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1. Roviditések jegyzéke

2XYT  kétszeres élesztOkivonat (Yeast) és tripton tapoldat

A abszorbancia

Bis-Tris bisz-(2-hidroxietil)-amino-trisz-(hidroximetil)-metan

CAPS  3-(ciklohexilamino)-1-propanszulfonsav

CD cirkularis dikroizmus

D deutérium

DEAE dietil-aminoetil

DNS dezoxiribonukleinsav

EDTA etilén-diamin-tetraacetat

EGTA etilén-glikol-tetraacetat

ELISA enzimhez kotott ellenanyag-vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent assay)
Fn fibronektin

FPLC  gyors fehérje-folyadékkromatografia (fast protein liquid chromatography)
FTIR Fourier transzformacios infravoros (infrared)

He-Ne  hélium-neon

HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

Ig immunoglobulin

IPTG izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid

IR infravoros (infrared)

LB lizogén tapoldat (lysogeny broth) masik nevén Luria-Bertani tapoldat
MCT higany-kadmium-tellar (mercury-cadmium-telluride)

Ni-NTA nikkel-nitrilo-triacetat komplex

NMR  magmagneses rezonancia (nuclear magnetic resonance)
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optikai denzitas

nyomas (pressure)

poliakrilamid-gélelektroforézis

deutériumion kitevé (pondus)

relativ centrifugalis er6 (relative centrifugal force)
fordulat/perc (revolutions per minute)

natrium (sodium)-dodecil-szulfat

hémérséklet (temperature)

trifluoroetanol

trisszel pufferelt sooldat (tris-buffered saline)

trimetilamin N-oxid

Aminosavak roviditései:

Alanin A Izoleucin
Arginin R Leucin
Aszparagin N Lizin
Aszparaginsav D Metionin
Cisztein C Prolin
Fenil-alanin F Szerin
Glicin G Tirozin
Glutamin Q Treonin
Glutaminsav E Triptofan
Hisztidin H Valin
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2. Bevezetés

A fehérjék az €10 szervezetben fontos funkcidkat betdlté makromolekulak,
melyeknek vannak altalanos, minden fehérjére jellemz6 és egyedi tulajdonsagaik is. A
kiilonbozé funkciok betoltésének gyakran elengedhetetlen feltétele a megfeleld
fehérjeszerkezet kialakuldsa. A homérséklet és a pH megvaltozasa, a szerves és
szervetlen denaturalé szerek jelenléte koztudottan befolyasoljak a fehérjék szerkezetét.
A nyomads a hdmérséklettel egyenrangu termodinamikai paraméter, amelynek valtozasa
szintén hat a fehérjék szerkezetére, de ezt mégis sokkal ritkabban vizsgaljak. Ennek okai
a nyomas-kisérletekkel kapcsolatos technikai nehézségek, valamint az, hogy a nyomas
altal indukalt szerkezetvaltozadsokhoz a fiziologids tartomanyon kiviil esd, sokszor igen
magas nyomasértékek sziikségesek. A fehérjék tulajdonsagairdl azonban azaltal is
tobbet megtudhatunk, ha az ¢él6 szervezetétdl eltéré fizikai paraméterek kozott
vizsgaljuk azokat. El0szor 1914-ben Bridgman ko6zolt eredményeket a nyomas
novekedés fehérjére gyakorolt hatasarol (1). Kisérleteiben azt tapasztalta, hogy a
tojasfehérje nagy nyomason (szobahdmérsékleten) is koagulalodik, azonban az nem volt
egyértelmil, hogy ez a latszatra hasonld koagulacidé valoban ugyanolyan természetii-e,
mint ami f6zés soran bekovetkezik. A nagy nyomas fehérjékre kifejtett hatdsanak
vizsgélata hosszabb sziinet utan az 1990-es években indult Gjra, azoéta kutatjadk a
kiilonboz6 alkalmazasi lehetéségeket is. Ezek kozé tartozik pl. a fehérjeaggregatumok
(illetve 1inkluzios testek ¢€s amiloidok) disszocialasa. Kiilonféle ¢élelmiszeripari
technologidkban is alkalmazhat6 a nagy nyomads, pl. az enzimaktivitds mddositasara
vagy a mikroorganizmusok inaktivalasara (2). Ezen kiviil hasznalhat6 a viralis
oltdanyagok eldallitasa soran is, valamint fagyasztas soran képes megvédeni az emlds
sejteket a karosodastol. Az utobbi évek felfedezése, hogy viszonylag alacsony nyomast
kezeléssel a sejteket ,.edzeni” lehet. Igy pl. a nyomaskezelést ti11él6 mikroorganizmusok
ellenallébbak a tovéabbi élelmiszertechnologiai kezelésekkel szemben, illetve egyes
nyomaskezelt novényi magoknak magasabb a hozamuk (3).

A nagy nyomasu kutatasokba bekapcsolodva foéleg infravords illetve kisebb
részben fluoreszcencia spektroszkopiaval vizsgaltam néhany kivalasztott fehérje

tulajdonsagait kiilonboz6é nyomas és hdmérséklet értékek mellett.
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2.1 Afehérjék felépitése

A fehérjék aminosavakbol felépiilé bioldgiai makromolekuldk. A linearis
polimer lancot 20 féle aminosav alkothatja, amelyek peptid kotéssel kapcsolddnak
egymashoz (1. abra). Ezek a peptid kotések hozzak 1étre a molekula vazat. A fehérje
molekulakat altalaban 100 — néhany 100 aminosav alkotja, de pl. a teljes titin molekula
tobb mint 38000 aminosavbol all.
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1. abra A peptid kotés kialakulasa

2.1.1 Afehérjeszerkezet szintjei

A fehérjék szerkezeti vizsgalatanal az alabbi szinteket kiilonboztetjiik meg (2. abra):

> Elsddleges szerkezet: a fehérje szekvencidja, a fehérjét alkotod
aminosavak sorrendje a lancban.

> Masodlagos szerkezet: a fehérjelanc hidrogénkotések altal kialakitott,
altalaban rovidtav(, 10-20 aminosavra kiterjedd rendezettségét irja le. A kialakitott
szerkezet leggyakrabban helikalis vagy lamellaris struktura.

> Harmadlagos szerkezet: a méasodlagos szerkezeti elemek altal kialakitott
térbeli alakzat, amit Van der Waals kolcsonhatasok, hidrogénhidak, t6ltétt aminosavak
kozotti ionos kotések és cisztein aminosavak kozott kialakulé diszulfid hidak
stabilizalnak. Ezek a szekvencidban egymastol tavol esd, de a térszerkezet kialakuldsa
soran egymashoz kozel keriilt aminosavakat kotik dssze.

> Negyedleges szerkezet: tobb kiilonalld fehérjelancbol felépiild fehérjék

esetén beszélhetiink rola, az alegységek egymashoz rendezédése alakitja ki.
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2. abra A fehérjeszerkezet szintjei a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
példajan.
a) elsodleges b) masodlagos ¢) harmadlagos d) negyedleges szerkezet

A fehérjéhez kotddhetnek nem fehérje természetii molekulak is (pl. fémionok),
amelyek befolyasoljak a szerkezetet. Ezeket, ha erdsen kotddnek prosztetikus
csoportnak nevezziik. A peptid kotés koriil nem, azonban a molekula gerincét alkotd
tobbi kotés koriil a rotacid megengedett. Aminosavanként két rotacios lehetéség van,
emiatt a fehérjelancnak elméletileg sokféle konformacidja alakulhat ki. A sok
konformacio koziil csak néhany stabil, amelyeket a kovetkezd csoportokba sorolhatunk:
nativ, koztes (intermedier) és denaturalt allapotok.

Nativ szerkezet esetén a fehérje biologiailag aktiv, képes a feladatat elvégezni
(pl. enzimaktivitast mutat). Altalaban ennél a konformacional a legalacsonyabb a
szabadentalpia és ennél a legmagasabb a masodlagos kotések szama. Nativ allapotban
a fehérje apolaris oldallancai a fehérje belsejében talalhatok, a poléris oldallancok a
molekula kiilsd felszinén a vizzel és egymassal hoznak 1étre hidrogénhidakat.

A koztes (intermedier) allapotnak tobb fajtdja lehetséges. Itt altaldban a
harmadlagos szerkezet rendezetlen, a masodlagos szerkezeti elemek egy része
megtalalhat6. Az intermedier allapot egyik formdja az ,,0lvadt gombdc”, amelynek
topologidja a nativ szerkezethez hasonlo, azonban ,,0lvadt” jellegii, vagyis nincs merev

harmadlagos szerkezete, az oldallancok nem illeszkednek szorosan egymashoz (4).

8
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A denaturalt konformacidkban a fehérje egyaltalan nem, vagy a nativhoz képest
csak nagyon kevés masodlagos szerkezeti elemet tartalmaz, kitekeredett allapotban van.

A fehérjék denaturdcidja gyakran oldhatésaguk csokkenéséhez majd
aggregatumok keletkezéséhez vezet. A fehérjék aggregalddasa soran a molekuldk foleg
intermolekularis hidrofob  kolcsonhatasok altal kapcsolodnak Gssze, nagyobb
részecskéket hoznak létre. Ezek lehetnek rendezetlenek (amorf aggregatum), de
bizonyos koriilmények kozott béta redokben gazdag linearis aggregatumok (amiloidok)

is keletkezhetnek.

2.1.2 Afehérjék masodlagos szerkezete

Infravords spektroszkopidval elsésorban a fehérjék masodlagos szerkezetét
tudjuk vizsgalni, ezért ezeket a szerkezeti elemeket részletesebben ismertetem. Az
aminosavakat &sszekapcsold peptidkotés altalaban merev, azonban az alfa szénatom
(C,) melletti két kotés koriil a molekula elfordulhat. Az elfordulas a @ (CN- C,C) és ¥
(NC,-CN) torzios szogekkel jellemezhetd (1. abra). A peptidlancok konformacidja a
peptidsikok egymashoz képest torténd elfordulasatol fiigg. A Ramachandran diagram
abrdzolja az alfa szénatom koriili forgasszogek megengedett értékeit, egymas
fiiggvényében (3. abra). A megengedett tartomanyokhoz masodlagos szerkezeti elemek
rendelhetdk, melyeknek két legfobb tipusa a helikalis €s a lemezes struktira.

A leggyakoribb helikalis szerkezet az alfa hélix. Menetenként 3,6 aminosavat
tartalmaz, a hélix emelkedése aminosavanként 1,5 A. Az n-edik oxigénatom és az n+4-
edik nitrogénatom kozott hidrogénhid talalhato. Az alfa hélix stabil, energetikailag
kedvezd, ezért gyakori szerkezeti elem. Egy elem atlagosan 3 menetbdl all, az
oldallancok kifel¢é allnak.

A hélixek egy masik fajtaja a ritkdn, tobbnyire alfa hélixek utols6 fordulataként
eléforduld 339 hélix. Ebben teljes fordulatonként 3 aminosav talalhato, a
hidrogénkotések pedig 10 atomot fognak kozre. A hidrogénhidak az n-edik aminosav
oxigénje ¢s az nt+3-adik aminosav nitrogénje kozott talalhatok. Ezek a hidrogénhidak
torzultak, a szerkezet energetikailag kedvezdtlen, ezért ritkan fordul eld.

A 7w hélixes szerkezeti elemek menetenként 4,4 aminosavat tartalmaznak,
menetemelkedésiik 1,2 A aminosavanként. A hidrogénhidak az n-edik aminosav

oxigénje €s az n+5-6dik aminosav nitrogénje kozott talalhatok.
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A hélixek altalaban jobb menetesek, a balmenetesek az oldalldncok iitkdzései
miatt energetikailag kedvezdtlenebbek. Ritkan balmenetes hélixek is 1étrejonnek, ilyen
pl. a poliprolin II hélix (poly P). Ennek emelkedése aminosavanként 3,1 A,

hidrogénhidakat nem tartalmaz. El6fordulhatnak balmenetes a hélixek (La) is.

180° . =
I
poly] |
p P
Ad A
’ 7 )
/ Lt
J v
g% / M
\\‘:___J... ~J
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===\
\s-_” l
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__________ J
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3. abra Vazlatos Ramachandran diagram, a masodlagos szerkezeti elemek
kialakulasa a torzios szogek fiiggvényében ((5) alapjan)

Béta lemezek esetén a nyujtott polipeptid lancok egyméssal parhuzamosan
helyezkednek el. A lancok iranyultsaga szerint létezik parallel, antiparallel és vegyes
lemezes szerkezet.

Parallel lemez esetén a lancok azonos iranyba futnak, a hidrogénhidak
egyenletesen helyezkednek el, az egymas utdni C, atomok kozotti tavolsag 3,2 A. Az
ellentétes iranyultsdgi lancokbol all6 antiparallel lemezek esetén a hidrogénhidak
elhelyezkedése kevésbé szabélyos, a C, atomok tavolsiga nagyobb, 3,4 A. A lancok
kissé csavarodnak, a béta lemezekben gyakran balcsavar van. Az oldallancok
valtakozva a lemez két oldalan kifelé allnak.

Gyakran el6forduld elem a béta kanyar, ami olyan nem helikalis tetrapeptid rész,

amelynél az elsd és negyedik C, atom tdvolsdga 7 A-nél kisebb. Az elsé aminosav

10
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oxigénjét ¢€s a negyedik aminosav nitrogénjét hidrogénhid koti Ossze, a masodik
aminosav gyakran prolin.

A kanyarodasra egy masik lehet0ség a y kanyar, ami egy olyan tripeptid rész,
ahol az els6 és az utolsd aminosav kozott talalhatd hidrogénhid.

Ezeken kiviil eléfordulnak még felszini hurkok, nem szabalyosan feltekeredett

coil szerkezetek, és szerkezet nélkiili random coil részek.

2.2 Infravoros spektroszkopia

Az infravoros spektroszkdpia a molekuldk rezgéseinek gerjesztésén alapul. Az
ehhez sziikséges energia az elektromagneses sugarzds 800 nm—1 mm-es hullamhossz
tartoményaba esik.

A molekuldk allandéan mozgasban vannak, ¢ mozgasoknak harom jellegzetes

tipusa van:
> transzlacid: a molekula atomjai azonos sebességgel egy iranyba haladnak
> rotacid: a molekula adott tengely koriil azonos szogsebességgel forog
> vibracid: az atomok egymdashoz képest rezegnek

A transzlacio és rotacid kevesebb energiat igényel, ezeknél a mozgasoknal az
atomok kozotti tavolsagok és szogek valtozatlanok a molekuldaban, mig vibracié soran

az atomok kozotti tdvolsagok €s sok esetbe a szogek is valtoznak.

Egy N atombol all6 molekulanak 3N-6 (linearis molekula esetén 3N-5)
fliggetlen rezgése van (normalrezgés). A haromszoros szorzo6 a tér harom iranyabol (X,
Y, Z), a -6 abbdl a 3+3 esetbdl adodik, amikor az egész molekula egy iranyba (X, Y, 2)
mozdul el (transzlacid) vagy egy térbeli tengely (X, Y, z) koriil forog (rotacid). A rezgés
sordan az Osszes atom ugyanazzal a frekvencidval, azonos vagy ellentétes fazisban, és
tobbnyire kiilonb6zé amplitadéval rezeg. Egy atom elmozduldsa a molekula Osszes
tobbi atomjara hat, de minél tavolabb vannak egymastol, annal kisebb mértékben. Az
infravords spektrumban altaldban molekulanként kevesebb, mint 3N-6 rezgést tudunk
megkiilonboztetni. Ennek a kdvetkezd okai lehetnek:

> szimmetria okok miatt azonos normalfrekvenciak jonnek létre

> a rezgés nagyon kis intenzitasu

11
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> nem minden rezgés IR aktiv

Az IR aktivitas feltétele, hogy a rezgés soran a molekula dipélus momentuma
valtozzon. A sugarzas csak akkor képes megrezegtetni a molekulat, ha annak toltései a
rezgés soran atrendezddnek.

A rezgési savok szamat novelhetik a felhangok illetve a kombinéacios és
differenciasavok, azonban ezek altalaban kis intenzitasuak.

A rezgések lehetnek vegyértékrezgések, amikor két atom kozotti kotés nyulik
vagy rovidil, illetve deformacios rezgések, amelyek soran a vegyértékszog valtozik.
Mindkét tipust rezgés lehet Szimmetrikus vagy antiszimmetrikus. A deformacios
rezgések lehetnek sikbeli (0ll6z6 és kaszalo) vagy sikra merdleges (bologatd és torzios)
rezgések. A vegyérték rezgések sivjai mindig magasabb hullimszamu tartomanyban
talalhatok, mint a deformécios rezgések, mivel a kotés nyujtashoz-rovidiiléshez
nagyobb energia sziikséges, mint a kotésszog valtozashoz.

Bizonyos atomcsoportok, kotésmodok frekvencidja gyakran nagyjabol azonos, a
molekula tobbi részétdl fiiggetleniil. Ezeket karakterisztikus-, csoport- vagy kotési
frekvencianak hivjék.

Infravords abszorpcid sordn az anyag az IR sugdrzasbol a rezgéseire jellemzd
frekvenciaju  komponenseket elnyeli, ami a spektrumban abszorpcids savok
megjelenését eredményezi. A spektrum fiiggdleges tengelyén az abszorbanciit,
vizszintes tengelyén a hullimhossz reciprokat, a hullamszamot (cm™) 4brazoljuk. Az
abszorbanciat (A) az atengedett (1) illetve a belépé (lg) sugarzas intenzitasanak
hanyadosabdl szamoljuk:

1
A :-lga

Az infravords tartomany harom {6 részre oszthato:

> kozeli (NIR, 800 nm—2,5 pm ill. 4000—12500 cm™): it foleg a
felhangok és kombinacios savok talalhatok;

> kozép (MIR, 2,5 pm—>50um ill. 200—4000 cm™): ez a vegyérték és
deformacios rezgések fo tartomanya;

> tavoli (FIR, 50 pm—21 mm ill. 10—200 cm™): torziés rezgések,

kristalyracs rezgések €s egyes forgasi dtmenetek tartomanya.

12
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Az altalunk végzett kisérletekben a kozép IR tartomanyt hasznaltuk, itt
gerjesztddnek azok a molekularezgések melyek segitségével vegylileteket lehet

azonositani, illetve amelyek tudositanak a molekularis kornyezet valtozasarol.

2.2.1 Fehérjék infravoros spektroszkopiaja

Az infravords spektroszkopia érzékeny a fehérjék globalis masodlagos
szerkezetére, €s az aggregacio is nyomon kdvethetd vele. Kiilondsen hasznos modszer a
nagy nyomason torténé mérések esetén, ahol a masodlagos szerkezet meghatarozasara
hagyomanyosan hasznalt cirkularis dikroizmus (CD) nem alkalmazhat6 az optikai ablak
nyomastol fliggd kettdstorése miatt.

