedni, alacsony
intenzitdsok esetén azonban az — 6nfokuszalasnak nevezett — jelenség nem figyelhet
meg.

A Kerr-lencsés modusszinkronizalasnak két fajtaja van, a hard- illetve szoft-
apertirds modusszinkronizalds. Mindkét esetben a c¢él a folytonos iizemmédd
»elnyomasa” és az impulzus tizemmod feler6sitése. Ennek érdekében a szoft-apertaras
modusszinkronizalds esetében a rezondtort ugy tervezzilk meg, hogy az impulzus
tizemmodban nagyobb legyen az er6sités, mint a folytonos (CW) tlizemmodban. Ebben
az esetben a modusszinkronizalast az egyik rezonatortiikér mozgatasaval inditjuk el; a
kis elmozdulds eredményeként a nyaldb enyhén divergenssé valik és a CW teljesitmény
lecsokken. A tiikdr mozgatasaval ugyanakkor egy ,,zaj” impulzus kezd el kozlekedni a
rezonatorban, amely a 1ézerkristalyban 1étrejové Kerr-hatas kovetkeztében feler6sodik.
Néhany koriilfutast kdvetden egyetlen révid impulzus fog kozlekedni a rezonatorban,

Lelnyomva” a CW miikodést.

intenzitas
[
. Ketr-anyag folytonos
ey ‘
impulzus
awny oy
A rés

I1.9. 4bra A hard-apertiras Kerr-lencsés modusszinkronizalas elve.

A hard-apertirds modusszinkronizalds esetében egy rést helyeziink el a
rezonatorban, amely a folytonos mlik6dés szdmara jelentds veszteséget okoz; impulzus
tizemmodban azonban, tekintettel az 6nfokuszalasra, a nyalab veszteség nélkiil halad at

a résen (ahogyan ez a I1.9. dbréan l4thato).

57



A fotoliaz fotoaktivaciojanak vizsgalata femtoszekundumos tranziens abszorpcios mérések segitségével

3.2.2.2. Diszperziokompenzdlds

A megfelelé6 modusszinkronizacios mddszer megtalaldsa mellett az alkalmas
lézeraktiv anyag kivélasztasa is kulcskérdés a rovid impulzusok eldallitdsahoz. Minél
tobb longitudinalis médust szinkronizalunk, anndl rovidebb a generdlt impulzus, ehhez
pedig — mint az a Av/dv hanyadosbdl kovetkezik — nagy savszélességli 1ézeraktiv
anyagra van sziikség.

Az elmult két évtized talan leggyakrabban alkalmazott 1ézeraktiv anyaga a Ti*
ionokkal szennyezett zafir kristaly (Al,O3), amely széles er6sitési savja (670-1070 nm)
és kedvezd hovezetési tulajdonsigai miatt alkalmas a femtoszekundumos
lézerimpulzusok el6allitisthoz”. A titan-zafir kristaly felfedezése nyitotta meg
gyakorlatilag az utat a femtoszekundumos 1ézerek elterjedése el6tt, alkalmazisdval
ugyanis ,.konnyen” épithetéek akar 10-30 fs-os impulzusu 1ézerek, de sikeriilt 1étrehozni
S fs alatti 1ézerimpulzusokat is**. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 (,,tabletop™)
femtoszekundumos 1ézerek tobbsége kb. 100 fs-os.

Femtoszekundumos impulzusokat azonban csak akkor lehet eléallitani, ha
sikeriil kompenzalni az impulzusnak a rezonatorban levé optikai elemek miatti iddbeni
megnyulésat.

Az optikai elemek torésmutatdja (n) ugyanis frekvenciafliggd (diszperziv),
aminek kdvetkeztében a fazis is frekvenciafliggd lesz:

_oln(w)
9= c

(IL6)

Ha a fazist wy kozépfrekvencia koriil Taylor sorba fejtjiik, szemléletes képet kapunk
azokrél az effektusokrol, amelyek akkor lesznek jelentdsek, ha rovid impulzus halad 4t

egy diszperziv kézegen.

' 1 2 n 1 "
go(a))=¢>(a)0)+(a>~a)0)gp (0)0)4-5(&)—&)0)“(0 (w0)+_6'(w_a)o)3¢ (w0)+---> (H7)
a@ ’ 62@ " 83¢
hol ¢’ ==l , @" = s w, )= y e
ano (0 (a)O) aa) o=, ¢) (CUO) aa)?. o gD ( 0) aa)3 oo,

A fézis elsé derivéltja az impulzus késését jellemzi a vakumbeli terjedéshez képest,
elnevezése csoport késleltetés A(,,group delay”). A rovid impulzusok eldallitasa
szempontjabol leglényegesebb tag a fizis masodik derivaltja, amelyet csoport sebesség

diszperziéonak hivunk (,group velocity dispersion”, GVD). A GVD az
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impulzusterjedésnek azt a tulajdonsagéat jellemzi, amelynek sordn egy (pozitivan)
 diszperziv kozegben a hosszabb hullamhosszak ,.el6resietnek” , a rovidebbek pedig
,Jemaradnak” (II.10. &bra).

’[m(fS)
T
1

i 1 L 1 n 1 L 1
[ 50 100 150 200
)

I1.10. abra a) Egy impulzus megnytlasa diszperziv kézegben. b) Impulzus megnyulasa 10 mm
BK7-es iivegen valé 4thaladds utan. Pirossal dbrazoltam a kozegen vald athaladds utani
impulzushosszat. Jol l4tszik, hogy a diszperzié a 30 fs alatti impulzusok estében okoz jelentds
megnyulést.

A fazis, frekvencia szerinti harmadik derivaltja (,,third order dispersion”, TOD)
az impulzus torzulasat irja le, ez a jelenség a 10 fs koriili illetve alatti impulzushosszak
esetén valik jelentdssé.

A rezonatorban hasznalt optikai elemek altalaban pozitiv diszperziot ,,visznek” a
rendszerbe, aminek kovetkeztében az impulzus idében ,,szétfolyik”. A rovid impulzusok
el6allitisa érdekében ezt a pozitiv diszperziot kompenzalni kell, vagyis olyan optikai
elemeket kell haszndlni, amelyek negativ diszperziét hoznak létre. A diszperzid
kompenzaldsara tobb modszer is 1étezik, az altalunk hasznalt oszcillatorban (I1.11. abra)

egy prizmapar segitségével ,,nyomtuk” megfelelé méretiire az impulzushosszat.

