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1. Bevezetés

1.1. A fehérjék szerkezete

A biologiai rendszerekben fellelheté makromolekuldk egyik nagy és fontos csoportjat
a fehérjék alkotjak. A fehérjék linearis polimerlancanak kialakitasaban 20 fajta a-
aminosav jatszik szerepet. Ezek a monomerek szomszédos amino és karboxil csoportjaik
kozott 1étrejovo peptidkotésekkel kapcesolédnak egymashoz, igy kialakitva a molekula
vazat. A peptidkotés két kettoskotéses hatarszerkezet rezonancia-szerkezeteként irhato
le, ahol a karboxilos szén atom és a nitrogén atom kozott delokalizalt kettéskotés alakul
ki, ezért a kotés koriil rotdcié nem lehetséges. A kotés planaris és dipélusmomentuma,
van. A fehérje gerincét alkotd, de a peptidkétésben részt nem vevo atomok kozott
(C,—C, N=C,) egyszeres kovalens kotések vannak, ami koriil szabad rotacié johet

létre, ezért aminosavanként két forgasi lehetdség adodik.
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1. dbra. Aminosav, peptidkotés. a) Altaldnos a-aminosav, ahol R tetszoleges oldallancot
jelent; b) a peptidkotés szerkezete.

A fehérjék térszerkezetében négy f6 szintet kiillonboztetiink meg. A polipeptidldanc
aminosav sorrendje dltal meghatarozott szerkezetet elsodleges szerkezetnek nevezziik.

Masodlagos szerkezeti szinten a fehérjelanc hidrogénkotések altal stabilizalt, lokalis
(tipikusan 10-20 aminosavra kiterjedd) rendezettségét értjiikk. A peptidlanc konformé-
cidjat a peptidsikok egymashoz képest torténé elforduldsaval, azaz a ¢ (CN—C,C) és
1 (NC,-CN) torzids szogekkel jellemezhetjiik. A mésodlagos szerkezeti elemeknek két
f6 tipusa van, a helikdlis és a lemezes struktura.

A helikalis szerkezetek koziil a jobb menetes a-hélix a leggyakoribb, melyben teljes

fordulatonként 3,6 aminosav csoport taldlhaté és menetemelkedése 5,4 A. A hidrogén-



(a) (b) (c)

2. dbra. Mésodlagos szerkezeti elemek. a) Az a-hélix, b) a [-parallel és c¢) a (-
antiparallel lemez. A vonalak a polipeptidlancok kozotti hidrogénkotéseket, a golyok
az atomokat (a sziirke a szén, a kék a nitrogén, a piros az oxigén), a zold rudak pedik
az oldallancok kapcsolédasi pontjat jelolik.

kotések az m-edik aminosav oxigénje és az n + 4-edik aminosav nitrogén atomjahoz
kapcsolodd hidrogén kozott jonnek létre. Az aminosavak oldallancai kifelé allnak, a
hélix belsejében a térkitoltés maximaélis.

Lemezes szerkezet esetén az egyes nyujtott polipeptid lancok (5-lancok) egyméssal
parhuzamosan helyezkednek el. Ezen lancok iranyultsdga szerint megkiilonboztethetiink
parallel, antiparallel és vegyes lemezes szerkezeteket. Parallel lemez esetén a lancok
azonos iranyba futnak, az egymast kéveté C,, atomok tavolsaga 3,2 A, a H-hidak egyen-
letesen helyezkednek el. Antiparallel lemeznél a lancok ellentétes irdnyultsaguak, az
egymast koveté C, atomok tavolsaga 3,4 A, a H-hidak elhelyezkedése rendezetlenebb.
A [-lemezben altaldban balkezes csavar van, mert a lancok maguk is csavarodnak.

Harmadlagos szerkezetnek a polipeptidlanc térbeli konformécidjat, és ezen beliil a
masodlagos szerkezeti elemek térbeli elhelyezkedését hivjuk. Ezt a szerkezetet a van
der Waals kolecsonhatasok, a hidrogénhid kotések, a negativan és pozitivan toltott
aminosavak kozotti ionos kotések és a cisztein aminosavak kozott kialakuld diszul-
fidhidak stabilizaljak.

Negyedleges szerkezeti szintrél a tobb polipeptidlancbdl felépiilo, azaz tobbalegy-

séges, oligomer fehérjék esetén beszélhetiink. Az oligomerek legkisebb ismétlodd szer-



(c) (d)

3. abra. Mésodlagos, harmadlagos, negyedleges fehérjeszerkezet a hemoglobin példajén.
a) A hemoglobin lanceleji, helikdlis tipusi, mésodlagos szerkezeti eleme szalag
abrézolasban; b) a molekula o alegységének teljes, harmadlagos térszerkezete; c¢) a
hemoglobin protomerjének, mely 1-1 « és [ alegységbdl all, konformécidja; és d) a
két protomerbél felépiilé hemoglobin negyedleges szerkezete. (Az édbra a Protein Data
Bank 3A0G f4jlabdl az RCSB-Protein Workshop program hasznalatéval késziilt.)

kezeti egységei a protomerek, ezek térbeli elhelyezkedése kiilonb6zo szimmetridkkal
adhaté meg.