A fehérjék makromolekuldk, ezért nagyon sok normalrezgésiik van. A
masodlagos szerkezet altal leginkdbb befolyasolt rezgések az amid rezgések. Ezen
rezgésekben a fehérjelanc gerincét, azaz a peptidvazat alkotd atomok vesznek részt. A
fehérjék szerkezetére vonatkozo legfontosabb informacio az amid I savban rejlik (6). Az
amid I rezgés energiajanak kb. 85%-a a peptid vaz C=0 csoportjanak nyajtasabol

szarmazik (4. abra).

4. abra Az N-metilacetamid modellmolekula amid I (kék nyilak) és amid I1
(zold nyilak) rezgései. A sziirke golyok a szén, a kék a nitrogén, a piros az
oxigén a fehér a hidrogén atomokat jelzik (7).

A C=O0 csoport oxigénje és a fehérje egy masik aminosavabol szarmazé N-H
csoport hidrogénje kozott hidrogénhid johet 1étre, melynek erdssége fiigg a fehérje
konformécigjatél. Denaturdlt fehérjéknél az oldoszer hidrogénjével jon létre
hidrogénkotés. Minél erdsebb a hidrogénhid, annal jobban gyengiti a C=0 kotést, igy

csokkentve az amid I sav frekvenciajat. Emiatt az amid I rezgés igen érzékeny a fehérje

13
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szerkezetére. A kiilonféle amid I sav frekvencidkhoz kiilonb6zé masodlagos szerkezeti

elemek rendelhetdk (1. tablazat).

1. tablazat Az amid I sav komponenseinek hozzarendelése a masodlagos
szerkezeti elemekhez (a feltiintetett hullamszamok az infravoros
abszorpcios csucsok maximum pozicioi)

masodlagos szerkezet hullamszam (cm™)
rendezetlen 1645 (8)

alfa hélix 1654 (8)

béta szerkezet (kinyujtott lancok) 1624-1637 és 1675 (8)
intermolekularis béta szerkezet (aggregatum) 1616 és 1685 (9)

hajlatok, hurkok 1663-1670 és 1683-1694 (8)
310 hélix 1662 (10)

A frekvencidkon kiviil a spektrum alakja is jellemz0 az egyes szerkezeti
elemekre. A rendezett szerkezetek élesebb, a rendezetlenek szélesebb csticsot adnak (5.

abra).

aggregalt
rendezetlen

B

Abszorbancia (a.u.)
S

1700 1680 1660 1640 1620 1600
Hullamszam (cm')

5. abra A kiilonb6z6 masodlagos szerkezeti elemekhez tartozo jellemzo
infravoros spektrumok (a: 10sziv mioglobin atmoszférikus nyomason,
szobahomérsékleten; B: a krisztallin atmoszférikus nyomason,
szobahomérsékleten; rendezetlen: 10sziv mioglobin nagy nyomason;
aggregalt: 10sziv mioglobin magas hémérsékleten)
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A kiilonboz6 masodlagos szerkezeti elemek relativ mennyiségét az amid I sav
analizisébdl, dekonvolucioval és illesztéssel hatarozhatjuk meg (11-14).

Az amid I rezgésbol valo szerkezeti meghatarozast neheziti a viz deformacios
rezgése, ami 1645 cm™-nél, az amid I sav kozepén talalhato (15). Emiatt az infravoros
fehérjeméréseket nehézvizben (D,0) végezziik, ahol a viz rezgése eltolodik, és mar nem
lapol at az amid I savval. A polipeptidlanc gerincét alkotd nitrogénekhez kot6do
hidrogénatomok nehézvizben kicserélddhetnek deutériumra, emiatt az amid savok
eltolodhatnak. Ez az eltolodas fSleg az amid 11 rezgésnél (4. 4bra) jelentds (100 cm™).
Az eredeti amid II sav (1550 cm™) amplitadojanak csokkenésébél illetve eltiinésébél
arra kovetkeztethetiink, hogy a polipeptidlanc gerincét alkotd nitrogénekhez kotodo
hidrogénatomok elérhetdvé valtak a nehézviz szamara és kicserélddtek deutériumra. Ez
sokszor csak a fehérje kitekeredését kovetden megy végbe teljesen. Az amid II sav a
hidrogén-deutérium kicserélddésrdl és ebbdl kovetkezOen a fehérje flexibilitasarol
szolgaltat informaciot.

A sok glutaminsavat és aszparaginsavat tartalmazé fehérjékben a spektrumon
lathatova valik a COO™ antiszimmetrikus nyujtasi rezgés (6. abra) abszorpcids savja is,
amik kiilonosen informativ akkor, ha a fehérje Ca®*-ot két, amely kotésben részt

vesznek a COO" csoportok (16, 17).

6. abra A COO- antiszimmetrikus nyujtasi rezgés. A sziirke golyok a szén, a
pirosak az oxigén atomokat jelzik
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2.3 Fluoreszcencia

A fluoreszcencia a lumineszcencia egy fajtdja. A lumineszcencia a gerjesztett
elektron allapotban bekovetkezd fényemisszio, ami a gerjesztett allapot természete
szerint lehet fluoreszcencia vagy foszforeszcencia. Az alapallapotban (Sg) 1évo
molekula elészor adott energiaji fényt nyel el (abszorpcid), majd femtoszekundumnyi
id6 alatt atrendezddik, és gerjesztett allapotba keriil (S1, S; ...). Az abszorpci6 soran a
molekula altaldban olyan vibracios szintre jut, ami nem felel meg a kornyezettel valo
termikus egyensutlynak, ezért pikoszekundumnyi idé alatt bekovetkezik a termikus,
vibracios relaxacid, amivel a molekula az S; gerjesztett allapot legalsd vibracios
szintjére keriil. Innen fluoreszcenciaval, belsé konverzioval vagy foszforeszcenciaval
keriilhet vissza az alapallapotba. Fluoreszcencia sordn a gerjesztett elektron néhany
nanoszekundumnyi id6 utan egy lépésben tér vissza az alapallapotba, a kiilonbségi
energia pedig foton formdjaban sugdrzodik ki. Belsé konverzié sordn a gerjesztési
energia hové alakul at, nem torténik fotonemisszid. Foszforeszcencia torténik
amennyiben a molekula a szingulett (S) - triplett (T) atmenetet kOvetéen a triplett
allapotbodl tér vissza fotonkibocsatas kdzben az (Sp) alapéllapotba. A szingulett (S) -
triplett (T) atmenet soran az eredd spinkvantumszam valtozik meg, mintha a gerjesztett
elektron spindllapota atfordulna. A gerjesztést kovetden végbemend Ilehetséges

folyamatokat a Jablonski diagram szemlélteti (7. abra).

A
Vibraciés relaxaci6 Szingulett-triplett atmenet
3 (Intersystem crossing)
= S1
g ;
& ! T;
Abszorpcio .
hs |
hf_s.f 4 hfp
hfy Foszforeszcencia
S0

7. abra Jablonski-féle energiadiagram
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A fluoreszcencia spektroszkopia érzékeny a fluorofor (fluoreszcenciara képes
molekula) kornyezetének polaritasvaltozasara, ezaltal a helyi szerkezetvaltozasokra is.
A biopolimerek kozott a fehérjék egyik kiilonleges tulajdonsaga az, hogy egyes
aminosavak sajat fluoreszcencidjat is hasznalhatjuk a spektroszkdpiai mérésekhez, igy
nem szilikséges kiilsd jelold fluorofor molekuldk alkalmazasa. A fehérjéket felépitd 20
aminosavbol 3 fluoreszkal (triptofan, tirozin és fenilalanin), ezek azonban ritkdn
fordulnak el6 a tobbi aminosavhoz képest. A legjelentdsebb, legnagyobb extinkcios
egyiitthatoji sajat fluorofor a triptofan, ami az aminosavak kb. 1%-at teszi ki. A
kovetkezd abran a harom fluoreszkaldé aminosav abszorpcios és emisszios spektruma
lathaté (8. abra). Ha a fehérjében taldlhat6 triptofan, akkor a fluoreszcencidt ez
hatarozza meg, mivel ennek extinkcios egyiitthatdja 1ényegesen nagyobb a masik két
aminosavénal. Mivel a triptofannak van a legnagyobb hulldmhossznél az abszorpcids
maximuma a masik két aminosav altal elnyelt energia is gyakran energiatranszferrel a

triptofanra kertilhet.

x10?
0.2 ; ¢
Fenilalanin
— 0.1 O-c.,-z:& 10.5
= ©
(&) -
‘i 0 L 1 0 ot
= Ji0 .2
5 Tirozin S
-3 B
+— 10F oy @
= Orenrr =
.C =0 My=TH
S i ” :!oo- n 0.5 S
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~ 5 @
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40s

2

: Triptofan
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8. abra A fluoreszcens aminosavak gerjesztési és emisszios spektruma ((18)
alapjan)
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A sajat fluoreszcencia jol kihasznalhat6 tulajdonsaga, hogy a triptofdn nagyon
érzékeny a lokdlis kornyezet megvaltozasara. A konformacios atalakulasok, az
alegységek Osszekapcsolodasa, a szubsztratok kotédése vagy a denaturdcio
megvaltoztathatjak a triptofan emisszids spektrumat, mivel befolyasolhatjak a triptofan
teszi, ha egyszerre tobb fluoreszkald aminosav is talalhatd a molekuldban. Minden
egyes fluoreszkaldé aminosav kornyezete ¢és ezaltal spektralis tulajdonsdgaik is
kiilonbozéek lehetnek. A triptofanok abszorpcios és emisszids spektrumai atlapolhatnak
és nehéz lehet kiilonvalasztani az egyes triptofanokbdl szarmazé jeleket. Tovabbi
bonyolitd koriilmény, hogy a triptofannak két kozel azonos energiaszintii gerjesztett

allapota létezik, ami még komplexebb spektralis tulajdonsdgokat eredményez.

Az altalunk hasznalt 290 nm-es gerjesztési hullimhosszon a harom fluoreszkalo
aminosav koziil féleg a triptofan gerjesztédik, aminek emisszids maximuma vizben
350 nm koriil van. Ez az érték azonban nagyon erdsen fiigg a lokalis kdrnyezet
polaritdsatdl. Az emisszid nagyon érzékeny az imino csoport hidrogénkdtésére. Ha a
triptofan a fehérjében hidrogénkotésben vesz részt vagy viznek van kitéve, akkor az
emisszio a hagyobb hullamhosszak fel¢ tolodik, teljesen apoldros kdrnyezetben pedig az
kisebb hullamszamok felé. Ha tobb triptofan van jelen a fehérjében, akkor ezek mind
hozzajarulnak a spektrumhoz, bar nem feltétleniil egyenld mértékben. Feltekeredett
fehérjékben a triptofan sokszor a molekula belsejében, apolaros kdrnyezetben talalhato,
a denaturdcié soran azonban hozzaférhetévé valik a vizes olddszer szamara,
kornyezetének polaritisa megvaltozik, ami a spektrum eltolodasat eredményezi. Az
emisszids spektrum valtozasanak megfigyelése emiatt alkalmas a fehérje konformacios

valtozasanak nyomon kovetésére (9. abra).
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Fluoreszcenciaintenzitas (re.)

Hullamhossz (nm)

9. abra A triptofan emisszios spektruma Kiilonb6z6 polaritasu
kornyezetekben ( a polaritasnovekedés iranya:1->4) ((18) alapjan)

2.4 A nagy nyomas hatasa a fehérjékre

A homérséklet fliggvényében mar sok biokémiai, biofizikai kutatast végeztek, a
nyomds azonban sokkal kevésbé ismert ¢€s ritkdbban haszndlt termodinamikai
paraméter. Ennek egyik oka, hogy technikailag nehéz a valtozasok megfigyelés¢hez
elegendden nagy nyomast eldallitani. A nyomas, mint termodinamikai paraméter a
térfogattal parosithato, a nyomas valtozas hatdsdnak vizsgalatdval térfogati
informaciokat nyerhetiink a rendszerrél (19). Egy kétallapota (Vi ill. V, térfogattal
rendelkezé) rendszer egyenstllya nyomas valtozas hatasara eltolodik. Allandd

hémeérsékleten az egyensulyi allandd a kdvetkezdképpen fejezhetd ki:
AG
K = e_[ﬁj
ahol K azon valészintiségeknek az aranya, hogy a rendszert a 2. illetve az 1.
allapotban talaljuk (K=w,/w;), AG a szabadentalpia megvaltozasa (AG=G,-G1), R az
egyetemes gazallando, T pedig a hdmérséklet. A Le Chatelier-Braun elv alapjan, ha a

nyomast noveljiik, akkor ez az egyenstlyi rendszert a térfogatcsokkenés irdnyaba

tolja el.

19



DOI:10.14753/SE.2014.1919

Annak a val6sziniisége, hogy a rendszert az 1. allapotban talaljuk:

1 1
( AG) = (1 + e~ (AE-TAS+pAV/RT))

wy =
1+e RT

ahol A a 2. és az 1. allapot kozotti kiilonbségekre utal, E: bels6 energia, S:
entropia.

A térfogatvaltozds nagysaga kulcsfontossdgii a nyomds valtozds hatdsanak
szempontjabol. A vizsgalt biokémiai rendszerek altalaban folyékony kornyezetben
talalhatok. A folyadékok kompresszibilitdsa 4ltaldban nagyon kicsi, szinte
Osszenyomhatatlanok. Azokban a rendszerekben azonban, melyekben valamilyen
rendezett makromolekuldk vannak jelen, gyakran talalhatok liregek. Az tiregek jelenléte
lehetdséget ad arra, hogy nagyobb nyomads alkalmazasaval megvaltoztassuk ezen
rendszereket. A spontan keletkezett kettdsrétegli lipidmembranok esetén a nagyobb
nyomas alkalmazésa eldsegiti a rendezettebb gél fazis kialakuldsat a kevésbé rendezett
folyadékkristalyos fazissal szemben (20). Fehérjék esetén az ellenkezdje torténik: a
legtobb esetben a rendezettebb, nativ allapot nagyobb nyomas hatdsara destabilizalodik,
a nagy nyomas a rendezetlen allapotnak kedvez. ennek oka az, hogy a rendezett, nativ
allapotban ,,csomagolési hibak”, tiregek talalhatok, a rendezetlen polipeptidlanc jobban
illeszkedik az oldoszerhez. Egy vizes fazisban talalhato fehérje térfogata a
kovetkezoképpen irhato fel (19):

Veenerje = Vatomok + Viregek + AVhidaratscios réteg

Mivel az atomok szinte Osszenyomhatatlanok a biologiailag érdekes
nyomastartomanyban a masik két tag jatszik fontos szerepet. A hidraticids réteg
térfogatvaltozasa abbol ered, hogy a fehérje kortil 1évo hidratacios rétegben a viz siirtibb
(ezaltal kisebb térfogatu), mint az olddszerben (21, 22), ennek a siiribb rétegnek a
mennyisége pedig a fehérje szabad felszinének nagysagatol fiigg.

A nyomas valtozas fehérjére gyakorolt hatdsa fiigg a nyomas nagysagatol. Az
alacsonyabb nyomastartomanyban az elasztikus hatasok érvényesiilnek, vagyis az
elsddleges és masodlagos kotések reverzibilisen torzulnak. Az elsddleges kémiai
kotések Osszenyomoddasa nagyon kicsi, a rendszer térfogatvaltozdsa szempontjabol
elhanyagolhat6. A hidrogénkotések dsszenyomasa a konformacio torzulasahoz vezethet,
ami csokkentheti a fehérje belsejében talalhato iiregek méretét. Altalaban 2 kbar koriili

nyomason az intermolekularis kolcsonhatasok ¢és a negyedleges szerkezet
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destabilizalodik (23, 24). Ez azzal magyarazhato, hogy az oligomerek ill. aggregatumok
kozott 1évo tiregek monomer allapotban megsziinnek, oldoszerrel betdltheték lesznek,
valamint megnovekszik a molekula felszine, igy nagyobb mennyiségben lehet jelen a
stiribb hidratacios réteg. Nagyobb nyomas a fehérje kitekeredéséhez vezethet. A
denaturacios nyomas tipikusan 5 kbar koriil van, de fehérjénként valtozik 1-10 kbar
kozott, illetve kiilonleges esetekben ennél nagyobb is lehet. A fehérjék nagy nyomas
hatasara 1étrejovO denaturdcidja mar régota ismert, azonban a mechanizmus még nem
teljesen tisztazott. Bar a nativ szerkezet kompaktnak tlinik, kiilonb6z6 méreti liregeket
tartalmaz, amik nem tolthetok be viz illetve oldoszer molekulakkal, ezért novelik az
Ossztérfogatot. Ezeknek az iiregeknek a megsziinése lehet a nyomads altal indukalt
kitekeredés egyik hajtoereje (25, 26). Nem hanyagolhatjuk el a fehérje kornyezetére
kifejtett hatdsat sem. A molekuldk vizes oldatban taldlhatok, ahol az olddszerrel
hidrataciés burkon keresztiill vannak kapcsolatban. A viz surlisége a fehérje kortili
vékony rétegben nagyobb. Kitekeredés soran a polipeptidlanc szabad felszine megnd,
nagyobb mennyiségben lehet jelen ez a siirlibb vizréteg, ami hozzajarul a denaturécio

soran bekovetkez6 negativ térfogatvaltozashoz (27):

AV = Vaenaturait — Vaariv < 0.

A nagy nyomas hatasara bekovetkezd denaturicio reverzibilitdsa fontos kérdés.
A hokozlés hatasara bekdvetkezd denaturaciot altaldban irreverzibilis aggregacio koveti.
Nagy nyomas alatt ez a nyomas molekula disszocidl6 hatdsa miatt nem kovetkezik be,
emiatt a nyomas csokkentése utdn a fehérje tobbé-kevésbé visszatekeredhet, de
l1étrejohetnek aggregaciora hajlamos intermedierek is.

A fehérjék magas és alacsony hdmérsékleten is denaturdlodhatnak, ez utobbi a
hideg-denaturacié (28). A nyomas valtozas ¢és hoémérséklet valtozas hatasara
bekovetkezd denaturacidkat egységesen a Hawley-féle elliptikus fazisdiagram foglalja

Ossze (29) (10. abra).
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10. abra Hawley-féle elliptikus fazisdiagram

Az elliptikus fazisdiagram alkalmazhatosagdnak korlatja, hogy kétallapota
rendszert feltételez (csak nativ és denaturalt allapotokat tartalmaz, intermedier és
aggregalt allapotokat nem), valamint, hogy a denaturacié folyamatat reverzibilisnek

tekinti.