IL11. dbra A prizmds impulzuskompresszor.
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Ahogyan az a II.11. 4bran is latszik a prizmas impulzus-kompresszié soran a
prizmék anyaga (vagyis a torésmutatdja), illetve a prizmék csticsai kozotti /, tavolsagot
ugy valasztjuk meg, hogy a hosszabb hulldmhosszak fézisba keriiljenek a
rovidebbekkel. A prizmas kompresszor alkalmazésaval elért legrévidebb impulzusok

hossza kb. 10 fs-o0s, ez alatti impulzusok eléréséhez méas modszerre van sziikség.

0OC (3%)

Pumpalé 1ézer

K Ti:zafir kristaly
L M

M

I1.12. Abra Az éltalunk hasznalt 1ézer-oszcill4tor felépitése. H: nagy
reflecidju tiikor, P:prizma, M:gémbtilkor, L:lencse, OC:kicsatolotiikor.

A méréseimhez hasznalt pumpa-proba rendszer alapeleme egy hazi épitésii soft-
apertaras Kerr-lencsés médon médusszinkronizalt titdn-zafir 1ézer oszcillator volt (11.12.
abra), amely 80 MHz ismétlési frekvencidval, kb. 25-30 fs-os rovidségli impulzusok

eldallitasara volt alkalmas (11.13. dbra)

Intenzitds

760 780 800 820 840 860
Hulldmhossz

I1.13. abra Az altalunk hasznalt titan zafir 1ézer-oszcillator
kimenete.
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- 3.2.2.3. Regenerativ erdsité

A méréseimhez hasznalt pumpa-proba rendszer fontos eleme egy uUgynevezett
regenerativ erdsitd, amelynek segitségével a titan-zafir 1ézer altal eldallitott impulzusok
energidjat sikeriilt ,,feler6siteni”. A regenerativ erdsité 1kHz ismétlési frekvencia
mellett kb. 0.5 mJ energidji impulzusok eldallitadsara volt alkalmas.

Az ilyen nagy energidji impulzusokra azokhoz a nemlinedris folyamatokhoz
volt sziikségiink, amelyekkel a pumpa-proba rendszer pumpa impulzusait, illetve proba
impulzusait eléallitottuk.

A regenerativ er0sitdé mikodését a kovetkezoképpen lehetne — a végletekig
leegyszerisitett mdédon — Osszefoglalni: a titan zafir oszcilldtor impulzusait egy Q-
kapcsolt 1ézerrel pumpalt, rezonatorba helyezett titan-zafir kristalyba vezetjiik, ami
stimulalt emisszidéhoz vezet. Az igy keletkezett impulzust néhany koriilfutas idejére a
rezondtorban ,,jaratjuk”, ami altal, minden egyes kort kovetden egyre nagyobb energidra
tesz szert. Mintegy tiz koriilfutast kovetéen az impulzust, aminek mér néhany
nagysagrenddel nagyobb az energiéja, kicsatoljuk.

Pumpa-préba rendszeriinkhdz, a Spectra Physics altal gyartott Spitfire
regenerativ er0sitdt hasznaltuk, amelynek pumpéalasa a Spectra Physics Merlin tipusu Q-
kapcsolt, frekvenciakétszerezett Nd:YLF lézerrel (527 nm, 10 mJ, 1kHz, 250 ns,

Merlin, Spectra Physics) valosul meg.

IL.14. abra A kisérletek soran hasznalt Spitfire tipust regenerativ erosito.
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3.2.3 Nem-kollinedris parametrikus erdsit6 (NOPA)

3.2.3.1 Az optikai parametrikus erdsités

Az optikai parametrikus erdsiték (,,optical paramteric amplifier”, OPA)
kozkedvelt fényforrasok az ultragyors jelenségeket vizsgal6 laborokban, hasznalatukkal
ugyanis néhany pJ energiaju femtoszekundumos impulzusokat lehet elallitani széles
hulldmhossztartoméanyon, az alkalmazott frekvenciakonvertald kristalytol fiiggben. A
méréseimhez hasznalt pumpa-proba rendszerbe egy specidlis optikai parametrikus
erdsitét épitettem be, aminek segitségével rovid (~50 fs) impulzusd, az 550-700 nm-en
hangolhat6 pumpa impulzusok alltak a rendelkezésemre. Ezzel a fényforrassal sikeriilt
elkertilném a fotolilz MTHF kromoforjanak gerjesztését, amely korabban hibas
kévetkeztetésekhez vezetett a fotoaktivacié mechanizmuséra vonatkozoan'®.

Az optikai parametrikus erosités az optikai parametrikus generalds egyik
specidlis esetének felel meg. Az optikai parametrikus generdlds (OPG) soran egy
nagyenergiaju o, impulzus egy nemlinedris kristdlyon valo athaladaskor spontdn médon
s, €s o; fotonokra ,hasad”. A folyamat soran teljesiilnie kell az energia- és az
impulzus- megmaraddsnak, vagyis a bemend ¢s a keletkez6 fotonokra teljestilniiik kell a
kovetkezo feltételeknek:
0p= W5t w; - (ILS)
kp=ky+ki, (1L.9)
ahol a p index a ,,pump”, az s a signal, az i pedig az idler-re utal (a konvenciok szerint a
signal nagyobb energiaju, az idler pedig a kisebb energigju fotont jelenti).

A fazisillesztési feltétel nem teljestil automatikusan minden kristalyban, szdmos
kettdstord kristalyban azonban megvalésulhat, ha a pumpanyaldb a kristaly optikai

tengelyével megfelel6 szoget (6

) Zar be.

Ha a nemlinearis kristalyt, amelyben a folyamat megvaldsul, egy rezonatorba
helyezziik, amelyben a parametrikus er6sités nagyobb, mint a veszteségek, a rezonator
egy lézerhez hasonléan ,mikddni” kezd; ekkor beszélink optikai parametrikus

oszcillatorr6l (OPO).
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Optikai parametrikus erdsités valdsul meg, ha a pumpaimpulzus mellé az o

impulzust keverjiik, melynek kovetkeztében w felerésodik a kristalyon vald athaladast

kovetden; a fazisillesztési feltételnek természetesen itt is teljesiilnie kell.

Abban az esetben, ha a bemend pumpa és ,,signal” nyaldb egymassal 0 fokos szoget
zarnak be, kollinedris optikai parametrikus erdsitérél beszElink; ha a pumpa és a
»signal” nyalab o szoget zarnak be egymassal, akkor beszéliink nem kollinearis optikai
erdsitérol (NOPA).