Az egyszert fehérjék csak aminosavakbdl épiilnek fel. Az Osszetett fehérjék azon-
ban tartalmazhatnak egyéb szervetlen vagy szerves alkotérészeket is, ezeket nevezziik
prosztetikus csoportnak. A leggyakrabban el6fordulé prosztetikus csoportok a lipid,
szénhidrat, foszfatcsoport, nukleinsav, vas-porfirin és kiilonboz6 fém ionok (Fe**, Cu?*,

Zn*t, Ca®h).



Egy atlagos fehérje néhany szaz aminosavbol épiil fel, igy a polipeptidlancnak
elméletileg rendkiviil sok konforméciéja lehetséges [12], ezek koziil azonban csak néhény
allapot stabil. Ezeket az allapotokat harom csoportra bonthatjuk: nativ, koztes (inter-
medier), kitekeredett (denaturdlt).

Nativ szerkezetben a molekula bioldgiailag aktiv. Ez &altalaban a legalacsonyabb
szabadentalpidji konformacio, melyben a méasodlagos kotések szama kozel maximalis.
Nativ szerkezetben az apolaros oldallancok nagy része a molekula belsejében talalhato,
mig a polaros oldallancok inkabb a felszini részeken helyezkednek el, ahol a vizzel és
egymassal létesitenek H-hidakat.

A koztes allapotoknak is tobb fajtaja van. Altaldnos jellemzojiik, hogy van masod-
lagos szerkezet, de nem mindig hasonlit a nativhoz, a harmadlagos szerkezet pedig
nagyrészt rendezetlen és fluktual.

Kitekeredett allapotban minden konforméacié kozel azonos szabadentalpiaju. A fehér-
je polaros részei a vizmolekulakkal 1étesitenek H-hidas kélcsonhatast, az apolaros részek
kortl pedig klatratburok képzodik a vizbol. Nagy koncentraciéju fehérje oldatok esetén

a polipeptidlancok kozott intermolekuléris kolesonhatasok is felléphetnek.

1.2. A fehérjék és a nyomas

A nyomés hatasat legegyszertibben a kétallapoti, allandé 6sszetétell rendszereken
tanulmanyozhatjuk. A Le Chatelier-Braun elv alapjan a nyomas novelése a rendszert
egyensilyi helyzetébol a térfogatcsokkenés iranyéaba tolja el. Egyenstlyra vezet6 reakcid
esetén AG = —RTIn K ahol K az egyensulyi alland6, AG pedig a szabadentalpia

valtozas. A rendszer molaris térfogatvaltozasa felirhato

OAG Oln K
AV = [ —— = —RT 1
( dp )T ( dp )T @

alakban. Negativ AV esetén a termék kisebb térfogati, mint a kiinduldsi anyag, ekkor
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a nyomas novelésével tehat K no, vagyis az egyensuly a kevesebb reagens iranyaba
tolodik el.

Nagy nyomas hatasara a fehérjék nativ szerkezete felbomlik, denaturaléodnak. Kisér-
leti eredmények igazoljak, hogy szamos fehérje esetén a denaturacié néhany szaz MPa
nyomadson bekovetkezik [7]. A fehérjék magas és alacsony hémérsékleten is denaturaldd-
nak, utébbit hideg-denaturaciénak nevezziik [14]. A hdrom fajta denaturécié egységesen
irhat6 le a Hawley-féle elliptikus fazisdiagrammal [6], mely kétallapoti rendszert felté-
telez (nativ (N) és denaturélt (D) dllapotot) és a denaturécié folyamatat reverzibilisnek

tekinti. A kitekeredést kisérd szabadentalpia valtozast ekkor:
AG = Gp — Gy (2)
alakban frhatjuk fel. A differencidlis alakot
d(AG) = —ASdT + AVdp (3)
tetszoleges Tpy, po pontbdl kiindulva kiintegralva az aldabbi egyenletet kapjuk:

0

A
AV o) + 5 (0~ o) + Bl — po)(T — T,

(), - (),

(@), (). ©

ahol C), az allandé nyomason mért fajhd, 8 a kompresszibilitdsi faktor, o pedig a

Gy

hétagulasi egytitthatd. To-hoz kozeli T' értékek esetén az alabbi kozelitést alkalmazhatjuk:

T(ln%—l)%%, (1)

ami azonos eredményre vezet a szabadentalpia véltozas p és T szerinti masodfokui



kozelitésével:
AOp 2
AG = AGy — ASo(T — Tp) — (T = To)* + AVo(p — po)+

+ %(p —p0)” + Aalp = po)(T = To).