2.5 Avizsgilt fehérjék irodalmi hattere
2.5.1 Parvalbumin

A parvalbumin sok halfajtaban megtalalhato, kiilonosen gyakori allergén (30). A
halnak fontos szerepe van az egészséges taplalkozasban, hiszen értékes forrasa a
fehérjéknek, az omega-3 tobbszordsen telitetlen zsirsavaknak és a zsirban oldodo
vitaminoknak. A megndvekedett halfogyasztast és haltermek eldallitast figyelembe véve
a halallergia nemrég megallapitott 2%-os értéke a jovében varhatéan ndvekedni fog
(31-33). Az ¢lelmiszer allergia egy tartdos immun rendellenesség, jelenleg nincsen
elérhetd rutin immunterapia, amivel kezelni lehetne ezt a gyakran sulyos, néha halalos
betegséget. A jelenlegi megoldas az allergiat okozo étel fogyasztasanak keriilése. Emiatt
mar sok kisérletet tettek hipoallergén élelmiszer eldallitdsdra alkalmas modszerek
fejlesztésére. Az élelmiszeriparban a szavatossdgi id6 ndvelésére és mikrobiologiai
mindség javitasara a hdkezelés mellet mar nagy nyomasos kezelést (5-700 MPa-ig) is

hasznadlnak. A kezelés alapja a fehérjék nagy nyomas hatasdra torténd denaturacidja,
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ami tipikusan ebben a nyomastartomanyban kovetkezik be. Ez a jelenség vezetett arra,
hogy a Gad m 1 allergén fehérje nagy nyomas hatésara torténd kitekeredését vizsgaljam.

A parvalbumin Ca®*-kétott forméja meglehetdsen stabilnak mutatkozik (34, 35).
A halak f6zése ¢€s siitése elvezethet molekularis fehérje aggregatumok keletkezéséhez,
¢s az IgE reaktivitas novekedéséhez, ahogy ezt kimutattdk a tonhalra, a lazacra, a
tokehalra és lepényhalra (35, 36). Az IgE egy olyan immunoglobulin antitest csoport,
amely tobbek kozott élelmiszer allergia esetén az antigénhez kotddik. Az IgE reaktivitas
novekedésébdl tudjak kimutatni az allergenitas novekedését illetve csokkenését.

A parvalbumin altalaban a halak fehér izmaban talalhatd, ahol az izomrostok
¢és tarsai hataroztak meg, ez volt az elséként leirt EF kar motivum (37). Az EF-karu
Ca?*-koté fehérjéknek sok fontos funkcidja van, mint pl. az izomdsszehuzodas
szabalyozasa[76], a citoszol kalciummal vald pufferelése (38) és a sejtrészek kozotti
jelatvitel (39). Mivel ezen fehérjék funkcidjat a kalcium szabalyozza, fontos tudni,
hogyan van kotve a Ca’" a kiilonboz6 konforméciokban.

Az altalunk vizsgalt Gad m 1 az atlanti tékehalban (Gadus morhua) talalhato
legfobb allergén (40). 109 aminosavat tartalmaz, a kristalyszerkezete nem ismert, a
homoldgia modellezés alapjan a molekulanak globularis alakja van, 6 rovid hélixszel és
két Ca®*-kotéhellyel. A parvalbumin a Ca®*-kété fehérjek jo modellje, az EF-kara

fehérjék csaladjanak jellegzetes tagja.

2.5.2 Titin

A titin a természetben taldlhatd legnagyobb fehérje, molekulatomege
meghaladja a 3 milli6 daltont (11. abra). Tipikusan a harantcsikolt izomban talalhato,
ahol a fél szarkomert ativeli (41). Az izom nyujtasa kozben passziv eré keletkezik, ami
létfontossagi a szarkomer integritdisanak megérzésében (42, 43). A titin felelés a
passziv rugalmassagért, ami megvédi a szarkomert a tulnyujtastol [49]. A molekula a
szarkomer ,,.Z” és ,,M” vonalaihoz van horgonyozva (41). A titin templatként szolgal a
vastag filamentum 0Osszeallitasahoz (44), tovabba szerin/treonin kinaz doménnel is
rendelkezik (45, 46). Meglep6 modon a nukleuszban is talaltak titint, ahol valosziniileg

kromoszomalis szerkezet templatként funkcional (47).
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11. abra A titin ériasmolekula felépitése

A titin két strukturalisan és mechanikailag elkiloniilé részbdl all. A
molekulatdomeg tobb, mint 90 %-at az immunoglobulin (Ig) és fibronektin III (Fn)
domének alkotjak (48, 49). Az immunoglobulin domének altalaban 7-8 antiparallel
szalat tartalmazo szendvicsben elhelyezkedd béta lemezekbdl allnak. A titin Ig domén
stabil magja 7 antiparallel béta szalbdl all, amelyeket flexibilis hurkok kotnek Gssze
(50). Az Ig és Fn doméneken kiviil a titin megmarado kb. 10 %-at egyedi szekvenciak
alkotjak. A legismertebb és talan funkciondlisan a legfontosabb egyedi szekvencia a
PEVK domén (49). A PEVK domén a nemrég leirt rendezetlen fehérjék csaladjanak
tagja. A PEVK név a prolin (P), glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K) aminosavak
talsulyara (kb. 75%) utal (49).

Feltételezések szerint a PEVK tilnyomorészt random szerkezetii, de Kis
aranyban rendezett masodlagos szerkezeti elemeket is tartalmazhat, mint pl. poliprolin
IT hélixet (51, 52). A PEVK doménben két ismétlodé motivumot talaltak. Az egyiket
PPAK-nak nevezték el az els6 néhany aminosavarol, a masikat polyE-nek a
szekvenciaban talalhaté sok glutaminsavrol (53). Feltételezések szerint a PEVK domén
nem képes stabil haromdimenzids szerkezet kialakitdsara a toltéssel rendelkezd
aminosavak magas aranya miatt (49) . A PEVK domén entropikus rugoként miikodik,
rugalmassaga a féregszer(i lanc modellel irhato le (54). Mind az 1g domének, mind a
PEVK régi6é hozzajarul a titin rugalmassagahoz. Mig kis mechanikai er6knél a PEVK
entropikus rug6 tulajdonsdga dominal, nagy kiilsé erdknél az Ig domének kitekeredése

adhat extra megnyujthatosagot (55).
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A titin és fragmentumainak mechanikai erékkel szembeni konformacios
stabilitasat tobben tanulmanyoztak mar egyedi molekula kisérletekkel (54, 56-60). Az
altalunk hasznalt izotrop nyomas azonban feltehetden mas mechanizmusokon keresztiil
hat, mint az egy-molekula kisérletekben alkalmazott egy tengely mentén kifejtett
mechanikai erd. A titin illetve fragmentumainak izosztatikus nyomassal szembeni
stabilitdsat még nem vizsgaltak. Nem ismerjiik tovabba egyik titin molekularésznek sem

a nyomastol fiiggd viselkedését, sem a nyomas-hémérséklet fazisdiagramjat.

2.5.3 Rv3221c

Az Rv3221c a Mycobacterium tuberculosis egyik fehérjéje. Ez vilagszerte az
egyik legelterjedtebb fert6z6 4agens, a tuberkulozis egyik korokozdja, ami
leggyakrabban a tiidot tdimadja meg. Vilagszerte tobb, mint 1 milliard ember fert6zott,
de csak 10%-uknal jelentkeznek a betegség tiinetei. 2011-ben 8,7 millio Uj esetet
regisztraltak és 1,4 millidan haltak meg tuberkuldzisban, a ndk kozott az egyik vezetd
halalok volt 2011-ben, a halalesetek 95%-a a fejl6d6 orszagokban tortént (61).

Az Rv3221c fehérjét a Mycobacterium tuberculosis teljes génszekvenalasa soran
fedezték fel (62). Ez egy biotin kot6 fehérje, aminek szekvenciaja a Mycobacteriumok
kozott erésen konzervalt (63). Ez a konzervaltsag arra utal, hogy a fehérjének fontos
funkcidja lehet. Ez a funkcio egyelére ismeretlen, annyit tudunk, hogy a Mycobacterium
tuberculosis kulttra feliiliszojaban kivalasztva megtalalhato a fehérje (64). Az Rv3221c
haromdimenzids szerkezetét még nem hatdroztdk meg sem rontgenkisztallografiaval
sem NMR-rel. Egy korabbi tanulmany szerint a fehérje fizioldgias koriilmények kozott
rendezetlen (65), magasabb hémérsékleten azonban rendezett struktarat vesz fel. TFE
hozzaadasaval a rendez6dési hémérséklet csokkent. Ez a kiilonleges tulajdonsag
inspiradlt minket arra, hogy megmérjiik az Rv3221c fazisdiagramjat, mivel egyeldre
nincs olyan fiziolégiasan rendezetlen fehérje, melynek ismert lenne a p-T

fazisdiagramja, amely a rendezetlent6l eltérd fazisokat is tartalmaz.

25



DOI:10.14753/SE.2014.1919

3. Ceélkitizések

1. A Gad m 1 fehérje egy gyakori allergén, ezért szerkezeti tulajdonsagainak jobb
megismerése kiilondsen fontos lehet. Amennyiben a raciondlisan elérheté nyomas-
homérséklet tartomanyban a fehérje denaturdlodik, fontos kérdés az atalakulasok
reverzibilitdsdnak vizsgalata, mivel csak a konforméacio irreverzibilis valtozésa vezethet
az allergenitas csokkenéséhez. Ha a spektroszkopiai modszerekkel érzékelt szerkezeti
valtozasok csokkent IgE kotéssel jarnak egyiitt, akkor a nyomaskezelés alkalmas lehet
csOkkentett allergenitasu élelmiszerek eldallitasara. Mivel a parvalbumin az egyik
gyakran hasznalt modell Ca**-ktd fehérje, a Ca®’-kités szempontjabol is érdekes a

nyomas hatdsara torténd valtozasok vizsgalata.
A Gad m 1 fehérje vizsgalata soran az alabbi célokat tliztem ki:

> a fehérje nyomas altal indukalt szerkezeti valtozasainak, illetve
stabilitasanak vizsgalata ,in situ” nagy nyomasa spektroszkopiai
modszerek felhasznalasaval

» ap-T fazisdiagram meghatarozasa, tovabba az ennek soran talalt szerkezeti

atalakulasok reverzibilitaisanak megallapitasa

2. A fehérjék nagy nyomas hatasara bekovetkezé denaturacidja mar régota ismert, de a
mechanizmusaval kapcsolatban még vannak tisztdzatlan kérdések. A nyomads-
hémérséklet fazisdiagramja viszonylag kevés fehérjének ismert. Ezekbdl a
diagramokbol, féleg, hogy ha eltér a Hawley-féle hagyomanyos elliptikus diagramtol, a
fehérjéknek 0j tulajdonsagai is felfedezhetdk. Olyan fehérjéket kerestiink, melyek p-T

fazisdiagramja varhatoan eltér a szokvanyostol.

A polyE az eddig rendezetlen szerkezetliinek ismert PEVK titin domén része, amirdl az
utobbi idében tobben feltételezték, hogy mégis tartalmazhat maésodlagos szerkezeti
elemeket. Felmeriilt, hogy a fehérje bizonyos koriilmények kozott esetleg rendezddik,
pl. hogy a p-T sikon a nativ allapot ellipszise eltolodott, és a fehérje a szokasostol eltérd
nyomas-homérséklet értékek mellett rendezett fazisban taldlhatd. Kiilonbozo

paraméterek valtoztatdsaval tanulmanyoztam a polyE fehérje stabilitasat.
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Célom az volt, hogy megallapitsam, hogy az alabbi fizikai-kémiai paraméterek

valtoztatasa indukal-e rendezédést a PEVK fragmentum szerkezetében:

pD valtoztatasa
nyomas novelése

homérséklet novelése illetve csokkentése

Y V V V

kozmotrop anyagok hozzaadasa

Osszehasonlitasképp a titin egy masik jellegzetes doménjét, az Immunoglobulin 27-et
is vizsgaltam, amely az izom mechanikai rugalmassagaban jatszik szerepet. Ennek a
doménnek a linedris megnyulasat, kitekeredését mar korabban vizsgaltak, célkitlizésim
kozott az eddig nem ismert izotrép nyomastol fiiggoé valasza és p-T diagramjanak

felderitése szerepelt.

Az Rv3221c fehérjérél olyan adatokat publikaltak, miszerint szobahdmérsékleten
rendezetlen szerkezetli, magasabb homérsékleten azonban rendezddik. Ez a tulajdonsag
érdekes, a szokasostol eltérd p-T fazisdiagramot sejtetett, ezért tiiztem ki célul e fehérje

p-T fazisdiagramjanak meghatarozasat is.
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4. Anyagok és mdodszerek
4.1 Avizsgalt fehérjék el6allitasa
4.1.1 Parvalbumin

A Gad m 1 fehérje liofilizalt formaban allt rendelkezésemre. A fehérjét a Bécsi
Orvostudomanyi Egyetem, Orvosi Biotechnoldgia Intézetében tisztitottdk a kovetkezd
modszerrel. Az atlanti tékehal (Gadus morhua) izmat haromszoros mennyiségi
extrahalo pufferrel (20 mM Bis-Tris, 3 mM NaNj3, pH 7) homogenizaltak, majd 3 6ran
at 4 °C-on kevertették. Centrifugalas utan a feliiluszot Miracloth szlirén sziirték, hogy a
sejttormeléket eltavolitsak. Az oldatot DEAE Sepharose oszlopra vitték fel 20 mM Bis-
Tris, pH 7 kotépufferben, majd az elacios puffer (20 mM Bis-Tris, pH 7, 1 M NaCl)
lineérisan 0-25 %-ig névekvo gradiensével mostak le a kikotott fehérjéket. A megfeleld
fehérjét tartalmazo frakciokat gélsziiréssel tisztitottdk tovabb. A Gad m 1 -et tartalmaz6

frakcidkat liofilizalas el6tt desztillalt vizben dializaltak.

A Gad m 1 fehérje aminosav szekvenciaja:

MAFAGILADADCAAAVKACEAAESFSYKAFFAKCGLSGKSADDIKKAFF
VIDQDKSGFIEEDELKLFLQVFKAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVGE
WAVLVKA

4.1.2 Titin

4.1.2.1 A titin fragmentumok elédllitasahoz haszndlt anyagok

> Viz: Az oldatokhoz Millipore rendszeren atsziirt vizet hasznaltam. Ennek
fajlagos vezetoképessége kisebb, mint 0,055 pS/cm, kérokozoktol, pirogénektdl és
fehérjeszennyezddésektdl mentes.

> Kompetens sejtek készitésekor hasznalt oldatok: 100 mM CaCl,, 100 mM
MgCl,, 85% 100 mM CaCl, + 15% glicerin. A kész oldatokat autoklavoztam, vagy
steril sziir6n atsztrtem.

> Plazmid: Az N terminalison hexahisztidin taggel rendelkez6 polyE és 127
fragmentumokat kodold szekvencidk pET 28a vektorban (T7 alapt, IPTG indukalhato
rendszer) alltak rendelkezésemre az Nhel és Xhol valamint az Nhel és BamHI

hasitohelyek kozé illesztve. A 171 aminosavbol allé polyE egy ikermolekula, amely
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kétszer tartalmazza a titin 6769-6840 aminosavakat. Ezeket az ECORI restrikcios enzim
egy hasitohelye valasztja el egymastol. Erre azért volt sziikség, mert az egyszeres
fragmentum tal rovid lett volna az expresszalashoz. A plazmidok az alédbbi
fehérjeszekvenciakat kodoltak:

<> polyE:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASEEEVLFEEEIVPEEEVLPEEEEVLPEE
EEVLPEEEEVLPEEEEIPPEEEEVPPEEEYVPEEEEFVPEEEVLPEFEEEVLFEEEIV
PEEEVLPEEEEVLPEEEEVLPEEEEVLPEEEEIPPEEEEVPPEEEYVPEEEEFVPEEE

VLPCC

< titin 127;

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASLIEVEKPLYGVEVFVGETAHFEIELS
EPDVHGQWKLKGQPLAASPDCEIEDGKKHILILHNCQLGMTGEVSFQAANTKS
AANLKVKELGSEFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC

> Mikroorganizmus: a fehérje kifejezéshez Rosetta BL21 (DE3) pLysS
(Merck) sejteket hasznaltam, melyek kloramfenikolra rezisztensek, ezzel szelektalhatok.

> Kloramfenikol torzsoldat (1000x): milliliterenként 34 mg kloramfenikolt
etanolban oldottam, felhasznalasig -20°C-on taroltam.

> Kanamicin térzsoldat (1000x): kanamicin-szulfatbol 30 mg/ml-es vizes
oldatot készitettem, 0,22 pm-es sz{irdn atsziirtem, felhasznalasig -20°C-on taroltam.

> Folyékony LB tapoldat: 1,0% tripton, 0,5% élesztokivonat, 1,0% NaCl,
pH 7, autoklavban sterilezve (121 °C, 45 perc). loncserélt csapviz is megfelelé hozza.

> LB lemez: az LB tapoldaton kiviil 1,5% agart is tartalmaz. Autoklavban
sterileztem, amikor kézmeleg akkor keverhetd bele az antibiotikum

> IPTG torzsoldat (1000x): 200 mg/ml-es vizes oldatot készitettem,
0,22pum-es sziirdn atszlirtem, felhasznalasig -20°C-on taroltam

> 2xYT  (kétszeres Yeast-Trypton) tapoldat: 1,6% tripton, 1,0%
¢lesztOkivonat, 0,5% NaCl, pH 7, autoklavban sterilezve. loncserélt csapviz is
megfeleld hozza.

> Proteadz inhibitor tabletta: Complete, EDTA-free (Roche)
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> Fehérje-kezelé oldat SDS-PAGE-hez: 10 ml 3x-0s Laemmli
Solubilization Buffer, pH 6,8 + 15 ul - merkaptoetanol

> SDS-poliakrilamid gél: A fehérje elektroforézisek soran 10 %-0s
toménységii géleket hasznaltam. Szeparalo gél: 10% (pH 8,8; 0,375 M Tris-HCI),
seprogél: 4% (pH 6,8; 0,125 M Tris).

> SDS-PAGE futtato puffer: 14,4 g glicin, 3 g Tris-HCI, 5 ml 20%-o0s SDS,
1 liter vizben oldva.

> Poliakrilamid gélhez hasznalt festék: Page Blue Protein Staining

Solution, Commassie-kék festéket tartalmaz.

4.1.2.2 A titin fragmentumok elédllitasahoz hasznalt modszerek

Kompetens Rosetta sejtek eldallitiasa

1) 50 ml LB tapoldathoz 50 pl kloramfenikol térzsoldatot adtam, majd
beoltottam egy telep Rosetta sejttel. Egy éjszakan at 250 RPM-mel razattam 37 °C-on.

2) Az egyéjszakas kultirabol 4 ml-t atoltottam 400 ml LB tipoldatba,
melyhez elézéleg 40 pl kloramfenikol torzsoldatot adtam, majd 37 °C-on tovabb
razattam, mig a 600 nm-en mért abszorbancia el nem érte a 0,3-0,4 értéket.

3) A kultarat centrifuga csovekbe mértem szét és 5-10 percig jégen
tartottam. (E 1épés utan a sejteket mindvégig hidegen kell tartani.)