Kollinedris esetben a ,signal” és az ,,idler” impulzusok csoportsebességének
eltérése miatt (,,group velocity mismatch”, GVM) adott 8,, esetén a fazisillesztés €s
egyben az ersités csak egy keskeny hullamhossz-tartomanyban johet 1étre, aminek
kovetkeztében az impulzus nem lesz kelléen rovid (az igy elérhetd legrévidebb

impulzusok a 30-50 fs-os tartoményba esnek).

FT T FrT 1T Tx
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E _
L 9800

c-;»&«lglll!

800

700k

600k
500 L

Signal Wavaﬁength

g ¥

400'="*=*~:|~i¢e§--
b4 26 28 30 32 34 36 38

6 (deg)

I1.15. abra a) A fazisillesztési tartomany a pumpa €s a signal nyaldb altal bezart szog
fiiggvényében BBO esetében (I-es tipsu illesztés). Jol latszik , hogy a 4°-hoz kozeli szogek esetén a
fazisillesztés nagyon széles spektrumon valésul meg. b) A nem-kollinedris fazisillesztés
geometridja. A pumpa és a signal impulzusok egymassal a szdget zarnak be, a keletkez6 idler és a
pumpa altal bezért szog pedig . (Forras: Shirakawa, 1997.)

A nem-kollineéris elrendezéssel elkeriilhet ez a probléma, kis a szog esetén a
fazisillesztés széles hullamhossz tartomanyon megvalosul (I1.15. dbra), vagyis sikeriil
révid impulzust eléallitanunk® 2,

A nemkollinedris elrendezés segitségével sikeriilt atlépni a 20 fs-os hatért, a
legrévidebb (~ 5 fs) NOPA impulzust, diszperzidkompenzalé elemként prizmat és

faziskorrigalo tiikrot (,,double chirped mirror’”) hasznalva.
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3.2.3.2. Fehér fény kontinuum-keltés

Kollinedris és nem-kollinedris optikai erésit6k esetében gyakran az erdsitett
»signal” impulzus egy ugynevezett fehér fény kontinuum.
A fehér fény kontinuum létrehozasa soran a feljebb ismertetett optikai Kerr-effektus
kovetkezményét, az Onfazis-modulacid jelenségét hasznaljuk ki. Nagy intenzitasok
esetében ugyanis — az n(l) =n, +n,(I)+... 5sszefiiggés miatt — az (5) Osszefliggés 4ltal
leirt fazisnak lesz egy nemlinedris tagja is:

D = oLmll) (11.10)
C

Mivel az x irdnyba terjedd impulzus elektromos tere a kovetkez6képpen adhat6é meg:
E(t)cos(wt —kx), (IL11)
ahol £ hullimszdm @n/c -vel egyenld. Nagy intenzitdst nyaléb esetében az elektromos
tér tartalmazni fog egy, a nemlinedris torésmutatd tagtél (ny) fiiggd frekvencia
komponenst is, aminek kdvetkeztében a térer6sség a kovetkez6képpen modosul:
E(t)cos(wt + &t — kx) (IL.12)
ahol ¢ fiigg a nemlineéris térésmutatotol, az impulzus szélességétdl és intenzitasatol,
valamint a kozegben megtett Gttdl. A jelenség kovetkeztében az impulzus spekiralisan
kiszélesedik, igy egy széles spektrumt, fehér fény kontinuumnak nevezett impulzussal

fogunk rendelkezni (I1.17. 4bra).

IL.17. abra Fehér fény kontinuum-keltés (,,white light generation,
WLGQ) egy zafir kristalyban.
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’ 2.3.3. A NOPA gyakorlati megvalésitdsa

Az éltalam a pumpa-proba rendszerbe beépitett NOPA felépitése az alabbi abran
lathat6. Az er6sitébdl kilépd nyaldbot egy féligateresztd tikkorrel kettévalasztottam. Ezt
kovetden az egyik nyaldbot egy 31°%-osra vagott (6,), 0.5 mm-es BBO kristalyba
",fékuszéltam, aminek kovetkeztében sikeriilt frekvenciakétszereznem az alapnyaldbot. A

frekvenciakétszerezett nyalabot a II1.18. abran lathaté mddon egy madsodik hasonld

paraméterekkel rendelkez6 BBO kristalyba tereltem.

300 nm, 50 fs, 1 kHz, 0.5mJ

11.18. abra A NOPA vazlatos elrendezése.

A masik nyaldbot egy zafir kristalyba fokuszaltam, aminek eredménye a fent
emlitett és a I1.17. abran lathaté fehér fény kontinuum. A signal nyaldbként szolgalo
fehér fény kontinuumot egy parabolatiikér segitségével gylijtdttem Ossze, majd egy
késleltets agba tereltem. Erre azért volt sziikség, mert a kék pumpanyalabnak €s a fehér
,,signal” nyaldbnak egy idoben kell a kristalyba érkeznie, hogy az optikai parametrikus

erdsités megvaldsuljon.
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A gyakorlatban a NOPA beallitasa két fazisban valosult meg: az elsé 1épésben
beallitottam az optimalis szdget — a fézisillesztéshez sziikséges szogeket az SNLO nevii
szoftverrel® szamoltam ki —, ennek eredménye az Ugynevezett szuperfluoreszcens
gylri megjelenése a pumpa-nyalab koriil. Ezt kovette az egyenld uthosszak beéllitasa,
amelynek megvaldsuldsa esetében a szuperfluoreszcens gy(rlin egy pontban megjelenik
az erbsitett nyalab (I1.19. dbra) A pumpa-impulzus energidja 8-10 pJ volt, mig az

erésitett nyalab energidja pedig az irodalmi adatoknak megfeleléen 2 pJ kériil alakult.

II.19. abra A pumpa-préba rendszerbe épitett NOPA miikodés kdzben.

Az itt ismertetett nem-kollinearis optikai parametrikus erdsité 100-150 nm-es
hangolast tett lehet6vé. A gyakorlatban a hullimhossz-hangolds a parabolatiikor utan
talalhato késleltetd egység segitségével illetve a pumpa €s a signal impulzus kdzétt szog

enyhe allitasaval valdsithatd meg.
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3.2.4 A pumpa-proba rendszer részletes bemutatdsa

A pumpa-proba mérési elvb6l adéddan a rendszer harom blokkra oszthaté: a
pumpa és a proéba impulzust eléallité egységekre illetve a detektald részre (11.20. &bra).
A pumpa impulzust, az el6z6 fejezetben ismertetett nem-kollinedris optikai erdsitébol a
késleltetd egységbe tereltiik, aminek a segitségével tudjuk a pumpa és a proba impulzus
kozott eltelt id6t beallitani.