A denaturacié atalakulasi pontjaban AG = 0. Amennyiben

AC,A
Aa? > C;’j b (9)
0

egyenl6tlenség fenn all, akkor a AG = 0 pontok egy elliptikus gorbét adnak a p—T sikon
(4. dbra), ahol a gorbén beliili teriilet a nativ allapotot jelenti. Hawley 2-es pH értékii
oldatban 1év6 fehérjékre (krimotripszinogén és ribonukledz) kimérte ezt a gorbét. Az
alacsony pH értékre azért volt sziikség, mert nem tudott a denaturacidohoz elegendéen

nagy nyomast eldallitani, igy ezzel destabilizalta a fehérjéket.
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4. abra. Hawley-féle elliptikus fazisdiagramm. Az abran c a hideg-, p a nyoméas-, T a
hodenaturaciot, Ty, a szobahomérsékletet jeloli.
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A Hawley-féle modell azonban tiulsadgosan leegyszertiisitett, hiszen a denaturacié
korant sem mindig reverzibilis, valamint a folyamat nem kétallapoti, mert a fehérje
kitekeredése kozben kialakulnak intermedier allapotok is. A modell ezenkiviil nem
kiilonbozteti meg az egyes denaturacios termékeket, igy az aggregaciot sem és figyelmen

kiviil hagyja a fehérjék kozti kolesonhatast [16].

1.3. Infravoros spektroszkopia

Az elektromagneses sugarzas 0,8 pm—1 mm kozotti hullimhosszisdgu tartomanyat
infravoros sugarzasnak nevezziik, mellyel a molekuldk rezgési és rotacios allapotai
gerjeszthetéek. Az infravoros tartomanyt, a lathatd fény spektrumahoz viszonyitott

helyzete alapjan, spektroszkopiai szempontbdl harom részre osztjuk:
e kozeli infravoros (NIR): 0,8 — 2,5 pm,
e kozép-infravoros (MIR): 2,5 — 25 pm,

e tdvoli infravorés (FIR): 25 — 1000 pm.

A tavoli infravoros tartomany deforméacids spektroszkdpiara hasznalhato, a molekuldk
konformaciéjara jellemzo rezgések a kozép-infravoros tartomanyban detektalhatoak, a
kozeli infravoros tartomanyban pedig a felharmonikusok jelennek meg. Az infravoros
spektroszképidban a hullimhossz reciproka, a hullamszam hasznalatos. A fehérjék tér-
szerkezetének vizsgélatdhoz sziikséges kozép-infravords tartomany a 400 — 4000 cm !
hulldmszam tartomanyban helyezkedik el.

A legegyszeriibb rezgdé mozgasra is képes rendszer a kétatomos molekula. Ennek
teljes lefrasa a klasszikus fizikaban és a kvantummechanikaban is egyarant ismert.
Tobbatomos molekuldk rezgései néhény paraméter (kotési dllanddk, egyenstlyi ko-
ordindtak) ismeretében kiszamolhatok. Makromolekuldk esetén a rendkiviil nagy atom-
szam és a térszerkezet ismeretének hianya miatt a rezgések szamoldsa gyakorlatilag
kivitelezhetetlen. A molekuldaban ellenben kialakulnak csoportrezgések, melyekben csak
néhany atom vesz részt. Ezeknek a vibraciéknak a frekvencidja kis mértékben fligg a
rezg0l csoport kornyezetétol. Az igy 1étrejovo frekvencia eltolédds mértékébdl a makro-
molekula térszerkezetére kovetkeztethetiink. Fehérjék konformécié valtozasarol példaul

az amid csoport rezgéseibol nyerhetiink informaciot.
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(a) (b) (c)

5. abra. N-metilacetamid molekula szerkezete és legfontosabb normalrezgései. a) Az
amid-I, b) amid-II és c¢) amid-IIT normal médusok [1]. A golydk az atomokat (a sziirke
a szén, a piros a oxigén, a kék az nitrogén és a fehér a hidrogén), a nyilak az atomok
elmozdulasi irdnyat és azok relativ amplitudojat jelolik.