4) A sejteket 7 percen at 10000 RCF-fel 4 °C-on centrifugaltam.

5) A feliiliszot leontottem és a leiilepedett sejteket Ovatosan 100 ml
100 mM-os hideg MgCl; oldatban szuszpendaltam ¢és 5 percig jégen allni hagytam.

6) A sejteket 10 percen at 3000 RCF-fel centrifugaltam 4 °C-on. A
feliiliszo ledntése utan a sejteket ismételten 6vatosan szuszpendaltam 20 ml hideg 100
mM CaCl; oldatban, majd jégen allni hagytam 20 percig.

7) A sejteket ujbol 5 percen keresztiil centrifugaltam 300 RCF-fel 4 °C-on.
A feliiltiszot ledntottem €s a csapadékot dvatosan, de alaposan 4 ml hideg 15% glicerin
€s 85% 100 mM CaCl, tartalmu oldatban szuszpendaltam.

8) A sejteket tartalmazo oldatot jégen tartva 50 pl-es mennyiségekre
mértem szét, majd folyékony nitrogénben fagyasztottam, és felhasznalasig -80 °C-on

taroltam.
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Transzformalas

1) A -80 °C-on tartott kompetens sejteket jégre tettem és megvartam, mig
felolvadnak. A sejtek nem melegedhetnek fel szobahdmérsékletiire és a felolvadt sejtek
mar nem fagyaszthatok vissza.

2) 50 pl sejtkulturahoz hozza adtam 1-10 ng plazmid DNS-t, ez megfeleld
toménységli oldatbol 1-2 pl.

3) A sejteket dvatosan felraztam tigyelve arra, hogy ne melegedjenek fel.

4) A sejteket 30 percig jégen allni hagytam, ennyi id6 alatt a plazmid DNS
kotédik a sejtmembranokhoz.

5) A sejteket egy percre 42 °C-os termosztatba helyeztem. A sejtmembran a
hésokk miatt fluidda valik igy a hozzakot6dott vektor bejuthat a sejtbe.

6) A hésokkon atesett sejteket 2 percre visszatettem jégre, ekkor a membran
ismét rigidebb lett.

7) A sejtekhez steril fiilkében 900 pl LB tapoldatot adtam.

8) Az elegyet 1 oran at 250 RPM-mel razattam 37 °C-on, kdzben az LB
lemezeket is ugyanennyi ideig inkubaltam 37 °C-on.

9) A sejteket steril fiilkében kloramfenikol ¢és kanamicin antibiotikumokat

tartalmazo elomelegitett lemezre szélesztettem, és 37 °C-on egy €jszakan at inkubaltam.

A sejtbe bejuttatott plazmid kanamicin rezisztenciagént hordoz, ami szelekcios
markerként hasznalhatd. A kanamicint tartalmazo LB lemezeken csak az antibiotikum
rezisztenciaval rendelkezd sejtek tudnak szaporodni. A lemezek a kindtt telepekkel

4 °C-on egy-két hétig is eltarthatok.

Inditotenyészet készitése

1) 40 ml LB tapoldathoz 40 pl kanamicint és 40 pl kloramfenikolt adtam.
2) Steril fiilkében ezt egyetlen izolalt teleprdl vett sejtekkel beoltottam.
3) A sejteket 37 °C-on egy éjjelen at razattam 250 RPM-mel.

Fehérje expresszalas

1) 4 x 1 liter 2xYT tapoldathoz steril fiillkében hozzaadtam literenként 1 ml

kanamicint, 1 ml kloramfenikolt és 10 ml egyéjszakas inditotenyészetet.
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2) 37 °C-on, 250 RPM-mel rézattam kb. 4 6ran at, amig 600 nm-en mért
abszorbancia el nem érte a 0,8-as értéket.

3) Hozzaadtam literenként 1 ml, 200 mg/ml koncentracioju filter steril
IPTG-t. Ez indukalta a fehérje expressziot.

4) Tovabb tenyésztettem 37 °C-on, 250 RPM-mel, 4 6ran at.

5) Centrifugalassal sziireteltem a sejteket 3000 RCF-en, 20 percig, 2 °C-on
(Hermle Z 383 K centrifuga). A feliiluszot ledntottem.

6) Egy proteaz inhibitorokat tartalmazo tablettat desztillalt vizben
feloldottam ¢€s a rendszerint kb. 10 g nedves 0ssztomegii sejtet szuszpendaltam benne. A
végso térfogatot 35 ml-re allitottam.

7) Felhasznalasig -80 “C-os hiit6ben taroltam a sejteket.

Fehérjetisztitas

1) A célfehérjét tartalmazd  sejtszuszpenziot hideg vizbe téve
felolvasztottam, majd jégre tettem.

2) A sejteket jégen tartva ultrahanggal feltortem (SANYO MSE Soniprep
150; 2*2 perc, 23 kHz, amplitad6: 20 pm).

3) A sejttormeléket 59 percig, 27000 RCF-en, 2°C-on centrifugaltam
(Hermle Z 383 K centrifuga), a feliilluszot tartottam meg, és ezt Ujra ugyanigy
centrifugaltam.

4) A feliiluszot 0,22 pm-es (Millex) sziirén atszlirtem, ez tartalmazza a
célfehérjét.

5) Ezutan a megfeleld ,,A” pufferrel (fehérjénként kiilonbozd, késébb
részletezve) addig higitottam, amig a pH legalabb 7 lett.

6) A célfehérjét folyadékkromatografiaval valasztottam el a tobbitél, FPLC
berendezés segitségével (AKTA purifier, GE Healthcare).

A késziilék két par beszivo csdvel és két pumpaval rendelkezik, amely lehetévé
teszi a folyadékok kozti gyors valtast és a két folyadék (,,A” és ,,B” puffer) fokozatosan
valtozo aranyu keverését.

A mintak elészor His Trap FF (GE Healthcare) 1 ml-es Ni** affinitas
kromatografias oszlopon lettek tisztitva. Ez specifikusan koti a polihisztidint tartalmazé

fehérjéket, melyek aztdn az imidazol koncentracidt ndvelve leszorithatok az oszloprol.
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Mintafelvitel utan 20 ml ,,A” puffert folyattam at az oszlopon a nem
specifikusan kotédé komponensek eltavolitdsara. Ezutan az alabbi puffereket és elticids

programokat hasznaltam, 1 ml-es frakciokat szedve (12. abra-14. 4bra):

> titin 127 esetén:
A puffer: 0,5 M NaCl, 0,1 M NaH,PO,, pH=8
B puffer: 0,5 M NaCl, 0,1 M NaH,PO,, 0,2 M imidazol, pH=8

Mintafelvitel €s elualas sebessége: 1 ml/perc

100 ¢ 4 200

90 180
=
80 160 E
70 140 ©
— Q
X 60 120 g
L 50 100 8
3 40 80 O
- :
30 60 N
20 40 =
£

10 20

0 0

0 5 10 15 20 25 30 35
Elualodé terfogat (ml)

12. abra A titin 127 tisztitasahoz hasznalt eliciés program Ni?* affinitas
oszlopon

A titin 127 kb. 80mM imidazol koncentraciénal mosodott le az oszloprol.

> polyE esetén:
A puffer: 0,3 M NacCl, 0,1 M NaH,PQO,, pH=8
B puffer: 0,3 M NaCl, 0,1 M NaH,PO,, 0,2 M imidazol, pH=8

Mintafelvitel és elualas sebessége: 0,5 ml/perc
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13. abra A polyE tisztitasahoz hasznalt elucios program Ni’" affinitas
oszlopon

A polyE kb. 20 mM imidazol koncentracional kezdett lemosodni az oszloprol,
azonban nem valt el tokéletesen a tobbi fehérjétdl, ezért tovabbi tisztitasra volt sziikség.
Ehhez ugyanezen FPLC rendszeren Hi Trap Q HP (GE Healthcare) 1 ml-es ioncserélé
oszlopot hasznaltam. Err6l az oszloprol a kikotddott fehérjéket a sdkoncentracio
novelésével tudtam leszoritani.

Miel6tt a mintat az ioncserélé oszlopra felvittem, a fehérjét tartalmazod
frakciokat az 1oncseréld oszlopnak megfeleld ,,A” pufferbe dializaltam.

A puffer: 20 mM Bis-Tris, 5mM NaCl, pH=6,34

B puffer: 20 mM Bis-Tris, 1 M NaCl, pH=6,34

Mintafelvitel és eludlas sebessége: 0,5 ml/perc
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14. abra A polyE tisztitasahoz hasznalt eliciés program Q anion cserélé
oszlopon (A jobb oldali skala azért nem 0-rél indul, mert mar az ,,A” puffer
is tartalmazott 5 mM NaCl-t.)

A polyE kb. 0,55 M NaCl koncentracional mosodott le az oszloprol.

Fehérje elektroforézis

A frakciok abszorbancidjat az FPLC késziilék 280 nm-en detektalta, ez alapjan
ki tudtam valasztani a fehérjét tartalmazo frakcidokat. A frakciok tisztasagat
elektroforézissel ellendriztem. A futtatni kivant frakciokbol 20-20 ul-t kivéve 10-10 pl
fehérjekezeld oldatot adtam hozzajuk. A mintakat 5 percig 90 °C-on inkubaltam, majd
10%-0s SDS poliakrilamid gélen SDS-PAGE futtatd pufferben 140 V fesziiltségen
futtattam, kb. 1 oran at. A fehérjéket Coomassie-kék festékkel hivtam eld és ismert
molekulatomegti standard (Fermentas, PageRuler Prestained Protein Ladder)

segitségével azonositottam.

Dializis és liofilizalas

A tiszta fehérjeoldatot tartalmazo frakciokat regenerdlt cellulozbol késziilt

dializismembranban dializaltam (ZelluTrans, hatarmolekulatomeg: 8000-10000 dalton),
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127 esetén 10 mM NacCl tartalmu oldatba, polyE esetén tiszta vizbe, 4 °C-on. A mintakat

ezutan liofilizéltattam és felhasznalasig liofilizalt forméban -20°C-on taroltam.

4.1.3 Rv3221c

Az Rv3221c fehérje liofilizalt formaban allt rendelkezésemre. A fehérjét az
indiai Council of Scientific and Industrial Research (CSIR) Institute of Genomics &
Integrative Biology (IGIB) munkacsoportjdban allitottak elé a kdvetkezd modszerrel. A
Mycobacterium tuberculosis TB7.3 Rv3221c fehérje szekvenciajat pProExHTc plazmid
vektorba klonoztak. A rekombinans plazmidot Escherichia coli BL21 (DE3) kompetens
sejtbe transzformaltak és expresszaltdk. A fehérjét Ni** affinitds kromatografias
oszlopon 20mM Tris-HCI, pH 8, 0,5 M NaCl, 100 mM imidazol tartalmt pufferrel
tisztitottak. Az Rv3221c-t tartalmazo frakciokat liofilizalas el6tt desztillalt vizben
dializaltak.

Az Rv3221c fehérje aminosav szekvencidja:

MSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMGIRMAEKSGVMMAEDVRAEIVA
SVLEVVVNEGDQIDKGDVVVLLESMKMEIPVLAEAAGTVSKVAVSVGDVIQA
GDLIAVISNSKAYVDELTSRGRPRI

4.2 Infravoros spektroszkopia

A mérésekhez egy sugarfokuszaloval (Bruker AS525) rendelkez6 Bruker
Vertex80v (Bruker Optics, Billerica, MA) FTIR spektrométert hasznaltam (15. abra). Ez
az Osszes frekvencidhoz tartozo IR intenzitds értéket egyszerre gylijti 0ssze. Fourier
transzformacios infravords spektroszkdpianal a spektrumot két 1épésben kapjuk meg. A
miszer el0szor egy interferogramot vesz fel, majd ezt Fourier transzformacioval energia
spektrumma alakitja. Az interferogram felvételéhez Michelson-féle interferométert
hasznalt. Ebben a fényforras utan az allithato apertira nyilason keresztiilhaladva a fény
egy féligatereszto tiikkorre érkezik. Ez a fény kb. 50%-at az 4116, 50%-at a mozgo tiikkorre
engedi tovabb. Az all6 és mozgd tiikorrdl reflektalt fénysugarak a detektor felé halado
sugarnyalabban egyesiilnek, ¢és a két sugarmenet pillanatnyi Utkiilonbségének

megfelelden interferalnak.
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15. abra Az infravoros spektroszkopiai mérésekhez hasznalt berendezés
vazlatos felépitése

A spektrumokon abrazolt abszorbancia a minta nélkiil (Io(v)) illetve a mintaval

egylitt (/(v)) mért intenzitasokbdl szamolhato:

I
A=lg o)
1(v)
A detektalashoz egy nagy érzékenységli folyékony nitrogén hiitésti 0,25%0,25
mm-es MCT detektort hasznaltam. A mintavételezés szinkronizalasa egy 632,8 nm-es

He-Ne lézer segitségével tortént.
Tobbszori spektrumfelvételnél N mérés esetén a zaj +/N -szeresre, a jel N-nel

aranyosan nd, emiatt a jel/zaj arany VN -szeres javulasa varhat6. A jel/zaj viszonyt 256
spektrum atlagolasaval javitottam. A spektrumok felbontasa 2 cm™.

Az FTIR spektrométert egy nagy nyomads eldallitasara alkalmas gyémantcellaval
kombinaltam (Diacell, Leichester, UK). A cellaval a nagy nyomast nagyon kis (~50 nl)
térfogatban allitjuk el6. A mintat két oldalrél gyémant veszi koriil, amely egyrészt
kéménysége miatt alkalmas, mert ellenall a nagy nyomasnak, masrészt atlatszosaga
miatt lehetOvé teszi az optikai méréseket. A gyémantcellaba egy 0,5 mm atmérdja
lyukkal rendelkezd rozsdamentes acéllemez tomitést (gaszket) helyeztem. A

gaszketeket a mérések elott el6zetesen Gsszenyomtam a gyémantcellaban, hogy mérés
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kdzben mar ne szenvedjenek jelentés deformaciét. Osszenyomas utan a gaszketek

vastagsaga, igy az optikai uthossz is 50 um. A nyomast a két gyémantra kifejtett erével

tudtam novelni (16. abra).

16. abra Az infravoros mérésekhez hasznalt gyémantcella

A nyomas mérésére belsé kalibranst, BaSO4-ot hasznaltam. Ennek infravoros
csucsa ismert mértékben tolodik el a nyomas fiiggvényében (66), a fehérje mintakkal
pedig nem 1ép reakcioba, mert vizben oldhatatlan.

A nyomast az alabbi képlettel szamoltam:

p = 0,031 x AvZ + 2,097 * Av,
ahol Av=v, —v,

V. referencia hullamszam, a BaSO, cstcsanak atmoszférikus nyomason mért
értéke

Vi: a mért hullamszam hémérséklettel korrigalt értéke.

A hoémérsékletkorrekciora az alabbi kalibracios egyenesbdl szarmaztathatod
egyenletet hasznaltam:

Vi =V, — 0,0175 = AT
ahol v,,, a mért hullamszam, AT pedig a referenciaméréshez képest a homérséklet
kiilonbség. A nyomdas meghatarozas statisztikus hibaja ~0,2 kbar.

A futést 0,2 °C/perc sebességgel, Eurotherm (typ 2216e, Durrington, UK)
hémérsékletszabalyzoval végeztem, kozben termoparral (OMEGA Engineering,
Stamford, CT) mértem a homérsékletet. A nyomas beallitasa kézi szabalyozassal
tortént. A liofilizalt fehérjéket kozvetleniil a mérés eldtt 75 mg/ml-es koncentracioban

kilonféle D,O pufferekben oldottam fel. Az infravords spektroszkopiai méréseknél
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mindig nehézvizet (D,O) hasznaltam konnyt viz (H20) helyett, mert mint korabban
emlitettem (2.2.1. fejezet) a konny( viznek viszonylag nagy abszorpcids csucsa van
1645 cm™-nél, ami 4tfed a fehérjék amid I cstcsaval. A kiilonb6z6 pD-jii mérésekhez
1M HEPES (pD=3), 1 M Bis-Tris (pD=7) és 0,6 M CAPS (pD=10,5) oldatokat
hasznaltam. Néhany mérésnél ezekhez 0,2 M CaCl,, 3 M CaCl;, 0,5 M KNOs, 0,25 M
NaCl, vagy 50 % glicerint is hozzaadtam. A pufferek pD-jét deuteralt vegyszerekkel
(DCI és NaOD) N, aramoltatas alatt allitottam be, hogy a hidrogén szennyezést
elkeriiljem. A latszolagos pH-t mértem, és ebbdl a pD-t a kovetkezd Osszefiiggéssel
szamitottam: pD=pH+0,4 (67).

Alapvetden két kiillonbozo fajta méréssorozatot végeztem: a nyomaskisérleteknél
allando homérsékleten emeltem a nyomast, mig a hdmérséklet-kisérleteknél allando

nyomason emeltem a hdmérsékletet.

4.3 Fluoreszcencia spektroszkopia

A fluoreszcens  spektrumok  felvételéhez egy hazi  gyartmanya
hémérsékletszabdlyozoval ellatott Fluorolog-3 (Horiba Jobin Yvon) spektrométert
hasznaltam. Fluoreszcens méréseket csak a Gad m 1 és a titin 127 fehérjén végeztem,
mivel ezek tartalmaznak gerjeszthetd triptofdan aminosavakat. A fehérjék és a puffer
koncentracidja az infravorés méréshez képest 50-szer alacsonyabb volt: 1,5 mg/ml
fehérje koncentracio, 20 mM Bis-Tris, pH 7 puffer. Az optikai uthossz 3 mm volt.
290 nm-es gerjesztési hullamhosszat alkalmazva az emissziot 300-540 nm-ig
detektaltam, 2 nm-es felbontassal. A méréseket atmoszférikus nyomason a hémérséklet

fliggvényében végeztem.

4.4 Homoldgia modellezés

A homolédgia modellezést a Swissmodel Protein Modeling Serverrel végeztem
(http://swissmodel.expasy.org) (68-70), ami a kdvetkezé PDB kodu templatokat talalta
legmegfelelébbnek:
titin 127: 1titA
polyE: nem talélt templatot
Gad m 1: 1a75B
Rv3221c: 1z6hA

YV V VYV V
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4.5 IgE ELISA

Az ELISA kisérleteket a Bécsi Orvostudomanyi Egyetem, Orvosi
Biotechnolégia Intézetében végezték.

A mintakat gumidugoval lezart tivegesdvekben hé illetve nyomaskezeltem. A
csOveket egy termosztalt nagy nyomasu cellaba helyeztem (U-103, Unipress, Varso). A
nyomast Nova Swiss kézipumpaval noveltem. Nyomaskdzvetité kozegnek vizet
hasznaltam.