A préba impulzust — ami esetiinkben fehér fény kontinuum — egy 1 mm vastag
CaF, lemez segitségével allitottuk eld. Annak érdekében, hogy a fehér fény kontinuum
eléallitasahoz hasznélt nagy energiaju impulzusok ne tegyenek kart a kristdlyban, a
CaF, lemezt egy keretbe fogtuk, amelyet kb. 1 Hz frekvenciaval folyamatosan
mozgattunk. A kristalyban taldlhaté inhomogenitasok miatt a nyalab kristalyba valo
fokuszalasa soran kortiltekintéen kellett eljarni, ellenkezé esetben a keret mozgasaval

szikronban a fehér fény kontinuum ,,vibralni” kezd, vagyis intenzitdsa nem allando.

_|CaF, lemez < /

I1.20. 4bra A pumpa-préba rendszer vézlatos felépitése.
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A CaF, lemezben keltett fehér fény kontinuumot egy prizmapar segitségével
»hyomtuk™ 6ssze ~50 fs-ra (I1.20. abra); az igy kapott kellden rovid impulzusit nyalabot
pedig egy tikor segitségével ketté osztottuk (kb. 50-50 %). A referencidnak tekintett
agat egyenesen a CCD-be (Roper Scientific, SPEC-10) tereltiik, a masik nyalabot — ez a
préba — pedig a mintaba fokuszaltuk.

A mérések elvégzésének elofeltétele — és egyben egy fontos technikai feladat — a
pumpa €s a proba nyalabok térbeli atfedésének megvalositdsa. Az atfedés ellenérzését a
gerjesztd hulldmhossztél fliggben, benzolban oldott okta-etil-porfirinnel valamint
etanolban oldott nile-blue festékkel ellendériztem. Mindkét festék jelentds abszorpcidval
(~100 mOD) rendelkezik a vizsgalt gerjeszté hullamhosszakon. Tekintettel arra, hogy
az altalunk vizsgalt id6tartomanyon az okta-etil-porfirin abszorpcidvéltozasa allando,
segitségével ellendriztem a késleltetd egység parhuzamossagat (I1.21. 4bra). Abban az
esetben ugyanis, ha a késleltetd egységben a nyaldbok nem péarhuzamosak, akkor
nagyobb késleltetések esetén (> 300 ps) a pumpa nyaldb elmozdul a proba nyaldbhoz
képest. Ilyen médon, a megfigyelt abszorpciovaltozds mogott nem egy valds biologiai-

kémiai folyamat 4ll, hanem a nyalabok kozotti atfedés megvaltozésa.

I1.21. 4bra . Az 4dbran a mintatarté valamint a késleltet6 egység lathato.

A mintat tartalmaz6 kiivettat egy korkords és fliggdleges mozgast végzd
mintatartéba helyeztiikk annak érdekében, hogy a pumpa impulzusok mindig ,friss”
fotolidzt gerjesszenek. A minta mozgatasaval ugyanakkor sikeriilt cstkkenteni a fotoliaz

aggregacidjat, ezzel egylitt a szordst.
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I1.22. abra . A pumpa proba rendszer részletes 8sszedllitasa.
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3.3 Adatgyiijtés és kiértékelés

A berendezésben hasznalt CCD segitségével az adatgylijtd szoftver az egyes
hulldmhosszakon, az adott késleltetésnél mért transzmissziot tarolta, ebbdl szamoltuk ki

az abszorpciovaltozasokat, aminek eredménye a AA(A,t) matrix (I1.23. 4bra).

SO0
S
X NIV
////// ",'::/4\, \//
//I/I//“

Wz
//\ % W7 5
1,11/////,,,/,7\ 9 i

AAbsZOrpcio

7, ;t' '
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11.23. abra . AA értéke egy tipikus fotoliaz-mérés soran.

A kapott tranziens abszorpcios adatokat kétféleképpen értékeltiik ki. Mindkét
modszer a globalis analizisnek nevezett kiértékelési eljaras csalddjaba tartozik, melynek
sordan azt az egyszert feltételezést tessziik, hogy az abszorpcid-valtozas alkalmasan

megvalasztott szdmu exponencidlisok Osszegeként kozelitheto a kdvetkezd mddon:

AA(A,1)=> A4, (A, (I1.13)

ahol az 4; az adott a k; sebességi allandéhoz tartozé spektrum (,,decay associated
spectra®, DAS). A globalis analizist a Provencher éltal irt SPLMOD® algoritmus

Matlab plaformra illesztett’', &ltalam tovabbfejlesztett véltozataval végeztiik el (I11.24.
abra).
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11.24. abra A képen az altalam készitett, az adatok analizisét végz6 szoftver feliilete lathatd.

Az algoritmus eredményként az 1-5 exponencidlis feltételezésével elvégzett
tartoz6 illesztések iddallandoit (1/;), az id6éallanddkhoz tartozd spektrumokat (DAS)
illetve a t=0 &s a t=co0 id6khoz tartozo spektrumokat kapjuk meg.

A SPLMOD algoritmus hasznalata mellett a mért tranziens abszorpcids adatokat
minden esetben kiértékeltiik a SVD-analizisnek **** nevezett eljardssal is.

Az SVD (,,singular value decomposition) analizis, mint a neve is mutatja, azt a
jol ismert alapelvet haszndlja ki, hogy egy m x n méretli (m>n) matrix felirhaté harom

matrix szorzataként:

A=U-S-V', (IL.14)

ahol S egy n x n méretli diagonalis matrix, amelynek S; elemei az A sajétértékei
csokkend sorrendben. U egy m x n, V pedig egy n x n méretli matrix.

Jelen esetben a dekompozicidt kovetden U oszlopai a sajatértékekhez tartozod
spektrumokat, V oszlopai pedig a megfelel6 spektrum id6beni valtozasat tartalmazza.
Tobbnyire az elsé négy-6t Sii elem kiilonbozik nullatdl szignifikdnsan, a tobbi a zajt
tartalmazza. A mért abszorbcid-valtozas ilyen médon rekonstrualhatd az elsd négy-6t

sajatérték megtartdsaval (a tobbi S;; elem helyére nullat tesziink).
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I1.25. abra. Az 4dbrén egy nagyon zajos mérés spektrumai és kinetikéja lathato. (A figgdleges tengelyen
az abszorpciévaltozas, a vizsintes tengelyen a hullamhossz, valamint az idé l4that6.) Az SVD algoritmus

alkalmazasaval a zaj nagy rész¢t sikeriilt kisziirni.