A fehérjék polipeptidlancanak rezgései elso kozelitésben az N-metilacetamid moleku-
la normélrezgéseivel irhatdk le, mert a molekula sajatrezgései a terminalis C atomokat
lényegében nem érintik [13]. Pontosabb szamoldsok igazoljdk, hogy az N-metilacetamid
eréallandéi atviheték polipeptidekre [11]. Ezaltal a fehérje csatolt rezgé rendszerként
irhaté le, ahol minden aminosavhoz egy normalrezgés rendelhet. A peptid kotések
egymassal elektromagneses kolcsonhatasban vannak, ami atmeneti dipél csatolast ered-
ményez [17]. Ez fligg a dip6lok orientacifjatodl, tehat a fehérje mésodlagos szerkezetétél
is. Az N-metilacetamid normalrezgései koziil két okbol kifolydlag az amid-I rezgés a
legérzékenyebb a konformaécié-valtozasra. Egyrészt az amid-I rezgés energidjanak nagy
része a C=0 kotés nyijtasi médusabdl ered [1], melynek eréallanddja, a kotés részleges
delokalizaltsaga miatt kisebb, mint mas C=0 kotésé. Masrészt a C=0O csoport O
atomja akceptorként jatszik szerepet egy masik aminosav N—H csoportjaval kialakitott
hidrogénkotésben, igy a masodlagos szerkezetet megvaltozasa kihatassal van az amid-I
rezgésekre (1. tablazat).

A fehérjék mésodlagos szerkezeti 0sszetételének az amid-I rezgésekbol valé meghata-
rozdsat azonban gatolja a viz deformdcids rezgése, ami 1645 cm~!-nél taldlhaté [3], {gy
egybeesik az amid-I normalrezgéssel. Ennek a problémanak a megoldasara a méréseket
nehézvizben végzik, aminek a deformdciés rezgése 1215 cm~1-nél van az izotép-eltolédas

miatt. A nehézvizes fehérje oldatokban a polipeptidlanc gerincét alkoté N atomokhoz

10



hulldmszdm [em™] mésodlagos szerkezet

1616 intermolekularis [-szerkezet [§]
1624 — 1637 kinyidjtott ldancok (S-szerkezet) [2]
1645 rendezetlen [2]

1654 a-hélix [2]

1662 310-hélix [5]

1663 — 1670 hajlatok, hurkok [2]

1675 kinyijtott lancok (S-szerkezet) [2]
1683 — 1694 hajlatok, hurkok [2]

1685 intermolekuldris [-szerkezet [8]

1. tabldzat. Az amid-I sav komponenseinek hozzarendelése a kiilonbozé masodlagos
szerkezeti elemekhez.

kapcsolédé H kicserélédhet 2D atomra, emiatt az amid sivok eltolédhatnak. Ez a je-
lenség csak az amid-II sdvnal jelentds (100 cm™l-es eltérés), ezért ezt hasznéljdk a

hidrogén-deutérium (H/D) kicserélddésének tanulmanyozasara.

11



2. Anyagok és moddszerek

2.1. A vizsgalt fehérje

A mérések soran a lizozim enzimet vizsgaltuk, ami a baktériumok sejtfalat hidro-
lizissel bontja. Nagy mennyiségben megtalalhato a szervezet kiilonbozo valadékaiban,
a fehérvérsejtek, koztilkk a granulocitdk citoplazméjaban és a tojasfehérjében, fontos
szerepet tolt be az immunrendszer mitkédésében. A méréshez 75 mg/ml-es tojasfehérje
lizozim oldatot hasznaltunk, ennek eléallitasahoz a ICN Biomedicals INC (USA) cégtol
beszerzett fehérjébdl 15,64 mg-ot oldottunk 208 ul a Sigma cégtdl vasarolt BES puffert
(N,N-Bisz(2-hidroxietil)-2-aminoeténszulfonsav, C4H,;NO;S) tartalmaz6 nehézvizes ol-
datban (pD=7,0). Az oldat pD értékét a pH mérérdl leolvasott értékhez 0,4-et hozza-

adva hatéroztuk meg [4].

6. abra. Lizozim molekula rontgenkrisztallografidaval meghatarozott térszerkezete a Pro-
tein Data Bank adatbézis alapjan. Az dbra a 3A8Z pdb fajlbdl, a RCSB-Protein Work-
shop program hasznalataval késziilt.