Az ELISA kisérlethez a mikrotitrald lemezeket zsebenként 1ug kezeletlen,
hékezelt (80 °C) illetve nyomés- és hékezelt (3 kbar, 80 °C) Ca?*-kotott parvalbuminnal
vontak be. Ezutan 0,5 v/v % Tween 20-t és 3 w/v % sovany tejport tartalmazé TBS
oldattal blokkoltak. A lemezekre felvitték a halra allergids paciensektdl szarmazo
négyszeres higitdsu szérumokat és egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltak. Moséas utan
1000-szeres higitasu, alkalikus foszfatdzzal Osszekapcsolt emberi IgE ellen egérben
termelt ellenanyagokkal (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) inkubaltdk a lemezt
szobahOmérsékleten, 2 Oran at. A szinreakcidt dinatrium-4-nitrofenil-foszfat szubsztrat
tablettaval (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) vitték véghez. Az optikai denzitast
405 nm-en mérték. Az eredményeket pozitivnak értékelték amennyiben az OD értékek
legalabb a szoras haromszorosaval meghaladtak a negativ kontrollok OD értékeinek

atlagat.

4.6 Adatok értékelése

A spektrumok értékelését az OPUS szoftver (Bruker), a szigmoid gorbék
illesztését az Origin 7 szoftver (OriginLab Corporation) ,non-linear curve fit”
funkcidjanak segitségével végeztem. A nyomas- ¢és homérséklet altal indukalt
atmeneteket a kovetkezd szigmoid gorbékkel illesztettem, melyek kétallapotii &tmeneti
modellbdl szarmaztathatok (71):

Aa + Abp

(p - Pl/z)AV>

1+exp< RT

y(p) =a+bp+

a nyomas altal indukalt atmenetekre, és
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Aa + AbT

AH (1 1
1+exp<T(T—m)>

Az egyenletekben y az illesztend6 fizikai paraméter (pl. a spektrum

y(T) =a+ bT +

a homérséklet altal indukaltakra.

csticspozicioja), a és b paraméterek y(p) és y(T) linearis fliggvényt jellemzik az atmenet
el6tt, Aa és Ab az a és b paraméterek megvaltozasa az atmenet soran, T a hémérséklet, p
a nyomas, Pip €s Tip az atmenetek kozéppontjai, V a térfogat, R az egyetemes
gazallando, H pedig az entalpia.

paramétereket hasznaltam az OPUS (Bruker) szoftverben: savszélesség: 5,2 cm™;
felbontast noveld faktor: 1,84; Lorentz ,,vonalalak™.

A dekonvolvalt spektrumokat Gauss gorbékkel illesztettem az egyes masodlagos
szerkezeti elemek becslésére (13, 72, 73). Az illesztéshez a legkisebb négyzetek
mddszerét alkalmazva az Excel szoftver (Microsoft) ,,Solver” funkcidjat hasznaltam.

Ugyanezen modszerrel illesztettem a titin 127 fluoreszcencia mérése esetén a

vizt6l szarmazd Raman csucsokat, melyeket kivontam a spektrumokbol.
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5. Eredmények és megbeszélés

A kovetkezO abra egy, a gyémantcellankban mért tipikus fehérjespektrumot
abrazol a kozép infravords régioban (17. abra). Megkiilonboztethetd rajta a viz és
nehézviz csucsa, az amid I sav, a COO™ rezgés, valamint a nyomasméréshez hasznalt
barium-szulfat csucsa. Minden mérésnél a teljes spektrumot felvettem és vizsgaltam,

azonban a késObbiekben csak a fehérjeszerkezetre jellemz6é amid I savokat dbrazolom.

Amid |

COO- \I

Abszorbancia (r.e.)

D,0 és
gyémant

H,0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Hulldmszam (cm™)

17. abra A gyémantcellaban mért tipikus fehérjespektrum jellegzetes
abszorpcios savjai

5.1 Parvalbumin

A 18. abra a Gadm1 kiilonboz6 korilmények kozott felvett infravords
spektrumait mutatja (a: Ca?* hidnyos; b: nativ; c: nyomas altal denaturalt; d: hékozléssel
denaturalt és aggregalt; e: hokozléssel aggregacio nélkiil denaturalt). A b gbérbén jol
lathato az amid I, amid II és COQO" abszorpcios sav (nativ allapot, atmoszférikus

nyomas, szobahdmérséklet).
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Abszorbancia (r.e.)

il
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18. abra A Gad m 1 jellegzetes FTIR spektrumai (1M Bis-Tris, pD=7): a)
hozzaadott Ca®* nélkiil, 27 °C-on, atmoszférikus nyomason, b) 0,2 M CaCl,-
dal, 27 °C-on, atmoszférikus nyomason, c¢) 0,2 M CaCl,-dal, 40 °C-on,

16 kbar-on, d) 0,2 M CacCl,-dal, 90 °C-on, atmoszférikus nyomason, e)
0,2 M CaCl,-dal, 90 °C-on, 2 kbar-on

A fehérje foleg alfa hélixet tartalmaz, ahogy ez az amid I s&v pozicidjabol
(~1652 cm™) lathat6. Az amid I siv Osszetettsége miatt a spektrumokat el8szor
dekonvolvaltam, majd Gauss gorbékkel illesztettem (19, 21, 22, 24, 25, 30. abrak). Az
illesztés alapjan a Gad m 1 nativ allapotban (18b, 19. abrak) 50% alfa hélixet, 16%
rendezetlen részt és 34% hurkot tartalmaz (2. tablazat). Ezek a szamok elég jol
egyeznek a homoldgia modellezés eredményeivel (31. abra), ahol a 109 aminosavbol 54
vesz részt a hélixképzésben, a hélixek nagy hurkokkal vannak dsszekdtve.

Az amid IT sav gyenge, de lathatd 1546 cm™-nél. Ez a csics atlapol a COO’
csoport antiszimmetrikus nyujtasi rezgésével, igy egy széles csucsot adnak 1549 cm™-
nél (18. abra b gorbe). Az amid II sav jelenléte szintén feltekeredett allapotra utal. Ha
ugyanis az amid II sav jelen van, akkor a fehérje belsejében 1év6 hidrogének nem tudtak

Kicserélédni deutérium ionokra, tehat nem érhet6ek el a viz szamara.
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2. tablazat A masodlagos szerkezetek sziazalékos aranya a Gad m 1
kiilonb6z6 fazisaiban. Az értékek a Gad m 1 dekonvolvalt infravoros
spektrumainak Gauss komponensekkel valé illesztésébdl szarmaznak.

alfa hélix hurkok és rendezetlen intermolekularis
fehérje fazis

(%) kanyarok (%) (%) béta lemez (%)
nativ (19. abra) 50 34 16 _
,»olvadt gombdc”

23 43 34 _
(24. ébra)
részlegesen kitekeredett

4 32 64 _
(30. &bra)
denaturalt (25. 4bra) _ 17 83 _
aggregalt (22. 4bra) _ 2 73 25
Ca’* hianyos (21. 4bra) 5 29 66 _

Abszorbancia(r.e.)

A A \ s
A AN A

1700 1675 1650 1625 1600

Hullamszam (cm™)

19. 4bra A nativ szerkezetii Gad m 1 parvalbumin IR spektrumanak amid I
savja (kozel atmoszférikus nyomas, 28 °C) és ennek Gauss komponensei (a
dekonvolvalt IR spektrumot fekete, a Gauss komponenseket kék, a Gauss

komponensek dsszegét piros vonal jeloli )
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Az 1583 cm™-es csilics és az 1549 cm™-es cslics egy része a glutaminsav és
aszparaginsav aminosavak COQO" csoportjainak antiszimmetrikus nyujtasi rezgésébol
szarmazik. Az 1549 cm™-es csticsot dekonvoltcidval két komponensre tudtam bontani:
az 1546 cm™-es amid 1I savra és egy 1553 cm™-es COO’ csticsra. Ez utdbbi a két fogi,
Ca’*-kotott glutaminsavaknak tulajdonithaté (20. abra) (17). Az atlapolas miatt nehéz

megmondani a szabad és a kotott karboxilsavak aranyat.

M2+

2 O/ b o
/ _C/ \M2+
\o— \o/

20. abra A COO’ oldallancok egyfogu (a) és két fogu (b) koordinacios
kotései (M kétértékii fémionokat jelol)

5.1.1 A CaZ*ion hatasa a Gad m 1 parvalbumin szerkezetére

A Gad m 1 nativ allapotban két Ca®" jont kot. Emiatt érdekes kérdés lehet, hogy
mennyire destabilizalodik a fehérje szerkezete, ha nem all rendelkezésére elegendd Ca?*
ion. Ca®*-hianyos 4llapotban (Ca®* hozzaadasa nélkiil, de az eleve a fehérjében 1év6ket
nem eltavolitva) a Gad m 1-nek széles amid I sivja van 1646 cm™-es maximum
pozicioval (18. abra, a). A pozici6 és az illesztés eredménye is (2. tablazat, 21. abra)

inkdbb nagyrészt rendezetlen, mint helikélis szerkezetre utal.
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Abszorbancia (r.e.)
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Hullamszam (cm™)

21. abra A Caz+-hiz'myos Gad m 1 parvalbumin IR spektruma (kozel
atmoszférikus nyomas, 28 °C) és ennek Gauss komponensei (a dekonvolvalt
IR spektrumot fekete, a Gauss komponenseket kék, a Gauss komponensek
0sszegét piros vonal jeloli )

Az amid Il sav hianya szintén azt mutatja, hogy nincs a fehérjének oldoszer
szdmara hozzaférhetetlen belsd magja. A Ca2+-hiényos fehérjében a kicserélhetd
hidrogének elérhetéek voltak az oldoszer szdmara, ami a harmadlagos szerkezet
gyengiilésére utal.

Permyakov CD spektroszkopiai kisérleteib6l szintén arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy a Ca®*-hianyos csuka parvalbumin rendezetlen allapotban volt (74). A csuka
parvalbumin és a tékehal parvalbumin (Gad m 1) kozti szekvencia azonossag nagyobb,
mint 70 %. Ennek ellenére mégis van arra mutato jel, hogy a Ca2+-hiényos parvalbumin
nem teljesen rendezetlen. Az amid 1 sav 2 kbar-0os atalakulasi kozépponttal
kiszélesedett, mas valtozas 11 kbar-ig novelve a nyomast nem volt megfigyelhetd.
Ebbdl és az illesztési adatokbol (2. tablazat) arra a kdovetkeztetésre jutottam, hogy a
fehérje Ca?* hozzaadéasa nélkiil részlegesen kitekeredett allapotban van, ami kis részben
tartalmaz rendezett szerkezeteket is, amelyek 2 kbar-on rendezetlenné valnak. Hasonld
jelenséget figyeltek meg a Troponin C fehérjénél, ahol az apo allapoti fehérjét
viszonylag alacsony nyomassal (1 kbar alatt) denaturalni tudtak, de a Ca®*-kotott fehérje

kitekeréséhez nagyobb nyomas és ureas kezelés kombinaciojara volt sziikség (75-77).
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5.1.2 A homeérséklet valtozas hatasa a Gad m 1 szerkezetére

A kovetkezo kisérleteket mar mind 0,2 M CaCl; jelenlétében végeztem. A 18.
abra d gorbéje a Gad m 1 magas hémérsékletre jellemzd spektrumat mutatja. A
maximum pozicié (1647 cm™) és az illesztési eredmények (2. tablazat) alapjan a fehérje
nagy része (73 %) kitekeredett allapotban van. Az 1618 és 1688 cm™-nél megjelent
csticsok az intermolekularis antiparallel béta lemezekre jellemzéek (78) és azt mutatjak,
hogy az aminosavak 25 %-a az aggregatumok stabilizalasaban vesz részt 90 °C-on, ami

joval a denaturacios hémérséklet felett van (22. abra).

Abszorbancia(r.e.)

1700 1675 1650 1625 1600

Hullamszam (cm™)

22. abra Az aggregalt allapotu Gad m 1 parvalbumin IR spektruma (kozel
atmoszférikus nyomas, 90 °C) és ennek Gauss komponensei (a dekonvolvalt
IR spektrumot fekete, a Gauss komponenseket kék, a Gauss komponensek
0sszegét piros vonal jeloli )

A karakterisztikus spektrum jellemzdket a hdmérséklet fliggvényében dbrazolva
két fazisatalakulast talaltam (23. abra). Az elsé atalakulasnal az amid II sav eltnik, és
az amid I s&v pozicioja eltolddik. Az atalakulas kézéppontja 50,8+0,2 °C. (A megadott
hibdk minden esetben az Origin programmal torténd illesztés hibai.) A dekonvolvalt

spektrumok illesztése alapjan a hélixek ardnya csokken, a rendezetlen részek és a

hurkok aranya né a nativ szerkezethez képest (2. tablazat, 24. abra).
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23. abra A Gad m 1 hédenaturaciéja. a) Amid I maximum pozicié, b) A
COQO és az amid II csucsok alatti integralt teriilet, ¢) az aggregacios cstcs
(1619 cm™) alatti integralt teriilet
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24. abra Az ,,0lvadt gombéc” szeri allapotban 1évé Gad m 1 parvalbumin
IR spektruma (kozel atmoszférius nyomas, 60 °C) és ennek Gauss
komponensei (a dekonvolvalt IR spektrumot fekete, a Gauss
komponenseket kék, a Gauss komponensek dsszegét piros vonal jeloli )

Ezek a spektralis valtozasok mind abba az iranyba mutatnak, hogy az 50 °C-nél
bekovetkezd elsd atalakulas egy ,,olvadt gombdc” szerii dllapotba vezet. Az atalakulés
soran a fehérje flexibilitdsa megnd, amit az mutat, hogy a hidrogén/deutérium
kicserélddés teljesen végbemegy, mivel a harmadlagos szerkezet felbomldsa miatt a
fehérje belseje is elérhetdvé valt az olddszer szamara.

Az amid I pozicigja75,6+0,3 °C-0s kozépponti hdmérséklettel tovabb tolodik a
rendezetlen fehérjékre jellemzo értékek felé, a fehérje denaturalodik majd aggregalodik.
Az aggregacids csucs (1618 Cm'l) alatti tertliletet figyelve szintén szigmoid gorbét
kaptam a homérséklet fiiggvényében, 73,7+0,1 °C-os kozépponti hémérséklettel. A
kitekeredés €s az aggregacio irreverzibilis.

A hédenaturaciét megvizsgaltam magasabb nyomason is. 2 kbar-on is
ugyanezeket az atalakuldasokat talaltam, de a nyomas megvédte a fehérjét az
aggregaciotol (18. abra, e, 25. abra). Az atalakulasi hémérsékletek alacsonyabbak
voltak, mint atmoszférikus nyomason (39,8+0,7 °C illetve 62,4+0,2 °C).
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Abszorbancia(r.e.)
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25. abra A denaturalt (aggregacio mentes) Gad m 1 parvalbumin IR
spektruma (2 kbar, 80 °C) és ennek Gauss komponensei (a dekonvolvalt IR
spektrumot fekete, a Gauss komponenseket kék, a Gauss komponensek
osszegét piros vonal jeloli )

Atmoszférikus nyomason a hdmérséklet denaturaciot fluoreszcencia méréssel is
meg tudtam vizsgalni, mivel a Gad m 1 tartalmaz egy triptofin aminosavat. A
fluoreszcencia emisszids spektrum maximum pozicidja 49,242 °C-os atalakulasi
kozépponttal szigmoid atalakuldssal a magasabb hullamhosszak felé¢ tolodott. Az
atalakulas kozéppontja majdnem ugyanott talalhaté (26. abra), mint az infravoros
mérések esetén (50,8 °C).

Az infravords méréseknél megfigyelt masodik denaturdcios atalakulas a
fluoreszcencia méréseknél nem latszik egyértelmiien, mivel a triptofdn kdrnyezetének
valtozasa fOleg akkor jelentds, amikor a vizmolekulak bekeriilnek a molekula belsejébe.
A denaturdcios atalakuldsnal irreverzibilis valtozasok torténtek. Sem a maximum

pozicié sem az intenzitas nem tért vissza az eredeti értékre lehiités utan (27. abra).
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26. abra A Gad m 1 fluoreszcencia spektrumanak maximum pozicidja a
homérséklet fiiggvényében
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27. abra A Gad m 1 normalizalt fluoreszcencia intenzitasa 290 nm-es
gerjesztésnél légkori nyomason: 30 °C-on a hékezelés elott (fekete); 67 °C-
on (kék); 89 °C-on (piros) és 30 °C-on a kezelés utan (zold).
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5.1.3 Nyomas valtozas hatasa a Gad m 1 szerkezetére

Vitas kérdés, hogy a nyomas altal denaturalt fehérje elvesziti-e teljesen a
masodlagos szerkezetét, vagy maradnak masodlagos szerkezeti elemek a nyomas altal
kitekert fehérjében (79, 80).

A Gad m 1 esetén szobahdmérsékleten (27 °C) végzett nyomaskisérletnél egy
fazisatmenetet figyeltem meg 5,2+0,3 kbar atalakulasi k6zépponttal. A névekv6 nyomas
hatasara az amid I sav kiszélesedik (28. abra), az amid II pedig eltiinik. Ezzel egy
idében az amid I maximum pozicidja az alfa hélixre jellemz8 poziciérol (1652 cm™)
alacsonyabb hullamszamok felé tolodik (29. abra). Megfigyelhet6, hogy az amid |
maximum pozicié a nyomas fliggvényében nem mutat 1épcsdszerti valtozast, ez azonban

nem zarja ki a fazisatalakulast.
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28. abra A Gad m 1 nyomasindukalt atalakulasa, az amid I sav szélessége a
nyomas fiiggvényében, szobahomérsékleten.
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29. abra A Gad m 1 nyomasindukalt atalakulasa, az amid I sav maximum
pozicidja a nyomas fiiggvényében, szobahémérsékleten

Az amid 1 sdv meglehetdsen komplex, tobb atlapolo kiilonb6zd szerkezetekre
jellemzd komponenst tartalmaz. Az atalakulés (5,2 kbar) utan az amid I sav pozicidja az
alfa helikélis €s a denaturalt kozott helyezkedik el. 5,2 kbar felett tovabb tolddik és
kozeliti a kitekeredett fehérjékre jellemz6 értéket, de nem éri el azt. Ez alapjan a fehérje
5,2 -12 kbar kozott elvesziti a maradék rendezettségének nagy részét is. Ezt a Gauss
illesztési eredmények is alatamasztjak (30. abra), amelyek szerint nagy nyomason (~12
kbar) csak kevés helikalis szerkezet marad, a hurkok és a rendezetlen részek aranya
pedig megnd (2. tablazat, részlegesen kitekeredett allapot).