Ezaltal lehetévé valik a zaj kiszlrése anélkiil, hogy maga a mért jel
szignifikdnsan megvaltozna (I1.25-27 &bra). A modszer elénye, hogy ilyen médon az
illesztési feladat néhany — maximum négy-6t, a legtobb esetben kevesebb — kinetikai
gorbe illesztésére redukalodik. A ,konvenciondlis” globalis analizis sordn, ezzel

szemben, t6bb tiz, akar tobb sz4z exponencidlisra van sziikség.

I1.26. abra. Az 4bran az el6z6 mérés 6t legnagyobb sajatértékéhez tartozéd spektrumok illetve kinetikai

gorbék lathatok (a piros a legnagyobb, a kék a masodik legnagyobb sajatértéket jelzi).

Az SVD analizis soran az id8allandok megkeresése és a hozzjuk tartozd DAS

spektrumok megkonstrudldsa a kovetkezd egyenletek segitségével torténik:

V=Y ae™, (I1.15)
j=l
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V{f) a V matrix S; sajatértékhez tartozo oszlopa, k; pedig a j. sebességi allando. A k-hez
tartozd DAS spektrum a kovetkez6 képlettel szamithato ki:

DAS (A)=Y.US,a;,

i=1

(1L.16)

ahol U; az U métrix i. oszlopa, s pedig a szignifikans sajatértékek szdma.

spektrumok illetve

11.27. abra. Az 4bran a zajt tartalmazé komponens kiszlirése utin rekonstrualt
kinetikai gorbeék lathatéak. \
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4. Eredmények és kivetkeztetések
4.1 A W382F mutdns

Ahogyan azt a bevezetdben mar emlitettem, a fotoreaktivalds mellett egy
masodik fotoreakcid is végbemegy a fotolidzban, fiiggetlentl attdl, hogy jelen van-e a
szubsztrat, vagy sem. Redukaloszer jelenlétében, lathatod foton abszorpcidjat kovetden
az enzimben végbemegy a fotoaktivacié folyamata, amelynek végterméke a kofaktor
katalitikus, FADH™ forméja. Ez a fotoreakci6 a flavin kofaktor semleges szabad gydk
(FADH®), illetve oxidalt FAD®™ allapotaban is végbemegy. Vizsgalataink targya az E.
coli fotolidzban végbemend fotoaktivacié mechanizmusa volt.

Az E. coli fotolidz 15 triptofanjdnak a redox semleges mutagenezissel
megvalositott fenilanalinre vald cserélésével, kordbban sikeriilt beazonositani a
terminalis elektron donort; a W306 triptofan fenilanalinre cserélése megakadalyozta a
fotoaktivaciét, véltozatlanul hagyva az FADH® gerjesztett 4llapotat illetve a
szubsztratkotést’”. Annak ellenére, hogy a szerkezeti adatok leginkabb az E. coli
fotolidzban az FADH*—W382—W359«W306 elektron transzfer lancot
valdsziniisitették leginkdbb, nem volt kdzvetlen bizonyiték a W382-es és a W359-es
szamu triptofanok részvételére a folyamatban.

Korabbi kisérletek kimutattak's, hogy a W382-es és a W359-es triptofanok
intermedierként vesznek részt az elektron transzfer folyamatban. A folyamat kinetikéja
ugyanis, melynek sordn a kofaktor redukdlasa megvalosul (~30 ps), gyorsabbnak
bizonyult, mint a flavin és a W306-0s triptofan tavolsagabol feltételezett direkt elektron
transzfer. Ennek megfeleléen az elektron transzfer megvaldsulasira a kovetkezd

reakcidmechanizmust javasoltak'®:

1) Elektron transzfer a W382-es triptofanrél a gerjesztett FADH® —re ~30 ps
alatt (R=4.2 A).

2) Elektron transzfer a W359-es triptofanrél a W382-es gyskre (R=5.2 A)
kevesebb mint 10 ns alatt.

3) Elektron transzfer a W306-o0s triptofanrol a W359-es gyokre kevesebb mint
10 ns alatt.

4) Proton kilokddés a W306-os gyokr6l a vizes fazisba ~300 ns alatt.
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3638 (elsésorban a Sancar

A javasolt reakcioséma teljes mértékben eltért a korabbi
csoport altal megfogalmazott) hipotézisektol. Az eltérések valoszintileg abbol adodtak,
hogy az emlitett kisérletekben az alkalmazott 1ézerrel (ahol a gerjesztd fény
hullamhossza 355 nm koriil volt) nem a flavin FADH® &llapotat, hanem az FAD™

allapotot gerjesztették.

I1.28. abra. A fotoaktivéacid javasolt mechanizmusa.

A harom triptofan elektrontranszferben betoltott szerepének vizsgalata érdekében a
triptofdinokat mutagenezissel egyenként egy hasonlé geometridgji, de az
elektrontranszfer szempontjabol inert fenilanalinre cseréltik (W382F, W359F).

8 tisztaztdk a kofaktorhoz

Kollégdimnak a W382F muténson végzett kisérletei’
legkdzelebb allo triptofan (W382) szerepét az elektron transzfer folyamatban, illetve az
FADH®" 4llapot sajat relaxacios idejét.

Az ultragyors 1ézerspektroszképiai kisérletek sordn a 620 nm koriili gerjesztéssel a
fotoliaz tranziens abszorpcidjat a 400-600 nm kozotti, illetve 650-850 nm hullamhossz
tartomanyokon mérték (a 600-650 nm kozotti savban, a gerjesztd fény erds szérodasa

miatt lehetetlen volt a tranziens abszorpcidé mérése).
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4.1.1 Tranziens abszorpcios mérések a W382F mutdnson

A kozeli infravérosben (650-850 nm) sem a FADH®, sem a FADH', sem az
oxidalodott triptofan nem abszorbedl alapallapotban, az abszorpcidvaltozas az FADH®
gerjesztett allapoti (FADH®") abszorpci6janak koszonheté. Ahogyan az a kovetkezd
abran latszik, kézeli infravorosben mind a vad tipus, mind a mutdns (W382F) 250 ps
alatt nulla kozeli értékre relaxalodott, a sebességi allandok azonban lathatéan eltértek
egymastol: a vad tipus esetében a sebességi allando (24 ps)’ koriil, mig a mutans
esetében (80 ps)”’ koriil adédott. A 400-600 nm tartomanyban végzett mérések
gyakorlatilag ugyanazokat a sebességi allandokat adték: (~ 27 ps)™, illetve (~81 ps)™.
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I1.29. 4bra a) Az abszorpciovaltozas kinetikdja 500 és 700 nm esetében; b) A
szamitott aszimptotikus spektrumok a vad tipus és a mutdns esetében. Forras:
Byrdin, 2003'%.