2.2. Nagy nyomas eloallitasa és mérése

A nagy nyomés el6éllitasahoz gyémant celldt [9] (Diamond Anvil Cell, Diacell Prod-
ucts) hasznaltunk. A celldban két gyémant kozott egy rozsdamentes acél lemez van,
melynek kozepén egy 0,5 mm atmérdji, furt lyuk talalhatd, ebben helyezkedik el a

minta (7. abra). Az elrendezésnek koszonhetéen, igy egyszerre végezhetiink optikai

12



méréseket és fejthetiink ki nagy nyomast a vizsgdlt anyagra. A mddszer lényege, hogy
az eszkoz kis térfogatban (~ 50 nl) allitja el a nyomdst, melynek nagysiga a két
gyémantra kifejtett nyomoéerovel novelhetd. A nyomas méréséhez a mintatérben elhe-
lyezett belso kalibrans haszndlata sziikséges. Spektroszkdpiai szempontbdl ez olyan
anyagot jelent, melynek vonaleltoléddsa ismert a nyomés fiiggvényében. Infravoros
méréseknél a barium-szulfat (BaSO,) 983 cm™'-es vonala alkalmas erre a célra [18],

melybol a nyomas az alabbi képlettel szamolhato:
p =0,031A1% 4+ 2,097Av , (10)

ahol Av a hdmérséklettel korrigalt (Avy) és a referencia hulldmszam (Awvy) kiilonbsége.

A homérséklet korrekcié pedig igy irhato fel:
Av, = Av,, — 0,0175AT, (11)

ahol Av,, a barium-szulfat mért hullamszama.

Eré Eré

L L

Gyémantok Tomités

Minta

(I I

Eré Eré

7. abra. A gyémant cella felépitése.

2.3. Infravoros mérés

Az infravoros méréseket Bruker Vertex80v FTIR spektrométerrel végeztiik, mely
0,25x0,25 mme-es folyékony nitrogén hiitésti MCT detektorral rendelkezik. A spekt-

rumok 2 cm ™! -es felbontdsiak, és zero-padding technikdval lettek 1 cm™! -es 1épésko-
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zlire kiegészitve. A spektrumokat az Opus 6.5 programcsomag segitségével vizsgaltuk,
a jel/zaj ardnyt 256 spektrum atlagoldsaval javitottuk. A miszer alapja egy Michelson-
interferométer, ami egy féligatereszto tiikor segitségével a beeso fényt két sugarra bont-
ja. Az egyik egy rogzitett, a masik egy mozgo tiikorrol verédik vissza, majd rekom-

bindlédnak és az utkilonbség fiiggvényében interferalnak (8. dbra). A fényintenzitast

Mintatér

8. abra. Az FTIR késziilék felépitésének sematikus rajza.

felirva az utkiilonbség (x) és a hullamszam (v) fliggvényében:
I(z,v) = I(v)[1 + cos (2mvx)], (12)
ahol I(v) a spektrum, amit mérni szeretnénk. A detektorba juté teljes intenzitas:
I(2) = /0 " L)y = /0 T W)L+ cos (2mva)dv | (13)
Ebb6l Fourier-transzforméciéval, I(v)-re az alabbi kifejezést kapjuk:

I(v)=2 /OOO[ZI(IU) — I(z = 0)] cos 2nvzx)dx . (14)

14



A spektrumokon abrazolt abszorbancia:

(15)

ahol Ip(v) a minta nélkiil, /(v) pedig a gyémant cellaval és mintaval egylitt mért

intenzitas.

2.4. Kiértékelés

A mérések kiértékelésénél az adatsorokat egy konstans alapvonal meghatarozasa
utan, Gauss-fliggvények Osszegével illesztettiik meg. Az alapvonalat manudlisan haté-
roztuk meg, ugy, hogy az illesztés a lehet6 leggyorsabban konvergaljon. A Gauss-gorbék
illesztésére Octave-ban irtunk programot, mert a Gnuplot dltal hasznalt Levenberg-
Marquardt algoritmus ilyen sok gorbe illesztése esetén mar nem konvergal. A prog-
ramban a Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS) médszert alkalmaztuk, ami fel-

haszndlja a fliggvény elso és masodik derivaltjait is. A minimalizalandé fiiggvény

X =) (flw) =), (16)
J
ahol j a mérési pontokra Osszegez, azaz y; az egyes x; hullamhosszokon mért abszor-
banciat, f(x;) pedig az egyes z; pontokhoz tartozé illesztett fliggvényértéket jelenti.
Az illesztett Gauss-fiiggvény az alabbi alakban irhato fel:

_ (afj_ﬂi)Q

f(”:j):Z\/ez%f S (17)

ahol pu; a varhaté érték, o, a szdrds és e a gorbe alatti teriilet. ¢ az egyes illesztendo
csucsokon fut végig. A gorbe alatti tertiletet csupan technikai okokbdl fejeztiik ki ex-

ponencialis alakban, hogy ezzel kikiiszoboljiik a negativ értékeket.
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3. Célkituzések

A fehérjék nagy nyomds hatdsara denaturdlédnak [19], atmoszférikus nyomésra
visszatérve ujragombolyodnak. A feltekeredés kozben intermedier allapotok alakul-
nak ki, melyek fokozottan hajlamosak az aggregaciora. Ezeknek az aggregatumoknak
a tobbsége, jbol nagy nyomas ald helyezve, méar a denaturaciés nyoméasnal kisebb
nyomds értéknél disszocidl [15].