A mérési eredmények alapjan a masodlagos szerkezeti elemek nagy része eltlint
a nyomaskezelés hatdsira, de szobahOmérseékleten nem sikeriilt elérni a teljesen
denaturalt allapotot. A viz szobahémérsékleten 10 kbar felett fagy meg, mig a fehérje
oldataink a puffertdl, a fehérje fajtajatol és a koncentraciotol fiiggden 10-15 kbar felett.
Ez behatarolja, hogy mekkora nyomast lehet alkalmazni. A viz fagyasi nyomasa a
homérseklet emelésével nd, ezért magasabb hdOmérsékleten nagyobb nyomadason is

tudtam kisérleteket végezni.
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Abszorbancia(r.e.)
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30. abra A részlegesen kitekeredett allapotban 1évé Gad m 1 parvalbumin
IR spektruma (8,9 kbar, 28 °C) és ennek Gauss komponensei (a
dekonvolvalt IR spektrumot fekete, a Gauss komponenseket kék, a Gauss
komponensek dsszegét piros vonal jeloli )

40 °C-on a nyomas fliggvényében megtalaltam ugyanezt a fazisatalakulést, csak
valamivel alacsonyabb nyomason, 4,84+0,1 kbar-on. A maximum pozicié azonban itt
egy masodik szigmoid jellegli fazisatalakulds soran eclérte a teljesen kitekeredett
fehérjékre jellemzo 1644 cm?-es értéket. Ennek a fazisatalakuldsnak a kodzéppontja
11,4+0,1 kbar.

Az 55 °C-on végzett nyomaskisérlet soran is két fazisatalakulast észleltem.
Ezen a hémérsékleten a fehérje mar eleve az ,,olvadt gomboc” szerli dllapotban van,
mivel a hémérséklet fliggvényében az elsé fazisatmenet 50 °C-on talalhatd. Az elsé
atalakulas soran (2,2 kbar) az ,olvadt gomboc” szeri allapotbol a részlegesen
kitekeredett allapotba keriilt a fehérje, a masodik atalakulassal (8,9 kbar) pedig a
teljesen denaturalt allapotba.

A homérséklet és nyomaskisérletek alapjan a nativ és a denaturalt fazison kiviil a
Gad m 1-nek létezik egy ,,olvadt gomboc” szerii és egy részlegesen kitekeredett allapota
is. Az allapotok kozotti kiilonbség leginkabb a szerkezeti elemek Osszetételébdl (2.

tablazat) valamint a Ca®*-kotés analizalasan keresztiil mutathato be.
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5.1.4 Ca2*-kotés a kiilonb6z6 konformaciokban

Ahogy azt az 5.1.1 fejezetben lattuk a parvalbuminnak Ca**-ra van sziiksége a
nativ, feltekeredett allapothoz. A parvalbumin a Ca®" ionokat az aszparagin- és
glutaminsav oldallancok COO™ csoportjaival tudja kotni (3. tablazat, 31. abra). A Ca®'-
kotohelyek az 51-63 és a 91-102 aminosavakra lokalizalédnak a homoldgia modellezés

alapjan (34).

3. tablazat A COO" csoprotot tartalmazo6 aszparaginsavak és glutaminsavak
eloszlasa a parvalbuminban

COO' csoportok Osszes Ca**-kotésben résztvevd
Aszparaginsav (D) 11 5
Glutaminsav (E) 8 3

31. abra A Gad m 1 homologia modellezéssel josolt szerkezete. A piros
szalagok az alfa hélix szerkezetet a zold golyok a Ca*" ionokat jelolik

Nara és Tanokura hasonld kotOzsebet talaltak a csuka parvalbumin esetén is
(17). A 32. abra és a 33. abra az infravoros spektrum, azon részét mutatja, mely a COO
csoport antiszimmetrikus nyljtasi rezgésére jellemzd. Ez a rezgés érzékeny a Ca?*

kotésre.
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32. abra A Gad m 1 dekonvolvalt FTIR spektrumainak COO" régioja
40 °C-on, nyomasok alulrdl felfelé: 0,2; 0,4; 0,45; 0,95; 1,2; 1,45; 1,8; 2,15;
2,7;3;35;38;44; 51,57, 6,55, 7,1, 8,1; 8,9; 9,7; 10,65; 11,40, 12,1; 13,8;

14.1; 15,2 kbar és 0,2 kbar visszafelé

A 32. abra egy 40 °C-on végzett nyomaskisérlet dekonvolvalt spektrumainak
részletét mutatja. Az alacsony nyomdsokon talalt 1554 cm?-es cstcs a glutaminsav
kétfogh Ca?* kotéseinek feleltethetd meg. Ez kicsit nagyobb, mint a Nara és Tanokura
altal mért 1553 cm™(17), de ez az eltolodas adodhat a kicsit magasabb hémérsékleten
valo mérésbdl (40 °C szobahomérséklet helyett). A csucs kiszélesedése az alacsonyabb
hullamszamok felé az amid II sav maradvanyanak koszonhetd. Az 1585 cm™-es csics
két rezgésbdl tevodik Ossze (1579 és 1590 cm'l), amik csak erdsebb dekonvolucidval
vagy a spektrumok masodik derivaltjabol hatarozhatok meg. Ezen rezgések az
aszparaginsav COO" csoportjabol szarmaznak. A COO™ csoport antiszimmetrikus
rezgése kétfogi kotés hatdsara az alacsonyabb hullamszamok felé, egyfogu kotés
hatasara a szabad allapothoz képest magasabb hullamszamok felé tolodik (81). Emiatt a
magasabb hulldmszamnal 1évé komponens az egyfoguian kotott aszparaginsavnak, az
alacsonyabb pedig az aszparaginsav szabad COO" csoportjainak tulajdonithato. Meg
kell jegyezni, hogy mind a glutaminsavnal mind az aszparaginsavnal a fehérje

belsejében 1évé szabad COO™ csoportok rezgési frekvencidja kiilonbozhet a vizes
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kornyezetben 1évé csoportokétol. A fehérje Dbelsejében 1évé COO™ csoportok
kotddhetnek mas toltott csoportokhoz vagy hidrogénhidakat hozhatnak létre. Emiatt a
ténylegesen szabad COO™ rezgések mennyisége nehezen becsiilhetd. Nyomaskezelés
hataséra a 4,8 kbar-nal talalhaté elsd fazisatalakulasnal az 1590 cm™-es komponens
csokken, az 1579 cm™-es komponens névekvd tendenciat mutat. Ezzel egyszerre az
1554 cm™-es csticsnal csokken, 1565 cm™-nél pedig novekszik az abszorbancia, ami a

szabad glutaminsavakra jellemz6 (4. tablazat (17)).

4. tablazat A Ca®'-kotéshez tartozé csucspoziciok (Az aszparaginsav nem
kotodik két foggal, az egy foggal kotott glutaminsavra jellemz6 pozicio
pedig kérdéses, valosziniileg Kis intenzitasu.)

COO" csoport abszorpciés maximumai a parvalbuminban (cm™)

Aszparaginsav (D) Glutaminsav (E)
Szabad (1575-)1579 1565
Egy foggal kotott 1590 ?
Két foggal kotott - 1553

E részleges kitekeredés sordn a Ca2+-k6t6helyek destabilizalodtak. Ennek
legvaldsziniibb magyarézata az lehet, hogy a két kotéhely egyike elveszitette a Ca®*-ot a
fazisatalakulds soran, és a részlegesen kitekeredett fehérje mar csak egy Ca®*-ot kot
molekulanként. Dzwolak és Taniguchi hasonlo jelenséget figyeltek meg az alfa
laktalbuminnal (82). A denaturalt allapothoz képest a részlegesen kitekeredett
allapotban a hurkok nagyobb ardnya szintén Osszhangban van azzal a feltételezéssel,
hogy az egyik Ca®*-kotéhely még megdrz3dstt (2. tablazat).

Magas nyomason (11,4 kbar felett) a COO™ régidban csak egy csucs talalhato
1573 cm™-nél. Ez dekonvolicioval egy 1565 és egy 1575 cm-es csticsra bonthato fel,
mindketté a szabad aminosavakra jellemzd. Ez alatdmasztja azt, hogy a fehérje

Z* jont elvesztve. Ez

11,4 kbar felett teljesen denaturélt allapotban van, mindkét Ca
alapjan szoros Osszefiiggés van a fehérje denaturdlodasa és a Ca®* ionok elvesztése
kozott. A teljes denaturacio csak akkor lehetséges, ha a fehérje elengedi az egyébként
ersen kotott Ca®* ionokat.

Az atmoszférikus nyomason végzett homérséklettdl fiiggd kisérletek sorozatban

tisztan lathatjuk az amid II sav eltiinését 50 °C-on (1550 cm™) (33. 4bra). E hdmérséklet
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folott a fehérje ,,olvadt gomboc” szeri allapotba keriil, ahogy azt az amid I sav
elemzésébdl megtudtuk. Ebben az allapotban egy erds abszorpcids savot figyelhetlink
meg 1553 cm™-nél, ami arra utal, hogy a Ca* ionok kétfogh kotéssel kapcsolodnak a
glutaminsavakhoz. Az aszparaginsavak COO™ rezgése ekozben alacsonyabb
hulldmszamok felé¢ tolodott, ami a kotdhely gyengiilésére utal. A homérséklet-indukalt
,»olvadt gomboc” szerli allapotban a kotdhelyek megmaradtak, bar az eredetihez képest
némileg gyengiilhettek. Az 1553 cm™-es cstcs a denaturacids hémérsékleten (75 °C)
eltiinik, ezzel egyiitt a szabad glutaminsavakra jellemz6 cstcs (1565 Cm'l)
abszorbancidja megné. A szabad aszparaginsavra jellemz8 komponens (1576 cm™)
szintén nd az atalakulas soran. A kitekeredett, aggregalt allapotban a szabad
komponensek dominalnak, a fehérje a Ca?*-okat elvesztette. Ez a magasabb nyomason

aggregacio nélkiil ho hatasara denaturalt fehérjére ugyantigy igaz (p>2 kbar, T>75 °C).

28 °C

43,8 °C

67,5°C

Abszorbancia (r.e.)

80,7 °C

90 °C

30°C

1600 1580 1560 1540 1520
Hullamszam (cm)

33. abra A Gad m 1 dekonvolvalt FTIR spektrumainak COO" régioja
atmoszfériukus nyomason, a homérsékletek idérendben, feliilrol lefelé: 28;
29,8; 34,3; 39; 43,8; 48,5; 53,3; 58,1, 62,8; 67,5; 71,9; 75,4; 76,9; 78,6; 80,7

83,5: 87,7; 90 °C és 30 °C visszafelé
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5.1.5 Az atalakulasok reverzibilitasa

Ahhoz, hogy az allergént inaktivalni lehessen irreverzibilis szerkezetvaltozasok
sziikségesek, emiatt vizsgaltam a reverzibilitds kérdését. A szobahdmérsékleten (27 °C)
végzett nyomasciklus utan a részlegesen kitekeredett allapotbdl visszatérve a fehérje
ujra megkototte a Ca®*-okat. Az amid I pozicio is visszatért az eredeti helyére, ami

szintén a fehérje visszatekeredésére utal (34. abra b, c).

Abszorbancia (r.e.)
o @ =

Cc

b

a
1700 1670 1640 1610 1580 1550 1520
Hullamszam (cm'™)

34. abra A Gad m 1 FTIR spektrumai

a) 40 °C-o0s nyomaskezelés utan , a nyomas altal denaturalt allapotbol

visszatérve, b) szobahémérsékletii nyomaskezelés utin, a részlegesen
kitekeredett allapotbdl visszatérve, c) kezelés elétt, d) 2 kbar-on torténé

hokezelés utan, a hédenaturalt allapotbol visszatérve, ) 55 °C-ig valé fiitési
ciklus utan, az ,,olvadt gombdéc”-szerii allapotbol visszatérve,
f) atmoszférikus nyomason valé hékezelés utan, az aggregalt allapotbdl
visszatérve

A nativbol a részlegesen kitekeredett allapotba valdé &atmenet nagyrészt
reverzibilisnek tekinthetd. A spektrumokban jelentkez6 kiilonbség az amid II sav
eltlinésébdl adodik. Az amid II sav eltlinése a H/D kicserélddés kovetkezménye, ami
teljes visszatekeredés esetén sem jelenik meg ismét a spektrumban. 40 °C-on, nagy
nyomason a teljesen kitekeredett allapotot elérve és onnan visszatérve légkori nyomadsra

a fehérje nem nyerte vissza eredeti nativ allapotat (34. abra a). Sem a konformacid
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valtozas sem a Ca®*-kotés nem teljesen reverzibilis. Ez is alatamasztja a kiilsnbséget a
részlegesen és teljesen kitekeredett allapot kozott. Nyomasciklus utdn mind az amid I
pozicio, mind a spektrum COO™ régidja a Ca®* hianyos fehérjéhez hasonlo.

A homérsékletciklus utan, amikor aggregacio kovetkezett be, a fehérje nem tudta
visszakotni a Ca®*-ot (34. abra f). A 2 kbar-on végzett hémérsékletciklusnal, ahol nem
tortént aggregacié a fehérje részlegesen visszatekeredett és visszakotott valamennyi
Ca’*-ot is (34. abrad), a spektrum a Ca**-hianyos fehérjéhez volt hasonlo. Ha a
hémérsékletciklusban csak 55 °C-ig emeltem a hémérsékletet, ami az ,,olvadt gomboc”
szerfi allapotnak felel meg, a szerkezetvaltozas és a Ca®*-kotés véltozasa akkor is
irreverzibilis volt. A visszatérési allapot szintén a Ca®*-hianyoshoz volt hasonl6, amely
egyébként nagyban hasonlit az ,,olvadt gomboc” szer(i allapothoz (34. abra €). A hé
hatasara bekovetkezd denaturdlds tehat irreverzibilis fliggetleniil attol, hogy aggregécio

bekdvetkezett-e.

5.1.6 A parvalbumin nyomas-hémérséklet fazisdiagramja

A kiilonb6z6 4allandd nyomésokon végzett homérséklettdl fliggd kisérlet
sorozatok ¢és a kiilonbozé allandd hémérsékleten végzett nyomastol fiiggd kisérlet
sorozatok 4talakuldsi pontjaibol megszerkesztettem a Gad m 1 nyomas-hdmérséklet

fazisdiagramjat (35. abra).

16

12 4

10 1 Részlegesen
8 - kitekeredett

Denaturalt

p (kbar)

.Aggregélt
80 100

T(°C)

35. abra A Gad m 1 nyomas-homérséklet fazisdiagramja
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Ez a szokasoshoz képest meglehetdsen komplex, a nativ, denaturalt és aggregalt
fazisokon kiviil tartalmaz egy részlegesen kitekeredett és egy ,,olvadt gomboc” fazist is.

A Hawley-féle elliptikus fazisdiagramra emiatt nem nagyon hasonlit.

5.1.7 Allergenitasi tesztek

Az allergenitasi kisérletekhez olyan kezeléseket valasztottam, ahol a valtozas az
FTIR mérések alapjan irreverzibilis. Harom mintat kezeltem és kiildtem a Bécsi
Orvostudoméanyi Egyetem Orvosi Biotechnoldgia Intézetébe az allergén tesztek
elvégzésére: 1. kezeletlen kontroll, 2. atmoszférikus nyomason hdkezelt minta (80 °C,
30 perc), 3. nagy nyomason hokezelt minta (80 °C, 3 kbar). A mintakat ELISA teszttel,
6 halra allergids péciens szérumaval vizsgaltak, e méréseket nem én végeztem. A
kontrollhoz képest a kezelt mintdk nem mutattak sem csokkent sem megnovekedett IgE-
kotést (36. abra).
3,0
2,5 A
2,0 -
1,5 1

1,0

OD (405 nm)

0,5 1

0,0 | ] :
P1 P2 P3 P5 P6

halra allergias paciensektél szarmazo szérumok

mkontroll ®mhdékezelt (80 °C) T nyomas és hékezelt (3 kbar, 80 °C)

36. abra Halra allergias paciensek (P1-P6) IgE reaktvitasa a kontroll, a
hokezelt és a nyomas- és hékezelt parvalbuminra. Az IgE-kotés ELISA-val
lett meghatarozva.

Habér az infravoros mérések eredménye alapjan ezen kezelések hatasara mind a
mésodlagos szerkezetben mind a Ca®*-kétésben irreverzibilis valtozasok 1épnek fel,

ezek a valtozdsok nem bizonyultak elégnek ahhoz, hogy csokkents¢k a Gad m1
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allergenitasat. Ennek oka az lehet, hogy az allergén reakci6é kialakulasdhoz nem
feltétleniil sziikséges a nativ szerkezet, bar gyakran van Osszefiiggés a szerkezet és az
allergenitas k6zott. A ponty parvalbumin esetében pl. kimutattak, hogy EGTA kezelés
hatasara az allergén aktivitas csokkent (83), ami azt jelenti, hogy az allergenitashoz
legalabb egy Ca®*-ot tartalmaznia kellett a fehérjének. Az sem zarhat6 ki teljesen, hogy
a kezelés és az allergenitasi teszt elvégzése kozott eltelt hosszabb id6 alatt (néhany hét)
a fehérje részben visszatekeredhetett, és az egyik Ca’*-kotShely az epitoppal egyiitt

visszaépiilt.

5.2 Titin

5.2.1 A PolyE PEVK fragmentum

A polyE a titin oriasmolekula eddig rendezetlennek ismert PEVK
fragmentumdnak egy ismétldédé doménja. Az utdbbi idében végzett néhany kutatds
alapjan azonban elképzelhetd, hogy a PEVK fragmentum mégis tartalmaz masodlagos
szerkezeti elemeket, pl. gyenge helikalis szerkezeti részeket (84, 85). A mérések soran
olyan kiilonb6z6 koriilmények kozott vizsgaltam a fehérjét, amelyek megvaltoztathatjak

a stabilitasat, ezaltal a masodlagos szerkezeti elemek jelenlétét is befolyasolhatjak.

5.2.1.1 Nagy nyomads hatdsa a polyE PEVK fragmentum szerkezetére
kiilonb6z6 oldatokban

Elészor a polyE domént kiilonboz6 pD-ken vizsgaltam, hatha a pD valtozasa
eldsegiti a rendezett szerkezet kialakulasat. Az amid I sav pozicidja minden vizsgalt
pD-n 1645 cm™ (37. 4bra), ami a rendezetlen fehérjékre jellemzd (6, 86-89). A fehérje
egy masik jellegzetes rezgését is azonosithatjuk a spektrumon, mely pD=7 esetében
1565 cm™-nél talalhato, pD=10,5-en pedig 1568 cm™-re tolodik. Ez a csucs a fehérjében
1év6 glutaminsavak karboxil (COQ") csoportjanak antiszimmetrikus nyujtasi rezgésébdol
szarmazik (90). A polyE-ben ez a glutaminsavak atlagosnal Iényegesen magasabb
el6fordulasi aranyanak koszonheté (46%). Alacsony pD-n a COO™ csoporthoz egy
deutérium ion is kapcsoldodik és a karboxilcsoport szimmetriajaban bekovetkezd

valtozasok miatt a csucs eltunik.
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Abszorbancia (r.e.)