Szembetiind kiilonbség, hogy mig a wvad tipus esetében a kezdeti
abszorpcidvaltozas ~ 66 szazalékkal csokkent a mérés 250 pikoszekundumos idétartama
alatt, addig a W382F esetében tobb mint 90 szazalékkal. Az t=0 idépillanathoz (,,initial”
AA) tartozé aszimptotikus spektrum mindkét esetben nagyon hasonlé alakot 61t: 500 és

580 nm koriil mind a vad tipus, mind a mutdns esetében megjelenik egy cstcs, ami az
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FADH?® alapallapoti abszorpcié kifehéredésével (bleaching) magyarazhat6 (I1.29. dbra).
A spektrumokbol az is latszik, hogy mig 550 nm-nél az FADH®—nek az 500 és 580 nm-
nél mérttel Osszemérhetd abszorpcidja van, a tranziens spektrumban nem l4thatd
kifehéredés. Ez arra utal, hogy ezen a hullimhosszon az FADH® gerjesztett 4llapotanak
550 nm kortil is van némi abszorpcidja, a 420 nm koriil megfigyelt jelentds gerjesztett

allapoti abszorpcié mellett.

4.1.2 Javasolt reakciomechanizmus

A t=o0 iddpillanathoz tartozo (,,resting” AA) aszimptotikus spektrum a vad tipus
esetében az (FADH + triptofan kation szabad gydk) és az (FADH® + semleges
triptofan) spektrumok kiilonbségének felel meg'®®. Ez a spektrum viszont nem
figyelhet6 meg a mutans esetében, ami arra utal, hogy nem jon létre elektrontranszfer,
vagyis a W382-es triptofan az elsddleges elektron donor. Ennek megfeleléen a mutans
esetében megfigyelt (80 ps)'1 koriili sebességi allandé az FADH®" sajat relaxacios

idejének felel meg.
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I1.30. abra A W382F mutanson végzett kisérletek soran sikeriilt meghatérozni az [

és I, folyamatok sebességi allandéit: ~80 ps illetve ~45 ps.

A vad tipusnal megfigyelt relaxdcios id6 ennek megfelelden két kompetitiv

folyamat — az FADH®" allapot elektrontranszfer kovetkeztében megvalosulo, illetve

srer

sajat relaxacidjanak — eredménye. Ennek megfeleléen a vad tipusnal megfigyelt 26-29

77



A fotolidz fotoaktivacijanak vizsgélata femtoszekundumos tranziens abszorpcids mérések segitségével

pikoszekundumos relaxacids id6bdl az kovetkezik (sajat méréseim sordn tobbnyire a
sebességi alland6 (28-29 ps)™ koriil adodott), hogy az elektron transzfer mintegy 38-45
ps alatt megy végbe.

4.2 A W359F mutdans

4.2.1 Tranziens abszorpcibs mérések a W359F mutdnson

Méréseim soran a W359-es triptofdnnak a fotoaktivdcidhoz vezetd
elektrontranszferben betoltott szerepét vizsgaltam. Ennek érdekében tranziens
abszorpciés méréseket végeztem mind a vad tipuson, mind a W3S59F mutanson,
amelyben a W359-es triptofant a hasonlé geometriaju fenilanalinre cseréltik. A vad
tipuson végzett méréseket nem feltétleniil lett volna sziikséges megismételni, de
tekintettel arra, hogy az el6z6 fejezetben ismertetett mérések egy masik pumpa-préba
rendszerrel*’ késziiltek, az Osszehasonlithatdsag érdekében mind a vad tipuson, mind a

W359F mutanson elvégeztem ugyanazt a kisérletsorozatot.

AAbszorpci6 (107)

0 20 40 60 80 100 120 140
t (ps)

IL.31. 4abra. Az abszorpcidvaltozas kinetikdja mutdns és vad tipust fotolidzban
(kis kép) 680 nm-en.
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A kisérleteket ezuttal is két részletben végeztik: a 420-590 nm kozotti tranziens
abszorpcidés mérésekhez 620 nm-es pumpa impulzust alkalmaztunk, a 630-700 nm
kozotti  tartomanyban végzett mérésekhez pedig 550 nm-es pumpaimpulzust
hasznéltunk. A 630-700 nm-en kapott eredményeket vizsgalva rogton feltiinik, hogy a
mutans esetében az abszorpcidvaltozas kinetikdja egyezést mutat a vad tipusban
megfigyelttel. A I1.31. abran lathat6 esetben a vad tipus sebességi allandoja (~27 ps)™,
mig a mutdnsban (~29 ps)™ .

Mivel ezen a tartomanyon az abszorpcidvaltozast csak az FADH®" 4llapot
befolyasolja, a sebességi allandok egyezésébdl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a
mutans W359F fotolidzban a gerjesztett flavin kofaktor a vad tipusndl megismert
moédon, vagyis elektron transzferrel relaxalodik.

A masik tartomanyt (420-470 nm) vizsgalva, ahol fotoindukalt abszorpci6 1ép fel
az enzimben, mind a vad tipus, mind a mutans esetében hasonlé kinetikét figyelhetiink

crer

(IL.32. 4bra).
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AAbszorpci6é

2,5x10° -

2,0¢10° |-

2,0x10° |-

AAbszorpcié

1,6x10° |

1,0x10°

5,0x10*

0Lt " ] . I ) ] L ! ) ! . ] ) . i
0 20 40 60 80 100 120 140 160

t (ps)

I1.32. abra Az abszorpciovaltozas kinetikdja mutdns és vad

tipusu fotolidzban (kis kép) 434 nm-en.
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A 470-590 nm tartoményban a relaxaci6 élettartama az el6zdekhez hasonldan
mind a vad tipus, mind a mutns esetében ~30 ps. Feltiing kiilénbség azonban, hogy

amig a vad tipusban 150 ps utén is marad abszorpciokiilonbség, ez a mutdns esetében

gyakorlatilag teljesen elttinik (lasd 11.33. abra).
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I1.33. abra. Az abszorpciévaltozds kinetikdja a vad tipus (kék) és a mutans
esetében (fekete). Pirossal 4brazoltuk az izobesztikus pontban mért

abszorpciovéltozast.