A fehérjék aggregacidja egy tobb 1épcsos folyamat, mely soran kiilonbozo stabilitasa
aggregatumok alakulnak ki, de spektroszképiai szempontbdl csak egy fajtat latunk. Az
infravoros spektroszkopiai mérések soran a célunk az volt, hogy ezeket a kiillonbozo sta-
bilitasu aggregatumokat a nyomas segitségével elvalasszuk, ehhez a nyomas-denaturacio
utan a mintakat néhany érdig hagytuk aggregalddni. Ezt az aggregéacids idot mindig
masnak valasztottuk, hogy ezaltal megfigyelhessiik a kiilonbozo stabilitasi kompo-

nensek idobeli fejlédését, majd egy ismételt nyoméasciklus soran nyomasérzékenységiiket.
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4. Eredmények és diszkusszio

4.1. Meérési eredmények

A mérések soran a lizozim enzimet nehéz vizes oldataban vizsgédltuk infravoros
spektroszképpal. A nyomés méréséhez BaSO,-ot tettiink a gyémant cellaba. A méré-
seket levakumozott mintatérben, folyamatosan regisztralt, 40 °C koriili hémérsékleten
végeztiikk. A minta abszorbciéjat 400 — 4000 cm™! hulldmszdm értékeknél, a kozép-

infravords tartomanyban mértiik (9. dbra).

8 T T T T

"spect.datl" ut:2
D,O+gyémant cella
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amid-I
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0 | 1 1 1 | | 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v [1/cm]

9. dbra. A minta teljes infravoros spektruma és a fontosabb abszorpcids csicsok.

A fehérjék konformacios valtozasaira az amid-1 sav eltolodasabdl, amplitudojanak
megvaltozasabol, valamint 1Gj savok megjelenésébdl lehet kovetkeztetni. Ezért a mért

infravoros spektrumbdl az 1450 — 1700 ecm ™! hulldmszdm tartomdany, valamint nyoméds
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mérés szempontjabol a 983 cm~!-es BaSO, cstics érdekes. A lizozim rontgenkrisztal-
lografiaval meghatarozott konformacidja alapjan, nativ allapotban a polipeptidlanc
41% -a helikélis, 10% -a lemezes, a maradék pedig rendezetlen szerkezeti [10]. A
100 — 200 MPa nyomason mért infravoros spektrum esetén az amid-1 sav abszorpcios
maximuma 1650 cm™'-nél helyezkedik el (10. dbra). Ez tilnyomdrészt helikélis és ren-

dezetlen szerkezetet jelent, ami megfelel a krisztallografiai adatoknak.

25 F ' ' ' ' ' kezdeti -
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10. abra. A nativ allapoti lizozim infravoros spektruma. A mérést 253 MPa-on,

38,2 °C-on végeztiik. Az amid-I siv maximuma 1650,6 cm~!-nél helyezkedik el,

félértékszélessége 41,4 cm™L.

A nyomadst novelve az amid-I sav eltolédik (1642 cm™!) és kiszélesedik (11. dbra),
ami rendezetlen szerkezetre, a polipeptidlanc kitekeredésére utal. A fehérje szerkezeté-
nek fellazuldsara az amid-11 sav eltiinésébél is kovetkeztethetiink, ami a H/D kicseré-
16dés miatt eltolodott.

A denaturaciét kovetéen a nyomaéast az atmoszférikus érték kozelébe csokkentve,
jellemzéen 30 — 50 MPa, 1616 cm™!-nél megjelenik az intermolekuldris 3-szerkezet-
re jellemz6 oldalsav (12. dbra), azaz a fehérje aggregdlodik. Az oldalsdv intenzitdsa
aranyos az aggregatumokat stabilizalé hidrogénkotések szamaval.

Technikai okokbdl 30 —50 MPa-nal kisebb értékre nem tudtuk csokkenteni nyomast,
mert a minta kifolyt volna. Ezenkiviil az atmoszférikus nyoméas kozeli méréseknél a

mintateret nem vakumozhattuk le, mert kiszivta volna a mintat a gyémant cellabol.
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11. abra. A denaturalt lizozim infravoros spektruma. A mérést 964 MPa-on, 39,6 °C-on

végeztiik. Az amid-I sdv maximuma 1642,9 cm~!-nél van, félértékszélessége 53,2 cm L.