1730 1680 1630 1580 1530

Hullamszam (cm-)

37. abra A polyE FTIR spektrumai kiilonb6z6 pD-ken a) pD=3; b) pD=7; c)

A 38. abra a polyE infravorés spektrumat mutatja pD=7-en, ndvekvd
nyomasokon. A spektrum alakja a nyomas hatdsara nem valtozott jelentésen. pD=3-nal

¢és pD=10,5-nél az eredmény hasonl6 volt.

13,0 kbar

8,5 kbar

Abszorbancia (r.e.)

4 1 kbar

T T T T T 0,6 kbar
1680 1650 1620 1590 1560 1530

Hullamszam (cm)

38. abra A polyE FTIR spketrumai pD=7-en névekvé nyomasoknal. Alulrol
felfelé a nyomasértékek: 0,65 1,2; 1,6; 2,3; 3,1; 4,1; 4,9; 5,8; 6,9; 7,6; 8,5; 8,9;
10,7; 11,6; 12,6; 13,0 kbar
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Az amid I cslics pozicidja nem mutat 1épcsdszerti valtozast, amibdl kooperativ

fazisatmenetre lehetne kovetkeztetni (39. abra).

1650
1649 1 *
£ 1648 - . .
1647 2 4 +
TR

1645 * Bag X ..

1644 - " A X x 8 e o ®
1643 - sa 4 s

1642 .

1641 S ‘

Amid | maximum pozicio

39. abra A polyE amid I maximum pozicidi a nyomas fiiggvényében pD=7-
en hozzaadott ionok nélkiil (A ); 0,2 M CaCl; -dal(e); 0,5 M KNO3s-tal (m);
50% glicerinnel (x); 2M TMAO-val (+)

A csucspozicid valtozasanak meredeksége a nyomads fiiggvényében a kiilonb6zo
pD-jii és iontartalmu oldatok esetén 0 és -0,3 cm™/kbar koz¢ esik. Ez a viszonylag kis
meredekség a viz és a karbonil csoport oxigénje kozotti hidrogénhid fizikai
Osszenyomasaval magyarazhaté inkdbb, mint a fehérje masodlagos szerkezetének
megvaltozasaval. A novekvd nyomds ugyanis a fehérjékben altalaban a rezgési
frekvencidk emelkedésével jar egyiitt (91), de az amid I rezgésnél csokkenést
tapasztaltunk. Novekvé nyomas hatasara valdszinileg a meger6sdodé hidrogénhid
jobban elvonja az elektronokat az oxigénatomtol, ezaltal gyengiti a C=0 kotést, ami az
amid I cstcsot a kisebb frekvenciak iranyaba tolja el.

Mivel a kaotrop (struktarabonto) ill. kozmotroép (struktaraépitd) vegyiiletek
jelenléte szintén befolyasolhatja a fehérjék stabilitasat, a polyE spektrumat pD=7-en
kiilonb6z6 kozmotrop anyagok jelenlétében is felvettem. Kisérleteimben a glicerin, a
KNOj és a CaCl; és TMAO jelenlétének hatasat vizsgaltam. Az eddigi irodalmi adatok

alapjan a glicerin és a KNOj3 a Staphylococcus nukleaz fehérje esetén kozmotrépnak
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bizonyult, nodvelte a stabilitast, ezért elképzelhetd, hogy eldsegiti a szerkezet
kialakulasat (92, 93). Bar a CaCl, ugyanezen fehérjénél kaotropnak mutatkozott, mas
fehérjékre lehet, hogy ellentétes a hatasa. A Ca* kot fehérjéknél a kotésben gyakran a
COOQO’ csoportok vesznek részt. Mivel a polyE sok glutaminsavat és ezaltal sok COO”
csoportot tartalmaz, elképzelhetd, hogy képes Ca**-ot is kotni, ami viszont rendezettebb
szerkezetet eredményez. A TMAO szerkezet stabilizald hatasat szintén kimutattak (94).
Ezenkiviil a TMAO nagyobb koncentracidban van jelen a mélytengeri allatokban,
aminek szerepe lehet a nyomassal szembeni stabilitasban.

Minden esetben rendezetlen szerkezetre wutald spektrumokat kaptam,
nyomasciklus hatasara pedig nem tapasztaltam szerkezeti valtozast (39. abra). Glicerol
¢s CaCl, jelenlétében kissé¢, TMAO esetén jelentdsen megndtt az amid I maximum
pozicid, ami utalhatna hélix képzddésére. A nyomads fliggvényében azonban nem tortént
denaturacios atmenet 14 kbar felett sem, ami extrém stabilitast jelentene. Ez nagyon
valdsziniitlen egy normdl koriilmények kozott rendezetlen fehérjénél. Valdsziniibb,
eltolodasa pedig abbol adodik, hogy az amid csoport oldoszerrel alkotott

hidrogénkotéseinek erdssége megvaltozott.

5.2.1.2 A polyE PEVK fragmentum kiilénb6zo hémérsékleteken

A polyE spektrumét a hdmérséklet fiiggvényében is vizsgaltam kiilonbozd pD-
ken. 100 °C-ig melegitve semmilyen valtozast nem tapasztaltam a masodlagos
szerkezetben. Mind az amid I, mind a COO" cslcspozicidja linearisan valtozott a
homérseklet novelésével. Ez az eltolddas egy nem-specifikus hdmérsékleti hatds, amely
nem jelent szerkezetbeli valtozast. A vizsgalt koriilmények kozott az FTIR mérések

alapjan a polyE fragmentum nem mutat globalis rendezddést.

5.2.2 Immunoglobulin 27

A titin 127 domén homolégia modellezéssel kapott szerkezete az irodalmi
adatoknak megfeleléen flexibilis hurkokkal 6sszekotott béta szalakat tartalmaz,

szendvicsszerli formaban (50) (40. abra).
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40. abra A titin 127 homoldgia modellezéssel josolt szerkezete (A kék
szalagok a béta szerkezetet, a molekula kozepén kirajzolt aminosav pedig a
fluoreszcencia mérésekhez hasznalt triptofan helyét jelolik.)

A szerkezet a nyomas illetve a hdmérséklet novelésével denaturdlhatd. A titin
127 nyomas-hémérséklet fazisdiagramjat is infravords spektroszkopia segitségével
hatdroztam meg, kiillonb6zé alland6 hémérsékleteken novelve a nyomast, illetve
kiilonb6z6 nyomasokon ndvelve a hémérsékletet. Az eredmények megerdsitésére az
atmoszférikus nyomason végzett hdmérseklettdl fiiggd kisérlet sorozatot fluoreszcencia
spektroszkopiaval is elvégeztem. A fluoreszcencia spektroszkopiai mérésekben fontos
szerepet jatszo triptofan aminosav a molekula belsejében helyezkedik el, tehat nativ
allapotban inkabb hidrofob kornyezetben van. Denaturdcié sordn kornyezetének
polaritdsa megvaltozik, kapcsolatba keriilve az olddszerrel hidrofil koérnyezetbe keriil,

ezért az atalakulas nyomon kdvethetd.

5.2.2.1 Nagy nyomads hatdsa a titin 127 szerkezetére

A 41. abra a titin 127-es fragmentumanak dekonvolvalt spektrumait mutatja
30 °C-on a nyomaskezelés el6tt (a), a legnagyobb nyomason (b) és a kezelés utan (c).
Alacsony nyomason az amid I sav két 6 6sszetevét tartalmaz 1643 cm™-es és 1630 cm’

Les cstcspoziciokkal (41. 4bra a). Az el8bbi rendezetlen, az utdbbi cstics
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intramolekuléris béta szerkezetre utal. Az 1630 cm™-es cstcs nyomaskezelés alatt eltiint
(41. abra b). E komponens cstcs alatti teriiletét a nyomas fliggvényében abrazoltam, és

szigmoid gorbét illesztettem ra (42. abra).

Abszorbancia (r.e.)

1700 1680 1660 1640 1620 1600
Hullamszam (cm-™)

41. abra A titin 127 dekonvolvalt FTIR spektrumai (pD=7);
a) a nyomaskezelés el6tt; b) denaturalt allapotban 16,3 kbar-on; c) a
nyomaskezelés utan

1,4

1630 cm'-es csucs alatti integralt

0 T T T I I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

p (kbar)

42. abra A titin 127 béta szerkezetének eltiinése a nyomas fiiggvényében
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A szigmoid gorbe atmeneti pontja 10,5+0,3 kbar. A cstcs eltlinése a magasabb
nyomason a fehérje kitekeredésére utal. Amikor a nyomds visszaallt az
atmoszférikushoz kozeli értékre a fehérje Gjra feltekeredett, az 1630 cm™-es cstics ismét
megjelent (41. abra c). A csucs alatti teriiletb6l szamolva a fehérje 95 %-a tekeredett
vissza, tehat az 127 nyomas altal indukalt kitekeredése majdnem teljesen reverzibilis.

A nyomasciklust 50 °C-on is elvégeztem, ahol a fehérje nyomassal szembeni
tabilitasa jelent0sen csokkent. Az atmeneti pont 0,9+0,1 kbar, ami egy nagysagrenddel
alacsonyabb, mint 30 °C-on. A reverzibilitas hasonld, mint 30 °C-on. Nem tortént
aggregacio a nyomasciklus kézben és utana, sem 30 °C-on, sem 50 °C-on. Ez azt
jelenti, hogy a fehérje anélkiil tekeredik vissza a nativ allapotdba, hogy eldtte jelentds

1d6t toltene aggregéciora hajlamos dtmeneti allapotban.

5.2.2.2 A homérséklet valtozas hatasa a titin 127 szerkezetére

A 43. abra a hdmérséklet valtozas hatasat mutatja az [27 infravords spektrumadra.
A hémérséklet emelésével (30 °C.rol 90 °C-ra) az amid I csucs pozicidja eltolodik és
mutatja a hdmérséklet fiiggvényében. Az atalakulasi hOmérséklet atmoszférikushoz

kozeli nyomason 65,2+1,7 °C (44. abra).

Abszorbancia (r.e.)

1700 1680 1660 1640 1620 1600
Hullamszam (cm™)

43. abra A titin 127 dekonvolvalt FTIR spektrumai (pD=7);
a) 30 °C-on a hékezelés elott; b) 90 °C-on; c) 30 °C-on a hokezelés utan
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Az amid 1 pozicioban egy masik viszonylag kis eltolodas (0,4 cm™) is
megfigyelhet6 az 50,3+0,9 °C-kal jellemzett atalakulasi hémérsékleten (44. abra). ehhez
hasonléan az 1545cm™-es csucs abszorbancidja a homérséklet fiiggvényében
52,8+0,2 °C-os atmeneti hémérséklettel szigmoid gorbe szerint valtozott (45. abra). Ez a
cstics az amid II savnak feleltetheté meg. Az amid II sav a hidrogén/deutérium
kicserélddésre érzékeny. Bar a fehérjevazon elhelyezkedd hidrogénatomok nagy része
kicserélodott deutériumra még a mérés kezdete eldtt, néhany a fehérje belsejében védett
hidrogén kicseréletlen maradt. Ezekbdl szarmazik a gyenge amid II sav alacsonyabb
hémérsékleten. 50 °C felett az amid II csucs eltlinése a harmadlagos szerkezet
gyengiilésére utal, ami lehetévé teszi a fehérje belsejébe temetett protonok
kicserélodését is. A denaturacidos atmenetet (65,2+1,7 °C) a fehérje aggregacioja

kévette, amit egy 0j cstics megjelenése jelez 1620 cm™-nél (43. abra).

1649

1648 -
1647 -
1646

1645 -
1644 -

1643 -

Amid | maximum pozicié (cm™)

1642 T T T T T T
25 35 45 55 65 75 85 95

Hoémérséklet (°C)

44, abra A titin 127 amid I csuicsanak maximum pozicidja a hdmérséklet
fiiggvényében
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Abszorbancia kulonbség (r.e.)
(A1545 cm’ T A 1595 cm 1)

25 35 45 55 65

Hémeérséklet (°C)

45, abra A titin 127 amid II csicsanak eltiinése a homérséklet fiiggvényében

Az 50°C koriili atmenet a spektrumok paramétereinek valtozasa alapjan
mindenképpen szerkezeti valtozasra utal, azonban a teljes denaturacié csak 65 °C koriil
ment végbe. Az elsd atalakulas egy intermedier, valdsziniileg ,,olvadt gomboc™ szerti
allapotba torténd atmenet. Ennek megerdsitésére az atmenetet a triptofan fluoreszcencia
emisszidjanak vizsgalataval is tanulmanyoztam. A fehérje triptofan aminosava
feltekeredett allapotban a fehérje belsejében helyezkedik el. A 46. abra a jellemz6
fluoreszcencia emisszios — spektrumokat mutatja kiillonb6z6 hémérsékleteken.
Szobahdmeérséekleten (25 °C) az emissziés maximum 320 nm-nél van. Ez a hidrofob
kornyezetben talalhatd triptofanra, tehat a feltekeredett fehérjére jellemzdé. A
hémérséklet emelésével a maximum pozicid szigmoid atmenettel 328 nm-re tolodik,
50,0+2,3 °C-os kozépponttal (47. abra). Az eltolddas arra utal, hogy a fehérje belsejében
talalhat triptofan kornyezetének polaritasa megvaltozott, amely aldtdmasztja az ,,olvadt

gombodc” szer dllapot megjelenését 50 °C felett.
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46. abra A titin 127 fluoreszcencia emissziés spektruma 290 nm-en
gerjesztve a nativ allapotban 25 °C-on (fekete), az ,,olvadt gombéc”
allapotban 50 °C-on (kék), 60 °C-on (piros) és a denaturalt allapotban
70 °C-on (zold), Raman korrekcio utan.

(|350 nm/|328 nm)

Fluoreszcencia intenzitas arany

H6émeérseéklet (°C)

47. abra A titin 127 fluoreszcencia inenzitas aranyai a homérséklet
fiiggvényében
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A triptofan emisszidés maximumanak pozicioja tovabbi homérséklet novekedés
hatdsara 342 nm-re tolodott, ami a teljesen kitekeredett fehérjékre jellemzd. Ezzel
parhuzamosan a Rayleigh szdéras megnoétt, amely a spektrumban az alacsonyabb
hullamhosszaknal bekovetkez6 intenzitasndvekedésbol lathato (46. abra). A szoras
novekedése az  aggregatumok  megjelenésének  tulajdonithaté,  amelyek
szobahdmérsékletre vald visszahiités utan is megmaradtak. Az infravords spektrumban
is megmaradt az aggregicidés csucs a hokezelés utan (43. abra, 1620 cm'l), az
aggregacio tehat irreverzibilis. Amikor a hémérsékletciklus utdn egy nyomasciklust is
elvégeztem (30 °C-on), az aggregacios csucs terillete a nyomas emelésével
folyamatosan csokkent. 11 kbar-on az aggregaciés csucs teriilete az eredeti 15%-ara
csokkent, ez a 15% azonban a tovabbi nyomaskezelésnek (17 kbar-ig tudtam mérni) is
ellenallt.

Ez a jelenség Osszhangban van a korabbi kutatasokkal, ahol mar tobb fehérjénél
tapasztaltak, hogy a nyomaskezelés képes szétbontani az aggregatumokat (24, 95, 96).
A nyomast csokkentve a fehérje részlegesen visszatekeredett, de egy része denaturalt
maradt és aggregalodott. Az aggregacios csucs (1620 cm™) intenzitdsanak nyomasciklus
eldtti és utani értékeit dsszehasonlitva 50%-ra becsiiltem a megmaradt aggregatum
mennyiségét. Az aggregacids csucs pozicioja (1620 cm'l) a tipikus értéknél (1616 cm'l)
kicsit magasabb. Elképzelhetd, hogy ez a csucs két komponenst tartalmaz, egy 1616 cm’
Les és egy magasabb hullamszami komponenst. Az utobbi amorf aggregatumbol valé
amiloidképz6désre utalna. Az amiloidképzédésre jellemzé tipikus pozicid 1625 cm™-nél
talalhato (97, 98). Ellendriztem ezt a lehetSséget, de dekonvolucioval az 1620 cm™-es
csticsot nem tudtam tobb komponensre bontani. (A hékezelt (90 °C) mintat atomerd
mikroszkopiaval is ellenériztem, de nem talaltam amiloid fibrillumokat.)

A hémeérséklettdl fliggd kisérlet sorozatot magasabb nyomdasokon is elvégeztem,
a nyomas novelésével a denaturacios homérsékletek csokkentek. 2 kbar-on (62,5 °C-0s
atalakulasi homérséklet) kis aggregaciot még tapasztaltam, de magasabb nyomasokon
3,7 kbar-on (58 °C-os atalakulasi hémérséklet) és 6 kbar-on (44,5 °C-os atalakulasi
hémérséklet) a fehérje mar aggregacio nélkiil denaturalodott.

A fazisdtmeneti pontok megtaldlasahoz a spektrumok néhany jellegzetes
paraméterét hasznaltam: amid I csiics maximum pozicidja, amid I sdv szélessége, az

1630 cm™-es béta csucs alatti integralt teriilet, az 1616 cm™-es aggregacios csiics alatti
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teriilet, a fluoreszcens spektrumok esetén az emisszids intenzitdsok ardnya a
karakterisztikus hullamhosszakon. Ezen mennyiségeket a nyomas illetve homérséklet
fliggvényében abrazolva ¢és szigmoid gorbéket illesztve az adatokra megkaptam az
atmeneti pontokat. A kiilonb6z6 paraméterekbdl meghatarozott atmeneti pontok elég jol
egyeztek, ezekbdl megrajzolhatd az 127 nyomas-homérséklet fazisdiagramjanak egy
részlete (48. abra). A nyomas-hémérséklet paraméterektdl és az eldzetes kezelésektdl
fliggben az 127 fragmentum tobbféle szerkezetet vehet fel. A fazisdiagram jelentésen
kiilonbozik a Hawley-féle elliptikus fazisdiagramtol, mivel az altalanosan el6fordulo

nativ és denaturalt allapotokon kiviil ,,olvadt gombdc” szerli és aggregalt allapotokat is

tartalmaz.
12
10 -
~ 8 1 Denaturalt
3
=< 6 -
o}
4
Nativ
2 Olvadt Y ...ccoceeeennnee
gombéc \ Aggregalt
O T T T
25 35 45 55 65 75 85
T(°C)
48. abra A titin 127 nyomas-homérséklet fazisdiagramja
5.3 Rv3221c

5.3.1 Az Rv3221c szerkezete

A kordbbi tanulményok alapjan azt vartam, hogy az Rv322lc
szobahOmérsékleten €s atmoszférikus nyomason rendezetlen szerkezetet mutat majd
(65), a mérési eredmények azonban ennek ellentmondanak. Az amid I cstics maximum

pozicidjat 1640 cm ™ -nek talaltam (49. 4bra, kék), Fourier 6ndekonvoliciot alkalmazva

azonban ez a csucs két jol elkiiloniilé komponensre bonthato fel, melyeknek maximuma
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1637 illetve 1652 cm™ (49. abra, fekete). Az 1637 cml-es cstics a béta lemezekre
jellemzo (tovabbiakban béta csucs). Ez egyezik az Expasy szerverrel végzett homologia
modellezés eredményével (50. abra), ami szintén talnyomoérészt béta szerkezetet josolt.
Habér az 1652 cm™-es cstics utalhatna alfa hélixre, figyelembe kell venniink, hogy az
Rv3221c egy biotink6td fehérje. A biotin egyik karakterisztikus infravords csticsa
1650 cm™-nél talalhato (99). Mivel az Escherichia coli sejtek és a tapkdzeg, amiben a
fehérjét expresszaltak jelentds mennyiségli biotint tartalmaz, a tisztitott fehérje is
biotinkotott allapotban van. Emiatt (és a cstucs viselkedése miatt) az 1652 cm™-es

csticsot a biotinnak és nem a fehérjének tulajdonitottam.