A vad tipus ¢és a W359F muténs tranziens spektrumait dsszehasonlitva jél
latszik, hogy mindkét mintdban fotoindukalt abszorpci6 1ép fel a 420-460 nm, az 520-
580 nm tartomanyban, illetve a 630-700 nm tartoményban (a 11.34. 4dbran ez utdbbi
tartomanyt nem tiintettik fel). A W382F mutdnshoz hasonldan kifehéredést
figyelhettink meg a 480-530 nm tartoményon. A W382F mutdnshoz és a vad tipushoz
képest eltérés mutatkozik 560 nm-en, ahol a W359F mutdnsban erdsebb az indukalt
abszorpcié, mint a megeléz§ esetekben. Ennek oka valosziniileg a FADH kofaktor

izoalloxazin és adenin kornyezetének enyhe megvaltozasa.
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A tranziens spektrumokat vizsgalva a legfeltinébb kiilonbség a 145 ps esetén
mért spektrumok, illetve a globalis illesztéssel szamitott t=co aszimptotikus spektrumok
esetében figyelheté meg.

A vad tipus tranziens spektrumait elemezve latszik, hogy a 145 ps-os mérési
ablakban a minta gyakorlatilag felveszi a t=c0 id6pillanathoz tartozé ,,nyugalmi” vagy
,végsd” spektrumot (ez a I1.34. dbran beliili kis abra pirossal abrazolt spektruma). A
korabbiakban ismertetettnek megfeleléen ez a ,,végséd” spektrum feleltetheté meg az
FADH W*" allapotnak. A muténs esetében ez a spektrum azonban hidnyzik (I1.35
abra): a 145 pikoszekundumos késleltetés esetén mért abszorpciovaltozds (ennek
megfelelden a ,,végsd” aszimptotikus spektrum is) a vizsgalt spektralis tartomanyon

gyakorlatilag nulla.

A ger'jesziett ajllapc;t ettt WT
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R X / % T \ ] J
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e zr { . 1
S
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2
S 7T ]
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11.34. abra Vad tipusu fotolidz tranziens abszorpcids spektruma kiilonboz6
késleltetések esetén. A kis dbran pirossal abrazoltuk az FADH W*" allapotnak
megfeleltethetd aszimptotikus, t=c0 ,,végs6” spektrumot. Kékkel tiintettiik fel a
1=0, ,.kezdeti” aszimptotikus spektrumot.
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4.2.2 A reakciomechanizmusra vonatkozé kovetkeztetések

A kinetikai eredményeket és a tranziens spektrumok kapcsidn megfigyelteket
egybevetve a kovetkez6 megéllapitdasokat tehetjiik: a ~ 30 ps relaxaciés id a
toltésszétvalasztas létrejbttére utal, ellenkezd esetben a W382F mutans fotolidz esetében
megfigyelt 80 ps korili relaxacidés id6t kellett volna visszakapnunk. A t=oo
ido6pillanathoz tartozd spektrum, a W382F esetében megfigyeltekhez hasonléan az
FADH W*" allapot hidnyéra utal a W359F-ben. Osszegezve tehat, a kapott eredmények
arra utalnak, hogy bar az elsddleges transzfer 1épés a W382-es triptofanrdl a flavin
kofaktorra megtorténik, a flavin nem marad a kétszeresen redukélt FADH™ allapotban,

vagyis a kezdeti toltésszétvalasztast kovetben egy gyors toltés-visszarendezddésnek kell

bekovetkeznie.
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I1.35. abra W382F mutans fotolidz tranziens abszorpcids spektruma
kiilonbozd késleltetések esetén. A ,kezdeti” t=0 aszimptotikus spektrum (kis
abra, kék) megegyezik a vad tipusnal tapasztalttal, a ,,végsé” spektrum (kis
dbra, piros) azonban eltér, nem jelenik meg az FADH W*' allapotnak

megfeleltethetd spektrum.
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A 11.30. abran lathaté reakciémechanizmust leird differencidlegyenletrendszer
megoldésaval, illetve a mérések sordn kapott sebességi allandok behelyettesitésével
sikeriilt megbecsiilniink ennek a tdltésrekombinacionak a fels6 hatarat.

Az izobesztikus pontban (468 nm) az abszorpci6 valtozas minden idépillanatban
kisebb, mint az abszorpcidvaltozds maximumanak (504 nm) 5%-a. A vad tipuson
végzett korabbi méréseinkbél tudjuk, hogy a 468 nm-en megfigyelt FADH W*" —

16 ennek

FADH® abszorpcidvaltozas az 504 nm hullimhosszon mért érték 76%-a
megfeleléen az FADH W*" allapotnak megfeleltetheté abszorpciévaltozis az 504 nm-
en mért érték ~6.5 %o-a.

A reakcioséma a kovetkez6 csatolt differencial egyenletrendszerrel irhatd le:

de .
TRDHT (kv K, ) e
i I TR iy AL.17)
CFADH’W‘+
T = leFADH - k’”’cFADH‘W'+ (IL.18)
dc
FADH® _
dt = KpCrappre T km’CFADH’W” L.19)

Ha a t=0 id6pillanatban a teljes populaci6 az FADH'* dallapotban van, vagyis

(0)=1, az FADH W382°*" 4llapot betsltsttsége az aldbbi médon szamithatd :

CFADH.*
c (t) — kl' (e—(kl—kzb)’ _ e_kub‘)
FADH'W'+ k]]b - (k[ + k[b) (1120)

Figyelembe véve, hogy k=(45 ps)” és kz=(80 ps)' , hogy ha az allapot maximalis
koncentracioja < 0.065, akkor a fenti képletbél a sebességi alland6 kyz>(4 ps) ', vagyis
a toltésrekombinacié sebessége <(4 ps)™.

Az FADH allapot 1étrej6ttének a mar ismertetett elektrontranszfer folyamaton kiviil
két tovabbi oka is lehet:

i) A triptofan kicserélése fenilanalinra az enzim olyan szerkezeti mddosulésdhoz
vezetett, amely megakadalyozza a hatékony elektron transzfert, igy csak az I folyamat

valdsul meg 30 ps alatt.

83



A fotoliaz fotoaktivacidjanak vizsgalata femtoszekundumos tranziens abszorpciés mérések segitségével

Elméletileg elképzelhetd, hogy a W359F mutdnsban az FADH® és a W382
pozicidja, illetve mikrokdrnyezete oly mértékben valtozott, hogy nincs méod a hatékony
elektrontranszferre. Ebben az esetben azonban nehezen magyarazhaté az a megfigyelés,
esetében is ugyanaz az érték (~30 ps). EbbS] ugyanis az kivetkezne, hogy a W359F
mutans esetében az II, folyamat sebessége szignifikdnsan gyorsabb, mint a W382F
mutdns esetében mért id6éallandé (80 ps). Az FADH'* allapot feltételezett 30 ps-on
beliili lecsengése ellentmond tobb flavoprotein esetén mért 80 ps-hoz kozeli
értékeknek®’. Egy kozel kétszeres eltérés az eddig tapasztalt idéallanddktol viszonylag
valoszinitlennek latszik. A 80 ps koriili id6allandod azért is valdszinGsithetd, mert a
flavin kofaktortol tavolabb 1év6 triptofan modositasa kisebb valtozassal jart a flavin
kérnyezetében — ahogy ez az abszorpcios gdrbékbdl lathatd (11.36. 4dbra) — mint a

W382-es triptofan cseréje.