T T T T T
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12. abra. Az aggregalodott lizozim infravords spektruma. A mérést 168 MPa-on, 39,9

°C-on, az alacsony nyomasra valé visszérkezés utan 5 oraval végeztiik. Az amid-I sav

maximuma 1643,8 cm™!'-nél talalhaté, félértékszélessége 63,1 cm™?.

A nyomas ismételt novelésével az aggregaciés oldalsav nagy része eltlinik, de nem
teljesen (13. dbra). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a keletkezett aggregatum leg-
alabb két komponenst tartalmaz, egy nyomasfiiggot, mely a nyomas novelésével disz-
szocial és egy nyomasstabilt.

A nyomaést megint az atmoszférikus érték kozelébe csokkentve, az amid-I sav inter-
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molekuldris B-szerkezeti kompense ismét megjelenik (14. dbra), tehdt az aggregdtumok

disszociacidja is egy reverzibilis folyamat.

25| ‘nagynyomasz ! 4
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13. dbra. A masodik nyomasciklus soran denaturalt lizozim infravoros spketruma. A

mérést 1058 MPa-on, 40 °C-on végeztiik. Az amid-I sdv maximuma 1642,3 cm™~!-nél

taldlhato, félértékszélessége 56,5 cm ™!,
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14. abra. A masodik nyomasciklus utan aggregalédott lizozim infravoros spektruma.
A mérést 84 MPa-on, 39,7 °C-on, egybdl az atmoszférikus nyomasra valo visszaérkezés
utén végeztiik. Az amid-I sdv maximuma 1645,3 cm~'-nél taldlhaté, félértékszélessége
54,3 cm ™t
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4.2. Illesztések

A mért spektrumokat egy konstans alapvonal meghatarozdsa utan, a 1420 — 1710
cm ™! hulldimszam intervallumban Gauss-fiiggvények osszegével illesztettiik. Az illesztett
fliggvény (17) gyorsan konvergalt, 295 pont illesztése esetén a x? értéke jellemzben 0,007
volt. Az illesztések soran az aggregacios oldalsav és az amid-I sav teriiletére voltunk
kivancsiak. Elobbire az aggregatum mennyiségének meghatarozédsa, utébbira pedig a
normalas miatt.

A 15. abran 14thaté, hogy az amid-I sdv 1616 cm™!-es aggregéciés oldalsavja mellett,
1681 cm'-nél egy masik oldalsdv is megjelenik. Ez azonban nem az 1685 cm™'-es

intermolekuléris [-szerkezeti komponenshez, hanem a hajlatok, hurkok konformacids

rezgéséhez tartozik.

15 ¢
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15. dbra. A lizozim infravoros spektruma, illesztése és az illesztett 0sszeg komponensei.

Az aggregacios oldalsav teriiletének nyomasfiiggését, a fehérjék konformécié valtozasi

folyamatait altalaban jellemz6, szigmoid tipusu fiiggvénynek vartuk:

Ab

B(p)=ap+0b+ [P

, (18)
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ahol
AV

Itt po az atalakuldsi nyomas, AV az aggregdcids folyamat molaris térfogatvaltozasa.

c (19)

A szigmoid gorbék illesztése esetén a x? értéke jellemzdéen 0,009 volt 20 pont illesztése

esetén.

sigmoi‘d(x)

"sigml0.dat" +

Il Il Il Il Il Il
0 2 4 6 8 10 12 14
p (L00MPa)

16. dbra. Az aggregacios oldalsav teriiletének nyomasfiiggése szigmoid fiiggvénnyel
illesztve.

A kiilonb6z6 mérések oldalsav tertiletének szigmoiddal vald illesztésébol a tablazat-

ban lathato értékeket kaptuk.

t[h] T[°C] py [l00MPa] AV [&2]
1 40,1 1,34 £ 0,05 54 + 6,33
3 39,8 2,23+0,02 36,36 £1,03
5 40 3,14+ 0,08 27,57+ 2,19
39,7 4,67+0,02 37,73+1,66

39,7 3774018 26,14 + 5,96

—_

3
0

\]

2. tablazat. A szigmoid illesztésébol kapott valamint szamolt értékek, ahol py az
atalakulasi nyomas, AV pedig a (19) egyenlet alapjan szamolt molaris térfogatvaltozés.
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A szigmoidok paramétereinek ismeretében atmoszférikus nyoméson meghatarozha-
téak az aggregacios oldalsav teriiletei, amiket technikai problémakbdl kifolyélag nem

tudtunk mérni. A 17. abran lathatd, hogy a nyomas-denaturacié hatasara a kiilonb6zo

0.07

“osmaxmin.dat"‘ ul2 +

0.06 |-

0.05 |-

0.04 |-

0.03 |-

0.02 |-

0.01 |-

0

. . . .
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t(h)

17. abra. Az aggregécios oldalsdv szamolt teriilete atmoszférikus nyoméson az agg-
regacids ido fiiggvényében, amid-1 sav tertilettel normélva.

méréseknél nagyjabol egyforma mennyiségli aggregatum keletkezett. Kivétel ez aldl az
1 6ras mérés, aminél az oldalsav tertilete kisebb. Ennek az egyik lehetséges oka, hogy

a spektrum azonos koncentracioju, de maskor elkészitett oldattal lett felvéve.