Abszorbancia (r.e.)

1700 1680 1660 1640 1620 1600

Hullamszam (cm)

49. abra Az Rv3221c infravoros spektrumai 30 °C-on: a nyomasciklus elétt
(kék); dekonvolvalt spektrum a nyomasciklus elott (fekete); dekonvolvalt
spektrum 8 kbar-on a denaturalt allapotban (piros) és dekonvolvalt
spektrum a nyomasciklus utan ( zold )
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50. abra Az Rv3221c homologia modellezéssel josolt szerkezete. A kék
szalagok a béta szerkezetet jelolik.

Az eredmények a masodlagos szerkezetet illetéen (1égkdri nyomdson és
szobahOmérsékleten) nem egyeznek a korabbi tanulmannyal, ami rendezetlen
szerkezetet josolt (65). Erre a kiilonbségre tobb magyarazat is adhatd. Egyrészt mas
oldoszert hasznaltam, valamint az infravorés mérésnél hasznalt koncentracié lényegesen
magasabb, mint amit a korabbi tanulmanyban a CD kisérleteknél alkalmaztak.
Ezenkiviil nemrég kimutattak, hogy a biotinkotés jelentésen befolyasolhatja a fehérjék

CD jelét (100), ami téves kovetkeztetések levonasara adhat lehetéséget.

5.3.2 Nagy nyomas hatasa az Rv3221c szerkezetére

Nyomaskezelés hatasara az Rv3221c amid I savja kiszélesedik és a pozicidja
1640 cm™-r61 1643 cm™-re tolodik, ami a rendezetlen szerkezetre jellemz6. Az amid |
maximum pozicid nyomastol vald fiiggése alapjan az atalakulds kozéppontja
5,3+0,2 kbar-nal talalhat6 (51. abra). Az atalakulasi nyomas felett a gorbe meredeksége
-0,38 cm'/kbar, amely a rendezetlen fehérjékre jellemzS. Hasonld értéket kaptam a

rendezetlen polyE titin fragmentumra is (5.2.1.1 fejezet).
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A dekonvolvalt spektrum (49. 4bra, fekete) 1637 cm™-es komponense alatti
terliletet abrazolva hasonld szigmoid jellegli gorbét kapunk azonos atalakulasi

kozépponttal (5,3+0,2 kbar) (52. abra).
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52. abra Az Rv3221c béta csucsanak eltiinése a nyomas fiiggvényében
30 °C-on.
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Felmeriil a kérdés, hogy a nyomaskezelés utan a fehérje mennyire tekeredik
vissza: visszatekeredik-e teljesen vagy megmarad egy koztes allapotban rovidebb ideig
vagy akar ,,végleg”. A helyzetet tovabb bonyolitja a biotin jelenléte, ami a feltekeredett
fehérjéhez kotddik, de valoszintileg a kitekeredett fehérjéhez nem. A fehérje megfeleld
konformacioba vald visszatekeredéséhez sziikség van a biotin visszakotésére is. A
nyomasciklus el6tti és utani 1égkori nyomdson felvett infravords spektrumok jelentésen
kiilonboznek egymastol (49. abra b és d). A dekonvolvalt spektrumbol kapott
csucspoziciok alapjan a fokomponens csucsa kissé eltolodott az alacsonyabb
hullamszamok felé (1637-r61 1633 cm™-re), 1623 cm™-nél pedig egy 0j vall jelent meg
a denaturalt allapothoz képest. Ez utobbi komponens aggregatumok keletkezésére utal
(78, 101). A biotinnak tulajdonitott csucs szintén kevésbé éles és a csucs alatti teriilet
csokkent. Mindezek alapjan a fehérje biztosan nem tekeredett vissza teljesen az eredeti

A legvalo6szinlibb magyarazat a nyomasciklus utani spektrumra az lehet, hogy a
fehérje egy része a biotint ujrakotve visszatekeredett, mig a maradék része
aggregalodott. Az aggregatumok jelenlétét az is alatamasztja, hogy az 1623 cm'-es
csucs a masodik nyomadsciklus sordn eltlinik, ahogy ez varhat6 a nyomaskezelés ismert
disszocialé hatasa miatt. Meglepd moédon a masodik nyomadsciklusban a denaturadlo
nyomas pontosan ugyanakkora, mint az elsében. Ez azt jelentheti, hogy a fehérjének az
a frakcidja, ami visszatekeredett és jrakototte a biotint, az eredeti helyes konforméaciot
vette fel, és a stabilitdsa ugyanolyan, mint a nyomaskezelés el6tt volt. Egy masik
magyardzat az lehet, hogy a fehérje visszatekeredett a biotin visszakotése nélkiil, egy
masik alternativ konformacioba. Ebben az esetben nagyon valosziniitlen lenne, hogy a
masodik nyomasciklus sordn a denaturacids nyomds nem valtozik, még akkor is, ha a

biotin-kotésnek nincs jelentds szerepe a stabilitasban.

5.3.3 Homérséklet valtozas hatasa az Rv3221c szerkezetére

Hokezelés hatasara az Rv3221c egy 1épésben denaturalddott, intermedier allapot
nem volt megfigyelheté. A fehérje kitekeredését aggregacio kisérte, amit az
1618 cm™-es csucs megjelenése jelzett (53. abra). Az 1637 cm™-es béta szerkezetre
jellemzd csucs teriilete a hdmérséklet emelésével folyamatosan csokkent, az atalakulés

kozéppontja 64,4+0,2 °C (54. abra).
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Abszorbancia (r.e.)

1700 1680 1660 1640 1620 1600

Hullamszam (cm™)

53. abra Az Rv3221c infravoros spektruma kiilonb6z6 homérsékleteken: 30
°C-on a hokezelés elétt (fekete), 64,4 °C-on (kék), 100 °C-on (piros), 30 °C-
on a hokezelés utan (zold)

csucs alatt (r.e.)

Integralt terlilet az 1637 cm'-es

54. abra Az Rv3221c béta csucsanak eltiinése a homérséklet fiiggvényében.

Az aggregacid folyamatanak koézéppontja 66,1+0,3 °C (55. dbra). Az atalakulds
irreverzibilis volt, az aggregdtumok megmaradtak a fehérje hokezelése utan is (53. abra,

z61d).
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55. abra Az Rv3221c aggregacios csucsanak kialakulasa hokezelés hatasara

Magasabb nyomason elvégezve a hdomérséklettdl fiiggd kisérletsorozatot a
denaturacios atalakulasra jellemzd hémérséklet csokkent, 3,3 kbar-on 64,4+0,2 °C-rol
44,2+0,5 °C-ra.

Az atalakulési kdzéppontokbol meghataroztam az Rv3221c¢ nyomas-hdmérséklet
fazisdiagramjat (56. abra), ami jol illeszkedik a Hawley-féle elliptikus fazisdiagram
elmélethez (2.4 fejezet).

Denaturalt

P (kbar)

2 - Nativ

0 T T T T T
25 35 45 55 65 75
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56. abra Az Rv3221c nyomas-homérséklet fazisdiagramja
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6. Kovetkeztetések

6.1 Parvalbumin

A Gad m 1 mind az infravords spektrumok alapjan, mind pedig a homologia
modellezés alapjan 50%-ban alfa hélixet, ezenkiviil hurkokat és rendezetlen részeket
tartalmaz.

ca® hianyos allapotban a szerkezet nagyrészt rendezetlen, kb. 5% hélixet
tartalmaz, ami 2 kbar nyomasnal kitekeredik.

Hokezelés hatasara két atalakulds figyelheté meg, 50 °C-on a fehérje ,,olvadt
gomboc” szerd allapotba kertiil, 75 °C-on pedig teljesen denaturalodik. A denaturaciot
atmoszférikus nyomason aggregacio kiséri, azonban 2 kbar nyomas mar elegendd
ahhoz, hogy megvédje a fehérjét az aggregaciotol.

Szobahdmérsékleten végzett nyomastol fliggd kisérlet sorozatnal a fehérje 5,2
kbar-on fazisatalakulason esik at, és részlegesen kitekeredett allapotba keriil. 40 °C-on
két atalakulas figyelheté6 meg a nyomas fliggvényében: 4,8 kbar-on a fehérje részlegesen
kitekeredett allapotba keriil, és egyik Ca®" ionjat elveszti, 11,4 kbar-on teljesen
kitekeredik. 55 °C-on ezek az 4talakuldsi nyomasok alacsonyabbak (2,2 ill. 8,9 kbar).

A fehérje a nativ és ,,olvadt gomboc™ szerli allapotokban két Ca®"iont kot, a
részlegesen kitekeredettben valdsziniileg egyet, a denaturdlt és aggregalt allapotokban
pedig nem kot Ca®*-iont.

A nativbol a részlegesen kitekeredett allapotba torténd atmenet reverzibilisnek, a
tobbi atmenet részben vagy teljesen irreverzibilisnek bizonyult.

A nyomds-, hé- ill. kombinalt kezelés se nem csokkentette se nem ndvelte a
Gad m 1 fehérje IgE kotését.

Meghataroztam a Gad m 1 fehérje nyomas-hdmérséklet fazisdiagramjat, ami
otféle allapotot tartalmaz, emiatt nem nagyon hasonlit a Hawley-féle kétallapota
elliptikus diagramra. Az altalanosan jelenlévd nativ és denaturalt allapotokon kiviil
megfigyelhetdk ,,olvadt gomboc” szerli, részlegesen kitekeredett és aggregalt allapotok

is.
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6.2 Titin

6.2.1 PolyE

A polyE megérzi rendezetlen szerkezetét széles nyomas (0-16 Kbar),
hémérséklet (0-100 °C) és pD (3-10,5) tartomanyban, tovabba kozmotrép anyagok
jelenlétében (CaCl,, KNOg, glicerin, TMAQO) sem mutat rendezédést.

6.2.2 Immunoglobulin 27

Az infravords spektrum alapjan a titin 127 szerkezete fdoleg béta lemezeket
tartalmaz, ami egybecseng az eddigi irodalomi adatokkal ¢és a homologia modellezés
eredményével.

Nyomaskezelés hatasara az 127 30 °C-on 10,5+0,3 kbar-on, 50 °C-on
0,9+0,1 kbar-on denaturalddik.

A nyomas altal indukalt denaturacid 95 %-ban reverzibilis, atmoszférikus
nyomason a fehérje visszatekeredik eredeti szerkezetébe.

Homérsékletkezelés hatasara két atmenet taldlhatd. A masodlagos szerkezet
gyengiilése és ,,0lvadt gomboc™ szerii allapot kialakulasa figyelheté meg 50 °C-on. A
teljes denaturacio 65 °C-on megy végbe, melyet alacsony nyomason aggregacio kisér.

Magasabb nyomasokon (>2 kbar) a nyomas megvédi a fehérjét az aggregaciotol.

A hokezelés hatasara keletkezett aggregatumot nyomadskezelésnek alavetve
85%-a disszocialodott, és 50 % az atmoszférikus nyomasra torténd visszatérés utan is
disszocialt forméban maradt.

Az el6zéekben leirt eredmények alapjan az 127 fragmentum a nyomaés-
homérseklet paraméterektdl €s az eldzetes kezelésektdl fiiggden tobbfele szerkezetet
vehet fel. A fazisdiagramja az altalanosan el6forduld nativ és denaturalt allapotokon
kiviil ,,olvadt gombdc” szerli és aggregalt allapotokat is tartalmaz, emiatt jelentdsen

kiilonbozik a Hawley-féle elliptikus fazisdiagramtol.
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6.3 Rv3221c

Az Rv3221c amid I savja két f6 komponenst tartalmaz 1637 és 1652 cm™-nél,
elobbi a béta szerkezetnek, utobbi a fehérjéhez kotott biotinnak tulajdonithatd. A béta
szerkezet egyezik a homoldgia modellezések eredményeivel, azonban nem egyezik
Kumar ¢és tarsai CD mérési eredményeivel (65). Nyomaskezelés hatasara
szobahdmérsékleten a fehérje egy 1épcsében 5,3 kbar-nal denaturalédik. Nyomasciklus
utan a fehérje egy része visszatekeredett, masik része aggregalddott. Hokezelés hatasara
az Rv3221c 64,4 °C-os atalakulasi kozépponttal denaturalodott, majd aggregalodott. Az
atalakulas irreverzibilis volt.

Kiilonb6zé hoémérsékleteken és nyomaésokon elvégezve a nyomas ill.
hémérséklet ciklusokat az atalakuldsok kozéppontja megvaltozott, és ezekbdl meg
tudtam hatarozni az Rv3221c¢ nyomas-hémérséklet fazisdiagramjat. Az altalam vizsgalt
fehérjék koziil ez illeszkedik legjobban a Hawley-féle elliptikus fazisdiagram

elmélethez, mivel nem tartalmaz intermedier allapotokat.
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7. Osszefoglalas

A fehérjék rendkiviil fontos biologiai funkcidkat toltenek be az ¢16
szervezetekben, amiben gyakran jelentGs szerepet jatszik a szerkezetiik is. Munkam
soran fehérjék masodlagos szerkezetének stabilitasat, valtozésat vizsgaltam
spektroszkopiai modszerekkel. A szokdsosan alkalmazott hokezelés mellett egy ritkan
vizsgalt denaturdld hatdsu paraméter, a nagy nyomds hatasara bekdvetkezd
szerkezetvaltozasokat is tanulmanyoztam molekularis szinten. Az FTIR spektroszkopi
spektroszkopia kivald technika a fehérjék masodlagos szerkezetének meghatarozasara.
A mérések sordn ezt egy nagy nyomdsu gyémant cellaval kombinaltam, igy a fehérjék
masodlagos szerkezetérdl a nyomaskezelés kozben nyerhettem informéciot.

A vizsgalatokhoz a tékehal parvalbuminjat (Gad m 1), a titin izomfehérje egy
rendezett és egy rendezetlen szerkezeti fragmentumat (127 és polyE), és a
Mycobacterium tuberculosisbol szarmazo Rv3221c¢ fehérjét hasznaltam. Meghataroztam
a fehérjék nyomas-homérséklet fazisdiagramjat, amelyben nativ és denaturalt allapotok
mellett intermedier, valamint aggregalt allapotok is jelen vannak.

A polyE fehérjét rendezetlennek talaltam, és a nyomas, hémérséklet paraméterek
valamint az olddszer valtoztatasa soran is mindvégig rendezetlen maradt.

A masik harom fehérje rendezett szerkezetli, denaturicids hdémérsékletiik
65-75 °C, a denaturaciot aggregacio kiséri. Az aggregaci6 mindharom fehérjénél
elkeriilhetd volt, amennyiben nagyobb nyomast (> 2 kbar) alkalmaztam. A parvalbumin
¢s a titin 127 fehérjéknél a hdmérséklet hatasara bekdvetkezd denaturacid két 1épésben
zajlott, mindkét fehérjénél megfigyelhetd egy ,,olvadt gomboc™ szerii allapot.

A parvalbuminnak ezen kiviil nagyobb nyomason egy részlegesen kitekeredett
intermedier allapotat is megfigyeltem, valamint, hogy a kiilonb6z6 allapotokban
kiilonboz6 Ca?*-koté képességgel rendelkezik. Nagy nyomas hatsara legkdnnyebben
az Rv3221c denaturdlodott (5,3 kbar), a titin 127 csak jelentdsen magasabb nyomdason
(10,5 kbar), a parvalbumint pedig szobahdmérsékleten nem is tudtam teljesen
denaturalni, csak magasabb homérsékleten, egy intermedier allapoton keresztiil.

A nyomas fliggvényében a fehérjék atalakuldsai a paramétereket és az
atalakulasok jellegét tekintve kevesebb hasonlosdgot mutatnak, mint a hdmérséklet
fliggvényében. A nagy nyomasos kisérletek segitenek jobban megérteni az ezzel

kapcsolatos mechanizmusokat.
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8. Summary

Proteins have especially important biological functions in living organisms, and their
structure has a crucial role in this. | investigated the stability and transitions of the
secondary structure of proteins by spectroscopic methods. Besides the usual heat
treatment | also applied high pressure, which is a rarely used method in this field.
Infrared spectroscopy is a powerful tool to determine the secondary structure of proteins
especially under high pressure, where the CD spectroscopy cannot be used. | combined
FTIR spectroscopy with a high pressure diamond anvil cell, thus 1 could obtain
information about the secondary structure during the pressure treatment.

| investigated both ordered and intrinsically unordered proteins: the parvalbumin of cod
(Gad m 1), an ordered and a disordered fragment from the giant muscle protein titin (127
and polyE) and the protein Rv3221c from Mycobacterium tuberculosis. | determined
the secondary structure as function of pressure and temperature and the midpoints of the
transitions. From the transition midpoints | could determine the pressure-temperature
phase diagrams of proteins which contain intermedier (molten globule-like and partially
unfolded) and aggregated states besides the usually present native and denatured states.
The protein polyE is unordered at physiological conditions and it remained disordered
in spite of all our efforts to induce structural changes in it by varying the temperature,
the pressure and the solvent. The other three proteins have ordered structure with similar
answers to heat. The denaturation temperature is between 65-75 °C; the denaturation is
followed by aggregation. | could prevent all the three proteins from aggregation if |
applied higher pressure (> 2 kbar). In the case of parvalbumin and titin 127 the heat
denaturation has two steps; a molten globule-like phase can be observed above 50 °C.
The parvalbumin at higher pressure also contains a partially unfolded intermedier state,
and it has different Ca®*-binding ability in the different states.

By high pressure the Rv3221c unfolded the most easily (5.3 kbar), the titin 127 unfolded
at significantly higher pressure (10.5 kbar). The most stable one was the parvalbumin, |
could not completely denature it by pressure at room temperature only at elevated
temperature through an intermedier state.

As the function of pressure the nature of transitions of the proteins and the parameters
contain less similarity than as function of temperature. Pressure unfolding studies can

help to better understand the mechanisms of these transitions.
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