0,75

0,50

Abszorpcid

0,25

0,00 . L =
450 500 550 600 650 700

Hullamhossz (hm)

I1.36. 4bra A vad tipusi, a W382F és a W359F muténs fotolidzok abszorpcios
spektruma. Jol lathat6, hogy a triptofdncsere nem okozott jelentds szerkezeti

valtozast (killondsen a W359F esetében nem).
i) A vad tipusu fotolidzban az elektrontranszfer nem az eddig elképzelt moédon
zajlik, hanem a ,,superexchange” mechanizmussal, amelyben a W382-es triptofan egy

virtualis intermedier.
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Az FADH™ és a W306 kozotti elektrontranszport elviekben megvalosulhat egy
virtudlis hid segitségével, ,,superexchange” Gtjan is. Ez azonban csak akkor lehetséges,
ha az intermedier 4llapot magasabb energiaszintet jelent, mint a donor allapoti*’. Ez a
feltétel esetiinkben azonban nem teljesiil, az FADH W382*" (~-500 meV) allapot
energidja ugyanis jelent6sen kisebb, mint az FADH"* donor éllapot energidja'® ** Y Az
FADH™* W306-0s triptofdnon keresztiil valé redukaléddsat modellezd szamitdsok
szerint a ,,superexchange” ~ 1us alatt torténik meg a legkedvez6bb esetben, ez azonban
4-5 nagysagrenddel lassabb a kisérletileg megfigyelt értéknél. Mindezt egybevetve
kizartuk annak a lehet6ségét, hogy a vad tipusban a FADH W382°" csak egy virtualis

allapot, és ezért nem volt megfigyelhet6.
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4.3 Osszefoglalas

Tekintettel arra, hogy a vad tipust fotolidzban kiilsé redukalészer jelenlétében
végbemegy a fotoaktivacio, illetve az ehhez sziikséges elektrontranszfer folyamat, arra
kovetkeztethetlink, hogy a masodlagos elektrontranszfer sebessége megegyezik a
toltésrekombinacid sebességével, vagy akar gyorsabb annal.

Abbol a becslésbol, hogy a t6ltés rekombinacio (IIy,) <4 ps alatt valdsul meg, az
kovetkezik, hogy a Il-es folyamat sebessége hasonld nagysagrendl, vagyis mintegy
héarom nagysagrenddel gyorsabb, mint a korabban becsiilt 10 ns-os felss hatér'®. Ez arra
utal, hogy a vad tipusban az FADH W382°" 4llapot nincs jelen minden idépillanatban,
ami egyuttal arra is utal, hogy a ~30 ps alatt 1étrejové fazisban a pozitiv t6ltés ink4bb a

W359 és/vagy a W306-as triptofdnon helyezkedik el, nem pedig a W382-es triptofanon.
45

FAD W359 W306

I1.37. abra A fotoaktivacid mechanizmusa a W359F mutanson végzett mérések

eredményeinek ismeretében.

‘eredményeit tehdt a kovetkezokben lehet Osszegezni:
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Osszegzés

I1. Osszegzés

Az értekezés két egymastol eltérd bioldgiai folyamattal foglalkozik. Az elsd
részben az izommiikddés két kulcsfehérjéje (az aktin és a miozin) kozotti kolcsonhatéas
vizsgélata volt a cél, mig a masodik részben a fotolidz nevli enzim miikodésének egyik
jellemz6 folyamatdt, a fotoaktivaciét tanulméanyoztam. A két rész kozotti legfébb
kapocs az a kozos koncepcid, hogy a fehérjék alkotéelemeinek mozgasai befolyasoljak
azok funkcidjat. A funkciondlis fehérjedinamika mellett a két blokkot ugyanakkor
Osszekoti a valasztott vizsgélati modszer, az optikai spektroszkopia is, amely a
biofizikai kutatiasok egyik legkedveltebb mddszere.

Az értekezést gy épitettem fel, hogy a biologiai eredmények mellett be
kivantam mutatni azt a fluoreszcencia spektroszkopiai é€s tranziens abszorpcids
spektroszkdpiai ,,arzenalt” is, amellyel a fehérjedinamikai tulajdonsidgok eredményesen
vizsgalhatoak. Ez a bemutatas természetesen tdvolrdl sem teljes kord, elsésorban azokra
a moddszerekre koncentraltam, amelyekben metodikai fejlesztéseket hajtottam
(hajtottunk) végre.

Ennek megfeleléen Az aktomiozin komplex dinamikdjanak vizsgalata
fluoreszcencia spektroszkopiai médszerekkel cimii részben bemutattam két altalunk
kifejlesztett és sikerrel alkalmazott fluoreszcencia spektroszkdpiai modszert, amelyek
segitségével néhany nanométeres tavolsagok mérhetéek, valamint karakterizalhat6 a
fehérjék fluktuacidja (és az ezzel kapcsolatban allo flexibilitas.) A két modszert sikerrel
alkalmaztuk az aktin és a miozin kolcsonhatasanak jellemzésére az izomkontrakcio
soran.

A fotolidz fotoaktivaciojat vizsgadld részben, a mechanizmusra vonatkozo
konkrét megfigyelések mellett bemutattam azt a miszeres €s szoftveres fejlesztést,
amely lehetdvé tette a vizsgalatok elvégzését és kiértékelését. A fotolidz szelektiv
gerjesztéséhez sziikségiink volt egy hangolhaté femtoszekundumos fényforrasra. Ennek
érdekében egy nemkollinedris optikai er6sitét allitottam Ossze, amelyet sikerrel
alkalmaztam a tranziens abszorpcids mérések soran. Az altalam irt felhasznalobarat
szoftverrel pedig az adatok kiértékelését sikeriilt Iényegesen leegyszertsiteni. Ezeknek a
metodikai és miszeres fejlesztéseknek segitségével sikeriilt részletesen jellemeznem az

E. coli fotolidz fotoaktivacidjat.
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