4.3. Modell

A mérések soran a nyomas-denaturacié utan keletkezett aggregatum nem volt ho-
mogén, csak egy része disszocialt a nyomas novelésére. A legegyszeriibb modellt felté-

telezve tekintsiik az aggregatumot két komponensiinek:

k k
I — R 5 Iy
ko

ahol I a nyoméasdenaturacio utan kialakulo, aggregaciéra hajlamos intermedier allapot,
R a nyomésérzékeny aggregatum, Irr a nyomadsstabil aggregatum, ki, ko, k3 pedig a

sebességi dllandék. Ha Ny, No, N3 rendre az I, R, Irr dllapotban 1évé molekuldk szdma,

23



akkor differencialegyenlet rendszert az aldbbi médon irhatjuk fel:

dN-
d—tl = —ky Ny + ka Ny (20)

dN-
d—t? =k Ny — (ky + k3) Ny (21)

dN3
— 2 = _kaN 22
dt 34V2, ( )

kezdeti feltételként pedig:

N1 :]_, NQZOéS NgZO, (23)

adhaték meg. A differencialegyenlet rendszert numerikusan megoldva, igen bonyolult
eredményt kapunk. Azonban ha feltételezziik, hogy az aggregacié masodik lépése sokkal
lassabb, mint az els6, azaz ki, ko > k3, akkor N3(t)-t egy egyszerii telitési gorbével
kozelithetjiik:

N(t) = 1 — e, (24)

A gorbe kezdeti szakaszat egyenessel kozelithetjiik, melynek meredeksége megadja k3

értékét. Ahhoz, hogy ks-at meghatarozhassuk, olyan nyomads értéket kell vélasztani,

0.03

lin(x)
"osmaxmin.dat'u1:3 4+

0.025 -
0.02 |-
m  0.015 |
0.01 |

0.005 +

. . . .
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18. abra. Az aggregaciés oldalsav teriilete 800 MPa-n, abrazolva az aggregéacios id6
fiiggvényében.

ahol az aggregélt oldalsav teriilete nem valtozik jelentosen, azaz mar csak a nyomas-
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stabil aggregatumokat tartalmazza. A mérések esetén a 800 MPa-os érték megfelelének
bizonyult. A szigmoidok paramétereibdl szamolt oldalsavtertilet értékeket tekinthetjiik
a kezdeti egyenes szakasznak. Az ezekre a pontokra illesztett egyenesbdl (18. dbra) az

alabbi sebességi allando értéket kaptuk:

ks =5,63-1071+6,33-107 %L (25)

5. Osszefoglalés

A lizozim enzim nyomas-denaturaciéjanak infravoros vizsgalata soran azt tapasz-
taltuk, hogy nagy nyomdas hatasara a fehérje denaturalodik. Atmoszférikus nyomaés
kozeli értékre visszatérve, az tujragombolyodéds soran intermedier allapotok alakulnak
ki, melyek hajlamosak az aggregaciora. Az igy keletkezett aggregatum stabilitas vizs-
galatanak céljabol, azt ismét nagy nyomasnak tettiik ki. Azt talaltuk, hogy az agg-
regatum nem homogén. Egy része nagy nyoméds hatasara reverzibilisen disszocidlt, de
volt egy nyomasstabil komponens is. Feltételezve, hogy a nyomasstabil aggregatum
kialakuldsanak sebességi dllandéja jéval kisebb, mint a nyomasérzékeny komponensé,
a nyomasstabil aggregatum mennyiségének idébeli fejlodését egyszerti telitési gorbének
kaptuk. A folyamat sebességi allandéjat Osszevetve mas fibrillumok kialakulasdnak

sebességi allandoéjaval nagysagrendileg hasonlé értéket kaptunk.

Koszonetnyilvanitas

Elsé sorban szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Smeller Léaszlénak,
hogy irdnyitasaval és segitségével betekentitést nyerhettem a nagy nyomaéssal el6allitott
fehérjeaggregatumok infravoros vizsgalataba, valamint hogy gyakorlati és elméleti tana-
csaival segitette munkam elkésziilését. Ezenkiviil koszonom a Mafihés irodalakéknak a

szakmai segitséget, és nem utolsé sorban barataimnak és csaladtagjaimnak a tiirelmet.
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